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1. Introduccién

1. INTRODUCCION

La quiralidad es una caracteristica fundamental de muchos de los
organismos vivos a nivel molecular asi como a escala macroscopica. Ademas,
esta presente en los procesos mas importantes relacionados con la vida
conforme la conocemos actualmente [1]. Desde la formacién de las primeras
moléculas quirales en el universo primigenio (origen de la vida) hasta los
procesos de reconocimiento molecular quiral a nivel molecular [2-5]. El alto
grado de preferencia para una de las dos posibles imagenes especulares en la
naturaleza, tales como I-aminoicidos o D-azacares, a menudo llamado
“homoquiralidad biologica” es un fenémeno desconcertante y que no se ha

llegado a comprender totalmente.

La quiralidad de algunos compuestos conocidos puede ser “sentida” oliendo
o degustando cantidades pequefias de ellos. Por ejemplo, el limoneno, la sal de
sodio del 4cido glutimico y otros muchos compuestos quimicos son sustancias
con propiedades sensoriales que desprenden aromas, dando olot, y/o despiertan
el paladar, proporcionando sabor a las comidas, dependiendo de su
estereoquimica. Mas alla, las diferencias estereoespecificas tienen consecuencias
mas serias en farmacologia, como se muestra en estudios de farmacos
enantioméricos, como la talidomida o el ibuprofeno. La quiralidad de una
molécula también acostumbra a determinar en gran medida su reactividad
quimica, de manera que, por ejemplo, en muchas ocasiones para que dos
moléculas reaccionen necesitan tener una configuracién estereoselectiva e,
incluso, estereoespecifica determinada. Esta estereoespecificidad de los
mecanismos de reaccién tiene una importancia crucial en bioquimica, donde la
mayorfa de las reacciones enzimdticas requieren una configuracién o
conformacién especifica de los reactivos [6].

Por otro lado, el conocimiento de la configuracion absoluta de los sistemas
quirales es esencial para entender la relacién entre la funcién y la estructura de las
moléculas. En este sentido, es importante tener en cuenta que pueden existir
distintos tipos de quiralidad, lo cual se explicara en el subapartado z Conceptos
importantes sobre quiralidad del punto 2.1.5. del capitulo 2.

La estructura quiral de las biomoléculas (u otras especies quimicas) en
disolucién se ha venido caracterizando, en la mayoria de los casos y, mas bien,
hasta entrado ya el presente milenio, con técnicas de resonancia magnética
nuclear y de dicroismo circular electronico (ECD, Electronic Circular Dichroism
en inglés). Asimismo, en el caso de muestras solidas cristalinas, la técnica de
difraccién de rayos X ha sido utilizada también en algunas ocasiones, con un
caracter mucho mas limitado por los requerimientos que conlleva, para tratar de
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extraer dicha informaciéon tanto desde ellas como desde sistemas quirales de
otros ambitos de la quimica. También en la mayoria de los casos, la informacién
estructural obtenida a partir de los espectros ECD esta asociada con solo una o
dos transiciones electrénicas que aparecen en el rango del visible, con el
inconveniente adicional de que, si la molécula no contiene grupos croméforos,
las transiciones electronicas aparecen en el rango del UV lejano. Esto ocurre con
la mayoria de los péptidos y proteinas, donde las transiciones asociadas con los
grupos aromaticos cromoforos estin superpuestas a las transiciones propias del
péptido. Esto dificulta enormemente la asignaciéon de una estructura con los
datos ECD. Asimismo, aunque los grupos aromaticos no interfieran con las
bandas propias del péptido, el nimero de transiciones electrénicas que presentan
tales tipos de compuestos suele ser pequefio y, por lo tanto, la informacién
estructural obtenida para ellos desde la espectroscopia ECD es muy limitada.
Aun teniendo en cuenta estas desventajas, la técnica ECD ha sido muy til en el

analisis estructural de biomoléculas quirales.

Pero el uso del dicroismo circular en espectroscopia molecular no se limita
solo a las regiones de las radiaciones electromagnéticas correspondientes a la
transiciones electrénicas (UV-Visible), como es el caso de la técnica ECD, sino
que también puede usarse, de manera similar, en el caso de la regién espectral
correspondiente a las vibraciones moleculares, esto es, en la region infrarroja
(IR), conociéndose entonces la técnica correspondiente como espectroscopia
de dicroismo circular vibracional (VCD, ibrational Circular Dichroism en
inglés). De hecho, la técnica vibracional (VCD) tiene importantes ventajas
sobre la electronica (ECD) en su aplicacién al estudio de las estructuras de
sistemas moleculares tanto sencillos como complejos, paralelas, en buena
medida, a las que para un objetivo similar tienen las correspondientes
espectroscopifas IR y UV-Visible clasicas, respectivamente, en el estudio de
problemas no relacionados con la quiralidad de los mismos, entre las que
seflalaremos las siguientes de singular importancia: 1) La presencia de numerosas
transiciones vibracionales (y, por tanto, de sus bandas permitidas
correspondientes) en IR y VCD, en comparacién con las electrénicas en UV-
Visible y ECD, 2) Las vibraciones de los grupos aromaticos, carbonilos, aminos,
etc., se pueden observar en transiciones separadas en IR y VCD, al contrario del
gran solapamiento que para las mismas ocurre en UV-Visible y ECD y 3) Con el
importante impulso dado por Stephens y cols. [7-9] a la aplicaciéon de los calculos
quimico cuanticos en espectroscopia VCD en la ultima década del pasado
siglo, la simulacién tedrica de los espectros registrados experimentalmente con
esta técnica para una determinada especie quimica resulta una tarea mucho mas
sencilla y abordable, en general, que la correspondiente a la simulaciéon de sus

espectros ECD (que, entre otras cosas, requieren calculos quimico cuanticos que
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incluyen a la variable tiempo) y, por tanto, la aplicaciéon de la primera a, por
ejemplo, la determinacién de las configuraciones absolutas de dichas especies o
sistemas en estudio ha adquirido, también en general, un uso mucho mas
extendido y uatil que la segunda, sobre todo en estas dos ultimas décadas.

También es justo seflalar que no todo son ventajas en el empleo de la técnica
VCD con relacién a la ECD y asi cabe sefialar algunas desventajas como serfan
las siguientes: 1) El efecto VCD es muy débil (del orden de 10-3-10- respecto al
IR)[9] y requiere de tiempos de adquisicion muy largos, mas que (en general) en
ECD, tiempos que estin consiguiendo reducirse de manera significativa con
algunas mejoras que estan incorporandose en los nuevos equipos de las
diferentes casas que los comercializan, 2) En general, se necesitan también
concentraciones de muestra més altas que en ECD y 3) Al igual que en
espectroscopia IR clasica, el agua es un agente que produce interferencias muy
molestas en VCD, cosa que no sucede en ECD, de manera semejante a como no
sucede en espectroscopfa UV-Visible. Aun debiéndose reconocer dichas
desventajas, puede afirmarse que hoy dia la técnica VCD ofrece mayor interés
que la de ECD, especialmente desde el punto de vista estructural [10,11].

Adicionalmente a la técnica VCD para el estudio mediante espectroscopia
vibracional de sistemas quirales, comentar que la actividad 6ptica Raman
(ROA, Raman Optical Activity en inglés) constituye, de manera semejante a como
lo es la espectroscopia VCD respecto a la IR, la técnica contraparte sensible a la
quiralidad de la Raman clasica [10,11]. Un equipo de dicha técnica ROA fue
adquirido por la Universidad de Jaén (UJA) hace unos afios, pero no ha estado
disponible para su uso en su Centro de Instrumentacién Cientifico Técnico
(CICT) hasta finales del afio pasado, razén por la cual no ha podido llegar a ser
usado, como en principio estaba previsto hacerlo, para el desarrollo de los
trabajos de esta tesis doctoral. Las técnicas VCD y ROA han venido a reforzar
notablemente la potencialidad de la espectroscopia vibracional clasica para el
estudio estructural de sistemas quimicos, ampliando el ya de por si importante
papel jugado para el logro de dicho objetivo por parte de sus correspondientes
contrapartes clasicas, esto es, de las técnicas IR y Raman, respectivamente, y
permitiendo su aplicaciéon al estudio especifico de los efectos debidos a la
presentacion de quiralidad por parte de tales sistemas.

La determinacion experimental de la configuracion absoluta de un
compuesto quiral es, en general, una tarea, no sélo de gran interés cientifico, sino
también industrial, como lo es claramente en el caso de la industria farmacéutica,
habiéndose revelado en las dos ultimas décadas la espectroscopifa VCD como
una de las principales técnicas para conseguir dicho objetivo, principalmente, en
el caso de compuestos estudiados en fases condensadas, sobre todo liquida
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[9,11,12], pero también soélida, tarea esta ultima en la que el grupo de
investigacion en el que se ha desarrollado este trabajo esta contribuyendo a su
desarrollo de una manera significativa, como se recoge en las referencias 13-15y
como, asimismo, se mostrara en esta memoria de tesis.

Por otro lado, hay que significar que también la radiacién de microondas
(MW, del inglés microwave) esta siendo usada en estos ultimos afios para la
determinacién de configuraciones absolutas de especies quimicas en fase gas [16-
18].

Desde un punto de vista meramente quimico, los sistemas objeto de estudio
de esta tesis doctoral pueden dividirse en tres grandes grupos: i) En primer
lugar, se encuentran aquellos sistemas aislados, de tamafio variable, que
presentan quiralidad “per se”. ii) En segundo lugar, se encuentran ciertos
agregados moleculares donde la quiralidad, generalmente de tipo
supramolecular, bien surge de manera espontanea, debido al establecimiento de
interacciones no covalentes entre unidades monoméricas aisladas (con quiralidad
previa o sin ella, hablindose en el dltimo caso de resolucion espontanea) [13-
15], o es inducida, por ejemplo, fotoquimicamente [19,20], o por la presencia de
determinados disolventes [21], etc. iii) En tercer lugar, y dentro del segundo
grupo, cabe también incluir la quiralidad supramolecular condicionada por la
magnitud de la interaccién entre dos entidades aisladas [3], segin el modelo
host/guest (receptor/huésped), pudiéndose dar lugar a procesos de
reconocimiento quiral enantioselectivos y/o enantioespecificos.

En todos estos casos, las técnicas vibracionales sensibles (VCD) y no
sensibles (IR y Raman) a la quiralidad, apoyadas por cilculos quimico
cuanticos, se usan como herramientas para llevar a cabo el andlisis
conformacional y/o configuracional, incluyendo en este ultimo caso la
determinacién propiamente estereoquimica de la configuracion absoluta del
sistema en estudio.

En consonancia con lo dicho en los ultimos parrafos, en la presente tesis, se
abordara tanto el estudio individual de algunas moléculas aisladas de interés
biolégico (aminoacidos, carbohidratos y un alcaloide) o atmosférico
(terpenos), acerca de las que no existen datos en la bibliografia de una
caracterizaciéon completa mediante las técnicas vibracionales y de microondas
mencionadas anteriormente, como el estudio de agregados supramoleculares,
fundamentalmente mediante el uso de las citadas técnicas de la espectroscopia
vibracional (apoyadas por calculos quimico cuanticos) y otras técnicas
complementarias (en diferentes colaboraciones con otros grupos especialistas en
su uso), en dos lineas bien diferenciadas, como se indica a continuacién. Por un
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lado, una linea relativa a todo lo relacionado con la quiralidad (incluyendo su
configuracién absoluta) de los cristales formados por una serie de derivados del
1H-indazol y otros compuestos heteroatémicos similares (1H-benzimidazol y
1H-benzotriazol) que presentan, asimismo, fenémenos de resolucién
espontanea y, por otro, una linea en la que estudiaremos los procesos de
reconocimiento quiral entre el éter corona (all-8)-18c6H, y los enantidmeros
Ry S del aminoacido serina (previamente estudiado como sistema individual),
asi como los resultados preliminares obtenidos con el huésped cisteina. También
se han llevado a cabo aqui trabajos adicionales sobre la determinacion
mediante la técnica VCD de excesos enantioméricos (e.c.) en disolucién y en
fase sélida para un compuesto de referencia en el uso de dicha técnica, y en
orden a la posible posterior aplicaciéon de los resultados obtenidos al estudio de
dicho asunto en algunos sistemas mas complejos (como aquellos de indole
supramolecular también objeto de estudio en esta tesis y que han sido ya
mencionados mas arriba), asi como acerca de la caracterizaciéon de las
estructuras en fase gas de una serie de 3 compuestos terpénicos (2 de los cuales
habian sido ya objeto de estudio reciente mediante técnicas vibracionales dentro
del grupo de investigacién de la doctoranda) mediante el uso de espectroscopia
rotacional.

Finalmente, comentar que esta tesis ha podido llevarse a cabo gracias a la
concesion de una beca/contrato predoctoral de 4 afios de duracién a la
doctoranda por parte de la UJA, en concreto dentro de la Accién 16: “Ayudas
para la Formaciéon de Personal Investigador”, del Plan de Apoyo a la
Investigacién, Desarrollo Tecnoldgico e Innovaciéon de la Universidad de Jaén
(UJA) del bienio 2009-2010 (prorrogado). Agradecer también la financiacién
parcial del desarrollo de la misma por parte de la Junta de Andalucia, en
concreto como parte de un Proyecto de Excelencia (PO8-FQM-04096),
concedido a un equipo de trabajo en el que se encontraban los directores de esta
tesis y del que fue IP uno de ellos (dentro de la convocatoria de 2008 de la
CICE de dicho organismo) y que finalizé en diciembre de 2013. Agradecer,
asimismo, a la UJA, la financiacion parcial de una parte de esta tesis mediante la
concesion a sendos equipos de trabajo del referido grupo de investigaciéon de
dos proyectos puentes (UJA2013/08/03-UJA2015/08/07, el primero, y
UJA2016/08/15, el segundo) y de dos Ayudas a la Excelencia: Modalidad de
Agregaciones de Grupos de Investigacion, de las convocatorias 2014 y 2015 de
la “Accién 2 del Plan Propio de I+D+i de la UJA 2014-15”. Gracias también al
CICT de la UJA por la disposicién de sus instalaciones y de todo su personal,
cuya ayuda ha sido requerida en algin momento para llevar a cabo trabajos
relativos a esta tesis.
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Los estudios mediante espectroscopia de microondas de los terpenos 6xido
de limoneno y y-terpineno se pudieron llevar a cabo gracias a la realizacién por
parte de la doctoranda de una estancia de investigacién de un mes (Mayo, 2014)
en el Laboratorio PhLAM (Laboratoire de Physique des Lasers, Atomes et
Molécules), UFR de Physique, Université Lille 1 en Lille (Francia), financiada
por el grupo de investigacion liderado por la Prof. D* Thérése Huet mediante el
contrato  ANR-10-BLAN-724-5 NCPCHEM. La doctoranda pudo aprender
sobre espectroscopia de pulsos microondas por transformada de Fourier, MB-
MWEFT (del inglés Molecular Beam-Microwave Fourier Transform spectrometer).

Por su parte, el espectro rotacional en fase gas del terpeno denominado
pulegona, en este caso mediante un espectrémetro microondas de banda ancha
sensible a la quiralidad, CP-FIMW (del inglés Chirped-Pulse Fourier Transform
Microwave spectrometer), fue registrado y analizado durante una estancia de dos
meses (12 Mayo a 12 Julio, 2015) en el grupo de investigacién “Structure and
Dynamics of Cold and Controlled Molecules”, Max-Planck-Institut fir Struktur
und Dynamik der Materie, de Hamburgo (Alemania), liderado por la Dra.
Melanie Schnell, gracias a una beca de movilidad Max Planck dentro del
programa “Max Planck Prince of Asturias Mobility Programme for Spanish
junior” concedida a la doctoranda y financiada por la Fundacién Principe de
Asturias y la “Max Planck Society”.

El manuscrito que aqui se presenta consta de 6 capitulos, ademas de este
primero de “Introduccién”.

El proposito del capitulo 2, titulado: “Espectroscopias vibracional y
rotacional”, es la revisién de los fundamentos tedricos de las distintas técnicas
(IR, VCD y Raman) de la espectroscopia vibracional y de la técnica de
microondas (MW) correspondiente a la espectroscopia rotacional empleadas
durante la realizaciéon de esta tesis. En el capitulo 3, denominado: “Quimica
computacional y métodos tedricos”, se pretende proporcionar una explicacién
acerca de los calculos quimico cuanticos (mecanica molecular 'y
mecanocuanticos) llevados a cabo en este trabajo y el porqué de su eleccion
(precision, coste computacional, condiciones experimentales que se deseen
reproducir, etc.). En el capitulo 4, denominado: “Dispositivos experimentales”,
se describen las técnicas espectroscopicas vibracionales sensibles (VCD) y no
sensibles a la quiralidad (IR y Raman) y la técnica rotacional (MW) empleadas,
especificando las partes que componen los equipos, los accesorios usados, las
condiciones en las que se llevaron a cabo los experimentos, la metodologia

usada, etc.
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En los capitulos 5: “Quiralidad molecular de ladrillos modelo de interés
biolégico y de sistemas de interés atmosférico” y 6: “Quiralidad supramolecular:
resolucién espontanea y reconocimiento molecular”; se presentan y analizan los
resultados obtenidos en los trabajos trealizados en esta tesis correspondientes a
los dos bloques de sistemas moleculares estudiados en ella y que han sido
comentados con anterioridad.

Terminar este capitulo de introduccién diciendo que esta ha sido la primera
tesis doctoral en la que se ha hecho uso de una técnica sensible a la quiralidad,
esto es, la espectroscopia VCD, de las realizadas en el Grupo de Investigacion:
“Quimica Fisica Tedrica y Experimental” (FQM173), cuya principal linea de
investigacién desde sus origenes (alld por finales de los afios 70 del siglo pasado)
ha estado centrada en el campo de la “Espectroscopfa Molecular” y, méds en
concreto, de la “Espectroscopia Vibracional” tanto tedrica como experimental y
que ha sido pionero en la introduccién de dicha técnica dicroica a nivel nacional.
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2. ESPECTROSCOPIAS VIBRACIONAL Y ROTACIONAL

El propésito de este capitulo es la revision de los fundamentos tedricos de la
espectroscopia vibracional (IR, VCD y Raman) y rotacional (MW) empleadas
durante la realizacion de esta tesis.

2.1. Espectroscopia vibracional
2.1.1. Introduccion

En el proceso de interaccion de la radiacién con la materia, la energia
absorbida o emitida corresponde con la diferencia de dos niveles de energfa de
los dtomos o moléculas. Esta diferencia de niveles en términos de longitud de
onda o frecuencia de la radiacién emitida o absorbida por el sistema molecular se
expresa mediante la ecuacién de Planck-Bohr [1,2]:

1 2.1

AE=E2—E1=h-v=h-17-c=h-c-I

donde AE = E, — E; es la diferencia de energfa entre los dos niveles implicados
en la transicion (E,: estado excitado, E;: estado fundamental), h es la constante
de Planck (6,626069 x 1034 J-s), ¥ es el numero de ondas (cm™), v es la
frecuencia (s1), ¢ es la velocidad de la luz en el vacio (3:10° cm/s) y 1 es la
longitud de onda (cm). Segtn la longitud de onda a la que la molécula emite o
absorbe radiacién, nos encontramos en una regién de la radiaciéon
electromagnética o en otra (ver Fig. 2.7).

Un sistema de Cambio de
. Transiciones - wonfiguracion
1écul interac- Transiciones vibracionales Transiciones nuclear
moleculas no 1nterac rotacionales electronicas
: 1
L ]
clonantes puede Radio Microondas Infrarrojo  Visible Ultravioleta Rayos-X  Rayos-y
presentar los siguientes 1 1 1 1 1 1 1
T L T L) L] L T
- ‘ 103 102 0% 106 108 10rie 1012
upos de energia' Longitud deonda (m)
traslacional, rotacional, A>50cm  0,1-50cm  0,8um-lmm  400-B00nm  10-400nm  1pm-10nm  A<lpm

o nuclear. Estos tipos
de energla poseen Frecuencia (Hz)

magpitudes O —— ] ———

diferentes 6rdenes, por 104 108 1012 w0ls 06 j018 1020

lo que las transiciones Figura 2.1:  Regiones en las que se puede dividir el
entre los cotrespon- espectro electromagnético en funcién de la longitud de
dientes  niveles  de onda y efectos moleculares de la radiacién en las mismas.

Imagen tomada de la referencia 3 y convenientemente

energfa darin lugar a modificada

absorcion o emisioén de
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energia en zonas o regiones espectrales de diferente frecuencia o longitud de
onda. Este hecho nos permite estudiar independientemente los espectros
asociados a estos niveles de distintos tipos de energfa con técnicas
espectroscopicas diferentes.

En este trabajo se han empleado técnicas espectroscopicas vibracionales (IR,
Raman y VCD) y rotacionales (MW). Las técnicas empleadas se basan en
fenémenos distintos y ofrecen informacién complementaria, sea dentro del
mismo rango de frecuencias (IR), o en un rango distinto (MW), inmediatamente
por debajo del anterior.

2.1.2. Tratamiento clasico de los modos normales de vibracion

A todas las temperaturas posibles los atomos en las moléculas estin
realizando continuos movimientos vibracionales, donde los 4angulos y las
distancias de enlace estin variando continua y periédicamente sin que se
produzcan traslaciones de sus centros de masas. Los movimientos de vibracién
de una molécula pueden descomponerse en oscilaciones en las que los atomos se
mueven en fase y que se llaman modos normales de vibracién, cada uno de los

cuales tiene una frecuencia caracteristica.

El nimero de modos ® ® [P\ O ®
normales de vibracién para " & \ , o>
una molécula poliatémica _ JJ‘)
no lineal es igual a 3N — 6 J J J
y para una lineal es igual a Wi, P v -2 o S
3N —5. La Fig 2.2 ilustra fuericel pane ewrelichens fuera del plano
los  principales  modos \ A \
normales de vibracién que \}\ I R o
podemos encontrar en una A d )
molécula [2]. “Rocking” “Asymmetric “Symmetric

Flexion asimétrica stretching” stretching”

El estudio del e a;:;?i:a s-irriunéstls:a

movimiento de una

Figura 2.2: Esquema de los modos normales
molécula poliatomica en el de vibracién principales de una molécula.
espacio es muy complejo.
Para estudiar solo las vibraciones hay que encontrar la manera de separar el
conjunto de movimientos en traslaciones, rotaciones y vibraciones. Este
problema fue tratado por Casimir, Eckart y mas generalmente por Sayvetz,
quienes estudiaron la eleccion de un conjunto apropiado de coordenadas con las
cuales realizar la separaciéon lo mas extensa posible. Haciendo uso de las

condiciones de Sayvetz (detalladas en la referencia 4), las vibraciones de una
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molécula se pueden tratar de forma separada de los movimientos rotacionales y

traslacionales.

Se necesitan las expresiones de la energfa cinética, T, y potencial, V, para
esctibit la ecuacion de movimiento vibracional de una molécula. Vamos a
considerar una molécula en la que la posicién del nucleo atémico a-enésimo
viene definida por el vector de posicién 14, de componentes X,, Yo ¥ Z ¥ la
posicién de equilibrio por el vector r% de componentes x3, y° y z%. El
desplazamiento instantaneo del nicleo a-enésimo a partir de la posicion de
equilibrio en el sistema en rotacion se define por el vector p,, de componentes
DAxg = Xg = X, BYy = Yo = Ya Y D2g = Zq — Zg [4.5]:

Pu=Tg— 10 2.2) 2T = Z m, 27 (2.3)

La energia cinética vibracional viene dada por la ecuacién (2.3), donde la
sumatoria va desde 1 hasta 3n, considerando como coordenadas las
componentes cartesianas del vector p, (x; es la coordenada de desplazamiento
cartesiana genérica) y m; toma los valores m; parai =1,2y 3, m, parai = 4,5
y 6 y asi sucesivamente. A menudo es conveniente emplear un conjunto de
“coordenadas cartesianas ponderadas en masa”, q;, definidas por la ecuacién
(2.4). Usandolas se puede escribir la expresion para la energia cinética de forma

mas simplificada, tal y como se muestra en la ecuacién (2.5).

3n
i=1

La energia potencial es una funcién de las coordenadas de desplazamiento.
Para pequefios desplazamientos la energfa potencial se puede expandir en una

serie de potencias de las coordenadas de desplazamiento:

=242 (50) at Y (o)t
0 : aqi Oql aqiaqj Oqlq] (2.6)

Lj

Nosotros estamos interesados en la variacién de la energfa potencial con las
coordenadas g; y no en su valor absoluto. Fijamos, por tanto, el cero de la escala
de energia en la posiciéon de equilibrio y entonces V, = 0. Como la posicion de
equilibrio es el minimo de energfa potencial y todas las q; son independientes
entre si, también se cumple la ecuacién (2.7). Los términos mas elevados que el
término cuadratico de la ecuaciéon (2.6) pueden despreciarse para pequefios
desplazamientos de los atomos alrededor de la posicion de equilibrio dentro de la
aproximacion armonica, y nos queda la expresion (2.8) para la energia potencial

[4]-
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=(—) = 2.7 = iqj = ij9i4; 2.8
i~ \ag; (2.7) 4 94:04; Oqqu 4 1j419; (2.8)

0
Los términos f;; son las constantes de fuerza y expresan el cambio que se
produce en la energfa potencial cuando un dtomo o un grupo se mueve a lo largo
de las direcciones dadas por q; y q; [2]. Como V es una funcién continua, el
orden de diferenciaciéon en (2.6) es indiferente y por eso fi; = fj;. En principio,

el nimero de constantes de fuerza distintas es 3n x (3n + 1)/2.

Conocidas T y V podemos escribir la ecuacién de movimiento de Newton
para la molécula en vibracién en su forma lagrangiana [ver ecuacién (2.9)].
Sustituyendo en la ecuacién (2.9) las expresiones (2.5) y (2.8) tenemos la

ecuacion (2.10).

d(@T) (8V) . Z _
—(—)+(=)=0 i=12..,3n (29 .+ ) fijg; =0 (210
1(o5) * (50 29) 4 (210)

Las soluciones de este sistema de ecuaciones diferenciales de segundo orden
simultianeas son las funciones del oscilador armonico de la mecanica clasica:

q; = A; cos(2mevt + @) (211

donde v es la frecuencia de vibracién en cm? (o nimero de ondas),c es la
velocidad de la luz, ¢ es un factor de fase y 4; es el desplazamiento maximo del

atomo desde su posicién de equilibrio.

Si sustituimos (2.11) en (2.10) obtenemos la ecuacion (2.12), y reescribiendo
adecuadamente la misma, la ecuacién (2.13).

z fijAj — 4m*c?v?A; = 0 (2.12) Z(fu —28;)4 =0 (213)
J

j
donde A =4n?c*v? y §;; es la funcion delta de Kronecker. Esta ecuacion
(2.13) es un conjunto de 3n ecuaciones lineales homogéneas simultaneas en los
3n coeficientes A; desconocidos, el cual tiene soluciones diferentes a la trivial
A; =0 (j =12,..,3n) solamente si el determinante de los coeficientes es igual a

cero [4], esto es:

f1,1 -4 f1,2 f1,3 f1,3n

[ f1,2 fz,z_}L f2,3 f2,3n }

| f13 f23 f3,3‘_ A f3,‘3n | =0 (2.14)
l fl,‘Sn fz,'3n f3:3n f3n,3;1 - }LJ

Este es el denominado determinante secular, el cual cuando se expande da

lugar a una ecuacién algebraica de orden 3n en A, denominada ecuaciéon
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secular. Habrd entonces 3n valores de A, que serin los autovalores de la
ecuacion (2.14) y que, como se ha mostrado anteriormente, estan relacionados
con las frecuencias vibracionales del sistema. Habrad entonces 3n frecuencias
armonicas, vy, para las cuales el determinante secular serd igual a cero. 6 de estas
frecuencias armonicas (5 si la molécula es lineal) son cero y corresponden a las
traslaciones y rotaciones moleculares. Por lo tanto, existen solamente 3n — 6
(3n — m, si la molécula es lineal) raices distintas de cero para la ecuacion secular
[4]. Si sustituimos el valor de una de estas 3n — 6 raices, llamémosla A, en la
ecuacion (2.13), se obtiene una solucion para los coeficientes seculares incognita,
Aj. Para mostrar la relacion de dicho coeficiente con el A, usado, se indica la
solucién mediante Aj. Sin embargo, no es posible determinar todos los 3n
coeficientes Aj, desconocidos desde la ecuacién (2.13), sino sélo ciertas

J
relaciones entre ellos (para mas informacion, ver seccidon 2.6 de la referencia 4).

Llegados a este punto es conveniente introducir el concepto de “coordenada
normal”. El uso de este tipo de coordenadas resulta adecuado no solamente para
el tratamiento clasico del problema vibracional sino, ain mads si cabe, también
para su tratamiento cudntico. Las frecuencias correspondientes a los modos
normales de vibracién pueden llegar a ser observables del sistema que pueden ser
asociados a los diferentes modos normales y, en definitiva, a los diferentes
grados de libertad vibracionales de las moléculas. Las coordenadas normales, Q,
estan relacionadas con las “coordenadas cartesianas ponderadas en masa”,

q;, mediante la siguiente expresion:

Q=Lq (2.15)

donde g es un vector columna que contiene todas las coordenadas cartesianas
ponderadas en masa, q;, @ es un vector columna que contiene las 3N
coordenadas normales,Q,, v L es la matriz de transformacién, cuyas
componentes son los denominados coeficientes ;.

En el espacio de las coordenadas normales, las energias potencial y cinética se

pueden escribir de la siguiente forma:

3n-6 3n-6
2T = Z Qi (2.16) 2V = Z A QF (2.17)
k=1 k=1

donde Ay son los autovalores de la energfa. De esta forma, la expresion para la
energia potencial, V, es diagonal porque contiene el cuadrado de las coordenadas

normales y no términos cruzados (f;;q;q;).

El calculo de los modos normales de una molécula implica la diagonalizaciéon
de la matriz de las constantes de fuerza: los autovalores de la matriz de las
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constantes de fuerza diagonalizada son las frecuencias vibracionales, y la matriz
L, autovector que diagonaliza la matriz de las constantes de fuerza, transforma el
espacio q en el espacio Q (para mas detalle ver seccién 3.7 de la referencia 2).

2.1.3. Tratamiento cuantico de los modos normales de vibracién
7. Aproximacion Born-Oppenbeimer

La ecuacion fundamental de la mecanica cuantica es la ecuacion de ondas
de Schrédinger:

AR, 7, OYR, T t) = —mw (2.18)
AR MYR,7) = EY(R,7) (2.19)

donde H es el hamiltoniano molecular que depende de las coordenadas
nucleares, R, y de las coordenadas electrénicas, r (también del tiempo, t, en la
forma de ecuacién (2.18) o ecuacién dependiente del tiempo). La ecuacién de
Schrédinger escrita en la forma de la ecuacion (2.19) es independiente del
tiempo, se denomina como ecuacién de Schrédinger estacionaria del sistema en
estudio y es, matematicamente, una ecuacién en valores propios, en la que ¥ es la
funcién propia de dicha ecuacién, que para el estudio de un sistema molecular,
como es el caso de interés en este trabajo, dependera de las coordenadas de
posicién nucleares, R, y de las coordenadas electrénicas, r, de la molécula. E es el
correspondiente valor propio de la energia (o energia molecular, para los casos
de interés en este trabajo), que serd (al igual que el hamiltoniano molecular)
independiente del tiempo, para los estados estacionarios del sistema.

El estado estacionario con el valor propio de la energia mas pequefio se
denomina estado fundamental del sistema. Nosotros vamos a trabajar con la
ecuacion de Schrédinger independiente del tiempo, suponiendo que nuestro
sistema no evoluciona con el mismo. En el caso de sistemas moleculares, que
son, como se ha dicho, los que nos interesardn en este trabajo de tesis, el

hamiltoniano, H, de los mismos sera la suma de los siguientes términos:

H=Ty+ T, + Vipy + Voo + Ve (2.20)
h? 9% h? 9%
T, =— —; = — R —
" 2my, ORZ’ ¢ — 2m; o1
L

e
nn — R ’ ee — r”' ne — T
ap P i Y a

La
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2. Espectroscopias vibracional y rotacional

donde T, y T, son las contribuciones de las energias cinéticas de los nacleos y de
los electrones, respectivamente, Vp,, Vee v Vie son las respectivas energias
potenciales de interaccién entre los nucleos (repulsiones), los electrones
(repulsiones) y entre los nucleos y los electrones (atracciones). Los subindices
con las letras griegas a, §, ... se refieren a los nicleos, mientras que aquellos con
las letras latinas i, j, ... lo hacen a los electrones, Z es el nimero atémico del
elemento en cuestién cuyos atomos intervienen en la composicién del sistema
molecular y Rgg, Tiq ¥ 7ij son las distancias nucleo-nucleo, nuicleo-electron y

clectréon-electrén, respectivamente [4].

Los tnicos sistemas que pueden resolverse de forma exacta empleando la
ecuacién de Schrédinger independiente del tiempo son el atomo de Hidrégeno y
los iones hidrogenoides, pues poseen un unico electrén. Para sistemas con mas
de un electrén se recurre a utilizar aproximaciones que, o bien simplifiquen el
problema (fundamentalmente facilitando algunas de las consideraciones de sus
planteamientos) o introduzcan metodologias mas o menos complejas para
obtener soluciones aproximadas del mismo. Para empezar, aplicamos la
aproximacién de Born-Oppenheimer, la cual se basa en la gran diferencia de
masa entre los electrones y los nucleos. Asume que el movimiento de los nucleos
y de los electrones esta desacoplado y divide el problema en una ecuacién
nuclear y otra electrénica. En una primera etapa, se considera que los electrones
se mueven alrededor de los nucleos para una determinada posicién de estos, es
decir, como si los nicleos estuviesen fijos. En una segunda etapa, se estudia el
movimiento nuclear o la superficie de energia potencial, que es muy util para
saber cuiles son las posiciones mas estables de los nucleos [6]. Por un lado,

podemos expresar el hamiltoniano de la siguiente forma:

Htotal — fyelec + frucl (2.21)

HEYC =T, + Vye + Vee H™ = T + Vo

Por otro lado, la funcién de ondas y la energfa totales se expresan, asimismo,
de la forma siguiente:

(R, 7) = Welec (R, )Wl (R)  (2.22) E = Eelec 4 prucl (2.23)

La ecuacion de Schrédinger puede ser separada en una parte nuclear y en una

parte electrénica:

Aetec (R, r)petec (R, 1) = Eelecypelec(R 1) (2.24)

H‘nucl(R)lpnucl(R) — Felec q;nucl(R) (2_25)

Cabe resaltar que la ecuacién electronica contiene las coordenadas de los
nucleos (R), ya que su solucion depende de forma paramétrica de la posicion de
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los nucleos. Lo que se suele hacer es resolver la ecuacién electrénica para
diversas posiciones de los nucleos (ecuacién nuclear), para asi tener acceso a la
energia total, E, del sistema molecular bajo diferentes disposiciones nucleares de
los atomos que conforman la molécula, pudiéndose escribir la ecuacién de ondas

estacionaria global del sistema en la forma:
Aot (R, rY(R, 1) = EY(R,7) (2.26)

donde cada uno de los términos que en ella aparecen tienen el significado ya

apuntado.

En los estudios que hemos llevado a cabo en la presente tesis nos interesan
de manera particular los autovalores y las autofunciones del operador
hamiltoniano nuclear, los primeros de los cuales no seran otra cosa que los
valores de la energia correspondientes a sus diferentes tipos de movimientos.
Asf, para tratar el problema nuclear, es necesario tener en cuenta las
contribuciones vibracionales, rotacionales y traslacionales. Como vimos en el
punto 2.1.2. “Tratamiento clasico de los modos normales de vibracién”, estas
contribuciones se pueden estudiar por separado gracias a las aportaciones de
Casimir, Eckart y Sayvetz (ver referencia 4). En una primera aproximacion se
suele utilizar el modelo del oscilador arménico para la vibracién y del rotor
rigido (ver apartado 2.2. “Espectroscopia rotacional”) para la rotacién. La
funcién de onda nuclear se puede descomponer como producto de una funcién
de onda rotacional, ¥, y una funcién de onda vibracional, ¥, [ver ecuacién
(2.27)]. 'Y el hamiltoniano nuclear se puede escribit como suma de un
hamiltoniano rotacional, H,, y uno vibracional, H,, tal y como se expresa en la
ecuacion (2.28).

el — gy (2.27) ™t = [, + A, (2.28)

. Ecnacion de ondas vibracional y niveles de energia de una molécnla
poliatimica

Para resolver la ecuacién de Schrédinger del problema vibracional arménico
de una molécula poliatomica vamos a usar aqui el denominado sistema de
coordenadas normales, que es posiblemente y de una forma general el mas
adecuado. Cuando estudiamos las vibraciones de una molécula poliatbmica, estas
pueden ser no degeneradas o doble, triple, cuiddruple o quintuplemente
degeneradas, y la solucién de la ecuacion de Schrédinger tiene algunos aspectos
diferentes para cada caso.
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La ecuacién de Schrédinger para el oscilador armonico isétropo en 7

dimensiones es la siguiente:

naij+2 E Ai lw=0 (2.29)
£i0Q7 22,%% = '

Cuando no hay interacciones de vibraciones, se puede factorizar:

n n
Y= H‘Pi E= Z E, (2.30)
i=1 i=1
Esto nos lleva a # ecuaciones del tipo de la ecuacién (2.29), mas simples,
dependientes cada una de ellas de una sola coordenada normal, Q;, esto es:

R

2 A 1
— — ——.2 = _— —_— .
ot B3 %]v=0 @3 F = (v + ) (2:32)

Cuyos autovalores de energia vendran dados por la expresiéon (2.32). Segun
esta ecuacion (2.32), la energia vibracional de una molécula poliatéomica en
la aproximaciéon arménica viene dada por la ecuacién (2.33). Donde v; es la
frecuencia vibracional [4] y v; es el nimero cudntico vibracional que sélo puede
adoptar valores de 0, 1, 2, etc., es decir, valores enteros y con variaciones de la

unidad de h - v entre ellos.

3N-6

1 1
E = Z (v + Phev, (2.33) E, = Ehcz v; (2.34)

i=1 i

Como “nivel cero o fundamental” denominamos al estado vibracional mas
bajo que se corresponde con una transicién vibracional en la que todas las
coordenadas normales tienen un valor de v; = 0. La energfa de este estado no es
cero (ver panel a de la Fig. 2.3), sino que tiene el valor de la ecuacién (2.34) [4,5].
Esta energia se denomina “energia del punto cero” (pues estaria presente en la
molécula estudiada incluso a la temperatura de 0 K) y puede llegar a tener un
valor relativamente alto en las moléculas poliatémicas, informandonos de que la
molécula tendrfa movimientos (desplazamientos) vibracionales de sus atomos
componentes respecto de sus posiciones de equilibrio por valor de esa energia
E,.

Los valores de v; estan cuantizados, lo que quiere decir que la energfa
vibracional esta cuantizada desde el punto de vista de la mecanica cuantica y bajo
la aproximacién del oscilador armonico. Las reglas de selecciéon son: Av; = 0, £1
(+1 para absorcion y -1 para emisién). Esto tiene enormes consecuencias, ya que
quiere decir que la energfa vibracional estd estructurada en una serie de niveles
discretos y que estos seran distintos segun la molécula a estudiar. Es légico
deducir, en consecuencia, que la interaccién de la radiaciéon electromagnética
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infrarroja sera distinta en funcién de la molécula con la que interaccione. Por lo
tanto, la respuesta obtenida (espectro vibracional) también variard de una
molécula a otra.

Energiade
disociacién

|

X X

a) b)

Figura 2.3: a) Energfa potencial para el modelo del oscilador arménico y b)
Energia potencial para el modelo del oscilador anarmoénico. Imagen tomada de la

referencia 2, parcial y adecuadamente modificada.

Para reproducir correctamente, desde el punto de vista de la mecdnica
cuintica, la distribucion de niveles de vibraciéon de una molécula, el modelo del
oscilador amoénico falla. El modelo armoénico predice que los niveles
vibracionales estan equidistantes, independientemente del valor de v;. En
realidad, lo que se observa es que estos niveles empiezan a aproximarse entre s
conforme aumenta el valor de v;. Esto es debido a la anarmonicidad de las
vibraciones. El potencial real de una molécula es el resultado de una
combinacién de dos potenciales de signo distinto:

1) Un potencial atractivo debido a la existencia de un enlace.
i) Un potencial repulsivo debido a las repulsiones entre las nubes
electronicas de ambos ntcleos.

Este efecto surge porque la funcién potencial deja de ser cuadratica,
presentando una forma similar al potencial de Morse (ver panel b de la Fig. 2.3), e
implica, por ejemplo, que si separamos lo suficiente ambos atomos, el enlace se
va a romper y vamos a disociar la molécula [2]. La desviacién de la funcién de
energia del potencial arménico se tiene en cuenta incluyendo términos cubicos,
cuarticos, etc. en el desarrollo en serie de potencias del potencial [ecuacién (2.6)]
y tratando estos términos adicionales mediante, por ejemplo, la teorfa de
perturbaciones. La correcciéon anarmonica es relativamente pequefia en las
transiciones que parten desde el estado fundamental y llegan al primer estado
excitado, pero llega a ser mas predominante para transiciones que patrten de
estados altamente excitados, los cuales se encuentran mas poblados a altas

temperaturas, y dan lugar a las denominadas “bandas calientes”. La
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anarmonicidad también da lugar a la aparicién de las denominadas bandas
“sobretonos”, al cambiar las reglas de selecciéon en relacién a la aproximacién
armonica y ser permitidas en esta nueva aproximacion transiciones mas alla de
Av; = 0,+1 [2].

2.1.4. Espectroscopia Infrarroja
. Introduccién

Puede decirse que esta es una técnica que tiene algo mas de un siglo de
existencia, ya que el primer espectro infrarrojo de un sistema quimico fue
observado en 1881 por Abney y Festing, quienes también sugirieron que las
absorciones estaban relacionadas con la composicién quimica de los liquidos que
investigaban. Sin embargo, mas apropiadamente puede considerarse a William
W. Coblentz como el verdadero pionero que introdujo la técnica de la
espectroscopia IR en el estudio de la Quimica. Asi, en 1905 publicé un amplio
estudio de los espectros IR de distintos compuestos quimicos registrados en la
region espectral 1000-16000 nm [7].

i.  Ley de Lambert-Beer

La absorcion de las radiaciones electromagnéticas por parte de la muestra a
estudiar se puede cuantificar usando la ley de Lambert-Beer, que relaciona de
forma lineal la intensidad de la luz entrante (Iy) con la de la luz saliente (1),
cuando un rayo de luz atraviesa la longitud [ de un medio que absorbe.

I
A=log(70)=£-c-l (2.35)

l
mol~cm)

donde ¢ (mTOl) es la concentracion, [ (cm) es la longitud de la cubeta y € (

es la absortividad molar.

Esta ley sélo describe bien el comportamiento de la absorciéon en
disoluciones diluidas, con una absorbancia inferior a 1.

La relacién entre las intensidades de la luz saliente y entrante se denomina

transmitancia, y el logaritmo decimal de la transmitancia es la absorbancia [1].

I I
T=—3A=-logT =—-log —=¢-c-1 (2.36)
Iy Iy
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ut.  Mecanismo de radiacion de dipolo eléctrico

La espectroscopia infrarroja se basa en el hecho de que las moléculas sélo
absorben radiaciéon correspondiente a diferencias cuantizadas de sus niveles de
energia vibracionales, llamadas frecuencias resonantes [2].

El mecanismo de radiacion de dipolo eléctrico da cuenta de la forma en
que se produce la emisién o absorcién de energfa infrarroja por parte del sistema
en estudio. Segin este mecanismo, para que un movimiento de vibracién de una
molécula origine una banda en un espectro de absorciéon o emision, es decit, para
que la luz IR y una molécula interaccionen, es necesario que la vibracién de la
molécula lleve consigo una variacion del momento dipolar eléctrico
[2]. Sin embargo, para ello no es necesaria la existencia previa de un dipolo
permanente en la molécula o sistema molecular estudiado, sino que existan
vibraciones moleculares en las especies quimicas estudiadas que provoquen (y,
por tanto, estén asociadas a) cambios en los momentos dipolares de las mismas,
diciéndose entonces que tales vibraciones (y sus transiciones energéticas
correspondientes entre los correspondientes niveles de energfa vibracionales) son
“activas en IR”. La magnitud que gobierna este mecanismo de radiaciéon de
dipolo eléctrico es el vector momento dipolar eléctrico, el cual viene dado por
la suma de los correspondientes operadores electrénico y nuclear:

Aetec = ﬁglec + ﬁleylec (2.37)

N N
ﬁleylec = Z Zqe ﬁa ﬁglec = _Z ef;
a=1 i=1

donde e es la unidad de carga elemental (carga del electrén), 7; es el operador
posicion de los i electrones y Z, v R, la carga y el operador posicién de los a
nucleos [8].

w.  Momentos de transicion en absorcion

Para que en un sistema molecular tenga lugar una transiciéon vibracional
tienen que cumplirse dos condiciones:

1) La radiacion debe poseer la energia o frecuencia apropiada
correspondiente a la diferencia de energfa existente entre los estados atémicos o

moleculares.

2) El momento de la transicion debe ser distinto de cero. En la expresion
(2.38), (Wnlliciec|Wm) es el momento de la transicion, el cual es el valor de
expectacion del operador dipolo eléctrico:
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A A & N
Aetecnm = (Ynlletec|Pm) (2.38) Dy = J-Edv = [(Wnllerec lWm)|? (2.39)

donde ¥, v P, son las funciones de onda de estado estacionatio asociadas a los
niveles de energia n y m, y flge. es el operador dipolo eléctrico, definido en el
subapartado anterior [2].

El cuadrado del momento de la transicién es la magnitud observable
relacionada con la intensidad espectral en espectroscopia de absorcién IR. Asi,
llamamos fuerza del dipolo, D, ,,, de una transicién entre los niveles n y m
correspondientes a una determinada vibracién molecular a la magnitud definida
en la forma de la ecuaciéon (2.39). Dy, estd directamente relacionada con la
intensidad integrada de una banda de absorcién, la cual puede ser determinada
experimentalmente como el area de la banda infrarroja, representada en unidades

del coeficiente de absortividad molar, €, frente al nimero de ondas, v.

El momento de la transicién determina el que una transicién ocurra o no vy, si
es permitida, cémo de intensa aparecerd en el espectro IR. De un espectro
vibracional también podemos obtener informacion de la energia de la transicion,
la cual se puede determinar a partir de la posicién de la banda (en numero de

ondas, ver subapartado 7. del punto 2.1.3.) [2].

De una banda espectral podemos saber su posicién (longitud de onda,
frecuencia o nimero de ondas) y su intensidad. Como se ha dicho en los
parrafos anteriores, la intensidad espectral IR, segin el mecanismo de radiacion
de dipolo al que venimos haciendo referencia, viene determinada por el
momento de la transicién y las frecuencias o nimeros de ondas vibracionales por
los valores de la energia. Por tanto, si las funciones de onda del sistema son
conocidas con un grado alto de precision, tanto la intensidad como la energia de
una transicién pueden ser calculadas a partir de los principios de la mecanica
cuantica discutidos en este capitulo. De hecho, el calculo quimico cuantico de
energias y, por tanto, de los numeros de ondas (o frecuencias) de las bandas de
los espectros infrarrojos es un tema hoy dia muy avanzado, tanto en la
aproximaciéon armoénica como, asimismo y aunque en menor medida, de sus
contribuciones (y efectos) de origen anarmonicos [9-11]. Sin embargo, y aunque
también se ha avanzado bastante en ello en las ultimas décadas, en la practica,
todavia sigue resultando mas dificil llegar a determinar con precision valores
cuantitativos e incluso (aun para moléculas de tamafio moderado) cualitativos de
las intensidades de las mismas (sobre todo en fases condensadas) mediante
métodos tedricos (quedando también mucho camino por recorrer y avanzar en
lo relativo a su determinacién experimental) [12,13].
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La intensidad de absorcién de una determinada banda IR puede llegar a dar
informacién (al menos, cualitativa) sobre la magnitud de la deformacién que
sufre el momento dipolar de la molécula estudiada durante la vibracion
correspondiente de sus atomos que da lugar a ella. Asi, puede afirmarse que:

e §ila deformacién del momento dipolar molecular durante la vibracion
considerada es grande, conllevard una absorcién fuerte o de gran
intensidad. Ejemplos: las correspondientes, en general, a grupos C=0O y
C-X, siendo X un halégeno.

e Si, por el contrario, la deformacién del momento dipolar molecular es
pequefia a lo largo de la vibracién molecular considerada, conllevara una
absorcién débil o de pequefia intensidad. Ejemplo: en general, las
correspondientes a las deformaciones de enlaces C-C en una cadena
carbonada [2,14].

v.  Regiones en el IR

La radiacién infrarroja se puede dividir en tres regiones:

Rango espectral

Regiones Informacién que proporciona

(cm)
- Modos normales de torsion.
Infrarrojo < 400 - Oxidos metélicos, componentes metilicos, complejos
Lejano metalicos inorganicos y organicos, polimeros, ctistales,
etc.
Infrarrojo - Proporciona informacién sobre los grupos funcionales
. 4000-400 ,
Medio presentes en la molécula
- Principalmente sobretonos de los modos normales de
los grupos O-H, N-H, C-H.
. - Absorcion débil en comparaciéon con la de la region
Infrarrojo . . .
> 4000 infrarroja media.
Cercano S .
- Aplicacién en el campo de los alimentos procesados y de
la agricultura.
- La forma del espectro es compleja.
Tabla 2.1: Regiones de la radiacién infrarroja, rango espectral (cm) e

informacién que proporcionan [2].

Segin la regiéon que analicemos podremos obtener, por tanto, una rica
informacion estructural acerca de las diferentes partes que pueden conformar los
sistemas moleculares en estudio, esto es, grupos funcionales, cadenas
carbonadas, anillos, etc. En este punto, hay que sefialar la gran utilidad de la
regiéon del Infrarrojo Lejano (FIR, Far Infrared en inglés) para el anilisis
conformacional de las distintas estructuras moleculares que se han estudiado en
esta tesis doctoral, asi como la obtencion de informacion acerca de la existencia
de especies asociadas tipo oligoméricas y cateméricas (hélices cristalinas). Pues en
esta zona aparecen preferentemente las bandas correspondientes a los modos
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normales de los movimientos vibracionales de torsidn, los cuales son muy
sensibles a la conformacién molecular y a la formaciéon, desde sus

correspondientes unidades, de especies oligoméricas y cateméricas.
2.1.5.  Espectroscopia de Dicroismo Circular Vibracional
7. Conceptos importantes sobre quiralidad

s Qué hace gue una molécula sea quiral?

La quiralidad es la propiedad de un objeto de no ser superponible con su
imagen especular (mano izquierda y derecha). Aplicada a la quimica, podemos
encontrar tres tipos principales de quiralidad:

1) Centro quiral. Lo mas frecuente (pero no lo unico) que conduce a la
quiralidad en un sistema molecular simple o complejo es la presencia de un
atomo de carbono con hibridacién sp? unido a cuatro dtomos o grupos atémicos
diferentes [8]. Ese atomo de carbono se conoce como atomo de carbono
asimétrico o atomo de carbono quiral, y a menudo se resalta con un asterisco (*¥),
constituyendo lo que se ha venido llamando un estereocentro de dicho sistema
molecular. También otros atomos del grupo del C (o grupo 12/IVb de la tabla
periédica de los elementos) como, por ejemplo, el Si o Ge pueden dar lugar a
estereocentros, aunque dada la mayor cantidad e importancia de compuestos de
carbono (u organicos) conocidos, generalmente todo lo relativo a este tipo de
quiralidad suele referirse al atomo de C como referencia. Un ejemplo de este tipo
de quiralidad podemos verlo en la Fig. 2.4.

Casimétrico

Hibridacién sp3 Espejo
4 sustituyentes
distintos

Figura 2.4:  Enantiémeros de la molécula de serina. Al lado de las estructuras se
muestra la proyeccién de Newman con los numeros de preferencia segun la
nomenclatura de Cahn-Ingold-Prelog (CIP), la cual se emplea para nombrar la
configuracién absoluta de un estereocentro.

Cada molécula quiral la podemos encontrar bajos dos formas (R y §), cada
una de las formas es una imagen especular no superponible de la otra, al igual

que la mano derecha lo es de la izquierda. Dos compuestos que cumplen esta
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propiedad decimos que son quirales, y cada uno es enantiémero del otro. Tienen
las mismas propiedades fisicas y, en este sentido, solo difieren en que una de las
formas desvia la luz polarizada hacia la derecha (forma D o dextrégira) y la otra
hacia la izquierda (forma L o levégira), aunque se trata de una desviacién de la
misma magnitud en ambos casos. A los compuestos que desvian el plano de
polarizacién de la luz hacia la derecha se les denomina dextrogiros y a los que lo
desvian hacia la izquierda levégiros [15], como ha quedado anteriormente

apuntado.

2) Atropoisomeria. En este tipo de quiralidad no es necesaria la existencia de
atomos de C asimétricos o estereocentros. Algunas moléculas tienen un
impedimento estérico tan grande (por poseer, por ejemplo, grupos sustituyentes
muy voluminosos en dtomos de determinados enlaces) que no pueden pasar, por
rotacion de tales enlaces, de una conformacién a otra que es imagen especular de
la anterior. Como estas moléculas estan Esgaja

“bloqueadas” en una conformacién o su

imagen especular, se debe evaluar la }_\)—

quiralidad y actividad 6ptica de esta >

conformacién  “bloqueada” [15]. Un &'<—(—

ejemplo de esto que decimos se muestra Figura 2.5: Conformaciones de
enla Fig. 2.5. un derivado del bifenilo

estéricamente impedido.
3) Quiralidad supramolecular. Tiene

lugar cuando sustancias que pueden
también  no contener  unidades
estructurales basicas con centros quirales,
pueden llegar a formar estructuras mds

complejas de tipo supramolecular que

sean quirales. Esto implica que estas
estructuras  supramoleculares  puede Figura 2.6: Hélices M (izquicrda)
poseer una imagen especular y ambas y P (derecha) que forman los

serdn Opticamente activas, dando lugar a ~ mondémeros del  3-(perfluoropropil)-
espectros VCD, ECD o incluso ROA [8]. 4,5,6,7—tetraﬂu9ro:1H—mdazol median-
. . te enlaces de hidrégeno [16].

Un ejemplo de lo dicho puede ser el que

se muestra en la Fig. 2.6.
7. Polarizacion electromagnética y tipos de polarizacion

De forma simplificada, podemos describir la radiacion electromagnética
como la propagacién de un campo eléctrico y un campo magnético que oscilan
en fase y con las mismas variaciones de espacio y tiempo, pero en diferentes
planos, perpendiculares entre s{ y también a la direcciéon de propagacion. Para
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simplificar la discusion, y dado que los vectores asociados a los campos eléctrico
y magnético de la radiacion electromagnética siempre estan en fase el uno con el
otro y simplemente son perpendiculares entre si, haremos la discusion del asunto
de la polarizacién de la luz (o radiacién electromagnética) y sus distintos estados
(tipos) haciendo s6lo mencion (como es costumbre) al vector asociado al campo

eléctrico de la radiaciéon [2].

Si la radiacion electromagnética (luz) esta polarizada linealmente, el vector
eléctrico describe una oscilacién sinusoidal en un plano, y si lo vemos desde un
punto situado a lo largo de la direcciéon de propagacion, la oscilacién del vector

eléctrico aparecera como una linea (ver panel a de la Fig. 2.7).

Campo eléctrico (E)

Direcciénde
propagacién

Campo
magnético (H)

a) b) ©)

Figura 2.7:  a) Onda clectromagnética polarizada linealmente, b) Descomposicién
del vector campo eléctrico en las componentes x e y linealmente polarizadas y c)
Superposicién de dichas componentes para producir luz circularmente polarizada. La
imagen del panel a) ha sido construida a partir de la Fzg. 2.5 de la referencia 2 y la imagen
del panel c) ha sido tomada de la referencia 17.

La luz emitida por un conjunto desordenado de 4atomos o moléculas
normalmente no estard polarizada. En este caso no hay direccién preferente del
vector eléctrico y, por ello, todas las orientaciones de la direccién del vector
eléctrico perpendicular a la propagacién seran igualmente probables. Entonces
veremos una superposicién de ondas polarizadas linealmente con sus vectores

eléctricos otrientados al azar.

Sila luz esta circularmente polarizada, el vector eléctrico trazara un camino
helicoidal sobre el eje de propagacion, como se muestra en el panel ¢ de la Fig. 2.7,
completando un giro para cada distancia recorrida correspondiente al valor de la
longitud de onda de la radiacién. Si lo vemos desde un punto situado a lo largo
de la direccién de propagacion, el vector eléctrico describe un movimiento
circular en sentido horario o anti-horario. La luz circularmente polarizada se
puede describir como un haz polarizado lineal en el que se ha inducido un
desfase de 7/2 0 1/4 a sus dos componentes a izquierdas y a derechas [2].
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1. Fundamento del Dicroismo Circular V'ibracional

La determinacién experimental de la configuracién absoluta en la region
vibracional requiere, de partida, el uso de luz IR polarizada citcularmente. El
espectro VCD de un determinado compuesto quimico quiral es la diferencia de
absorcién entre la luz IR polarizada circularmente a izquierdas (AL, sentido anti-
horario) y a derechas (Ag, sentido horario), para las transiciones vibracionales
que se experimentan en una molécula de dicho compuesto quiral, a los
correspondientes numeros de ondas, cuando sobre ella se hacen incidir ambos
tipos de radiacion circularmente polarizada [8].

A = A,(V) — Ar(V) (2.40)

La luz polarizada linealmente es la suma de las dos componentes
circularmente polarizadas (a izquierdas y derechas), las cuales poseen la misma
magnitud y se propagan en fase. Cuando inducimos un desfase, obtenemos luz
circularmente polarizada (ver subapartado 7. ;Cdmo se obtiene una luz, circularmente
polarizada? Modnlador fotoeldstico del punto 4.2.1. “Partes del equipo” del apartado
4.2. “Espectropolarimetro de Dicroismo Circular Vibracional (VCD)” del
capitulo 4). Después de que la luz circularmente polarizada atraviese la muestra
quiral, la luz resultante es eliptica, pues la muestra absorbe mas luz circularmente
polarizada hacia un sentido que hacia el otro. La consecuencia de esta distinta
absorcién es que el vector resultante también ha sufrido una rotacién respecto al
incidente. Este fenomeno se puede caracterizar con el angulo eliptico (0), el
cual estd directamente relacionado con la seflal de dicroismo circular. Para
sistemas no quirales, las componentes de luz circularmente polarizadas hacia un
sentido y otro seran absorbidas de igual forma por la muestra, la diferencia
AA(v) = AL (v) — Ag(V) sera cero y no tendremos sefial VCD. Debido a ello, s6lo
se obtienen espectros VCD de sistemas quirales. En la Fig. 2.8 se comparan, de
manera esquematica, una luz linealmente polarizada con una luz elipticamente

polarizada.

Si hacemos incidir luz circularmente polarizada sobre una muestra quiral,

puede ocurrir lo siguiente:

e ORD (Optical Rotatory Dispersion en inglés): Dispersion ptica rotatoria.
Las componentes transmitidas tendran la misma intensidad (Ei. = Eg),
pero el vector suma ha girado respecto a la luz incidente. Esto ocurre
cuando los indices de refraccién en relacién con la luz circular a
izquierdas y derechas son distintos. De esta forma, podemos tener
acceso al valor del angulo de rotaciéon o (ver subapartado . Isotropia,

anisotropia y birrefringencias circular y lineal).
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o  CD (Circular Dichroism en inglés): Dicroismo Circular. Tiene lugar cuando
las componentes Er y Er son absorbidas de forma diferente. La luz
resultante es eliptica y el vector resultante ha rotado respecto al
incidente. En este caso medimos el angulo eliptico (0), teniendo acceso a
AA y por lo tanto a los espectros ECD (radiacién ultravioleta-visible) y
VCD (radiacién infrarroja).

e Desde medidas en muestras activas en ORD y CD, podemos tener
acceso simultineamente a la determinacién de los valores de los
parametros a y 6.

z 4 ER+E,
’ \\
’
AY
E . \Ep

Figura 2.8: A la izquierda, luz plana polarizada (vector campo eléctrico ) como
resultante de las dos componentes circularmente polarizadas E; y E;. A la derecha,
representacion de la trayectoria elfptica del vector eléctrico como resultado de la diferente
interaccioén de cada una de las dos componentes circularmente polarizadas E; y Ej, esto
es, la componente Ey absorbe mas que la componente E;. Los semi-ejes mayor y menor
de la elipse forman un tridngulo y el 4ngulo opuesto al semi-eje menor es el angulo 0, la
elipticidad. El eje mayor de la elipse ha rotado a través del angulo «, correspondiente a la
rotacién éptica. Imagen construida a partir de la Fzg. 7.77 de la referencia 18.

Si registramos el espectro IR de los dos enantiémeros de una molécula quiral
(ver Fig. 2.9) obtenemos dos espectros idénticos y superpuestos. Pero si
registramos los espectros ORD y CD, seran de igual magnitud y signo
contrario, es decir, las imagenes especulares de la molécula dan espectros ORD
y CD que también son imagenes especulares. En consecuencia, la configuraciéon
absoluta de una molécula quiral puede, en principio, ser determinada a partir de
su espectro ORD y/o CD [8].

La aparicién de valores de la magnitud AA en los espectros de dicroismo
circular depende de la longitud de onda y siempre aparece relacionada con una
absorcién UV-Visible (ECD) o del IR (VCD). Ademias, el signo y la magnitud de
AA estan relacionados con la configuracién de la molécula.
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hv hv
L R

Absorbancia
E]
Absorbancia

vCD

AA X 10°
AA x10%

L-Serina D-Serina

w00 0 10 o 1 100 200 e 900 oo 0 oo

Nore o o, o Config. S Config. R Nimars do o, o

Figura 2.9:  Diagrama sobre la obtencion de un espectro IR y de un espectro VCD.
Se muestra como cambia el espectro VCD segun el enantiémero sobre el que incida la
luz circularmente polarizada.

La intensidad de absorcién infrarroja asociada con el VCD, también llamada
Absorbancia Vibracional, (VA, del inglés Vibrational Absorbance), se define como
la media de las intensidades de absorbancia individuales para la radiacién

polarizada circularmente hacia la izquierda y hacia la derecha [8].

AW = 5 [4,0) + A4x(1)] 24D

Particularizando (en general) desde ahora al caso de la radiacién infrarroja, las
bandas VCD son mas débiles que las IR, del orden de 103 a 105, esto es, de 3 a
5 6rdenes de magnitud veces mas débiles, respecto a la sefial IR. Por ello, es mas
dificil y tedioso obtener un espectro VCD de buena calidad que uno IR de la
misma sustancia quimica. La técnica VCD combina la especificidad estructural

de la espectroscopia IR con la estereo-sensibilidad del dicroismo circular [8,19].
w. Intensidades 1VCD

Para el calculo de las intensidades VCD, necesitamos poder derivar una
funcién de ondas que produzca una contribucién electrénica distinta de cero al
momento de transicién de dipolo magnético [20] y poder obtener, de este modo,
intensidades VCD distintas de cero [21]. Para llegar a este fin, Nafie y
Freedman desarrollaron la teorfa del “acoplamiento vibtonico” (vibronic coupling
en inglés) [22] y Stephens la teoria de perturbacion del campo magnético [23].
En este subapartado vamos a ver un resumen de las ecuaciones mas importantes,

pero para mas detalle se pueden consultar las referencias 8 y 22-24.

El factor de anisotropia, g, que adopta valores entre 103 y 10, podtia ser
un buen criterio para juzgar si un modo vibracional causa mayor o menor
absorciéon VCD. El factor de anisotropia relaciona la absorbancia caracteristica
del IR con la AA caracteristica del VCD mediante la siguiente ecuacion [8]:
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Ae AA 4Ry,

9= "4 Dum

(2.42)

donde D, ,,, es la fuerza del dipolo, definida anteriormente, y R, ,, es la fuerza
rotatoria. Podemos ver en la ecuacién (2.42) que la intensidad de una banda
VCD es directamente proporcional a R, ,,. Para una transicién que tenga lugar
entre dos estados vibracionales de una molécula quiral en su estado electrénico
fundamental, la fuerza rotatoria R,, viene dada por la parte imaginaria del
producto escalar de los momentos de transicién de dipolo eléctrico y dipolo

magnético:

Rn,m =—i [(¢n|ﬁelec|¢m> : (wm .amag|¢n)] (2-43)

Ry, m €s una cantidad real, mientras que flpq4 €s un operador imaginario. Para
poder estudiar la actividad optica de un sistema molecular, es necesario
introducir la interaccién magnética para conseguir intensidades VCD distintas de
cero. El operador momento dipolar magnético total de una molécula viene
dado por la suma de los operadores magnéticos electrénico y nuclear:

ﬁmag = .arEnag + ﬁﬁlag (2.44)

ez,
2M,c -

a=1 i=1

N
e
AN 5 ) ~E ~ ~
H = R xP u = — Z 7i X D;
mag adla mag 2m;c i i
donde ¢ es la velocidad de la luz, m; y p; son la masa y el operador momento
lineal de los i electrones y M, y P, 1a masa y el operador momento lineal de los

ntcleos.

Segun la ecuaciéon (2.43), la fuerza rotatoria puede ser positiva o negativa
segun los angulos comprendidos entre los dos vectores de transiciéon. Es positiva
. T . . T . T . R
si el angulo es < 2> Nlegativo si es > s> ycerosies == (0 si fletecs Amag = 0). Por
ello, es el parametro que da el signo a la sefial VCD. Solamente las moléculas

quirales tienen valores de la fuerza rotatoria distintos de cero [8].

La fuerza rotatoria es proporcional a la intensidad integrada de la banda
VCD segin la ecuacién (2.45), donde Ae es la absortividad molar diferencial. Es
importante tener en cuenta que, para los dos enantiémeros (5 y K) de una misma
molécula, se cumple que las fuerzas rotatorias tienen la misma magnitud pero
signo contrario [ver ecuacién (2.46)].

Ae
Rym = 2,296 - 10739 f 7d17 (2.45) Rym(S) = —Rym(R) (2.46)

Podemos ver que, por tanto, para predecir tedricamente las intensidades
VCD, necesitamos conocer los momentos de transicién de los dipolos eléctrico y

magnético, a diferencia de las intensidades IR para las que sélo se necesitan los
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del primer tipo. Dentro de la aproximaciéon de Born-Oppenheimer (BO), para
una transicién entre dos estados vibracionales (n —» m) de un estado electrénico
no degenerado (G), los momentos de transicion de los dipolos eléctrico y
magnético vienen dados por:

(lpG,n|ﬁelec|¢G m) <(pnucl ([pelec |11Uelec)|lpnucl)

(lpnucl ( elec|'uelec|qjelec) :uelec|anud> (2'47)
(¢G,n|ﬁmag|¢G m) <(pnucl ([pelec |¥/elec)|wg‘lrtrfl>
(lpnucl ( elec|'umag|lpelec) #mag|llj(7;1,lrlnd) (2.48)

El problema que surge es que la contribucién electronica de flyqy €s igual a

cero dentro de la aproximacién BO, esto es:

(lluelec |1pelec) =0 (249)

con lo que en dicha aproximacién solo contribuirfan los nicleos al momento de
la transicién de dipolo magnético. Debido a esto, es necesario ir mas alla de la
aproximacion de Born-Oppenheimer para describir las funciones de onda
moleculares y asi poder evaluar la contribucién electrénica al momento de la
transiciéon de dipolo magnético. Asi, lo que se hace es emplear la teorfa de
perturbaciones de primer orden, usando las funciones de onda BO como
funciones de orden cero. El hamiltoniano de la perturbacion se construye
entonces usando los términos del operador energia cinética nuclear, el cual se

desprecia en la aproximacién BO.

De esta forma, las funciones de onda de la aproximacién BO se corrigen y se
definen considerando un mecanismo de acoplamiento vibréonico BO, de tal
forma que se mezclan funciones BO de estados excitados electronicamente con
el estado fundamental y se realizan una serie de aproximaciones, como asumir
que las transiciones electronicas tienen lugar para posiciones nucleares
estacionarias. Entonces, podemos escribir la contribuciéon electrénica del
momento de la transiciéon de dipolo magnético asociado a la transiciéon G,n —

G,m (G es el estado electronico y n, m los vibracionales) de la siguiente forma:

( gorrl" l'bcor) —
elec elec
z (g a ma ;" ) (2.50)
— q;nucl K=t EK - E(; q]nuCl

(<11U1?lec |Trgl) | q,glec> _ <ypézlec | Trgl) |lp§lec>>
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donde T es el operador energia cinética nuclear de primer orden, Ef y EQ son
los valores de energia de orden cero de los estados electronicos K y G,

respectivamente, en las posiciones de equilibrio nucleares R.

Esta ecuacion se puede expandir como una sumatoria de todos los estados
excitados electronicamente, la cual depende de las energfas de excitacion
electronicas y de los momentos de la transicién de dipolo magnético entre los
estados electrénicos excitados y el fundamental. Esta combinacién inducida
vibronicamente de funciones de onda BO en la ecuacién (2.50) es la esencia del
mecanismo por el cual las sefiales VCD ganan intensidad. De este modo, se
llega a la conclusién de que las magnitudes de la sefial VCD dependen
fuertemente de la combinacién de los estados electronicos con el estado
fundamental [21-23].

Como esta ecuaciéon implica la sumatoria de todos los estados excitados
electronicamente, hay que realizar un truncamiento. Stephens solvent6 este
problema y mostré que esta sumatoria puede ser reescrita empleando la derivada
de la funcién de ondas del estado fundamental con respecto al desplazamiento
nuclear y la derivada de la funcién de ondas del estado fundamental con respecto
a una perturbaciéon del campo magnético [21,23]. Esta teorfa, denominada
perturbacion del campo magnético (Magnetic Field Perturbation en inglés), esta
implementada en el paquete de programas Gaussian y asume que las funciones
de ondas electrénicas varfan lentamente con los desplazamientos nucleares desde
la geometria de equilibrio [21,23]. Una alternativa no empleada en esta tesis es el
uso del método del oscilador acoplado semi-cuantitativo (sewi-quantitative coupled-
oscillator method en inglés) [25].

v. Isotropia, anisotropia y birrefringencias circular y lineal

Segiin su comportamiento Optico y si sus ejes son o no equivalentes, los
cristales pueden dividirse en isotropicos o anisotrépicos. Que un soélido
transparente sea Opticamente isotrépico significa que su indice de refraccién es
igual en todas las direcciones a lo largo de la red cristalina (el vidrio puede ser un
ejemplo). En este caso, los ejes del cristal son equivalentes y la luz interacciona
con ellos de la misma forma en todas las direcciones del mismo, sin importar la
orientacion del cristal respecto a las ondas de luz incidente. La luz que atraviesa
un material de este tipo es refractada a un angulo constante y lo hace a una tnica
velocidad, sin que se modifique su estado de polarizaciéon Optica. Estos
materiales, por tanto, no son birrefringentes.

En los cristales anisotropicos, sin embargo, no existe una distribucion

uniforme de sus propiedades fisicas y, por tanto, estas seran distintas segun la
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direccion en la que se mida. Cuando la luz atraviesa el eje ptico equivalente de
un cristal anisotropico, este se comporta de forma similar al material isotrépico,
atravesandolo a una unica velocidad. Sin embargo, cuando el eje que atraviesa es
no equivalente, el haz se divide en dos componentes de polarizaciéon Optica las
cuales viajaran a diferentes velocidades y abandonaran el cristal con diferentes
valores de la fase de sus correspondientes ondas, las cuales sufriran, por tanto, un

cierto desfase las unas respecto de las otras.

La birrefringencia la presentan en mayor o menor medida todos los cristales
anisotropicos y se mide como la diferencia entre los indices de refraccion de las
diferentes componentes que puedan existir en el referido cristal anisotrépico.
Asi, por ejemplo, para un haz de luz que ha sido dividido en dos componentes
por un determinado material, la birrefringencia serd la diferencia entre los indices
de refraccién de las partes del material que han dado lugar a la aparicién de
dichas dos componentes. Este fenémeno también se denomina doble refraccién
de la luz. La birrefringencia puede ser intrinseca del material éptico o haber sido
inducida por fuerzas externas aplicadas al mismo. Esta ultima puede ser temporal
(cuando el material oscile) o residual (proveniente, por ejemplo, de haber sido
sometido a estrés térmico en el proceso de fabricacién). Sila luz que incide en el
material Optico birrefringente estd circular o linealmente polarizada, la
birrefringencia circular o lineal (CB o LB, del inglés Circular o Linear
Birefringence) sera, respectivamente, la diferencia de los indices de refraccién de las
componentes circularmente polarizadas o linealmente polarizadas (en ambos
casos a izquierdas y a derechas) dentro del material. A la birrefringencia circular
se le suele llamar rotaciéon Optica. La dispersion optica rotatoria (ORD) es el

estudio de la rotacién ptica en funcién de la longitud de onda de la luz [14].

Si este material éptico es atravesado por un haz de luz linealmente polarizada,
las dos componentes ortogonales del mismo saldran del material con una
diferencia de fase llamada retardo (ver subapartado . ;Como se obtiene una lug
circularmente polarizada? Modulador fotoeldstico del punto 4.2.1. “Partes del equipo de
Dicroismo Circular Vibracional” del capitulo 4). Dicha magnitud retardo entre
fases suele expresarse en unidades de longitud (tales como el nm), aunque muy
frecuentemente suele ser expresado también en unidades de angulo de fase, tales
como radianes o grados, el cual en tal caso sera proporcional al cociente entre el
retardo en unidades de longitud y la propia longitud de onda de la luz
(usualmente expresados ambos en nm).

La birrefringencia lineal residual de un componente éptico afecta a su calidad,
especialmente si se emplea en instrumentos relacionados con la polarizacién de
la luz [14].
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2.1.6. Espectroscopia Raman
i Introduccion

Cuando se irradia una molécula con una radiacién electromagnética de
contenido energético hv (fotén), la energia puede ser transmitida, absorbida o
dispersada. En la dispersién Rayleigh las moléculas dispersan la luz sin que se
produzca cambio alguno en la longitud de onda de los fotones individuales, es
decir, de forma elastica. En 1928, C. V. Raman describi6 otro tipo de dispersién
de la luz (esta vez inelastica y, por tanto, diferente a la Rayleigh) que se
denominé como efecto Raman. Este efecto habia sido teéricamente predicho
por Smekal en 1923, antes de la demostracion experimental del mismo realizada
por C. V. Raman en 1928, como antes se ha referido. En 1930, Raman recibi6 el
Premio Nobel por su trabajo sobre el fendmeno de la dispersién molecular de la
luz [26]. El efecto Raman es muy débil de por si, tipicamente del orden de =10--
10-11 respecto a la intensidad de la luz incidente.

La espectroscopia Raman es una técnica complementaria a la infrarroja y
aporta informacién acerca de la vibracién-rotaciéon molecular. Al igual que la
espectroscopia infrarroja, se puede aplicar para identificar, cuantificar y

determinar la estructura de las moléculas.
i.  Efecto Raman

Como antes se ha comentado, cuando la radiacién electromagnética incide
sobre la materia, ademds de producirse fenémenos de absorcién y/o emision, se
dan también procesos de dispersion elastica e inelastica de la luz. El origen de las
transiciones Raman Stokes y anti-Stokes se encuentra en el proceso de
dispersion inelastica, cuando la luz interacciona con un medio material adecuado.
Por su parte, y como ya también anteriormente se ha sefialado, la radiacién
dispersada de la misma longitud de onda que la incidente (excitatriz) se
denomina radiacién Rayleigh (vy), y es fruto de la dispersién elastica. La
radiacién Rayleigh representa un 99,999% de la intensidad de la fuente, mientras
que las transiciones Raman Stokes y anti-Stokes suponen un 0,001%.

En virtud del referido proceso inelastico se observan transiciones a mayor y
menor frecuencia que la de la luz incidente, estando distribuidas simétricamente
respecto a esta ultima. Las lineas espectrales correspondientes a transiciones a
mayor frecuencia que la correspondiente a la radiacién excitatriz se denominan
lineas anti-Stokes, las cuales son de menor intensidad (no sélo que la excitatriz,
sino también que las correspondientes a las transiciones a menor frecuencia, de

las que hablaremos mas abajo), por provenir de transiciones de radiacién
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correspondientes al decaimiento de las moléculas desde un estado excitado (y,
por tanto, con menor poblacién) al fundamental. El fotén emitido en este caso
[A(vo + vy)] posee mayor energia que el fotén incidente (hvy). Por otro lado, las
lineas espectrales a menor frecuencia (vy — v;,) se denominan lineas Stokes y son
de mayor intensidad que las anti-Stokes, pues parten del nivel fundamental, que
esta mas poblado que los niveles correspondientes a los estados excitados de la
molécula (ver Fig. 2.70). El fotén emitido en este caso posee menotr energia
[A(vo — V)] que la del fotén incidente. La diferencia de energfa entre la radiacion
incidente y la radiacién dispersada inelasticamente (desplazamiento Raman)
equivale a la diferencia de energfa entre los niveles vibracionales o rotacionales.

N Estado electrénico

excitado

Estadovirtual de
energia

Energia

hvg | | hvg=hvg-AE  hvg| |hvg=hvy  hvg| | hv,= hvp+AE
Primer estado
vibracional excitado

Estado electrénico
fundamental _— EAAS

Stokes Rayleigh anti-Stokes

Figura 2.10:  Diagrama en el que se muestran los fenémenos de dispersiéon Raman
Stokes y anti-Stokes. Imagen construida a partir de la Fig. 7.3.7 de la referencia 4 y de la
Fig. 1.7 de la referencia 27.

Generalmente, se analizan las lineas Stokes de los espectros Raman porque
proporcionan la misma informacién que las anti-Stokes, siendo, sin embargo,
mas intensas que ellas (hay mds moléculas en el estado fundamental). En un
espectro Raman se representa la intensidad Optica dispersada inelasticamente
frente al desplazamiento Raman, es decir, la diferencia entre la energfa de la linea
Rayleigh y la energfa a la que aparecen las lineas Stokes [2,4,26].

i, Descripcion clasica del efecto Raman, intensidad y reglas de seleccion

La teorfa clasica de la dispersion Raman se basa en la idea de que el campo
electromagnético de la radiacién incidente induce en las moléculas un momento
dipolar variable que oscila segtin la frecuencia de la radiacion, actuando entonces
el mismo como un emisor de radiacién en todas direcciones. El operador que
gobierna el mecanismo Raman es la magnitud polarizabilidad molecular (@),
que es una magnitud tensorial, debiendo variar alguna de sus componentes
durante la vibracién molecular para que la misma produzca un efecto Raman
vibracional y, por tanto, una seflal en el correspondiente espectro. La
polarizabilidad representa una medida de la facilidad con la que se deforma la
nube electrénica de la molécula cuando la misma se ve afectada por la
interacciéon con un campo eléctrico externo. El momento dipolar inducido en
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una molécula por el vector del campo eléctrico E = Egcos(2mvyt) de la
radiacién incidente viene dado por:

p=ak (2.51) 1 = aEgcos(2mv,yt) (2.52)

donde a es la polarizabilidad molecular, Eg es la amplitud de la oscilacién del

campo eléctrico y v, es la frecuencia de dicha oscilacion.

Segiin la teorfa electromagnética clasica, un dipolo oscilante con una
frecuencia vV emite radiacién de esta frecuencia, con una intensidad dada por la
ecuacion (2.53). Asi, si la polarizabilidad molecular fuese una cantidad constante,
sustituyendo la ecuacién (2.52) en la (2.53) y tomando v = v, obtendriamos la
ecuacion (2.54).

16m*v*

1 4.4
[ = u?  (253) ;- Lorve

3c? T 32

a?EZ cos?(2mv,t) (2.54)

Sin embargo, la polarizabilidad molecular no es una constante para una
molécula que vibra, ya que la misma depende de la conformacién molecular, la
cual cambia con los desplazamientos de los nucleos durante las vibraciones. Si
una vibracién normal de frecuencia vy, es excitada, la polarizabilidad oscilara con

una frecuencia v, segin una relacién del tipo:
a = ay + ay cos(2nvt + @) (2.55)

donde ¢y es un factor de fase, @ una constante y ay, el cambio maximo en a
cuando la molécula vibra. Usando la ecuacién (2.55), el momento dipolar
inducido [ecuacion (2.52)] llega a ser:

= agEycos(2nvyt) + aiEg cos(2mvyt) cos(2mvit + @y) (2.56)
es decit:

U = agEycos(2mvyt) +
1 (2.57)
+EakE0{cos[2n(v0 + vt + @p] + cos[2n(vy — vi)t — @1}

Por lo tanto, cuando la molécula vibra con una frecuencia v, el dipolo
inducido oscila no sélo con la frecuencia vy, sino también con las frecuencias
(vo+vi) v (v —vx). Usando la ecuacién (2.57), la intensidad de la luz
dispersada viene entonces dada por:

167T4 2 4,2 2 4 ai 2
I = E¢ {vyad cos?(2mvyt) + (vo + vy) 7 €08 [2r(vy + vt + @4 ]

3c?
a? (2.58)
+ (0 10" 2 cos?2m(vy — vt — gl

+ términos cruzados
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donde los términos cruzados pueden ser despreciados, ya que contribuirian con
un promedio practicamente igual a cero en intervalos de tiempo lo
suficientemente largos. El primer término de la ecuacion (2.58) es la intensidad
dispersada a la frecuencia v, de la radiacion incidente (dispersion Rayleigh) y es
un tipo coherente de dispersién, ya que esta en fase con la luz incidente. Los
términos segundo y tercero representan la intensidad de la radiacién dispersada a
la frecuencia anti-Stokes (v, + vi) y Stokes (vy — vy), respectivamente. Como
hay un factor de fase en dichos términos, que serd diferente segun la molécula

estudiada, la radiacién dispersada Raman (Stokes y anti-Stokes) sera incoherente

[4]-

La teoria clasica predice asi la aparicién en los espectros Raman de las lineas
Stokes y anti-Stokes de forma correcta, pero lleva a una relacién incorrecta
entre sus intensidades. Asi, segin la ecuacién (2.58), la relacion de las

intensidades de las lineas Stokes y anti-Stokes deberia ser:

IStokes — (VO - vk)j (259)
Ianti—Stokes (VO + Vk)

lo que conllevaria un valor menor que la unidad para la misma, en contra del

hecho experimental conocido de que las lineas Stokes son mucho mas fuertes
que las anti-Stokes. Esta inconsistencia se elimina con la teoria cuantica del
efecto Raman, el desarrollo de la cual puede encontrarse en el capitulo 3 de la
referencia 4 y sera omitido en esta memoria. Valga, no obstante, decir aqui que
en la relacién de intensidades de las sefiales anti-Stokes y Stokes resultante del
mismo aparece un factor exponencial adicional (tipo Boltzmann) e~"»/k1) | de
tal manera que dicha relacién quedarfa ahora en la forma [26]:

) 4
Iantl—Stokes _ (VO + Vk;4 e—(th/kT) (2.60)

IStokes (VO —Vk

Por tanto, a temperaturas no demasiado altas el valor de la misma sera,
generalmente, mucho menor que la unidad, como corresponde a la relacién entre
poblaciones que normalmente se dard entre los niveles de energia

correspondientes a los estados excitados y el fundamental.

Por esta razoén, y tal y como se ha comentado con anterioridad, normalmente
solo se usan las lineas Stokes en espectroscopia Raman para la determinacién de
las frecuencias vibracionales. La intensidad de la seflal Raman es muy débil,
propotcional a la cuarta potencia de la frecuencia de la radiacién incidente. Por
ello, el descubrimiento del laser hacia 1960 permitié el gran desarrollo que ha
experimentado la técnica Raman (en sus diferentes variantes y aplicaciones) a lo

largo de estas ultimas 5 décadas.

40



2. Espectroscopias vibracional y rotacional

Finalmente, decit que los procesos de dispersion Raman son procesos
concertados simultaneos y bifoténicos, ya que en ellos se crea un fotén
(Stokes o anti-Stokes) al mismo tiempo que otro se destruye (de la radiacion
excitatriz). Las reglas de seleccién en espectroscopia Raman vibracional
(dentro de la aproximacién armoénica y, por tanto, para transiciones que no
impliquen sobretonos ni bandas calientes, las cuales requieren para su
justificacion la consideracion de la anarmonicidad en las vibraciones moleculares
causantes de las diferentes transiciones que dan lugar a la aparicién de bandas en
las espectroscopias IR y Raman) pueden expresarse en la forma: AV = 0,+1 (0
para la dispersién Rayleigh, +1 para las lineas Stokes y -1 para las anti-Stokes),
donde V es el nimero cuantico vibracional asociado a la energfa de los diferentes
niveles. Las reglas de seleccién en espectroscopia Raman (en el establecimiento
de las cuales intervienen los cambios en la magnitud polarizabilidad molecular &
durante las vibraciones de la molécula) varfan notablemente respecto a aquellas
de la espectroscopia IR (en cuyo establecimiento intervienen los cambios en la
magnitud momento dipolar molecular g durante las vibraciones de la molécula),
pudiendo deducirse facilmente, en ambos tipos de espectroscopias y para
moléculas con una simetria concreta, a partir de la teorfa de grupos, que modos
normales que son inactivos en IR pueden ser activos en Raman y viceversa,
aunque también los hay que son activos o inactivos en ambas. Para moléculas
con un centro de simetria, se cumple ademas la regla de exclusion mutua, segun
la cual una transicién vibracional dada no puede aparecer a la vez en ambos tipos
de espectros para ellas. En general, en espectroscopia Raman hay mas modos

normales vibracionales activos que en IR.

Las vibraciones de grupos eléctricamente polarizables (C-C, C=C, C=C, O-
O, S-S, etc.) dan bandas Raman mas intensas que los ya polares (O-H, C=0),

pues en estos ultimos la

polarizabilidad varia poco en la
vibracion [8,14]. En la Fig. 2.71

se muestra una comparacic')n de ! ! T T T

Espectro Raman

los espectros IR, Raman vy
VCD de la molécula de D- Espectro IR
ribosa en disolucién acuosa. . . . . .

Podemos ver que son muy

diferentes, al estar gobernado Espectro VCD

el mecanismo originario de . . . . .
1800 1600 1400 1200 1000

cada uno de esos tipos de Nameros de onda, cm”

espectros por - operadores Figura 2.11: Espectros IR, Raman y VCD

distintos y al tener, asimismo, de la molécula D-ribosa registrados en
reglas de seleccion diferentes. disolucién acuosa.
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w.  Polarizacion dptica de las bandas Raman

De la relacién (2.51) se obtiene, para las diferentes componentes x, y y g de

Uy = axxEx + axyEy + aszZ
Uy = Ay By + ayy B, + ay E; (2.61)
Uz = aszx + azyEy + aZZEZ

O en forma matricial:

Uy Ayx Axy Oyxz E,
by | =(%x @y Q|| E, (2.62)
Uz Azx Ozy Azg E,

donde las @;; son los componentes del tensor de polarizabilidad [4].

Para moléculas que posean cierta simetrfa, se puede estudiar el efecto Raman
en funcién del plano de polarizacién que queramos estudiar, esto es, paralelo o
perpendicular a la polarizacion en un plano de la radiaciéon laser incidente. En
realidad, lo que interesa es la relacion de despolarizacion, que se define como
el cociente entre las intensidades dispersadas perpendicularmente y paralelamente

a la direccién del vector campo eléctrico.

I
r=1—l;0£rS6/7 (2.63)
I

Las vibraciones simétricas mantienen la polarizacion (+—0-6/7)

Las no simétricas producen despolatizacién (+—6/7)
2.2. Espectroscopia rotacional
2.2.1. Momentos de inercia y reglas de seleccion

La rotacién de una molécula poliatémica no lineal se puede tratar en un
sistema de referencia fijo (X, Y, Z) con el origen en el centro de masas (O) de la
molécula. Su movimiento de rotacién se caracteriza por tres coordenadas: los
angulos de Euler (©, ©, X) que definen la posicién de los ejes principales de
inercia (x, y, 3) en relaciéon al sistema de ejes (X, Y, Z) (Fig. 2.72). Como
veremos en el punto 2.2.2. “Rotador rigido y semirrigido”, existen seis formas
distintas de atribuir los ejes x;, y, g a los ejes de inercia 4, & y ¢, aunque nosotros
solo hemos usado una de ellas. A cada eje de inercia le corresponde un momento
principal de inercia, esto es: Ia, Is, Ic, los cuales estan relacionados mediante una
proporcionalidad inversa con las denominadas constantes rotacionales A, By C
moleculares en la forma de la ecuaciéon (2.64).

42



2. Espectroscopias vibracional y rotacional

h2 h?
A=— B=—
21, 21,

donde h=-2
21
acostumbra a seguir en la nomenclatura
de los ejes de inercia y, por tanto, de las
constantes rotacionales de las moléculas
poliatomicas es el siguiente: In<Ig<Ic =>
AZB=C. Asi, en términos de su energia
rotacional tales tipos de moléculas se
clasifican en tres tipos de moléculas
trompo-rotatorias en la forma [28-30]:

El criterio que se

e Trompo-esféricas: I1x=Iz=Ic,
esto es: A=B=C.

e Trompo-simétricas: 1) Oblato
(achatadas): Ix=Ip<Ic, esto es:
A=B>C y  2) Prolato
(alargadas): Is<Ip=Ic, esto es:
A>B=C.

e Trompo-asimétricas:

2 (2.64)

Figura 2.12:  Definicién de los
angulos de Euler ®, @, X para el
paso del sistema de referencia fijo en
el espacio (X, Y, Z) al sistema de
referencia fijo en el centro de masas
(O) del sistema molecular (x, y, z).
La linea N representa la interseccion
entre los planos xy y XY se
denomina linea de nudos. Imagen
tomada de la referencia 28.

L2 #Is#1c, esto es: Ia<Ip<Icy, por tanto: A>B>C = que es el caso de

las tres moléculas terpénicas estudiadas por esta técnica en esta tesis,

esto es: 6xido de limoneno, pulegona y y-terpineno.

Las transiciones rotacionales puras tienen lugar en un mismo nivel

electrénico y en un mismo nivel vibracional. Para que una molécula pueda ser

estudiada en rotacién, su momento dipolar eléctrico permanente tiene que

tener al menos una componente no nula sobre uno de sus ejes de inercia.

Los niveles rotacionales se caracterizan
con tres numeros cuanticos: J, K, y K.
Para una molécula trompo-asimétrica

existen las reglas de seleccion indicadas en
la Tabla 2.2.

Si el momento dipolar eléctrico esta

orientado en la direccion del eje de inercia

AK, AK, Tipo de banda

Par  Impar a (1. 70)
Impar Impar b (uw,7#0)
Impar  Par ¢ (ue?0)

Tabla 2.2: Transiciones

rotacionales permitidas por las
reglas de seleccién [28].

a (u1.70), la banda es de tipo a. Si est4 orientado sobre el ¢je & (uwp70), la banda
es de tipo b y si estd orientado sobre el eje ¢ (u#0), la banda es de tipo c. La

transicién que parte de un nivel J”, K7, K7 a otro nivel J°, K.’, K.’ se escribe

en la forma [28,29]:

]l — ]II
KoK Ky kY
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Las reglas de seleccion para los nimeros cuanticos | y Kson A =0,+1y
K=-J,—]+1,..,] =1, ], respectivamente. Los niveles energéticos de una

molécula trompo-asimétrica se denotan con J, | Kal, | K. | , de manera que para
los nimeros cuanticos K, y K¢ se toman sélo sus valores en valor absoluto para
que su notacién sea mas sencilla. En la Fjg 2.73 se muestran todas las

transiciones permitidas para J=2€1:

K, K’,
) 0
/ 1
1
J'=2 x
A 2
0 A -
Klla KJ’C
1 0
1
J"=1
0 1

»__

Figura 2.13: Ejemplo de transiciones rotacionales AJ=]’-]”=+1. Segun las
reglas de seleccién sobre K, y Kc nos encontramos las transiciones tipo a, b o c.

2.2.2. Rotador rigido y semi-rigido

Para resolver la ecuacién de Schrédinger, comenzamos empleando como
aproximacion el modelo del rotor rigido, cuyo hamiltoniano es el que se indica
en la ecuacién (2.65), donde Iy, I, y I, son los momentos principales de
inercia, y Jy, fy y J, son las componentes del operador momento cinético de
rotacion J. Existen seis formas distintas de atribuir los ejes x, 5, g a los ejes de
inercia a, by ¢y, como hemos comentado antes, por convencion se adopta que
Ia=Is=Ic. En la presente tesis, solo hemos usado una de ellas para los sistemas
moleculares estudiados y mencionados con anterioridad, esto es, la
representacion It (x=b, y=c, z=a). En el sistema de nomenclatura a, b, ¢ para los
ejes de inercia, el hamiltoniano rotacional de (2.65) podra escribirse en la
forma indicada en la ecuacién (2.66).

HRR — 1(& + & + E

5 (2.65) Hpr = (AJ2 + BJE + CJ?) (2.66)
Ixx Iyy Izz
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La funcion de ondas rotacional ¥, se describe como una combinacién
lineal de funciones de base | /, K) :

¥ = Z i), K) (2.67)

donde J y K son los nimeros cudnticos rotacionales, como ya se ha visto
anteriormente. En ausencia de campos eléctricos y magnéticos los niveles
rotacionales estan (2]J+1) veces degenerados en energia, en la aproximacion del
rotor rigido.

Para las moléculas trompo-simétricas prolatos y trompo-asimétricas cercanas
a prolato, el problema de los wvalores propios se resuelve usando la
representacion I (z=a, K=K,) [28-30]:

Hgzr = (A — B)j% + BJ? (2.68)
(J, Ko|Hge|), Ko) = EX = BJ(J + 1) + (A — B)K? (2.69)

Los niveles de energfa de una molécula trompo-simétrica estan degenerados
en TK. En el caso de una molécula trompo-asimétrica, diagonalizamos la matriz
asociada al hamiltoniano [ecuacién (2.65)] para obtener los autovalores
(energfas) y autovectores. La asimetrfa de una molécula viene dada por el
parametro de Ray [28-30]:

2B—-—A-C
TTa-c

Si k= —1, estamos en el limite prolato, si k = +1 en el limite oblato y si

(2.70)

k = 0 la molécula es muy asimétrica.

La expresién del operador hamiltoniano Hgp para una molécula asimétrica

cercana a prolato se escribe de la forma [28-30]:

. 1 . 1 . 1 .
Ang = [{A —S B+ C)}/ZZ +5 B+ O+ (B =02 +JE)] (2.71)

Para el estudio de las moléculas asimétricas, los niveles de energia estaran
situados entre un oblato y un prolato y son asociados a una funciéon de ondas
que es una combinacion lineal de funciones de base con valores de K diferentes
(K. en este caso). La degeneraciéon en K, en este caso, vendra dada por el
término (fi + ]E). Asi, tendremos acceso a los numeros cudnticos | y K,
mientras que K¢ lo determinaremos a través de un diagrama de correlacién con
los valores K, + K. =], J+1.

Cuando se quiere tener en cuenta que la molécula, ademas de rotar, también
vibra, la aproximacién del rotor rigido se queda corta y no es un buen
tratamiento del problema rotacional molecular. El hamiltoniano del rotor

45



Quiralidad molecular y supramolecular estudiadas mediante IR-VCD-Raman, calculos y MW

semirrigido (asociado con las correcciones de vibracién-rotacién) fue dado por
Watson como una setie de potencias del operador f y tiene en cuenta las
correcciones debidas a la distorsiéon centrifuga, pudiéndose escribir de la
siguiente forma [28-30]:

Ao = Aen+Moe  @72)  Bsw= ) mgUEREE+EEE)  @273)
par
donde Hgp es el hamiltoniano del modelo del rotor rigido, Hp el de la distorsion
centrifuga, hpq, €s un parametro real que representa a las constantes de rotacion
(cuando p+q+r = 2) y a las constantes de distorsion centrifuga (para p+q+r >
2). Las constantes de distorsion centrifuga pueden ser de orden cudrtico, séxtico,
etc. [28]. En la parte de nuestro trabajo de tesis referente a espectroscopia
rotacional, s6lo se han determinado constantes de distorsién centrifuga de orden

cuartico.

Watson introdujo algunos métodos para reducir el nimero de constantes del
hamiltoniano Hgg de una molécula trompo-asimétrica, obteniendo otro
hamiltoniano con los mismos autovalores que aquel de la ecuacién (2.73). En
nuestro estudio de la molécula de 6xido de limoneno hemos empleado la
reduccion S (Dy, Dik, Dk, di, d2) y en aquellos de la pulegona y el y-terpineno la
reduccién A (AJ, AJK, AK, SJ, 81&)

Existen otras interacciones que pueden provocar una estructuracion adicional
mas fina de los niveles Jg k., pero las mismas estin fuera del alcance del estudio

de esta tesis.

2.2.3. Determinacion de las estructuras moleculares a partir de datos

rotacionales

Con el empleo de la técnica microondas se puede determinar la geometria de
las moléculas con mucha precisiéon. Asi, para una molécula no lineal de N
atomos (N>2), podran determinarse hasta 3N-6 parametros geométricos
moleculares, incluyendo distancias interatémicas, angulos de enlace y angulos
diedros.

e [a estructura de equilibrio (r.) es la estructura ideal a determinar y
serfa aquella que tendrfa la molécula aislada, sin estar sometida a
cualquier tipo de interaccién a una temperatura nula (0 K).
Estrictamente hablando, dicha estructura solamente es posible obtenetla,
de manera aproximada, desde célculos ab initio, ya que los movimientos
internos vibracionales de la molécula, las interacciones en medios no

aislados con otras especies (iguales o diferentes), o efectos de campos
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externos, etc., actuantes sobre ella y temperaturas reales (distintas de 0
K) producen perturbaciones a la hora de su determinacién experimental
que afectan a sus movimientos rotacionales puros y, pot tanto, a sus
constantes rotacionales puras.

e la estructura efectiva (ro) es la que se llega a poder determinar de
forma experimental, a partir de medidas de espectroscopia rotacional.
En ellas, las posiciones de los atomos van a ser las posiciones medias de
los estados de vibracién vy, asi, accedemos a una estructura de la
molécula en un estado vibracional dado, que (generalmente) suele ser el
estado fundamental de las diferentes vibraciones moleculares posibles
para la especie quimica en estudio.

e La estructura de sustitucion (rs) permite determinar, a través de las
ecuaciones de Kraitchmann [31], las coordenadas cartesianas de los
atomos sustituidos (13C, 180, etc.) en unas coordenadas fijas ligadas a la

molécula.
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3. QUIMICA COMPUTACIONAL Y METODOS TEORICOS

El propésito de este capitulo es proporcionatr una explicacion de los métodos
tedricos (mecdnica molecular y mecanocudnticos) llevados a cabo durante la
realizacion de esta tesis. Presentaré los distintos métodos tebricos utilizados.
Finalmente, discutiré la importancia de comprender el porqué de la eleccién de
un calculo u otro, segin el sistema molecular sometido a estudio, la precision que
se quiera conseguir, el coste computacional necesario y las condiciones
experimentales que deseemos reproducir.

3.1. Introduccion

La Quimica Teodrica es la rama de la Quimica que hace uso de métodos
matematicos combinados con las leyes fisicas para estudiar procesos de indole
quimica. La Quimica Cuantica y la Quimica Computacional son dos de las
subdisciplinas en las que su puede dividir la Quimica Tebrica, donde la primera
estudia la aplicacién de la mecanica cuantica a la resolucién de problemas de
indole quimica y la segunda abarca la resolucién de problemas quimicos
mediante el uso de ordenadores y de un software adecuado. Los objetivos de la
Quimica Computacional son tratar de responder las siguientes cuestiones:

e Qué geometria de los nucleos hace que las moléculas sean estables?
e Cuales son sus energfas relativas?

e ;Cuiles son sus propiedades (momento dipolar, polarizabilidad,
constantes de acoplamiento RMN,; etc.)?

¢A qué velocidad una molécula estable se transforma en otra?

¢Cual es la dependencia temporal entre moléculas y propiedades?

e Cémo interaccionan las moléculas entre si?

Para poder aplicar un modelo teérico primero hay que describir el sistema:

e Composicion del sistema. ¢Qué tipo y nimero de unidades
fundamentales (particulas) lo constituyen?
e Condicién de partida. (Do6nde estan las particulas y cudl es su velocidad?

e Interaccion. ¢Cudl es la expresion matematica que relaciona a las
particulas y las fuerzas que actian entre ellas?

En particular, los calculos quimico cuanticos presentan una gran variedad de
aplicaciones y gracias al desarrollo de programas de aplicacién como por ejemplo
Gaussian [1] o Spartan [2] se pueden calcular un gran nimero de propiedades
moleculares. Algunas de estas propiedades pueden ser [3,4]:
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La superficie de energfa potencial.

e Las estructuras y las energfas de los sistemas estables y de los estados de
transicién.

e Las frecuencias vibracionales arménicas y anarmonicas.

® Los espectros IR, Raman y VCD.

e Parametros espectroscOpicos como momento dipolar, constantes
rotacionales, constantes de distorsién centrifuga, etc.

e lLas cargas atomicas, potenciales electrostiticos y momentos

multipolares.

Los calculos se pueden realizar para moléculas en fase liquida, sélida o
gaseosa, y en su estado fundamental o excitado. Se han desarrollado una gran
variedad de modelos tedricos para calcular la estructura molecular y la energia de
un sistema, no existiendo un modelo ideal para el mejor tratamiento de todos los
sistemas posibles a estudiar, sino que, segin el sistema, puede resultar mas
conveniente emplear un método u otro. En la Fig. 3.7 se muestra un esquema en
el que se recogen los principales métodos tedricos utilizados hoy dia para los
calculos relativos al estudio de las estructuras atémico-moleculares y sus
diferentes propiedades (incluidas las relativas al estudio de sus diferentes tipos de
espectros). Se dividen en dos categorias principales, Clasicos y Quimico-
cuanticos o de Estructura electrénica [3,4].

Desde el punto de vista clasico, la interaccién de las particulas y la ecuacion
dindmica determinan cémo el sistema evoluciona con el tiempo. Por ejemplo, en
estos métodos, los campos de fuerzas se parametrizan como tensiones de enlace,
deformaciones de angulos de enlace, torsiones, fuerzas de Van der Waals, etc.
Desde el punto de vista cuantico, hay que trabajar con la ecuacién de
Schrédinger y su resolucién [3]. Como hemos comentado en el punto 2.1.3.
“Tratamiento cuantico de los modos normales de vibracion” del capitulo 2,
vamos a trabajar dicha ecuacién en su forma independiente del tiempo, esto es,
en la forma en la que aparece en la ecuaciéon (2.19), suponiendo que nuestro
sistema no evoluciona con el mismo. Hemos mencionado también que para
sistemas con mas de un electréon dicha ecuacién no se puede resolver de
forma exacta, debido al término de repulsion interelectronica (V). Por ello,
para el estudio tedrico mecanocuantico de dichos sistemas atdbmico-moleculares
con mas de un electrén se recurre al empleo de métodos aproximados que traten
de acercarse todo lo posible a las soluciones exactas de las propiedades,
parametros y magnitudes de los sistemas en estudio, esto es, el calculo de
energias, geometrias, frecuencias e intensidades espectrales, etc. [5]. Dichos
métodos aproximados suelen ser, en general, de dos tipos: métodos de

perturbaciones y métodos variacionales.
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-Resolucion
aproximada de
la ecuacion de

Schrédinger -No parten de una
-Decenas de teoria exacta
atomos -Miles de atomos

Semiemp.iricos Ab initio Teon’.a del Mecanica Dinamica
y empiricos Funcional Molecular Molecular
dela
Densidad
V Tiempo de V Precisién V Simplicidad
célculo X Coste V Bajo coste V Muy poco coste
razonable N*? computacional computacional computacional N'2
X Precisién N#+7 N2z3 X Precisién variable
variable V Resultados de X Limitados en la
X Requiere buena calidad desctipcion de las
parametros (comparables con geometrias y las
empiricos ab initio) conformaciones de
dificiles de elegir X No esperar equilibrio
comportamiento X No revelan nada sobre
sistematico distribuciones electronicas
Figura 3.1:  Esquema de los métodos tedricos. V: ventaja, X: inconveniente.

NOTA: Al anmentar N aumenta el tamaiio del sistema y el tiempo de cdlenlo. N es el niimero de
electrones o niimero de particnlas para métodos cldsicos y el niimero de orbitales atdmicos para métodos
quimico-cudnticos.

En esta seccién se van a dar las nociones generales para la aplicacion de los
métodos clasicos (MM) y cuanticos (DFT y ab initio) a problemas relacionados
con la espectroscopia, como lo son: los calculos de las estructuras mas
estables, energias relativas de conférmeros y espectros IR-Raman-VCD vy
microondas tedricos de las moléculas que nos interesan. Las nociones teéricas
que se explican a continuacién se centran en calculos de propiedades en el estado
electrénico fundamental y aislado. No se hablard sobre estados electrénicos
excitados, ya que no son objeto de esta tesis.
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3.2. Métodos clasicos
3.2.1. Mecanica molecular

Describe las moléculas en términos de atomos enlazados, los cuales han sido
distorsionados de la geometria ideal debido a interacciones no-enlazantes de Van
der Waals y de Coulomb. La principal diferencia respecto a los modelos
cuanticos es que trabajan bajo el marco de la mecanica clasica y no tratan los
electrones de manera explicita.

Se considera que los nucleos estan sometidos a un campo de fuerzas (force
fields en inglés) que se compone de la suma de una serie de términos que
modelizan las tensiones de los enlaces, de sus angulos, sus torsiones, las
interacciones de Van der Waals, las electrostaticas y las de los puentes de
hidrégeno. Segun el campo de fuerzas que se emplee, estos términos pueden
estar incluidos o no. De manera general, la energfa total se puede definir como:

Etotal = Eenlaces + Eéngulos + Ediedros + EVderW + Eelect + EH (3-1)

Grandes sistemas moleculares pueden ser modelados satisfactoriamente
evitando por completo los calculos requeridos por la mecanica cuantica. Se
emplea para sistemas grandes y muy grandes. Son un buen punto de partida.
Su objetivo es la bisqueda de una serie de minimos en la Supetficie de Energfa
Potencial y su aplicacion mas importante es el analisis conformacional. Dos
ejemplos de campos de fuerza son MMFF y SYBYL [3].

3.3. Métodos quimico-cuanticos

Estos modelos tratan las moléculas como un conjunto de nucleos y
electrones. La gran diferencia con los métodos clasicos es que se introduce un
tratamiento especifico de los electrones bajo dos aproximaciones: i
tratamiento explicito de los electrones, métodos ab Initio; ii. tratamiento de los
clectrones como un conjunto bajo la forma de una densidad electrénica,
métodos de la Teorfa del Funcional de la Densidad (DFT, Density Functional
Theory en inglés).

Los métodos ab initio no utlizan ningin dato procedente de la
experimentacion, esto es, no hacen uso de ningin dato o parametro empirico (o
semiempirico) en sus ecuaciones. La gran ventaja es que son métodos muy
precisos, pero requieren un coste computacional muy elevado y por ello se
emplean para sistemas relativamente pequefios. Necesitan la resolucion de la
ecuacion de Schrédinger asociada al Hamiltoniano molecular. Estos métodos
pueden dividirse en: 2. Métodos Hartree-Fock (HF) y ir. Métodos Post-HEF'.
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Los métodos DFT tratan la correlacion electrénica bajo la forma de una
densidad electronica. Se caracterizan por su menor coste computacional y
resultados de buena calidad, incluso compatables a los resultados ab nitio. La
gran desventaja es que no tienen un comportamiento sistematico, debido al
tratamiento no explicito de la correlaciéon electrénica, resultando delicada, a

veces, la comparacion de resultados con otros sistemas o métodos.

3.3.1. Resolucién de la ecuacion de Schrédinger usando el método
Hartree-Fock (HF)

En este punto se van a proporcionar al lector los aspectos mas importantes
de la aproximacién Hartree-Fock, ya que el resto de métodos explicados
posteriormente se basan en los principios de esta aproximacién. Las referencias

consultadas para la elaboracién de esta seccién han sido sobre todo 3, 4 y 6-9.

i.  Generalidades y soluciones para la ecnacion de Schridinger en el estado
Sfundamental

El primer punto es dejar claro que todos los métodos utilizados parten de la
antes ya referida aproximacién de Born-Oppenheimer,! que se ha explicado en
el subapartado 7z del punto 2.1.3. “Tratamiento cuantico de los modos normales
de vibracién” del capitulo 2. La dificultad principal de todos los métodos
mecanocuanticos estd en calcular la interacciéon electron-electron (o
correlacion electronica), ya que los sistemas atémico-moleculares que la
presentan, es decir, todos aquellos conteniendo mas de un electrén, no tienen
una solucién exacta de la ecuacién de Schrédinger. Para ellos, el tratamiento del
problema de la correlaciéon electronica exige el uso de métodos sélo
aproximados, lo cual requiere tener en cuenta, principalmente, los dos siguientes
aspectos del problema y del enfoque sobre cémo abordarlo y solucionarlo

(aunque sea sélo de manera aproximada), que son:

e Por un lado, el aspecto relativo a los posibles métodos (y, por tanto,
aproximaciones a la descripcién del hamiltoniano, y de otros posibles
operadores a usar para el cilculo de otras propiedades diferentes a la
energia) a usar para el calculo aproximado de la correlacion electrénica
[4].

e Y, por otro, el aspecto relativo al conjunto de las funciones de ondas
(conjunto de base o base de calculo) a ser usadas también en el

1 Para el cilculo de intensidades VCD, es necesatio ir mas alla de la aproximacién BO (ver subapartado
7v. del punto 2.1.5. “Espectroscopia de Dicrofsmo Circular Vibracional” del capitulo 2).
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tratamiento de los electrones a modelizar, los cuales deberain moverse en
un determinado espacio [4].

Uno de los objetivos de los métodos tedricos es su comparaciéon con los
resultados expetimentales y por eso es de vital importancia entender bien el
problema que queremos modelizar para asi poder adoptar una metodologia
adecuada. La calidad de la solucién de la ecuacién de Schrédinger depende de

tres factores:

e T.a forma del hamiltoniano H.
® [.a forma de la funcién de onda .

e El método usado para la resolucion de la ecuacion.

A continuacién se van a detallar los métodos y bases usados con mas
frecuencia, especificando los que se han escogido para el tratamiento de los

sistemas estudiados en el marco de esta tesis.
7. Simplificacion del hamiltoniano H: métodos monoelectrinicos

Si el término potencial coulombiano V,, se desprecia, el hamiltoniano H se
puede escribir como una suma de operadores monoelectrénicos A(r) de la forma
de la ecuacién (3.2). N representa el nimero total de electrones del sistema, 7 es
el vector posicién, h(r) es el hamiltoniano monoelectrénico definido por un
término de energia cinética electrénica T, y un término de energia potencial de
interaccién electrén-nicleo V, [ver ecuacion (2.21)]:

H=

=

i) G2 =] [a0) =100, 0] G3)

r=1

La funcién de onda total ¥ se puede separar como un producto de las
funciones monoelectrénicas ¢;(r), dependiendo cada una de ellas solamente de
las coordenadas 7 de un electrén [ver ecuacién (3.3)]. n representa el numero
total de funciones monoelectrénicas, @;(r). Hay que tener en cuenta que n # N,
ya que podemos introducir orbitales virtuales. La accién del hamiltoniano
monoelectrénico sobre la funciéon de onda monoelectrénica se puede escribir de

la siguiente forma:

h(P)e,(r) = ei0,() (3.4)

donde E = Y} ; representa la energfa total del sistema.

La funcién total de un electrén, ;(r, w), estd compuesta por una funcién
espacial @;(r) y por una funcién de espin (base ortonormal) a(w) o f(w) (espin
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+1/2 y -1/2). A pattit de una sola funcién espacial podemos construir dos

funciones espin-orbitales, ¥;(r, ).

Desde un punto de vista fisico, esta solucién es mala porque desprecia

totalmente las interacciones electron-electrén V..
i1, Stmplificacion de la funcion de onda \p: método Hartree-Fock (HF)
a) Principio variacional

Vamos a utilizar una funcién similar, con un producto de funciones
monoelectrénicas. La diferencia es que esta vez el término coulombiano V,, se
mantiene en el hamiltoniano, este es el punto clave del método HF. El
hamiltoniano monoelectrénico llamado operador de Fock F(r) se escribe, en

unidades atémicas, de la siguiente forma:

_ 102 ~o/ Z, .
FO) = =555+ > (— a) +VHF() = R(r) + VHF () 35)

1. . . , ,
donde VHF(r) = Z’S\’#r— tiene en cuenta la interaccién electron-electrén. La
rs

aproximacion HF reemplaza un problema de N electrones por un problema
monoelectrénico en el que cada electrén es sometido a un potencial medio
creado por los otros N-1 electrones. El método HF describe la funcién total

®HF hasada en las funciones ¢;(r).

Los electrones son fermiones y la funcién de onda total ®HF debe ser
antisimétrica si se intercambian las coordenadas de dos electrones (principio de
Pauli). La introduccién de las funciones ¢;(r) no permite la indiscernibilidad de
los electrones. Para que la funcién total sea antisimétrica, se construye un
determinante a partir de las funciones @;(r), que se denomina determinante de

Slater, y se escribe de la siguiente forma:

0, (1) 9,(1) - @ (1)
DHF(1,...,N) = (\/%) ‘P1:(2) ¢z§2) <Pns(2) (3.6)
o,(N) @,(N) - ¢ (N)

donde <<pi|<pj> = 8;; y 6;; es el delta de Kronecker, la base de las funciones

1 L
@;(r) es ortonormal con (W) como constante de normalizacion.

La determinacién de las funciones @;(r) (subapartado #. de este mismo
punto 3.3.1.) se realiza usando el principio variacional. Partimos de una funcién
de prueba Y, yepq que depende de las funciones ¢;(r), y un sistema descrito por
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un hamiltoniano H. La energfa del sistema es E,, correspondiente a la
autofuncion Yp,yepa = Yo, E es la energia asociada a la funcién de prueba y la
base de las funciones Y,ryepq €s ortonormal, [y, ehaWpruena = 1. La energia

del sistema se escribe de la siguiente forma:

E= f lp;ruebaﬁlpprueba (37)

El principio variacional implica que E = E, y la igualdad sélo se verifica

cuando lpprueba = l/’o-

b) Ecuaciones de Hartree-Fock

La energfa del sistema se puede encontrar utilizando los multiplicadores de
Lagrange que permiten encontrar un punto estacionario (maximo, minimo, ...)
de una funcién derivable con respecto a una o mas de sus variables. La funcién
total ®HF es un determinante de Slater compuesto por funciones ¢;(r)
ortonormales. Un caso particular es aquel en el que la funcién ®F contiene
orbitales ¢;(r) idénticos dos a dos, uno ocupado por un electrén a y el otro por
un electrén B. Esta forma se aplica sélo en los casos en que el numero de
electrones es par, y se habla entonces de una funcién Hartree-Fock de capas
cerradas o Restricted Hartree Fock (RHF) [10]. Podemos escribir la energia en la
forma:

n/2 n/2 n/2
(@ || @r) = Z 21 + ZZ(Z}U Kip) (38)
i=1 j=

Hay que tener en cuenta que la suma va de i=1 a n/2 donde n representa el
numero total de orbitales ¢;(r). En un sistema de capa cerrada, cada orbital esta
ocupado por dos electrones. I; es la integral monoelectronica, J;; es la integral
Coulombiana y K;; es la integral de intercambio. Se definen por las siguientes

ecuaciones:
I = (<Pi(7”)|ﬁ(r) l: () (3.9)
Ji (qol(r)qo, )+ [o:0,5) (3.10)
s = (00, |0, 0uo) (3.11)

Las ecuaciones de Hartree-Fock se definen como:

F@ei(r) = ei9i(1) i=1,n/2 (3.12)
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y F el operador de Fock de la siguiente forma:

n/2

) =h0) + ) (20(s) - Ri(s)) (313)
i=1

donde h; es el operador monoelectrénico [ecuacion (3.2)], J; es el operador
Coulombiano, el cual describe la interaccién de un electréon con los restantes
(N-1) electrones y K; es el operador de intercambio cuya interpretaciéon no es
simple debido a la condicién de antisimetria de la funcién de onda. La accién de

Ji y K; se define por:

~ [0, 0s50) = ([ o0 dr) i) 319

Ji©les () = {9ur)| —

k\i(s)koj(s)) <§0z

[0, 0s5) = ([ i 0,0 ar) o) 315)

Cuando el espin electrénico total no es cero (nimero impar de electrones), se
definen dos conjuntos de ecuaciones: uno para los electrones a y otro para los
electrones f, se trabaja entonces en la aproximacién Hartree-Fock sin
restricciones (UHF, del inglés Unrestricted Hartree-Fock).

El operador de Fock se construye a partir de las soluciones ¢;(r), por lo que
se requiere un método iterativo llamado método del campo autoconsistente
(SCF, Self-consistent-field en inglés). El tamafio de las ecuaciones Hartree-Fock
crece segin n?, de acuerdo con el caricter bielectrénico del operador
Coulombiano. Dos clectrones con el mismo espin no pueden estar
simultaneamente en el mismo lugar, por el contrario esta situaciéon es posible

para dos electrones con espines opuestos.
iv. Resolucion prdctica de las ecnaciones: el método 1..C..A.O.

La resolucién practica de las ecuaciones de HF se hace definiendo los
orbitales ¢;(r) como una combinacién lineal de orbitales atémicos y,, llamada
L.C.A.O. (Linear Combination of Atomic Orbitals en inglés), tal y como se muestra
en la ecuacién (3.16). Npqs €s el numero de orbitales atémicos y,. Las funciones
Xp se eligen por ser una base ortonormal. La resolucion de la ecuacion (3.16)
implica la determinacién de los coeficientes Cip , es decir, la solucién de un
sistema de ecuaciones lineales. Basandonos en los trabajos de Roothan [11], si
sustituimos ¢;(r) en la ecuacién (3.12), se obtiene una ecuacién matricial [ver
ecuacion (3.17)].
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Nbas
0;(r) = clx, (3.16) FC = eSC (3.17)
p=1
donde C es la matriz de coeficientes CP, S es la matriz de integrales de
solapamiento en la base x, (Spq = (Xp|¥4) €s la integral de solapamiento) y € es

la matriz de energias. El operador F se expresa en la base x,, segun:

Nbas Nbas

- ~ 1
Foq = hpq + Z Z lors (o xalxexs) = E(XpXr|XqXS)] (3.18)
r=1 s=1 w2
Prs = Z (Ao (3.19)
ﬁpq = pr (r)ﬁ(r))(p (r)dr (3.20)
1
Coxaltezs) = || @@ =1 ©xdndr, (321)
12

La eleccion de las funciones x, es arbitraria, pero las moléculas estin
formadas por dtomos, por ello una solucién que tiene sentido es que la eleccién
de las funciones sea lo mas cercana posible a los orbitales atémicos. El tiempo de
cilculo para un método HF crece segtin Ny,. El tiempo de célculo en el método
HF es relativamente corto en comparaciéon con el tiempo requerido por los
métodos post-HF. Veremos mas adelante que la eleccién de funciones atémicas
es un parametro importante a ajustar, por lo que se debe llegar a una solucién de
compromiso entre el tiempo de calculo y una buena descripcion del drea de

movimiento de los electrones (base).
v. Calenlo de las integrales y eleccion de las bases

Es natural elegir funciones y, que estén bien adaptadas a la forma de los

orbitales atbmicos, son posibles varias opciones:

Orbitales de Slater [12]: Describen bien la forma de los orbitales atomicos, pero
su integracion numérica es compleja, debido al término exp (—¢r). Un orbital de
Slater ypmo (1,6, 9) (STO: Slater Type Orbital) tipicamente se escribe de la forma:

Xnim (1,0, 0) = R (1Y, (6, 0) (3.22)

donde R5TO(r) representa la parte radial, funcién de la distancia r del electrén y
del nimero cuantico principal n (capa electréonica, n = 1,2, ...) de la forma:
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(2§)*?
JT2n+ 1)

donde & es el coeficiente a optimizar. Y}, (6,¢) es la parte angular llamada

RTO(r) = (2¢r)™VYexp (—¢r) (3.23)

armoénico estérico, funciéon de los angulos 6 y ¢ y de los nimeros cudnticos

secundario o azimutal | ( = 0,...,n — 1) y terciario o magnéticom (m = —1, ..., [).

Funciones Gaussianas [13]: No definen tan bien la forma de los otbitales
atémicos pero su integracién numérica es mucho mas simple que para los
orbitales de Slater, gracias al término exp (—ar?). Si usamos una sola funcién se
denomina primitiva, pero para definir bien un orbital de Slater se realizan
siempre combinaciones lineales de varias gaussianas llamadas entonces orbitales
contraidos. Un orbital Gaussiano xSi2(r,0,¢) se escribe tipicamente de la

siguiente forma:

XE0(r,0,9) = RSTO ()Y (0, 9) (3.24)

La parte angular Y;,,, (6, @) tiene la misma forma que para los orbitales de Slater y

la parte radial RS9 (r) se escribe:

2(2a)%/* 22n-1-2
/4 |(4n — 20— 3)!

RETO(r) =

(V2a)2(-1-2exp (—ar?) (3.25)

donde « es el parametro a optimizar.

Las bases poscen distintas dimensiones y elegir la adecuada también es

importante. Se pueden clasificar en:

e Bases minimas: para tener ¢l mismo numero de funciones que de
orbitales en el sistema. Estas bases dan resultados cualitativos, ya que no
dependen del nimero de electrones. La dimension de la base es la
misma para todos los atomos de la misma linea. Ejemplo: STO.

e Bases extendidas: Se afiade una base llamada doble zeta, en la que cada
orbital se representa por dos funciones contraidas. Ayudan a contraer y a
expandir el orbital de valencia para tener en cuenta la anisotropia del
sistema. Ejemplos: 6-31G o 3-21G.

e Bases polarizadas: La presencia de fuertes cargas en el interior de los
sistemas da lugar a que las bases centradas sobre los atomos no estén
bien adaptadas. Es necesario afiadir estas bases para permitir el
desplazamiento de las distribuciones de electrones lejos de las posiciones
nucleares. Ejemplos: 6-31G(d,p) o 6-31G(d).

e Bases difusas: Permiten que los electrones se muevan en un espacio

activo mas amplio. Esto equivale a introducir coeficientes § mas grandes.
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Son particularmente eficaces para reproducir las interacciones de largo
alcance como los enlaces de hidrégeno o el estudio de complejos de Van
der Waals. Ejemplos: 6-31+G(d,p) o 6-31++G(d,p).

Un ejemplo de definicién de una base Gaussiana empleada en el programa de

calculo Gaussian [1] se muestra en la siguiente figura (Fig. 3.2):

Los signos ** significa que se emplean funciones polarizadas
para los &tomos pesados y para el hidrégeno.

6-311++G**

o’ |

Los orbitales del core estan definidos por 1 Gaussiana Los signos ++ significa que
contraida, combinacion lineal de 6 Gaussianas primitivas. se emplean funciones
Los orbitales de valencia son definidos por 3 Gaussianas difusas para los atomos
contraidas, combinacion lineal de 3, 1 y 1 Gaussianas pesados y para el
primitivas, respectivamente. hidrégeno.

Figura 3.2: Definicién de una funcién Gaussiana.

Otro tipo de funciones muy utilizadas son las funciones de Dunning, se
denotan con cc-pVnZ (correlation-consistent and polariged valence n-zeta en inglés), tal
y como se muestra en la Fzg. 3.3 [14]. Estas funciones reproducen muy bien la

forma de los orbitales atémicos, pero su resolucién numérica es costosa.

El valor de n = 2, 3, 4, etc. da informacion sobre el tamafio de las funciones
polarizadas empleadas, doble-, triple-, cuddruple-zeta, respectivamente.

&

aug-cc-pvnZ

7

«“ ”

Con el prefijo “aug
(augmented en inglés)
se introducen
funciones difusas.

Los orbitales se describen con
varias funciones contraidas.

Figura 3.3: Definicién de una funcién de Dunning.
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vi. Organizacion de un programa SCF

El método HF es el mas simple dentro de los métodos ab initio. El programa
resuelve las ecuaciones (3.17) de Hartree-Fock (sea RHF o UHF) de una forma
iterativa denominada método del campo autoconsistente. Como punto de
partida se introduce una geometria inicial y una base de orbitales atémicos
(Gaussianas normalmente). El programa va resolviendo las ecuaciones (3.17) y
hace un test de convergencia para continuar o no la optimizacién de los
coeficientes. La Fig. 3.4 muestra un esquema del programa SCF clasico [15].
También existe el programa SCF directo [16], el cual calcula ciertas integrales
conforme se van generando, especialmente las integrales bielectrénicas, mientras

que el programa SCF clasico las almacena sistematicamente en el disco duro.

Los pasos que se Lectura de datos:

siguen en un método HF Geometria, bases

para resolver la ecuacion

(3_17) son los siguientes: Calculo de las integrales:
hog Spe (PA/TS)

1. Introducir una
geometria de partida: Contruccion de los
d d . vectoresde pruebagp®
coor. enadas cartesia- 2% = Z Cro cs®
nas, internas... i=1
2. Definir la base de las
funciones atémicas . Calculo de F s
. le.—‘ = H_vr‘ + Z [.Dv.r{.}fp}:; )fv)fs} - /2 {)f_w.}fv }:;X:}]
Xp: orbitales  de =i
Slater, funciones — , , -
. [Or‘togonall‘zacion:talculo de F' =5 12pg-1/2 ]
Gaussianas. ..

3. Aqul comienza el Diagonalizacidn de F'.

verdadero calculo seleccién de ;
Construcciondep,,

SCF. El primer paso

no

€s evaluar las I Testde convergencia I

integrales monoelec- si

tronicas hpq, bielec- [Célculo de propiedades I

tronicas (Xqu|XrXs) Figura 3.4: Diagrama  esquemético  del
(esta es la parte mas programa SCF.

costosa) y de solapamiento pys.

4. Construccién de los vectores de prueba ¢f y de la matriz de solapamiento
50

5. Calculo de los elementos de la mattiz de Fock £, la cual no es diagonal y
plantea, por tanto, un problema de ortogonalizacién de matrices.
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6. Ortogonalizacion de la matriz de Fock a través de la matriz S para obtener
la matriz de Fock ortogonal (F’). Una vez obtenida la matriz F’, podemos
resolver la ecuacion F'C' = eC’, que es una ecuacion en valores propios.

7. La resolucion de la ecuacién del punto anterior arroja la obtencion de los
cotrespondientes autovalotes (energfa) y autovectores C;, y a partir de estos
ultimos se construyen los nuevos vectores de prueba ¢;, esto es, la nueva
base de funciones de ondas de prueba ¢;.

8. Para completar el primer ciclo iterativo, se hace el correspondiente test de
convergencia, que consiste en comparar los coeficientes C} de la matriz C
obtenidos en el punto anterior con los coeficientes utilizados de partida.

9. Si los nuevos coeficientes son muy diferentes de aquellos de partida,
hacemos un nuevo ciclo, y asi se continua, si es necesario, hasta que la
diferencia entre los dos conjuntos de coeficientes, esto es, el del ciclo n-1 y
el del ciclo n, sea inferior a un parametro § convenido (0 que nosotros
fijamos, si el programa de calculo utilizado lo permite), tal que €, — Cp_1y <
d.

10.El dltimo paso es el calculo de las propiedades deseadas con el dltimo
conjunto de pardmetros obtenidos.

Muchas propiedades fisicas dependen de la energia de un sistema, por ello es
muy importante conocerla. Para definir la calidad de un método se emplean las

siguientes propiedades:

e Se dice que un método es separable si la energfa de un sistema con M
fragmentos es igual a la suma de las energfas de cada uno de los
fragmentos para una distancia igual al infinito.

e Se dice que un método es consistente en tamafio si la energfa aumenta
linealmente con el numero de particulas.

e Se dice que un método es extensivo en tamafio si es a la vez separable
y consistente en tamafio.

El método HF es extensivo en tamaiio. Estas condiciones no las satisfacen
todos los métodos. Las consecuencias de la ho consistencia en tamafio no son
despreciables, por ejemplo, el calculo de energias de enlace en funcién de la
distancia de enlace.

El modelo HF no es mas que una aproximacion a la solucién exacta, la cual
presenta limitaciones importantes en el estudio de los sistemas quimicos, ya que
con este método la interaccion entre los electrones (potencial electron-electréon)
sélo se tiene en cuenta de una forma promediada. Algunas de estas limitaciones
son:
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e Comportamiento en la disociacién: El modelo HF define las
funciones de onda como un simple producto de funciones de un
electron. Esta forma no es adecuada ya que la distancia de enlace tiende
hacia el infinito. De hecho, la funcién ®#F representa una mezcla con
pesos equivalentes de las formas idnicas y covalentes, ya que la
disociacién hacia dos atomos se debe hacer con la combinacién de las
formas covalentes. Hsto se conoce como “la mala disociaciéon de la
funcién HF” y ocurre cada vez que se rompe un sistema de capa cerrada
para formar dos sistemas de capa abierta.

e Formas de los pozos de potencial: el hecho de que un electrén se
encuentre situado en el campo medio creado por los otros electrones
tiene consecuencias sobre la forma y la posicién de los pozos de
potencial. Los electrones con espin diferente pueden encontrarse a una
distancia cero. Asi se obtienen sistematicamente enlaces demasiado
cortos (frecuencias de vibracién demasiado elevadas). Por lo tanto, serd
necesatio introducir efectos de correlacion.

Para mayor precisién, necesitamos utilizar los métodos post-HF, que
introducen la correlacion electrénica mas alla del uso de potenciales
promediados.

3.3.2.  Métodos post Hartree-Fock monoreferencia
7. Introduccion

La diferencia entre la energia exacta y la energia obtenida con la aproximacién
HF con una base infinita se le llama energia de correlacion. Aunque sélo
supone el 1% de la energia total, es uno de los mayores desafios de la quimica
cuantica, ya que ese 1% tiene un impacto enorme en el calculo de propiedades
moleculares. La calidad con la que se calcula la correlacion electrénica tendra un
gran impacto en la exactitud de los resultados obtenidos. Para la redaccién de
esta seccidn se han consultado sobre todo las referencias 3, 4, 7 y 9.

Los métodos post-HF se basan en utilizar orbitales moleculares ¢;(r) que
estén ocupados por electrones (i,j,k, ...) que pueden ser virtuales, o que no estén
ocupados por electrones (a,b,c, ...). Se pueden construir otros determinantes
reemplazando en ®#F uno o varios orbitales ocupados por uno o varios orbitales
virtuales. Asi, se obtiene un determinante excitado que serd el punto de
referencia para la notacién hueco-particula y se clasifica segin el orden de

excitacion:
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e Grado cero: referencia> ®HF
¢ Grado uno: monoexcitado> ®;_,,, ¢

® Grado dos: diexcitado> ®;q, dD?jb
j-b

Ellos forman una base ortonormal (¢;(r) son ortogonales) y completa. La

funcion exacta es una combinacion lineal de determinantes ®:

b= Z Dy @y (3.25)
K

La estructura de la matriz del hamiltoniano en la base de determinantes ®#F

QU of @ dfe
CDHF
o EHF 0 #0 0
aib 0 #0 #0 +#0
O\ 20 =0 #£0 #0
o\ 0 #0 #0 #0

(3.26)

Esta configuracion es la consecuencia de las reglas de Slater, aplicadas en una
base de funciones ¢@;(r) ortogonales. Un determinante dado con un grado de
excitacién n solo puede interactuar con los determinantes de grado n-2, n-1,
n+1, n+2 [7]. Esta estructuracién de la matriz es la base de todos los métodos
post-Hartree-Fock. La calidad de la energia de correlaciéon obtenida depende
del nimero de excitaciones que se tengan en cuenta, asi como la manera en la

que sean tratadas.

A continuacién se detallan los métodos perturbativos Magller-Plesset
(MPn). También existen otros métodos post-HF como los métodos de
interaccion de configuraciones (IC) y los métodos Coupled Cluster (CC).
Estos dos udltimos presentan un coste computacional elevado, lo cual limita su
uso a sistemas pequeflos de pocos atomos. Debido a ello, no se han empleado en
el desarrollo de esta tesis y por tanto no se van a detallar. Concretamente, el

(0+V)!
ow!

2
) , donde O y V son el

numero de orbitales atébmicos ocupados y virtuales, respectivamente. Para los

tiempo de calculo de los métodos IC varia segun (

métodos CC el tiempo de calculo crece segin O3N*.
i. Meétodos perturbativos Moller-Plesset (MPn)

Suponen que los resultados obtenidos con el método HF son una buena
aproximacion de partida. Es decir, parten de un hamiltoniano (lamado de orden
cero Hy) y una funcién de ondas procedentes del método HF, ®y. Esta teotia se

aplica cuando el hamiltoniano A del sistema se puede dividir en dos términos: un
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hamiltoniano de orden cero H, cuyas autofunciones @, son conocidas y cuyos
autovalores Ex no estan muy lejos de los autovalotes de H. El segundo término
es un término perturbativo V que se supone que es pequefio en compatacion con
f,.

En los métodos Meller-Plesset (MPn) el hamiltoniano H se puede escribir
como la suma de dos términos [17], como en la ecuacion (3.27). Con la

condicién Hy < V y Hy bajo la forma de la ecuacién (3.28).
A=Hy+v (3.27) Hy = Z Fy(r) (3.28)
i

Donde el pardmetro A se utiliza para definir el orden de perturbacién y V es
un término correctivo. El término AV introduce el efecto de la correlacién
electrénica. El hamiltoniano de orden cero H, es el operador de Fock F;(r). La
funcién de onda y la energfa exacta se desarrollan también en funcién de este
parametro de la forma:

b= Z m (3.29) E= Z A E™ (3.30)
n=0 n=0

Las funciones perturbadas ™ se desarrollan en la base de las autofunciones
(o) K

_N pm
Y™ = Z D¢ "®x  (331) O = By = By (3.32)

K+0

En el método MPn, la energia obtenida de orden n =0 y n=1 por el
método perturbativo se define como la calculada al nivel Hartree-Fock:
EFF = E© 4+ EM_ De esta forma, el autovalor obtenido es una suma de la
energia obtenida bajo la aproximacién HF mds una serie de correcciones
perturbativas (perturbaciones de orden = 2) a la energfa que no son mis que la
correccion energética debida a la correlacion electrénica:

EMPn — EHF + Z En (333)

n2

e Orden 2: MP2-> determinantes diexcitados.
e Orden 3: MP3-> determinantes triexcitados.

e Orden 4: MP4-> determinantes cuadriexcitados.

Normalmente solo estin correlacionados los electrones de valencia, nosotros
trabajamos en la aproximacién denominada de “electrones internos congelados”
(frozen core en inglés). Si retomamos la definicién de los orbitales O (ocupados)
y V (virtuales), el tiempo de calculo aumenta muy rapido con el orden de
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desarrollo, crece proporcionalmente con ON* para MP2 y O3N* para MP4. La
teorfa de perturbaciones es uno de los métodos mas comunes para tratar la
correlacion electronica. Los métodos MP2 son muy utilizados debido a que son
menos costosos que los IC y dan resultados de gran calidad. Las correcciones de
orden superior estan limitadas a sistemas de pequefio tamafio. Ademas, las
propiedades de consistencia en tamafio se verifican en todos los érdenes de

desarrollo.

3.3.3. Métodos del funcional de la densidad (DFT, en inglés Density
Functional Theory)

.. Introduccion

En esta seccién se van a describir de forma general los métodos del funcional

de la densidad. Las referencias mas consultadas para la elaboracién de la misma
han sido 3, 4, 6,8 y 9.

Todos los métodos descritos anteriormente buscan la descripciéon mas
correcta posible de la funcién de ondas, tratando de resolver el importante
problema de la correlacién electrénica. La cuestién estd en que los calculos de
este tipo (ab initio) son muy costosos y estan limitados a tratar sistemas de
tamafio medio o relativamente pequefios. Si el sistema a estudiar posee varias
decenas de atomos, los métodos ab initio suelen ser poco accesibles y esto dio
lugar a la busqueda de alternativas teéricas menos costosas. La teorfa DFT se
basa en describir un sistema considerando su densidad electrénica p(r) como
una variable de base, en lugar de describir a los n electrones que contiene el
sistema. De esta forma, el problema de n electrones se estudia en el espacio de
p(r) de dimensién 3 en lugar del espacio de dimension 3n de la funcién de onda

.

La idea es calcular la energfa exacta del sistema bajo la forma de una funcional
(una funcién que depende de otra funcién), Egxaerq[p], que a su vez depende de
otros funcionales:

Eexactalp] = T[P] + Ve [,0] + Veelp] (3.34)

donde T[p] es la funcional de energia cinética electrénica, V,,[p] es la funcional
de interaccién potencial nucleo-electrén, V. [p] = J[p] + K[p] es la funcional de
interaccién potencial electrén-electrén, siendo J[p] la funcional de interaccién de

Coulomb (electrén-electrén) y K[p] la funcional de intercambio.

Hohenberg y Kohn [18] mostraron por el principio variacional que
E[p'] = Eexactalp], de manera similar al método HF. El método de W. Kohn y L.
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J. Sham [19] consiste en definir la densidad electrénica p(r) en funcién de los
orbitales moleculares ¢;(r) (mismas funciones de los orbitales atémicos, x,):

n
p() =) Gi o) (3:35)
i=1
donde n es el nimero de orbitales. La energfa total del sistema se puede escribir

de la siguiente forma:

56 = ). ([ 0 Tiar + [ vepyar +5 [ prptrzan

n
i=1

(3.36)
dry) + Exc[p]

Los tres primeros términos de la ecuacidon (3.36) representan la energfa
cinética, sus interacciones con los nicleos y su energfa coulombiana. El dltimo
término es la energia de intercambio-correlacion Exc[p] que es la consecuencia
de la interaccién entre las particulas. La aplicacién del principio variacional a las
funciones @;(r) da las ecuaciones de Kohn-Sham (KS):

RES@i(r) = eSp,(r) (3:37)

hES = [Te Y+ f %dr + Ve (3.38)
_ OExc[p(r)]

Ve = o) (3.39)

donde XS es el operador de KS, eX5 es el autovalor asociado al orbital ¢;(r) y
Vxc €l potencial de intercambio-correlacion. La energia total del sistema EXS,
segun las ecuaciones de K8, esta definida por:

EXS[p] = T*S[p] + Ei[p] + Ef[p] + ExE[p] (3.40)

donde T¥%[p] es el término de energia cinética (movimiento de los electrones),
EXS[p] es el término de energia potencial electrén-ntcleo y nucleo-ntcleo,
Ef®[p] es el término de energia coulombiana electron-electron y ExZ[p] es el

término de energfa de intercambio-correlacion.

Las ecuaciones de KS son similares a las HF, donde la densidad electronica
del sistema se obtiene mediante la bisqueda de un determinante de Slater
construido con los orbitales ¢;(r). Los programas DFT emplean un método
L.C.A.O.
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7. Descripcion de los funcionales

El mayor desafio es definir correctamente el funcional mds adaptado a
nuestro sistema, especialmente el funcional de intercambio-correlacion EX¢[p], el
cual contiene las interacciones que se pueden relacionar con la correlacién
electronica de los métodos post-HF. Se han propuesto tres aproximaciones para
el calculo de la energfa de intercambio-correlacion EX€[p] y algunas variantes que
tienen en cuenta correcciones dispersivas y de largo alcance:

a) Aproximaciones locales o aproximacion 1L.DA (Local Density
Approximation en inglés)

El dnico sistema electrénico que se conoce con soluciones aproximadas de
buena calidad es el gas homogéneo cuando el potencial externo es cero. Esta es
la aproximacién de la densidad local (LDA, del inglés ILocal Density
Approximation). Consiste en suponer que la densidad p(r) es homogénea,

podemos escribir EX¢[p] de la siguiente forma:

EXC[p(r)] = f p()eX[p()]dr (3.41)

donde €*¢[p(r)] es la energia de intercambio-correlacién por electrén, se
desprecian las fluctuaciones locales de la densidad de las particulas. e¥“[p(1)] se
divide en dos términos: la energia de intercambio e*[p(r)] y la energia de
correlacion €¢[p(r)]. La expresion de Dirac da €¥[p(r)] [20]. Para e€[p(r)], se
han llevado a cabo varios enfoques, como por ejemplo el funcional VWN
(Vosko-Wilk-Nusair) [20]. La mayor parte de los calculos tienen en cuenta la
polarizacién de espin, y entonces la aproximacién local se denomina LSDA (del
inglés Local Spin Density Approximation). A simple vista se puede entender que es
una aproximacién muy distante de la realidad molecular, donde existen
fluctuaciones de la densidad electrénica. Los resultados son, a igual coste,
generalmente mejores que los obtenidos con un calculo HF. Los resultados
obtenidos para las moléculas han de ser tratados con prudencia, ya que la
densidad electrénica esta lejos de ser constante.

b) Aproximaciones no locales o aproximacion N1./1.D.A (Non-
Local/ Local Density Approximation en inglés)

Se denominan métodos NL/LDA (del inglés Non-Local/Iocal Density
Approximation) [21]. Es una mejora de la anterior, ya que se introducen
correcciones de gradientes de la densidad electronica para tener en cuenta de una
manera mas correcta la realidad molecular, es decir, que la densidad electronica

no es homogénea. Los funcionales eX¢[p(r)] dependen de la densidad p(r) y de
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sus derivadas. La idea es hacer un desarrollo en gradiente de la densidad. Con
estos métodos los resultados son mejores que con LDA.

¢)  Funcionales hibridos

Son métodos mucho mas recientes. En este caso la energia potencial de
intercambio-correlacion se define como una mezcla de una parte NL/LDA y
una parte de intercambio HF. Estos funcionales pueden calcular mejor la
energfa de intercambio. Los funcionales hibridos contienen un término de
intercambio DFT y un término de intercambio exacto (es decir, con el operador
de intercambio exacto aplicado sobre los orbitales KS). Los parametros de la
combinacién lineal se optimizan para una serie de moléculas, similar a como se
hace en los métodos Gn (punto 3.3.4.) de Pople. Existen una gran variedad de
funcionales, de intercambio, de correlacion o hibridos (intercambio +

correlacion). En la Tabla 3.7 se muestran algunos ejemplos.

Entre los funcionales mas usados, se pueden resaltar el B3BLYP [22] o el
M06-2X [23]. Por ejemplo, el funcional B3LYP define la energfa de intercambio-

correlacion E[p]524*P de la siguiente forma:

E[p]%HP = (1 — ap)E[pl3*°* + aoE[pl3" + axAE[p]3®® + acElple"”
(1 —ac)E[p]t""

donde E[p]4¥°P4 es el funcional de intercambio LSDA, E[p]4F es el funcional de

intercambio HF, AE[p]%%® es el funcional de intercambio Becke 88 (B88),

E[p]&F es el funcional de correlacién Lee-Yang-Parr (LYP) y E[p]t""N es el

(3.42)

funcional de correlacion VWN. Los parametros ay, ay v ac se determinan a

partir de la experiencia.
d) Funcionales que incluyen dispersion

Las interacciones de dispersion se pueden definir empiricamente como la
parte atractiva del potencial de interaccién tipo Van der Waals entre dtomos y
moléculas que no estan directamente enlazados entre ellos, aunque el término
“dispersion” y “van der Waals” a menudo se usan como sinénimos [24]. La
inclusién de estas interacciones en las simulaciones tedricas es especialmente
importante en el caso de complejos de van der Waals, procesos
conformacionales en moléculas (bio)organicas y para las energfas de reacciones
quimicas estandar [24].

Algunos de los funcionales que incluyen dispersion son el funcional APFD
(Austin-Frisch-Petersson) [25], B97D, B97D3 y wB97XD. B97D y B97D3 son el
funcional B97 [26] con los esquemas de dispersiéon de Grimme D2 [27] y D3
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[28], respectivamente, y wB97XD [29] usa una versioén del modelo de dispersion
D2 de Grimme. Las versiones D2 y D3 de dispersion de Grimme se pueden
afiadir a una serie de funcionales para los que estan definidos usando el paquete
de programas Gaussian09. A modo de ejemplo, podemos mencionar para el
modelo de dispersién D3 los funcionales BLYP, B3LYP, B3PW91, M05-2X y
MO06-2X, entre otros.

¢) Funcionales corregidos de largo alcance

La parte no coulombiana de los funcionales de intercambio desaparece
demasiado rapido y llega a ser muy imprecisa a distancias grandes, lo cual los
hace inadecuados para modelizar procesos como las excitaciones electrénicas.
Para estos casos se han desarrollado varios esquemas. En el paquete de
programas Gaussian09 se incluyen una serie de funcionales que tienen en cuenta

correcciones de largo alcance:

e LC-wPBE cs la versién corregida de largo alcance de wPBE [30-32].

e CAM-B3LYP es la version corregida de largo alcance de B3LYP [33].

e wB97XD es el ultimo funcional de Head-Gordon y cols., el cual incluye
dispersion empirica [29]. Las variaciones wB97 y wB97X también estan
disponibles [34]. Estos tres funcionales incluyen, asimismo, correcciones

de largo alcance.

Ademas, el prefijo LC- se puede afladir a cualquier funcional puro para
aplicar la correccién de largo alcance de Hirao y cols. [35], por ejemplo, LC-

BLYP.
Algunos tipos de funcionales
Intercambio Correlacion Hibridos Dispersion Largo Alcance
Becke-Perdew y o ! !
Slater (S Vosko-Wilk- Becke-Perdew- Iliutstrm—Frlsch— ;/}dt(g_Heéc}_
ater (5) Nusair (VWN)  Wang (B3P86, ;IfFSIS)C’“ CI‘,JIS;ES‘ T
B3PW91) ( ) wPBE)
13;;‘;; 88 {ie‘%ang—Parr Becke-Lee-Yang-  Grimme (D2y Yanai-Tew-
Becke 98 Parr (BLYP, D3: B97D3, Handy (CAM-
(B9%) Becke 95 (B95)  B3LYP) B3LYP-D3,ctc) B3LYP)
Truhlar-Zhao Chai-Head-
glergf\‘;;‘g\)fang gf“if%"v‘g\’lvang (M05, M06, MO05- Gordon
) (EWOID) 2X, M06-2X, ctc.) (wB97XD)
Perdew-Burke-  Perdew-Burke-
Ernzerhof Ernzerhof
(PBE) (PBE)
Tabla 3.1: Clasificaciéon de los distintos funcionales DFT y algunos ejemplos de

los mas usados.
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Durante la realizacién de mi tesis, he tenido la oportunidad de utilizar los
funcionales B3LYP, B3LYP-D3, B97D y M06-2X. El funcional B3LYP es uno
de los mas populares, pero tiene mas problemas a la hora de definir interacciones
no covalentes, que estan presentes en muchas de las moléculas estudiadas. En
cambio, un funcional mas reciente como el M06-2X, parece reproducir mucho
mejor las interacciones que tienen lugar en estas moléculas. De hecho, y a
diferencia del funcional B3LYP, el funcional MO06-2X esta altamente
parametrizado y contiene términos especificos para el tratamiento de
interacciones no covalentes [23,36]. Las moléculas tratadas en esta tesis son
moléculas muy flexibles y con presencia de grupos polares en la mayoria de los
casos, es decir, con presencia de interacciones no covalentes. Parece razonable
pensar, a priori, que el funcional M06-2X reproducird de forma mas correcta la
realidad molecular de este tipo de sistemas quimicos que el funcional B3LYP.
Recientemente se han desarrollado los funcionales B3LYP-D3 [28] y B97D [27],
que aportan una correccién dispersiva que puede influir mucho en el calculo de
las propiedades fisico-quimicas de los sistemas estudiados en esta tesis.

Los métodos DFT han tenido mucho éxito por varias razones:

e La investigacion y el desarrollo de nuevos funcionales, con rendimientos
muy altos, como, por ejemplo, los métodos hibridos.

e Pueden tratarse sistemas moleculares muy grandes.

e Cilculo preciso de estructuras, vibraciones, etc.

e DBuena precisién para la descripcion de enlaces de hidrégeno y el
tratamiento de biomoléculas.

e Buena precision para el calculo de las propiedades espectroscopicas.

e La resolucién de las ecuaciones KS se lleva a cabo con precision.

e Existen muchos programas que tienen implementados métodos DFT y
que, por tanto, permiten su aplicacion para llevar a cabo los
correspondientes cdlculos de estructuras/geometrias, propiedades,
espectros moleculares, etc.,, como, por ejemplo: Gaussian, Molpro,
Turbomole, etc.

La calidad de los resultados (en términos de estructura y, dependiendo del
caso, energfa) es similar a los calculos post-Hartree-Fock (MP2), con un tiempo
de calculo mucho menor, debido a que este aumenta con N* donde N es el
nimero de funciones de base, de forma similar al método HF.
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3.3.4. Métodos de calculo de energias relativas

i Introduccion

El cilculo preciso de las energias relativas es indispensable para el analisis
experimental de las estructuras, especialmente si estas son altamente flexibles,
pues el nimero de conférmeros que podemos detectar experimentalmente puede
ser elevado. En este caso, el analisis experimental puede ser muy complicado y
tenemos que saber cuales son los conférmeros mas estables del sistema.

Dentro de la filosoffa de los calculos quimico-cuanticos para la determinacién
teérica de estructuras y propiedades moleculares, se han desarrollado varios
métodos para tratar de conseguir la optimizacién de las energias relativas de
dichas estructuras, entre los que sefialaremos algunos de los considerados como
mas importantes, como son los métodos:

a) CBS (Completed Basis Set)
b) Gaussian-n:
- Gaussian-1: G1
- Gaussian-2: G2 y G2ZMP2
- Gaussian-3: G3, G3MP2, G3B3 y G3MP2B3
- Gaussian-4: G4 y G4MP2
Coste computacional menor que Wn y HEAT.
¢) Wnn=1234)
d) HEAT (High Accuracy Extrapoled Ab initio Thermochemistry)

Dichos métodos constituyen un procedimiento sistematico para calcular las
energias relativas de una conformacién (entre otras propiedades), con una
precisioén del orden de la kcal/mol (o incluso del kJ/mol para algunos casos) en
el mejor de los casos. Todos estos métodos se basan en el mismo principio, la
estructura y la energfa molecular se calculan con un método de calculo
(generalmente ab initio) relativamente avanzado de los referidos en los apartados
anteriores (MPn o CC) con una pequefia base (como 6-31G(d), por ejemplo).
Estos métodos suponen que los efectos de las bases mas grandes son aditivos,
entonces podemos hacer una serie de correcciones de alto nivel con bases mas
grandes. La energfa total viene dada por la suma de la energfa de partida mas una
serie de correcciones. El calculo de las energias absolutas es mucho mas
complicado y no se va a abordar en esta tesis. Si asumimos que los errores que se
cometen en el calculo de la energia de cada conférmero de una determinada
estructura de una especie quimica concreta son comparables, la diferencia entre
dos energias calculadas para esa estructura va a compensar los referidos errores y,

74



3. Quimica computacional y métodos tedticos

por tanto, la energfa de la misma serd supuestamente calculada de manera
correcta [3,4,9,37,38].

7. Descripcion de los métodos empleados

En esta tesis se han empleado los métodos Gaussian-n, G3 [37] y G4 [38], los
cuales se componen de una serie de calculos ab initio que dan como resultado un
valor muy preciso de la energfa molecular. Los pasos que se llevan a cabo en la

metodologia G3 pueden resumirse en los siguientes:
1. Calculo de una estructura de equilibrio inicial al nivel HF/6-31G(d).

2. Esta estructura de equilibrio se usa para el cilculo de las frecuencias
armonicas, las cuales son escaladas multiplicindolas por un factor de
0,8929. Estas frecuencias nos proporcionan el valor de correccién de la
energia del punto cero, E(ZPE).

3. Se calcula una nueva estructura de equilibrio al nivel MP2(full)/6-
31G(d), donde todos los electrones estan correlacionados. Esta es la

estructura final que se usa para los calculos del paso 4.

4. Se llevan a cabo una serie de calculos de la energia de correlaciéon mediante
single point. El primero es el cilculo de la energfa a un nivel muy alto,
MP4/6-31G(d), y modificatla entonces con una setie de cotrecciones:

a) Correccién de las funciones difusas:
AE(+) = E[MP4/6 — 31+ G(d)] — E[MP4/6 — 31G(d)] (3.43)
b) Correccion de las funciones polarizadas para todos los atomos:
AE(2df,p) = E[MP4/6 — 31G(2df,p)] — E[MP4/6 — 31G(d)] (3.44)
c) Correccién de la correlacion electronica residual:
AE(QCI) = E(QCISD(T)/6 — 31G(d)) — E(MP4/6 — 31G(d)) (3.45)
d) Correccion de los efectos de base:

AE(G3large) = E(MP2(full)/G3large) — E(MP2/6 — 31G (2df,p))

—E(MP2/6 — 31+ G(d)) +E(MP2/6 —31G(d)) (346)
5. Cotreccion espin-oOrbita para las especies atémicas solamente:
E(combined) = E[MP4/6 — 31G(d)] + AE(+) + AE(2df,p) + AE(QCI) (3.47)

+ AE(G3large) + AE(S0O)
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6. Cotreccién de alto nivel. Es una correccion realizada sobre los electrones a
y B para las moléculas (coeficientes A y B) y los atomos (coeficientes C y
D):

E(HLC) = An, + Bng  (3.48) E(HLC) = Cng + Dng (3.49)

Los valores de todos los coeficientes se encuentran en la Tabla 3.2. Asi, la
energia E,(G3) queda de la forma:

E.(G3) = E(combined) + E(HLC) (3.50)

7. Finalmente, la energia total del sistema atémico-molecular estudiado se
obtiene sumando E(ZPE) obtenida en el paso 2 a E,(G3):

E(G3) = E,(G3) + E(ZPE) (3.51)

Los pasos que se llevan a cabo en la metodologia G4 son similares a los de la
metodologia G3, pero se incluyen una serie de modificaciones. A continuaciéon se
detallan los pasos de la metodologia G4:

1. Célculo de una estructura de equilibrio inicial al nivel B3LYP/6-
31G(2df,p).

2. Esta estructura de equilibrio se usa para el calculo de las frecuencias
armonicas, las cuales son escaladas multiplicindolas por un factor de
0,9854. Estas frecuencias nos proporcionan del valor de correccién de la
energfa del punto cero, E(ZPE).

3. Se calcula la energia limite HF usando un esquema de extrapolacién lineal

de dos puntos y la base de Dunning aug-cc-pV#Z.
EHF/aug—cc—anZ = EHF/limit + Be™" (3.52)

donde n es el nimero de contracciones en la capa de valencia de la base de
calculo y a es un parametro ajustable. Esta ecuaciéon nos da un conjunto de
dos ecuaciones lineales con dos incognitas desconocidas a partir de las

cuales la energifa limite HF puede determinarse analiticamente, en la forma:

Enrjne1 — Enpme™ (3.53)

Eyrpimic(m,n +1) = 1_oa

Se investigaron varios pares de valores (n,n + 1) y de @ y se encontré que
calcular Eypjjimic usando el par n =4, n+1 =5 (bases aug-cc-pVQZ y

aug-cc-pV5Z) y a = 1,63 daba valores de la energfa casi convergentes para
un conjunto de moléculas grandes desde el test de ajuste G3/05.
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4. Al igual que en G3, se llevan a cabo una serie de calculos de la energia de
correlacion mediante single point. El primero es también el cilculo de la
energfa a un nivel muy alto, MP4/6-31G(d), y modificatla entonces con una
serie de correcciones:

a) Correccion de las funciones difusas y b) Correcciéon de las
funciones polarizadas para todos los atomos: mismas ecuaciones
que en metodologia G3, esto es, (3.43) y (3.44).

¢) Correccién de la correlacion electronica residual:
AE(CC) = E(CCSD(T)/6 — 31G(d)) — E(MP4/6 — 31G(d)) (3.54)
d) Correccién de los efectos de base:

AE(G3largeXP) =
E(MP2(full)/G3largeXP) — E(MP2/6 — 31G (2df,p) (3.55)
—E(MP2/6 — 31 + G(d)) + E(MP2/6 — 31G(d))

5. Cotreccion espin-6rbita para las especies atémicas y para las moleculares
con correcciones de primer orden. También se incluye una correccién para
el limite HF (paso 4):

E(combined) = E[MP4/6 — 31G(d)] + AE(+) + AE(2df,p) + AE(CC)
+ AE(G3largeXP) + AE(HF) + AE(S0)

6
AE(HF) = Eyriimit — Enrjcsiargexp é-%;) )

(3.56)

6. Correccién de alto nivel. Es una correccion realizada sobre los electrones a
y f para las moléculas (coeficientes A, A’, B y E) y los atomos (coeficientes
C, D y E). Se emplean expresiones similares a las ecuaciones (3.48) y
(3.49). Los valores de todos los coeficientes se encuentran en la Tabla 3.2.

La energia queda de la forma:
E.(G4) = E(combined) + E(HLC) (3.58)
7. Finalmente, la energfa total se obtiene sumando E(ZPE) obtenida en el
paso 2 a E,(G4):
E(G4) = E,(G4) + E(ZPE) (3.59)
A veces, el tamafio del sistema no permite el uso de los métodos G3 o G4
“puros”. Para reducir el coste computacional, algunas etapas se reducen

lograndose una precisioén similar a la de los métodos G3 o G4. Como ejemplo
voy a mostrar las variedades de la metodologia G3:

e G3B3: Se emplea una geometria de referencia B3LYP/6-31G(d) en
lugar de MP2(full)/6-31G(d), que es la usada en el método G3. La
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energia ZPE se calcula también al nivel B3LYP/6-31G(d), en lugar de
con HF/6-31G(d). El resto del célculo es similar a G3.

e  G3MP2: La metodologia del calculo es similar a la del método G3, con
la diferencia de que en el punto del calculo de la energia donde el
método G3 utiliza un calculo de energia al nivel MP4, aqui se reemplaza
port el nivel MP2.

e  G3MP2B3: Se emplea una geometria de referencia B3LYP/6-31G(d) en
lugar de MP2(full)/6-31G(d), que es la usada en el método G3. La
energia ZPE se calcula también al nivel B3LYP/6-31G(d), en lugar de
con HF/6-31G(d). Otra diferencia es que los cilculos de energfa al nivel
MP4 en G3, aqui son reemplazados por B3LYP. El resto del calculo es
similar al método G3.

G3 G4

Geometria MP2(full) /6-31G(d) B3LYP/6-31G(2dfp)

EHF/aug—cc—pVQZ y EHF/aug—cc—

E {2 limite HF _
nergia limite pvsz con a: 1,63

Energias

MP4(FC)/6-31G(d)
MP4(FC)/6-31+G(d)
MP4(FC)/6-31G(2df,p)
QCISD(T,FC)/6-31G(d)

MP4(FC)/6-31G(d)
MP4(FC)/6-31+G(d)
MP4(FC)/6-31G(2df,p)
CCSD(T,FC)/6-31G(d)

MP2(full)/G3large MP2(full)/ G3largeXP

Hspecies atomicas y para las
moleculares con correcciones
de primer orden

Correccién espin-6rbita

(AS0O)

Hspecies atémicas

A: 6,947 B: 2,441
C:7116 D:1414
A%7128  E:2,745

Correccion de alto nivel A: 6386 B:2977
(HLC) C:6219 D: 1,185

Energia del punto cero

(ZPE) HEF/6-31G(d)

B3LYP/6-31G(2dfp)

Tabla 3.2: Comparacién detallada de las metodologfas G3 y G4.

3.3.5. Precision del método y tamafio de la base

Recordemos que el método de calculo trata la correlacién electronica del
sistema, mientras que la base empleada determina el drea de movimiento de los
electrones. Por ello, es muy importante la eleccion de ambos. Hay que buscar
una solucion de compromiso entre el tiempo de calculo y una buena
descripcion del area de movimiento de los electrones, es decir, entre el método
empleado y la base [3,4]. Para cada método, hay una base 6ptima, ya que existe
una compensaciéon de errores. Por ejemplo, la base mas adecuada para un
método HF es VDZ, mientras que para un CCSD(T) es una base VQZ. En la
siguiente figura (Fig. 3.5) se puede observar como estan relacionados el coste y la

78



3. Quimica computacional y métodos tedticos

precision de los distintos métodos computacionales (izquierda) y el método
empleado y la base (derecha) [3].

Correlacion de electrones

COSTE

el 1 Resultado
Full CI
Correccién
delaenergia
MP2
CISDTQ
Teoriadel
Funcional dela CISDT
Densidad CISD
Abinitio > HF CIS
Semiempiricos HF
Base

Mecénica Molecular MM

SZ DZP TZP QZP 5ZP GEZP -~

PRECISION
a) b)
Figura 3.5: a) Relacién entre coste y precision en los distintos métodos

computacionales y b) Relacion entre el método y la base empleada.

A continuacién, vamos a plantear de una forma genérica las metodologias
seguidas en los estudios tedricos llevados a cabo para los sistemas quimicos
abordados a lo largo de los trabajos de esta tesis, que han dependido

(fundamentalmente) de los tamafios mediano o mediano a grande de los mismos:
1) Sistemas de tamafio mediano

Para los sistemas de tamafio mediano, que contienen unas pocas decenas de
atomos, se ha utilizado un modelo teérico mucho menos sofisticado que el que
se acostumbra a usar para los sistemas pequefios. Para estos ultimos, los métodos
Coupled Cluster (CCSD, CCSD(T), etc., si se trata de sistemas moleculares con
s6lo unos pocos atomos) o Meller-Plesset (MP2, MP3, etc., de menor coste
computacional que los anteriores, pero en los que el mismo aumenta de manera
considerable al hacerlo el tamafio de los sistemas tratados), pueden ofrecer
resultados altamente precisos.

Asi, para el tratamiento de sistemas de tamafio mediano, los métodos DFT
estan llegando a alcanzar una gran popularidad y éxito de aplicacion. Esto es
debido a que, aunque reproducen peor, en general, que los post-HF (CC o MPn)
la energfa molecular [36], pueden llegar a tratar razonablemente bien (con un
coste computacional mucho mas bajo que ellos e incluso comparable a los HF)
las interacciones de largo alcance de tales tipos de sistemas, sobre todo cuando
las interacciones estan dominadas por un componente electrostitico de la

energfa, mas que por un componente de dispersion de la misma [36]. Aunque
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actualmente se estan utilizando y desarrollando funcionales que mejoran el
tratamiento de las interacciones dispersivas y de largo alcance.

Una alternativa muy satisfactoria, en aquellas ocasiones que es posible, es el
uso de una estrategia combinada, esto es, el uso de métodos DFT para una
optimizacién de la estructura seguido por un calculo de energfa al nivel MP2.

Como se ha comentado en el subapartado 7.d) del punto 3.3.3., a comienzos
de la presente década Grimme desarroll6 los modelos de dispersion D2 [27] y D3
[28] que se pueden afiadir a una serie de funcionales DFT para los que estan
definidos. En nuestro caso hemos empleado el funcional B3LYP-D3, que
considera interacciones dispersivas de largo alcance y cuyo uso ha sido aplicado
con éxito en este trabajo para el estudio tedrico de la molécula de 6xido de
limoneno, obteniéndose energias relativas similares a las obtenidas con las
metodologias G3 o G4 (ver subapartado 7.5) del punto 5.3.3. del capitulo 5).

A continuacién se va a mostrar la metodologia general de calculo seguida con
éxito en el estudio de las diferentes moléculas de tamano medio estudiadas en
esta tesis [39-47].

1. Bisqueda conformacional dependiendo del tamafio del sistema: DM
(Dindmica molecular), MM (Mecanica Molecular), escaneo de la PES.

2. Primera estructura> HF/3-21G(d), B3LYP/6-31G(d) o B3LYP/6-
31+G(d) para cada conférmero.

3. Campos de fuerza armoénicos y otros parimetros espectroscopicos>DFT
(B3LYP y MO06-2X, por ejemplo), y las bases 6-311++G(d,p), 6-
311++G(2dt,p), aug-cc-pVuZ (n=D, T).

4. Comparacién con el método MP2 (o MP4) si fue posible.

5. Energias relativas> G3, G4, MP2(full)/6-311++G(3df,2p) o MP2/aug-
cc-pV'TZ single point.

6. Calculos en presencia de diferentes disolventes IEF-PCM) (H>O, CCly,
CHCIs, CH2Cl,, DMSO).

La presencia de los distintos disolventes ha sido incluida con dos modelos de
hidratacién implicitos, IEF-PCM [48] implementado en Gaussian 09 [1] y SM8 en
Spartan 08 [2], y de forma explicita en el caso de [-valina, D-ribosa, 2-deoxi-D-
ribosa, glicolaldehido y pulegona.

Con esta metodologia se calcularon, por ejemplo, el conjunto de conférmeros
mas estables y los espectros teéricos de las diferentes especies quimicas
estudiadas, como aquellos de la forma zwitteriénica del aminoacido I-valina, tal
y como se muestra en la Fig. 3.6.
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Con las energias Constantes rotacionales Energias relativas
relativas y espectros Frecuencias arménicas
tedricos= asignacion Momento dipolar eléctrico

de espectros Polarizabilidades
experimentales Intensidades VCD

Conjunto de conférmeros
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Figura 3.6: Esquema en el que se ilustra el proceso teérico seguido en la
obtencién de los conférmeros mas estables y sus correspondientes espectros para una
determinada especie quimica de tamafio medio de las estudiadas en este trabajo, tomando
como ejemplo concreto el caso de la forma zwitteriénica del aminodcido I-valina.
Calculos llevados a cabo al nivel te6tico M06-2X/6-311++G(d,p).

NOTA: Con las energias relativas se calculan las poblaciones de Boltzmann de cada conformero
(1'=298,16 K) y se pondera el espectro como contribucion de las formas V alZW3-5w, 1/ alZ W2-5w
y ValZW4-5w.

Para el calculo de una estructura de equilibro y de los parametros
espectroscépicos de interés, los resultados se obtienen con un nivel de calculo
bajo, como HF/3-21G(d), con una precisién del 5%. Para un resultado mejor
(con una precisién de alrededor de 1%), podemos aplicar los métodos B3LYP o
MO06-2X con bases totalmente accesibles, tales como 6-31G(d), 6-311++G(d,p),
6-311G++2dfp) y VIZ, si es posible. Cuando una molécula tiene diferentes
conformaciones, es muy importante conocer la energia relativa de las
conformaciones y la barrera de potencial (para movimientos de gran amplitud)
con una precisién del orden del k] /mol. Para las moléculas medianas, un método
G3 o G4 da resultados consistentes para la energfa, siendo esta una opcién en
muchos casos accesible. Y gracias a la compensacién de los etrrores, un calculo
single point MP2/6-311++G(3df,2p) suele dar buenos resultados. Por lo tanto,
podemos calcular una estructura al nivel DFT y calcular la energfa al nivel
MP2/6-311++G(3df, 2p) o VQZ [3,4].

2) Sistemas de tamafio medio-grande

Para el estudio de los sistemas de tamafio medio-grande, el método MP2 no
es generalmente accesible, por lo que se han empleado métodos DFT (B3LYP
y/0 M06-2X) con bases trelativamente pequefias, como 6-31G(d) o 6-31+G(d),
en el caso de los compuestos derivados de la familia del 1H-indazol [49-51], 2-
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propil-1H-benzimidazol o 1H-benzotriazol y con bases grandes como 6-
311++G(d,p) para el estudio de los complejos formados entre el éter corona
18c6H,4 y los enantiémeros de los aminodcidos Ser [52] y Cys. En el caso de los
primeros, el objetivo fue la determinaciéon de la configuraciéon absoluta de los

conglomerados formados en la estructura cristalina.

Para ello, el procedimiento seguido para modelizar los oligbmeros de estos
compuestos (desde dimeros hasta decameros) fue fijar las posiciones de todos los
atomos, a excepcion del hidrégeno, a las posiciones determinadas por rayos-X y
optimizar entonces solo las posiciones de los hidrégenos, resultando ser esta una

metodologia mas que satisfactoria para el logro del objetivo perseguido.

En el caso de los complejos formados entre el éter corona 18c6H4 y los
aminodcidos (L/D-SerH* o L./ D-CysH*), el objetivo fue, por un lado, modelizar
los conférmeros mas estables y, por otro, estudiar la posible selectividad quiral
del éter corona por uno de los dos enantidomeros de cada aminoacido. Para ello,
fue necesario emplear bases mas grandes que reprodujeran mejor el area de

movimiento de los electrones.

En los capitulos 5y 6 se detalla la metodologia tedrica indicada anteriormente

para cada familia de moléculas.
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4. DISPOSITIVOS EXPERIMENTALES

En este capitulo se describen los dispositivos experimentales que se han
empleado para llevar a cabo la realizacion de esta tesis, los cuales se encuentran
disponibles en el Centro de Instrumentaciéon Cientifico-Técnica (CICT) de la
Universidad de Jaén. Para cada uno de ellos, se especificaran las partes que lo
componen, las condiciones experimentales en las que se han llevado a cabo las

medidas correspondientes, la preparacion de la muestra y la metodologia seguida.

4.1. Espectréometro Infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-
IR)

4.1.1. Partes del equipo

Para el registro de espectros infrarrojos de muestras sélidas (polvo o
cristales) o en disolucion se empleé un espectrémetro infrarrojo con
transformada de Fourier Vertex 70, de la casa comercial Bruker, con todos los
componentes necesarios para trabajar en las regiones espectrales IR cercano
(NIR, Near Infrared en inglés), medio (MIR, Mid Infrared en inglés) o lejano (FIR,
Far Infrared en inglés). Al comienzo de la tesis, también se usé un FT-IR 4100 de

55 Laser gas de He-Ne
- - j

componen un FT-IR en L~ Y

~ Divisor de
haz (KBr)

la marca comercial Jasco. A
continuacién, vamos a ver
cada una de las partes que

Detector laser

general y, mis concretamen-
te, del FT-IR Bruker Vertex

Muestra

70, pues ha sido el que mas se —
. Espejo
ha usado en el conjunto del mévil

Espejo fijo
peio Tl Detector

desarrollo de este trabajo de

tesis v, ademés, su esquema Interferémetro de Michelson

engloba al de cualquier otro Figura 4.1: Esquema  basico de un
espectrometro infrarrojo con transformada de
Fourier (FT-IR). Imagen tomada de la referencia 1
y convenientemente modificada.

equipo mas simple, como es
el caso del modelo 4100 de
Jasco. En la Fig. 4.7 se mues-
tra el esquema basico de las diferentes partes de un espectrometro infrarrojo con
transformada de Fourier.

i Fuente de Ing

En este equipo se encuentran disponibles dos tipos de fuentes de luz: i) una
ceramica de radiacién infrarroja Globar, que al ser calentada emite una radiacién

que cubre el rango IR medio y lejano; ii) una lampara halégena de tungsteno,
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con la cual podemos acceder al rango del infrarrojo cercano y al visible. Ambas
se encuentran refrigeraras por aire, pre-alineadas y se seleccionan
automaticamente desde el softwatre [2]. En esta tesis se ha hecho uso solamente
de la fuente Globar, ya que en nuestros estudios Gnicamente se han analizado las
regiones media y lejana y, por tanto, sélo se han registrado los espectros de los
diferentes sistemas quimicos estudiados en estas zonas.

S Laser He-Ne

Divisor de haz
' | (guardado)

Divisor de haz (en
funcionamiento)

Fuente NIR
gf;ig:r E il 1 Fuente MIR
| Compartimento S R N
'+ M| |demuestra 1] N

o f e E s : ~ Fuentes
meT L : NIR y MR
l de reserva

Desecante

Figura 4.2:  Componentes internos del espectrometro FT-IR Bruker Vertex 70. Se
ha marcado el camino éptico que recorre la radiacién IR en amarillo. Figura tomada de la
referencia 2, modificada convenientemente para indicar los distintos componentes.

7. Ladser de referencia Helio-Nedn

Este haz laser de luz monocromatica visible se hace pasar a través del
interferémetro de Michelson junto con la radiacién policromatica IR, para
controlar la posicion de los espejos del interferémetro durante el escaneado o
barrido y para determinar el intervalo de muestreo del interferograma de
infrarrojos [2]. En lugar de la posicién de los espejos, técnicamente es mds
correcto referirnos a la diferencia de camino 6ptico que la luz experimenta en los
dos brazos del interferémetro (desde el divisor de haz a cada uno de los dos
espejos) [2,3]. Cuando el retardo es un multiplo impar de la semilongitud de
onda, el ldser origina una interferencia destructiva. Estos ceros de la sefial del
laser se emplean para controlar dicho muestreo y se observan con un detector
fotodiodo [4]. El interferémetro modula el haz monocromatico producido por
este laser para generar una sefial sinusoidal [2].

Los laseres de Helio-Nedn comerciales emiten radiacion monocromatica a
una longitud de onda de 632.8 nm (regién del visible) [2]. Como la longitud de
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onda del laser He-Ne es muy estable y se conoce con exactitud, los datos se

adquieren a unas diferencias de camino 6ptico muy precisas [3].
ut.  Interferdmetro de Michelson y transformada de Fourier

En 1881 Albert Michelson disefié el dispositivo denominado interferémetro,
con el cual, junto a Mortley (en 1887), llevo a cabo el experimento denominado
de “Michelson-Motley”, con el que demostraron que la velocidad de la luz es
independiente del movimiento de la fuente y del observador. Este experimento
crucial llevé posteriormente a Finstein a formular la teorfa de la relatividad.
Michelson también utilizé el interferometro para crear el predecesor del patrén
actual de la magnitud longitud, basado en la longitud de onda de la luz. Recibié el
premio Nobel en 1907 “por sus instrumentos opticos de precision y las

investigaciones espectroscopicas y metroldgicas realizadas con su ayuda” [4].

El interferémetro de Michelson (pane/ a de la Fig. 4.3) es el elemento central
de un espectréometro infrarrojo con transformada de Fourier. La radiacién que ha
suministrado la fuente IR incide sobre un divisor de haz, el cual transmite
parte de la luz incidente y refleja otra parte de ella. Vamos a considerar que la
radiacién que llega al divisor de haz es monocromitica y que, por simplicidad,
este dispositivo refleja la mitad de la luz que recibe y la otra mitad la transmite.
Cuando la luz incide en el punto O del divisor, parte de ella se refleja hacia un
espejo fijo (recorre una distancia OS) y la otra parte se transmite hacia un espejo
moévil (recorriendo una distancia OM). La radiaciéon que reflejan los espejos
vuelven a incidir sobre el divisor de haz, por lo que la mitad de la misma vuelve a
reflejarse y la otra mitad a transmitirse. Un haz de radiaciéon recombinado se
propaga hacia la muestra y el detector y el otro regresa hacia la fuente [4].

Generalmente estos dos recorridos son distintos, por lo que las ondas no
estaran en fase. Si las dos ondas estin en fase, se interfieren constructivamente
para dar una onda de una amplitud doble. Si estan desfasadas en media longitud
de onda (180°), se interfieren destructivamente y se anulan. Si la diferencia de
fases es intermedia, s6lo se cancelan en parte [4].

El interferograma es la suma de las contribuciones de todas las longitudes

de onda de la fuente y se va construyendo de la forma que se muestra en el pane/
bdela Fig. 4.3.

La diferencia de caminos recorridos por las dos ondas en el interferémetro
del panel a de la Fig. 4.3 es igual a 2(OM-OS) y se llama retardo (3). Se da una
interferencia constructiva cuando & es igual a un multiplo entero de la longitud

de onda (\) de la luz. Y se da un minimo cuando 8 es igual a un multiplo impar
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de la semilongitud de onda (A/2) de la luz. Si el espejo M se aleja del divisor de
haz a una velocidad constante, la luz que llega al detector pasa por una serie de

maximos y minimos, a medida que se alternan las interferencias constructivas y

destructivas [4].

Espejo fijo /\/\ 1 /\/\
A -
Espeio fil Espejo /\/\ [
pejo i —S mévil Interferencia de las

Espejofijo f\/\ ‘ dosondasen fase
. .

! Espejo \/\/ [ Interferencia Interferograma del
mévil desfasadade interferémetro

las dos ondas
P . oo = 7 ™ AN
4 Divisor de haz Espejomovil 5 Y

i <

<<

o =
Fuente g N A N “Output “de un
o NS \V>\E§\ \b\\\f) interferémetro
’ PR - laser
) 1 Y Do s e
< -2A -A 0 A 2A ARV Vg
AT Desplazamiento continuo en fase Interferograma
Las ondas de luz del interferémetro
procedentes de los Posiciénde la . . N
N N - primario que fue
espejos M y S estan muestra =2 " muestreado
desfasadas entre si E oK
generall = L o o0
Y % LR TS
Detector = P S SR R
£ Diferencia en el camino éptico [x]
2 Diferencia en el camino éptico [x]
T &=(=2[0m-0s])
C Patron de interferencia de la
luz manifestado por la diferencia
en el camino 6ptico
a) b)
Figura 4.3:  a) Diagrama esquematico del interferémetro Michelson e interferencia

entre dos haces de luz. Se muestra la respuesta del detector en funcién del retardo
(=2|OM-OF]), para el caso de una radiacién incidente monocromatica de longitud de
onda \. b) Construccién de un interferograma. La figura del panel a) ha sido construida a
partir de una figura de la referencia 1, de la Fig. 76 de la referencia 2 y de la Fig. 20.24 de
la referencia 4. La figura del panel b) ha sido tomada de la referencia 1 y modificada.

Una representacion de la intensidad de la luz de salida en funcién del retardo
(0) se denomina interferograma. Para una fuente de radiacién policromatica con
valores continuos para 7, el patrén de interferencia o interferograma vendra dado
port la expresion [5]:
®
1(6) = j S(¥) cos(2m¥8) dv (4.1)
0
donde S(¥) es la densidad de potencia espectral de la fuente, ¥ es el nimero de
ondas de la radiacién monocromatica, I(8) representa lo que denominamos
interferograma y se corresponde con la componente modulada ac (alternating
current en inglés) de la intensidad que llega al detector. Cuando ambos espejos
estan a la misma distancia del divisor de haz se crea una diferencia de camino
optico cero (6 = 0), denominada centre burst. Entonces, toda la radiacién
incidente pasa a través del interferometro, sin importar de la frecuencia que sea la
misma. A cualquier otro valor de §, solo pasara alguna de dicha radiacién. Por
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ello, un interferograma esta caracterizado por un centre burst a § = 0 y un patroén
muy complejo de ondas simétricamente dispersadas alrededor de él [5].

La intensidad del interferograma disminuye a aquellas longitudes de onda que
absorbe la muestra. Segin la regién espectral a analizar, el divisor de haz esta
constituido por un material u otro, hecho que se va a explicar posteriormente
con mas detenimiento en el punto 4.1.3. “Materiales”.

Cuando al interferograma [ecuacion (4.1)] se le realiza un andlisis matematico
de Fourier se obtiene lo que se denomina la transformada de Fourier de la
ecuacion correspondiente, esto es, de la ecuacion (4.1), obteniéndose el espectro
(o ecuacion espectral) propiamente dicho [4,5]:

+0oo
S = f 1(6) cos(2n¥5) db (4.2)
—w

El analisis de Fourier consiste en descomponer una determinada curva (o
funcién) en una suma de otras diferentes curvas (o funciones) tipo senos y
cosenos, que es conocida como serie de Fourier de dicha curva (o funcién). Asi,
la descomposicién del interferograma mediante un andlisis de Fourier del mismo
nos da como resultado el conjunto de las longitudes de onda espectrales (y sus
intensidades) que lo conforman. En definitiva, nos permite obtener las
intensidades correspondientes de radiacién a tales longitudes de onda vy, por

tanto, el espectro.

El interferograma se registra a intervalos discretos. Cuanto mayor es el
numero de datos, mis tiempo y memoria se consumen en el cilculo de la
transformada de Fourier. La resolucion del espectro es aproximadamente igual a
(1/A) cm ™, donde A es el maximo de retardo, de manera que si, por ejemplo, el
desplazamiento del espejo es de = 2 cm, el retardo en el detector serd de £ 4 cm
y la resolucion, por tanto, de aproximadamente 1/(4 cm) = 0,25 cm! [4].

w.  Detector

Su funcién es convertir la sefial optica que llega de la muestra en una sefial
eléctrica. En el equipo FT-IR Bruker Vertex 70 se dispone de 4 detectores
distintos:

e Detector DLaTGS, con ventana de KBr para MIR, refrigerado por aire.
Rango espectral accesible: 12500-350 cm!.

e Detector DLaTGS, con ventana de polietileno para FIR. Rango espectral
accesible: 700-10 cm-1.
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e Dectector MCT para MIR, refrigerado por nitrégeno liquido. Rango
espectral accesible: 12000-600 cm.
e Detector InGaAs para NIR. Rango espectral accesible: 12800-5800 cm.

En la presente tesis doctoral se emplearon los detectores DLaTGS (con
ventana de KBr) y MCT para el registro de espectros IR en la regiéon media, y el
detector DLaTGS (con ventana de polietileno) para la regién lejana. Para la
medida de un espectro VCD en la region media (alrededor de 3-5 6rdenes de
magnitud mas débil que un IR) es necesario emplear un detector MCT. En la Fig

4.4 se muestra la sensibilidad de estos dos detectores segun el nimero de onda.

MmcT

El detector DLaTGS (tipo
“termal”) estd constituido por I- o b

DGTS
Opera a temperatura ambiente

alanina dopada con sulfato de
triglicina deuterado, los cristales de

esta sustancia son ferroeléctricos y se

=
Q
=)

encuentran, por tanto, polarizados.

D*(cm « Hz}/2. W)
g

Es un detector piroeléctrico, cuya

il bt 4000

constante dieléctrica depende de la Ntimero de onda, cm™t 600

te@pc.ratura. Asi, la absorcién de la Figura 4.4: Sensibilidad  scgin  cl

radiacién por el detector provocara nimero de onda de los detectores DTGS

en ¢l un aumento de temperatura, el y MCT. Figura tomada de la referencia 1 y
editada.

cual va a modificar consecuentemen-
te su estado de polatizacién eléctrica y, por tanto, inducir un cambio de voltaje
entre los electrodos unidos al mismo [3,6]. La sensibilidad es constante y su valor
es de 2 x 108 D*(cm « Hz!/2 « W). La velocidad de respuesta (constante de
tiempo) es 102 segundos y trabaja a temperatura ambiente (300K) [2].

El detector MCT (tipo “quantum”) es un semiconductor, constituido por
Mercurio, Cadmio y Teluro, con respuesta fotoconductora. En este tipo de
detectores, el fotén IR promociona un electrén a lo largo del hueco (band gap en
inglés) entre la banda de valencia y la de conduccién, originando asi electrones
moviles en la banda de conduccién. Este cambio de corriente es el que se detecta
[3]. La sensibilidad del detector MCT es de 2 x 101 D*(cm « Hz!/2 « W), dos
ordenes de magnitud mayor que la del detector DLaTGS. Por ello, como
anteriormente se ha dicho, empleamos este detector para las medidas VCD (en la
regiéon del IR medio), las cuales requieren gran sensibilidad. La velocidad de
respuesta (constante de tiempo) es 10 segundos (del orden del ps). Este
detector proporciona una alta sensibilidad y velocidad en un amplio rango
espectral que cubre todo el IR medio e incluso una buena parte del IR cercano
(hasta 12000 cm™), aunque la sensibilidad va disminuyendo al crecer el ndmero
de ondas desde su valor mas alto (aproximadamente 900-800 cm) hasta casi un
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orden de magnitud para la regién alrededor de los 4000 cm! (ver Fig. 4.4). Por lo
que para llevar a cabo los registros espectrales VCD en la region de las tensiones
(strechings) de C-H, esto es, alrededor de los 3000 cm!, y en otras de valores de
nimero de ondas mas altos, se recomienda usar otros detectores de mayor
sensibilidad en esa zona, como, por ejemplo, el de InSb (ver subapartado ». del
punto 4.2.1.). El detector MCT opera a la temperatura del N liquido (77K),
siendo este quizas el principal inconveniente de este tipo de detectores [1,2].

El funcionamiento del especttometro FT-IR Bruker Vertex 70 esta
controlado por el software OPUS (version 7.0) [2]. El rango espectral en el que
se realizaron las medidas de las muestras liquidas y sélidas con el espectrémetro
FT-IR fue 4000-500 cm' y 4000-50 cml, respectivamente. La resolucién
espectral y la velocidad de barrido se comentan en el subapartado 7. del siguiente

punto 4.1.2.
4.1.2. Procedimiento experimental
7. Medida de un espectro FT-IK

El haz de luz que proviene del interferémetro se mide primero sin muestra en
el compartimento de la misma, para obtener asi la sefial que proporciona el
tondo (background). Posteriormente, medimos el interferograma con la muestra
(sample en inglés) en su compartimento correspondiente, y restando a dicha
medida el background obtenemos el espectro de transmisién' o absorcién

buscado.

Muestra (sample)
(S)

| SB|

Espectro de transmisién

\ 4O(le'Jmerchdeunda(cm”)“m/ "‘\V‘ﬂ_ﬁ[‘,ﬁ"'/7""\‘|l m’m’“l
If |
/
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(B)

5
-
]
=
=
]
=
o
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Numero de onda(em™)

ewei3oia11u| (epIpaN

SB|

1
| 1311N04 9Ip epewsojsuel| |

\ 4000Nimerode onda(cm"ﬂ'oo/

Figura 4.5: Medida de un espectro FT-IR. Figura tomada de la referencia 1 y
editada convenientemente.

! La Transmitancia es la medida clasica del IR, pero en esta tesis todos los resultados se van a mostrar en
medida de Absorbancia.
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Lo que acabamos de comentar es necesario para eliminar todas las
interferencias externas a la muestra, como son las propiedades energéticas de la
fuente de luz y del divisor de haz, as{ como la absorcién de CO2 y H2O dentro
del camino 6ptico. Realizando esta “resta” conseguimos anular dichos efectos [1].

7. Tratamiento de muestra y condiciones experimentales

El empleo del accesorio de Reflexién Total Atenuada, ATR (Attennated Total
Reflectance en inglés) para la medida de muestras sélidas no requiere preparacion
alguna de muestra. También se emple6 dicho accesorio para la medida de
muestras en disolucién. En este dltimo caso, se procedi6 a la preparaciéon de la
correspondiente disolucién a medir y se siguié el procedimiento descrito en el
subapartado antetior (. Medida de un espectro F1-IR) llevandose a cabo el registro
del background con una gota del disolvente empleado en la preparacion de la
disolucién, para evitar, en la medida de lo posible, la interferencia de las sefiales
del mismo en el analisis de las bandas espectrales de la muestra que nos interesa
en cada caso. En el caso del registro de los espectros IR de disoluciones acuosas
(a distintos pH) para los aminodcidos estudiados, el background se realizé con una
gota de agua bidestilada. También se probé la realizacién del background con una
gota de agua al mismo pH que la disolucién del aminoacido objeto de estudio.
En esta prueba, no se observaron cambios relevantes respecto al uso de la gota
de agua bidestilada. Realizando el background con una gota del disolvente usado
pata preparar la disolucion se gana en relacion sefial/ruido, las bandas espectrales
se ven mas claramente, el analisis se facilita y la zona util obtenida en el IR se
amplia.

Todos los espectros IR fueron registrados a temperatura ambiente,
exceptuando aquel del compuesto terpenoide y-terpineno, el cual fue registrado
también a 77 K (-196 °C), aproximadamente, usando N> liquido y empleando
una celda de temperatura variable con ventanas de KBr, la cual permite aumentar
la temperatura hasta 523 K (250 °C). Esta celda es similar a la disponible para el
espectrometro FT-Raman (ver Fig. 4.79).

La resolucién experimental usada, en general, para los registros realizados
en la region MIR de las muestras solidas y en disolucién fue 1-2 y 4-8 cm,
respectivamente. Sin embargo, para los registros en la regiéon FIR de las muestras
en estado s6lido, la resolucién fue de 1, 2 o 4 ecm!. También, comentar aqui que,
en general, el registro de “buenos” espectros de las muestras estudiadas en este
trabajo, en ambas regiones (MIR y FIR), requirié unos 200 o 300 barridos (scans).
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4.1.3. Materiales

Dependiendo del tipo de detector y de fuente infrarroja, asf como del material
que constituya las lentes, los espejos, el divisor de haz, etc., tendremos acceso a
un determinado rango espectral u otro [1,2]. Por ello, para focalizar o converger
de manera conveniente y eficiente la radiaciéon IR sobre aquellos elementos del
dispositivo experimental deseados (muestra, accesorios, partes del equipo, etc.),
se emplean lentes constituidas por los materiales adecuados (ver Tabla 4.7),
pues cada uno de ellos posee distintas ventanas de transmision en el IR que
deben considerarse en funcién del rango de frecuencias (o numero de ondas) de
las vibraciones de los sistemas moleculares que queramos estudiar. Los espejos,
tanto del propio espectréometro como de cualquiera de los accesorios a utilizar
que pueda llevar este tipo de elementos, tienen que estar convenientemente
constituidos por capas metdlicas tales como Al, Au, etc., u otros materiales
similares que resulten adecuados. En el equipo FT-IR Bruker Vertex 70 los
espejos estan baflados concretamente en oro y la optica interna del equipo esta
construida con KBr [2]. En algunas ocasiones son necesarios filtros de paso de
banda, para as{ seleccionar una parte de la radiacion IR de un rango de longitudes

de ondas mas especifico que pueda desearse en casos concretos.

CaF, KBr KRS—5
100—— Ny
N
— /
i
= v
ZnSe
50
%T Ga
ofF
—I | 1 1 1
éJUUD 4000 2000 400

Nuameros de onda, cm-

Figura 4.6:  Transmitancia de varios materiales 6pticos a la radiacion IR segin su
nimero de ondas en el rango espectral entre 6000 y 400 cm . Figura tomada de la
referencia 1.

A continuacién se muestra una tabla resumen con los materiales mas usados
como ventanas de los portamuestras, algunos de los cuales aparecen también
formando parte de la 6ptica interna de los equipos FT-IR, como anteriormente
se ha dicho:
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Punto Solubilidad
. Rango de
. Refractividad de Lo en agua
Material ., aplicacion Notas
(aprox.) fusion () (g/ 100g
cm-
C) H,0)
-No tiene fuerza
KBt 1,5 730 43500-350 59,5 meeamea.
-Se rompe facilmente.
-Higroscépico.
5500-500
-Se disuelve en icido
(para ATR L. .
Ge 4,0 936 Insoluble sulfurico caliente.
hasta aprox: -Se rompe facilmente
700) P '
77000- -S.e di‘s,uelve en una
CaF; 1,4 1360 1200 Insoluble disolucién con sal de
amonio.
-Le afectan las
disoluciones acidas.
KRS-5 2.4 414 20000-250 0,05 -Es blando y se dafia
facilmente.
-Venenoso.
10000-500
ZnSe 24 1100 (para ATR Insoluble -Se disuelve ’er.l HNO:s.
hasta aprox. -Se rompe facilmente.
650)
-Se disuelve en acidos y
BaF, 1,45 1280 50000-800 0,159 en una disolucién con
sal de amonio.
Tabla 4.1: Materiales que transmiten radiacién infrarroja [1,3].

El divisor de haz que emplea nuestro equipo Bruker Vertex 70 para registrar

un espectro IR en la region media es una lamina de KBz, con la que se puede

acceder al rango 8000-350 cm-!. Para analizar la regién FIR empleamos un

divisor de haz de Silicio (680-30 cm™) y para la regién NIR un divisor de haz de

CaF> (15000-1200 cm), ya que estos materiales son capaces de transmitir de

manera adecuada y eficiente radiacién infrarroja en dichas regiones [2].
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4.1.4. Técnicas para medidas en transmision y reflexion

Las técnicas de manejo de muestras mas usuales para llevar a cabo medidas de
transmision en espectroscopia IR se recogen de manera esquematica en el

siguiente cuadro:

Medidas en
‘transmision

/\

‘ Muestras liquidas

‘ Muestras sélidas ‘

Pelicula delgada para\
liquidos: Para el andlisis
de sustancias viscosas y
no volatiles (situadas en
algunos casos sobre
ventanas de KBr u otros
materiales adecuados). )

Pastilla de KBr: Para el analisis de sustancias
organicas o inorganicas en forma de polvo o
que pueden ser pulverizadas. Para mas
detalle, ver subapartado ii. Tratamiento de
muestra del punto 4.2.3. "Procedimiento
experimental".

/Pelicula delgada: Para el andlisis cualitativo y\

cuantitativo de sustancias que se encuentran
en forma de pelicula o que puede lograrse que
se encuentren asi, tales como es el caso de un
buen nimero de sustancias poliméricas. Para
mas detalle, ver también el subapartado ii.
Tratamiento de muestra del punto 4.2.3.
"Procedimiento experimental".

-

J

Disolucion: Para el anélisis\
de liquidos que se disuelven
en disolventes apropiados
para el estudio de la region
IR y de sustancias no
volatiles (se usan celdas para
liquidos). Ver Fig. 4.12. )
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Las técnicas de manejo de muestras mas usuales para llevar a cabo medidas
de reflexion en espectroscopia IR se recogen, asimismo, de manera esquematica
en este otro cuadto:

Medidas en
_ reflexion
‘ Muestras solidas ‘ Muestras liquidas
( \ . N\
ATR: Para el andlisis de sustancias elasticas y viscosas ATR: Para la medida de
|_| que son insolubles y dificiles de moler. Proporciona disoluciones  acuosas.
informacion sobre la superficie de la muestra. Para Para mas detalle, ver la
mds detalle, ver la explicacion de debajo y Fig. 4.7. explicacién de debajo y
~ 4 la Fig. 4.7.
J
Reflectancia difusa: Para el analisis de sustancias en
== forma de polvo o que puede lograrse que se Reflectancia difusa: Para
encuentren asi (con superficies rugosas). la medida de disoluciones

acuosas (elimina agua).

(Reflexion especular: Para el andlisis de peliculas
sobre un sustrato metdlico (de alrededor de 0,1 a 5
== um de espesor). Suele ser el caso para analizar
solidos con una superficie lisa y de sustancias
\adsorbidas sobre ellas.

p
RAS: Para el analisis de peliculas delgadas sobre
|_|un sustrato metalico (de alrededor de 10A a
1um de espesor) y de superficies y sustancias
\adsorbidas en ellas.

Para la medida de muestras sélidas y de ciertas disoluciones en la regiéon IR
lejana e IR media empleamos la técnica ATR. La reflexién total tiene lugar
cuando la luz va desde un objeto con alta refractividad (prisma) a otro con baja
refractividad (muestra). Cuando una muestra se deposita sobre la superficie de un
prisma, la luz penetra en la superficie de la muestra (2 pm aproximadamente para
un angulo de incidencia de 45° y un numero de ondas de 1000 cm) y es
ligeramente absorbida antes de ser reflejada. En nuestro caso, el haz IR se refleja
internamente una vez. La medida de la luz que se refleja totalmente nos
proporciona el espectro de absorcién de la capa superficial de la muestra. Se
emplea un prisma trapezoidal para que repita el nimero de reflexiones totales vy,

consecuentemente, se aumente la absorcién. Existen distintos tipos de prismas
ATR [3].
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El accesorio ATR de platino esta hecho de diamante. Este cristal de diamante
permite analizar todo tipo de muestras liquidas y sélidas en la regioén espectral
10000-50 cm [2].

a) Cristal ATR Muestra b)

Diamante

Luz incidente Luz reflejada
*Penetracion de la luz en la
muestra: 2 um para un angulo de
incidencia de 45° y un nimero de
ondas de 1000 ¢cm'!

Figura 4.7:  a) Proceso de reflexién y b) Foto del espectrémetro FT-IR Bruker
Vertex 70 con el accesorio ATR utilizado en los trabajos de esta tesis doctoral [2,3].

4.2. Espectropolarimetro de Dicroismo Circular Vibracional

(VCD)
4.2.1. Partes del equipo

Para la realizacion de esta tesis también se ha empleado wun
espectropolarimetro modelo FVS-4000 de la casa comercial Jasco. En la

siguiente figura se muestran esquematicamente las partes del mismo:

Fuente | "% [ Interfero- Fitro | [ Potari-
IR | I\ metro optico zador
NP
i
i
Filtro de alta !
e Ly () <mmemee Amplificador | ___Filtro de alta J
ES ac
24() (__._i lock-in frecuencia E

A(W) (l‘:::__/D[(V) €--mmmmm e Filtro de baja _

frecuencia

Figura 4.8:  Diagrama del dispositivo experimental de un espectrémetro FT-IR
VCD (imagen construida a partir de las Figs. 7, 2y 6.70 de las referencias 7, 8 y 9,
respectivamente).

En la Fig. 4.8, las siglas NP, LP, LCP y RCP significan luz no polarizada (del
inglés nmon-polarized light), luz linealmente polarizada (lnearly polarized light), luz
circularmente polarizada hacia la izquierda (kff circularly polarized ligh?) y luz
circularmente polarizada hacia la derecha (right circularly polarized light),
respectivamente, y donde wy, es la frecuencia de modulacién del PEM y Ipc(v) y
Ixc(v) son, respectivamente, las intensidades de transmision de los
interferogramas DC y AC.
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i. Fuente de lnz

La fuente infrarroja es similar a la fuente presentada en el subapartado i
Fuente de luzg del punto 4.1.1. “Partes del equipo” (Espectrometro FT-IR).

i1, Filtro dptico

Antes de interaccionar con la muestra, la radiaciéon IR pasa por un filtro
optico, que se encarga de seleccionar el rango de numero de ondas de dicha
radiacién IR que pasa hacia el resto del dispositivo experimental. As{ se consigue
mejorar la relacién sefial/ruido para un rango determinado sin saturar el
detector [8]. El espectrémetro VCD FVS-4000 de Jasco posee 6 tipos distintos
de filtros, los cuales estan montados sobre una rueda gestionada por el software
del equipo [1]. En esta tesis nos hemos centrado en el analisis de la region MIR,

port lo que s6lo hemos usado el primero que se menciona a continuacion.

2000-900 cm: para la regién IR media usando el detector MCT.
3200-1900 cm: para el detector InSb (regién C-H, etc.).
3100-2650 cm: para el detector InSb (region C-H).

4000-2650 cm: para NIR (region O-H, etc.) con InSb.
1900-1550 cm': para biomoléculas (banda amida I) con MCT.
1000-750 cm: para la regién IR media usando el detector MCT.

100
BU-
60 [t
40_— {
nf /

%T

0 .
5000 4000 3000 2000 1000 700
Numeros de onda, cm™?

Figura 4.9:  Regiones a las que se puede acceder segin el filtro éptico empleado (y
el correspondiente detector). Imagen tomada de la referencia 4.

711. Polarizador lineal

Después de su paso por el filtro 6ptico detallado anteriormente, la radiacién
no polarizada pasa por un polarizador lineal de KRS-5, provocando que la
componente del campo eléctrico oscile solamente en un plano respecto a la
direccién de propagaciéon [10]. De esta forma se obtiene una luz plana o
linealmente polarizada, que se puede definir como una luz polarizada
circularmente a izquierdas y a derechas en fase. El polarizador es, en nuestro
caso, un prisma. Este selecciona la luz entrante polarizada linealmente para que
su haz forme un angulo de 45° respecto a los ejes de tensién del modulador
fotoelastico (PEM, del inglés photoelastic modulator).
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w. ;Como se obtiene una luzg circularmente  polarizada?  Modulador
fotoeldstico

La funcién del PEM (modelo PEM-90 de la casa comercial Hinds, en
nuestro equipo) es modular la polarizaciéon de la luz IR. Para ello, emplea el
efecto fotoelastico para producir luz polatizada circularmente a izquierdas y
a derechas, alternativamente, de tal forma que entre ellas haya un determinado
desfase. Como se explicard mas abajo, la deteccién de la sefial VCD necesita del
uso de un amplificador lock-in (LIA, lock-in amplifier en inglés) que modulard en
amplitud la frecuencia de vibraciéon del PEM (AM, del inglés amplitude modulation).

Se aplica un voltaje periédico a un transductor piezo-eléctrico de cuarzo (que
transforma energia eléctrica en acdstica y viceversa), el cual provoca estrés
mecanico mediante una vibracion acustica a un bloque de material transparente
isotrépico (ZnSe en nuestro caso) al que esta unido el transductor piezoeléctrico,
de manera que el mismo se comprime (o tensiona). De esta forma, se induce
birrefringencia modulada en el ZnSe. El que ZnSe sea birrefringente significa
que diferentes polarizaciones lineales de la luz van a tener velocidades
ligeramente distintas al atravesar el material [10]. El bloque vibra a la frecuencia
determinada por la vibracién acustica y el transductor se ajusta a la frecuencia
resonante del ZnSe (50 kHz), la cual es la frecuencia de modulacién del PEM
[11-13]. El controlador del PEM controla electrénicamente la magnitud de la

birrefringencia [1].

En ausencia de este estrés mecanico provocado, el ZnSe (en lugar de ser
birrefringente) es isotrépico y la luz puede atravesarlo sin cambiar su

polarizacion.

La amplitud de la

modulacion del PEM _ M
depende linealmente de la %
intensidad de corriente que E 0
atraviesa el  transductor &
piezo-eléctrico. Por tanto, /4

LCP

cuando la  tensién y
compresién del ZnSe son Figura 4.10: Retardo (§) producido por la

méximas, el efecto compresién (o tension) del bloque de ZnSe. El

. . . retardo de cuarto de onda (1/4) se alcanza cuando la
birrefringente oscilante compresion (o tension) de dicho bloque de ZnSe es
alcanza su maximo y genera maxima. Imagen construida a partir de una similar
de forma completa luz que se encuentra en la referencia 1.

circularmente polarizada.
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Para ello, el voltaje maximo del PEM se fija de tal forma que el mismo funcione
periédicamente como un filtro retardador de cuarto de onda (guarter-wave
retardation plate en inglés). El haz de luz linealmente polarizada que entra estara
formando un angulo de 45° con respecto al eje 6ptico del PEM. Cuando el
bloque de ZnSe se comprime, hace que la componente horizontal de la luz
linealmente polarizada se retarde respecto a la componente vertical. Cuando se
tensiona, por el contrario, la componente vertical es la que se retarda respecto a
la horizontal. Por ello, el PEM acttia como un filtro de onda sintonizable, esto es,
segun cudl de las componentes se retarde, se genera luz circularmente polarizada
a la izquierda o a la derecha, respectivamente, cuando el voltaje del PEM es
maximo [14]. La maxima diferencia de fase y, como consecuencia, el maximo

. . . T (A . .
retardo inducido, se ajusta a > (3 )s por ello, hemos mencionado anteriormente
que el PEM actda como un filtro retardador de cuarto de onda. En la Fig. 4.70 se
muestra una representacioén grafica del retardo () frente al tiempo, asi como los
distintos estados de polarizacién en algunos puntos a lo largo del tiempo. La luz

se modulard desde LP, a LCP y RCP, con polarizacién eliptica entre ellas.

En nuestro equipo, el PEM se centra automaticamente a un determinado
nimero de ondas para realizar la operacién de cuarto de onda segin si
empleamos el detector InSb o el MCT (ver siguiente subapartado ». Detector) [1].
Cuando usamos el detector MCT, el PEM se centra a 1250 cm!, de tal forma
que se consigue generar luz circularmente polarizada a izquierdas y a derechas en
el rango 2000-900 cm-!. Al usar el detector InSb, el PEM se centra a 2900 cm-,
generando luz circularmente polarizada en el rango 4000-2000 cm!. Modificando
el voltaje que se aplica al PEM se puede cambiar el nimero de ondas al que esta
centrado [9].

v.  Detector

Debido a la baja intensidad que posee la sefial VCD, se necesitan detectores
muy sensibles. En el espectropolarimetro Jasco FVS-4000 se dispone de dos
detectores fotovoltaicos, MCT (usado para la regién 2000-900 cm) e InSb
(sensible en la region 4000-2000 cm) [1]. Son semiconductores y sensibles a la
generacion de seflales por fotones individuales y tienen un tiempo de respuesta
del orden de microsegundos [9].

El detector MCT se ha explicado en el subapartado 7. Detector del punto 4.1.1.
“Partes del equipo” del Espectrémetro FT-IR. El detector InSb esta formado
por Indio y Antimonio y también hay que enfriarlo con Nz liquido para que la
sensibilidad sea la adecuada. Ambos detectores son fotovoltaicos, es decir, los

electrones causantes de la corriente eléctrica que origina la diferencia de potencial
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(d.d.p.) en su estructura también promocionan a lo largo de la banda prohibida
(band gap) del semiconductor, siendo ese voltaje (d.d.p.) inducido proporcional a
la intensidad de la luz que llega al detector [3].

El area de sensibilidad de los detectores MCT e InSb es pequefia, por lo que
se necesitan lentes que focalicen el haz de radiacién hacia el detector. Muchos

detectores infrarrojos son demasiado lentos y poco sensibles para las frecuencias
PEM, como por ejemplo, el detector DTGS o el PbS.

El haz que llega al detector esta doblemente modulado:

e Primero el interferémetro de Michelson modula la luz IR procedente de
la fuente a la frecuencia Fourier (baja frecuencia) segin la longitud de
onda y velocidad del espejo mévil [1]. Esta modulacién permitird
obtener el espectro IR normal de la muestra.

e También se realiza una modulacién a alta frecuencia. En este caso, el haz
se modula entre los estados de polarizacién circular izquierda y derecha a
la frecuencia de modulacion del PEM, la cual es en nuestro caso 50 kHz
(més alta que las frecuencias Fourier) [1]. Esta modulacién permitira
obtener el espectro VCD de la muestra.

Los amplificadores lock-in se emplean para detectar y medir seflales AC
muy pequeflas. Usan una técnica conocida como deteccién sensible a la fase para
seleccionar la componente de la sefial a una fase y frecuencia de referencia
especifica. Rechazan las sefiales de ruido que estin a frecuencias diferentes y
consiguen que no afecten a la medida. Las medidas /ck-in requieren una
frecuencia de referencia (la misma que para la frecuencia de la sefial) y que la fase
sea la misma que la de la sefial referencia y no cambie con el tiempo [1].

A partir de las intensidades Ipc(v) y Iic(v) podemos calcular finalmente, por
un lado, el espectro IR de la muestra, en la forma:

I Ipc(v)
)

donde I (v) es la intensidad de transmision que se obtiene con el compartimento

Av) = —

(4.3)

de muestra vacio. Y, por otro lado, el espectro VCD de la muestra, en la

forma:

0.8685 [l (v)
2], (6 w1 Lpc(v)

donde &5 (v) es el maximo retardo inducido por el PEM para una cierta

AA(V) = A, (v) — Ar(v) = (4-4)

frecuenciav [9] y J1[65(v)] es una funcién Bessel de primer orden de la
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0.8685
———— se
AAG)]
determina llevando a cabo una medida de calibracién, reemplazando la muestra

frecuencia (y representa la eficiencia del PEM) [1]. La cantidad

por un “filtro” de onda multiple (CdS por ejemplo) y colocando un polarizador

adicional tras €l [1,9].

La representacion grafica de la distribucién de intensidad de la radiacion
electromagnética absorbida por la muestra en funcién de la frecuencia de la
radiacién, es decir, el espectro infrarrojo, asi como también la representacién
grafica de la diferencia AA frente a la frecuencia de la radiacién, es decir, el
espectto VCD, se obtienen mediante las transformadas de Fourier de los
interferogramas  correspondientes, mediante los programas informaticos

adecuados, en el ordenador al que va acoplado el dispositivo espectrométrico.

Periédicamente se han ido realizando una serie de chequeos para comprobar
que el equipo (PEM, LIA, detector, etc.) funcionaba correctamente. Estos

chequeos han consistido en lo siguiente:

e Registro de los espectros IR-VCD de patrones, terpenos
concretamente, como el limoneno, pineno, etc., y comparaciéon de los
nuevos espectros registrados con los espectros registrados el dia en el
que el equipo se instalé en 2004. Hasta ahora, las bandas de los
espectros registrados en los chequeos han sido idénticas en intensidad
(IR y VCD), posicién (IR y VCD) y signo (VCD) a las de los espectros
registrados el primer dia de funcionamiento del equipo.

e Registro del espectro del background (celda de muestra vacia) y
comparacién de su intensidad con la intensidad que tenfa el dia en el que
se instalé el equipo en 2004. Cada cierto tiempo esta intensidad
disminuye y es necesario realizar un autoalineamiento (autoalignment en
inglés) del interferémetro de Michelson a través del software “Spectra
Measurement”. En este proceso, el espejo fijo se alinea automaticamente
en la posicion Optima para obtener el maximo de energia en el
interferéometro [1]. De esta forma, se consigue la maxima intensidad del
interferograma cuando los dos espejos estin a la misma distancia del

divisor de haz.

El funcionamiento del aparato esta controlado por el software “Spectra
Manager” de Jasco [1]. El rango espectral util en el que se realizaron las medidas
de las muestras fue 2000-900 cm!, aunque también se utilizo la regién 4000-2000
cm! para el estudio de la D-ribosa y 2-deoxi-D-ribosa. La resolucién espectral y

la velocidad de barrido usadas en los registros llevados a cabo se comentan en el
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subapartado . Optimizacion de las condiciones experimentales del punto 4.2.3.
“Procedimiento experimental”.
i q Unidad 6ptica

<€ (interferémetro,
. PEM, detector...)

Controladordel PEM
(se emplea para el
retardo del PEM vy
controlar el ndmero
de ondas al que estad

Unidadde control
(sistema  eléctrico
que controla la

centrado) unidad optica y
obtiene sefiales del
detector)

. Amplificador lock-in
Salida AC (usado para detectar
(encender/apagar el sefiales VCD sincronizadas

amplificador lock-in y
el controlador del
PEM de forma
simultanea)

con la frecuencia de
modulacion del PEM)

Figura 4.11:  Imagen del espectropolarimetro Jasco FVS-4000 de la Universidad de
Jaén, con indicacién de su configuracion.

4.2.2.  Artefactos presentes en medidas VCD de muestras solidas

Los artefactos en medidas VCD (o ECD) de muestras solidas (peliculas
delgadas o suspensiones en nujol o fluorolube) pueden provenir, principalmente,
de dos fuentes [9]:

e Dispersion desde particulas con tamafio comparable a la longitud de
onda de la luz IR o UV-vis.

e Birrefringencia lineal (LB, del inglés /inear birefringence) procedente del
medio sélido, esto es, de las particulas de la muestra o de la pelicula

formada).

La dispersion en la regién IR se asocia con el efecto Christiansen, segun el
cual la simetrfa de la banda IR correspondiente a una muestra solida formada por
particulas se distorsiona por la adicién de intensidad negativa sobre el lado de
alta frecuencia de la banda de absorcién y por la adicién de intensidad positiva
sobre el lado de baja frecuencia. Hstas contribuciones dispersivas estin
relacionadas con el indice de refraccion de la muestra soélida. Como
consecuencia, cuando este efecto esté presente en las bandas IR, estas ya no
tendran un perfil (en inglés /Zneshape) simétrico (una caracteristica peculiar de la
presencia de contribuciones dispersivas importantes en el espectro, mas alla del
origen y naturaleza del mismo, esto es, de las propias vibraciones moleculares
causantes del mismo). De forma similar, las bandas VCD positivas tienen
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distorsiones de la misma forma que las bandas IR de las que provienen, mientras
que las bandas VCD negativas presentan la distorsion con signo opuesto, esto es,
la adicién de intensidad positiva sobre el lado de la banda de alta frecuencia y la
adicién de intensidad negativa sobre el lado de la banda de baja frecuencia.

Se ha demostrado teéricamente que el efecto Christiansen depende de la
tercera potencia de la relacién entre el tamafio medio de las particulas de la
muestra y la longitud de onda de la luz. Por tanto, si una pelicula de la muestra
puede ser preparada sin que contenga patticulas pequefias o si las suspensiones
de las muestras policristalinas a estudiar, después de emulsionatlas, sélo
contienen particulas con un tamafio medio mas pequefio que el de la longitud de
onda de la luz, entonces la dispersién es esencialmente eliminada y las bandas IR
observadas presentardn su perfil simétrico natural. Las tunicas fuentes de
artefactos que podrian seguir estando presentes en este caso son las provenientes
de la birrefringencia lineal (LB) de la muestra sélida.

La LB esta relacionada con cualquier alineamiento de la estructura de las
moléculas de la muestra que pudiera conducir a diferencias en el indice de
refraccién para estados ortogonales de polarizacion lineal. La presencia de esta
contribucién se puede detectar rotando la muestra alrededor del eje de
propagacion de la luz. Lo mas probable es que cualquier variacién sistematica en
el espectro VCD registrado con el angulo de rotacién sea debida a esta fuente.
Para el espectro de un liquido o de una disolucién, tales contribuciones no
pueden surgir de la muestra en si misma (si la absorbancia es la adecuada, esto es,
como maximo 0,6-0,9 y excepto en el caso particular de los cristales liquidos),
pero si podrian hacerlo debido a los materiales de los que podtian estar
constituidas las ventanas de la celda de medida, en cuyo interior se encuentra la
muestra. Como casi todos los registros VCD se llevan a cabo empleando
ventanas de material sélido, la LB es una fuente universal de potenciales
artefactos en las medidas VCD si no se toman precauciones especiales [9].

4.2.3. Procedimiento experimental

En la Tabla 4.2 se muestran de manera esquematica las técnicas y los
tratamientos de muestra empleados para el estudio de los distintos sistemas
moleculares analizados en esta tesis doctoral. A continuacién se expone de
manera general el procedimiento experimental seguido, asi como la eleccién de
ventanas y disolventes, metodologia y optimizacion de condiciones
experimentales.
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Muestra

Técnica y tratamiento de muestra empleados

I ~fenilalanina

FIR-MIR-Raman: s6lido en polvo

- I -tirosina
£ .
g L-serina FIR-MIR-Raman: sélido en polvo
g ) MIR y Raman: disoluciones acuosas a diferentes pH (entre 5-6 segin
‘g Lr-treonina el AA, 1,00 y 13,00)*
< Tclsition VCD: peh’culas‘ delgadas preparadas a partir de las c.iisoluciones
acuosas anteriores (excepto en el caso de la [-valina, que se
I -valina registraron las disoluciones directamente)
. (all-S)-18c6H4 y VCD: peliculas delgadas preparadas a partir de disoluciones
% 2 L/D-SertH* equimolares de (a/-5)-18c6Hyy L-SerH* (o L-CysH7), (a/-$)-18c6Hy4y
S | (al-$)-18c6Hyy D-SerH* (o D-CysH") y (al-5)-18c6H4 con L~ y D-SetH* (o L-y D-
© 1/D-CysH* CysH™)
MIR-Raman: sélido en polvo; en el caso del Raman registros
D-ribosa adicionales a 323 K (50 °C) y 353 K (80 °C)
8 MIR-Raman-VCD: Disolucién en H>O y D2O (4 M); en el caso del
%’ ) ) Raman registros adicionales a 323 K (50 °C) y 353 K (80 °C)
% 2-deoxi-D-ribosa VCD: peliculas delgadas preparadas a partir de las disoluciones
2 acuosas anteriores y suspensiones en nujol y fluorolube
S Raman: Disolucién acuosa neutra (3,57 M) y adicionando, por un

Terpenos

Glicolaldehido lado 25ul y por otro 10 ul NaOH (4 M); las 3 registradas 3 veces al dia
durante 11 dias
LIDGEL FIR-MIR-Raman: sélido en polvo
& MIR: Disoluciones en CCly (varias con diferentes molaridades) y
g LIDFUA peliculas delgadas
e ; VCD: Disolucién en CCly (0,28 M) y suspensiones en nujol y
% LABHEB fluorolube
[=)
2 _ YODJIM
— o
o N
§g| YODJOS FIR-MIR-Raman: sélido en polvo
& zg BZTRAYZ VCD: Suspensiones en nujol y fluorolube
=
e BZTRAZ01
3 FIR-MIR: sélido en polvo
_§ VCD: Disolucién en CDCl;3 y suspensiones en nujol y fluorolube de la
g OHUZUO muestra recristalizada en una gran variedad de disolventes y de
A distintas formas (ver punto 6.1.5.); registros VCD a distintas
temperaturas (ver punto 6.1.6.)
VCD: Disoluciones en CCly (1,3 M) y suspensiones en nujol (30 mg
Alcanfor de alcanfor en 50 pl de nujol) con distintos excesos enantioméricos =

100 % ee (R-alcanfor), 60 % ee, 20 %, 0 %, -20 %, -60 % y -100 % (S-
alcanfor); registro de muestra ciega para averiguar su ee

y-terpineno

IR: liquido (T* ambiente), gas (343 K, Synchrotron SOLEIL) y sélido
(77 K)
FIR: liquido (T* ambiente) y gas (343 K, Synchrotron SOLEIL)
Raman: liquido (T* ambiente) y sélido (77 K)
MW en fase gas

Qxldo de MW en fase gas
limoneno
Pulegona MW en fase gas
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FIR-Raman: sélido en polvo

Colchicina VCD: Disoluciones en CHCI; y suspensiones en nujol y fluorolube

Alca-
loide

NOTAS: Los espectros MIR de disoluciones acnosas 'y MIR-FIR de silido en polvo se realizaron
empleando el accesorio ATR.

Recordar que al registrar el espectro VCD también se obtiene el IR corvespondiente empleando el
espectropolarimetro 1'CD.

*En el caso de la L-cisteina también se registraron los espectros MIR-Raman a pH 8,84
(desprotonacion del SH).

Tabla 4.2:  Técnica y tratamiento de muestra empleados para el estudio de los

distintos sistemas moleculares analizados en esta tesis doctoral.
1. Eleccidn de ventanas y disolyentes

Generalmente se suelen emplear ventanas bien de algunos fluoruros de
metales alcalinotérreos, como las de BaF, o CaF,, o de algunos haluros de
metales alcalinos, tales como las de KBr o NaCl [7,9]. Aunque las dltimas son de
uso bastante generalizado en los laboratorios para el registro de espectros IR de
absorcién, sobre todo en las regiones media y cercana, debido a su buena
relacién entre la transparencia a la radiacién infrarroja y su costo, en el registro
de espectros VCD suele estar més indicado el uso de las primeras, a pesar de,
sobre todo, resultar bastante mds caras que aquellas del segundo tipo, en
particular que las de NaCl, que son las mas econémicas entre las indicadas. En el
caso de registros de muestras en disoluciones acuosas, se requiere el uso de
ventanas de BaF; o CaFa, insolubles en agua, ya que las ventanas de haluros
alcalinos estan totalmente contraindicadas pues dichos materiales son solubles
en agua y dichas ventanas se deteriorarfan y destruirfan rapidamente. Para
medidas VCD de muestras de liquidos puros o de sélidos en disolventes
organicos o en suspensiones de nujol y fluorolube, en principio pueden usarse
ventanas de haluros alcalinos (sobre todo de KBr), pero es preferible y
aconsejable usarlas mejor de fluoruros alcalinotérreos (de BaF, mas
corrientemente), debido a que con las primeras siempre serd mas factible la
aparicién de artefactos indeseables debido a su caricter higroscépico y a la
posible existencia de humedad del propio ambiente. Ademds, el BaF tiene bajas
pérdidas por reflexion y no absorbe de manera notable hasta por debajo de los
800 cm . En el caso de disoluciones acidas, es preferible el uso de ventanas de
Cal’,, pues este material es resistente a los 4acidos. Por ello fueron las que se
emplearon para el registro de las disoluciones acidas del aminoacido [-valina. En
el caso de la regién IR lejana, sin embargo y entre las ventanas del tipo de
material sefialado, las de CsI son mas indicadas que las anteriores, al menos hasta
la zona de alrededor de los 200 cm!; por debajo de la cual ya habrfa que usar las
de otros tipos de materiales, como aquellas de polietileno.

110



4. Dispositivos experimentales

Como la mayoria de los estudios que hemos llevado a cabo con el equipo
VCD se han realizado en la regiéon IR media, esto es, 2000-900 cm !, nos ha
interesado emplear disolventes que presentaran el menor nimero de bandas de
absorcién posibles en esta region. A la hora de elegir el disolvente, también
hemos tenido en cuenta el hecho de que la interaccién de la molécula bajo
estudio con el disolvente fuera relativamente pequea [9].

En este sentido, para llevar a cabo medidas VCD de muestras apolares se
recomienda el uso de tetracloruro de carbono (CCly), que presenta poca
absorcién en la regiéon mencionada. El cloroformo (CHCls) y el cloroformo
deuterado (CDCl;) también son buenas elecciones para tales tipos de muestras.
Para el estudio de aminoacidos y carbohidratos hemos empleado H20 y D20
como disolventes polares.

. Tratamiento de muestra
a) Preparacion de muestras solidas
a.1) Suspensiones en nujol y fluorolube

Para preparatlas, tomamos unos pocos miligramos de la muestra que vamos a
analizar y los mezclamos con nujol (absorbe de 1500-1300 cm) o fluorolube
(absorbe de 1300-900 cm!) cuidadosamente. Posteriormente, se muelen en un
mortero el aceite mineral elegido y la muestra hasta que se forme una
suspension totalmente homogénea. De manera general, la suspension suele
contener un porcentaje en peso del orden del 5-10% de muestra. El hecho de
preparar una suspensiéon de calidad es muy importante para poder obtener
posteriormente sefiales VCD libres de artefactos (ver punto 4.2.2. “Artefactos
presentes en medidas VCD de muestras solidas”). Finalmente, la suspension se
coloca entre las dos ventanas de la celda circular desmontable del pane/ b de la
Fig. 4.12 y se realiza el registro de sus espectros IR-VCD, siguiendo la
metodologia explicada en el subapartado . Metodologia experimental llevada a cabo
para medidas 1 CD de muestras sdlidas.

a.2) Peliculas delgadas

Generalmente hemos preparado peliculas delgadas cuando la intensidad del
espectro VCD de la disolucion del sistema molecular sometido a estudio era muy
baja. Esto nos ocurri6 especialmente en el caso de los aminoacidos disueltos en
H,O y en los complejos del éter corona 18c6H4 con I/ D-SerH* o 1./ D-CysH*.
Para los carbohidratos, sin embargo, si que logramos obtener espectros VCD de

sus respectivas disoluciones acuosas, tanto en H2O como en D2O. En el panel a
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de la Fig 4.72 se resume el procedimiento experimental llevado a cabo para la
preparacién de peliculas sobre un soporte Real Crystal de KCL

REAL CRYSTAL™
IR CARD
DATE 1832012 Con el empleo de
sawpLe _ L-Ser, pH 1.00 una pipeta se

MeMar Quesadas  deposita una gota
de la disolucion.

Posteriormente se
seca con un

ANALYST

secador para
e formar la pelicula. \
INTEANATIONAL ‘
a) b)

Figura 4.12:  a) Imagen que ilustra la preparaciéon de una pelicula fina sobre un
soporte de KCl y b) Celda de liquidos desmontable de PIKE Technologies (izquierda) y
ventanas de BaF; circulares (derecha) empleadas para el registro de espectros IR-VCD.

Para tratar de evitar que se originen artefactos (ver punto 4.2.2.), hay que
procurar que las peliculas preparadas sean lo mas transparentes posibles y
evitar la presencia de particulas pequefias que puedan aparecer (al disolverse
parte del KBr del soporte o al recristalizar parte de la propia muestra por
ejemplo). También se prepararon peliculas sobre una de las ventanas del panel b
de la Fig. 4.72, usando la celda que se muestra en dicha figura. El registro de sus
espectros IR-VCD se realizé, asimismo, siguiendo la metodologia del
subapartado ». Metodologia experimental llevada a cabo para medidas V' CD de muestras

solidas.
a.3) Pastillas de KBr

La preparacién de pastillas (o pellets) de la muestra en una matriz de KBr es el
método clasico y mas corrientemente usado para muestras sélidas (sobre todo de
origen organico) en un laboratorio de espectroscopia infrarroja. No obstante,
este procedimiento necesita poner mucha atencién y esmero para poder obtener
unas pastillas bien transparentes y de buena calidad que permitan obtener
buenos registros espectrales de las muestras estudiadas. Se pueden preparar
también pastillas de KBr para el registro de espectros VCD. En primer lugar,
debido al caracter higroscopico del bromuro potasico, antes de llevar a cabo los
registros espectrales es necesario secar el mismo durante 24 horas en una mufla a
unos 400 °C.

Posteriormente, hay que moler cuidadosamente la muestra (unos pocos mg)

con suficiente cantidad de KBr en un mortero (de 4gata, por ejemplo) hasta que
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la misma se encuentre completamente disgregada de forma homogénea. Este
punto es muy delicado, pues al tener tanto muestra como KBr so6lidos, habra que
cerciorarse de que el tamafio de particula del cristal (tanto del material de la
matriz como de la propia muestra) sea pequefio en relacion a la longitud de onda
de la radiacion IR, para que las posibles e indeseadas contribuciones debidas a la
dispersién de la radiacién en tales particulas sean lo mas pequefias posibles

también.

Dado el notable caracter higroscépico del KBr, mencionado con antetioridad,
es aconsejable suministrar calor durante el propio proceso de molido de la
muestra, junto al material soporte de la matriz en el mortero. Asi, se intenta que
la mezcla resultante adquiera la menor humedad posible durante el mismo vy, de
esta forma, se minimizan al maximo las posibles interferencias del agua, lo que
seguro redundard en una mejor calidad de los espectros a registrar de la muestra.
En nuestro caso, se hizo uso de una limpara de infrarrojos para tal fin.

Posteriormente, la mezcla resultante se transfiere a un troquel y se somete a
una presién de aproximadamente 10Tm/cm? durante 10 minutos, usando una
prensa hidraulica y aplicando vacio. De esta forma, se consigue formar la deseada
pastilla de la muestra en KBr, que debido al referido caracter higroscépico del
KBr debe procurarse que esté el menor tiempo posible en contacto con el aire,
ya que enseguida puede absorber la humedad presente en el ambiente. También
es muy importante optimizar la cantidad de KBr necesaria para que se obtenga

una pelicula adecuadamente delgada y transparente al prensar.

En este trabajo, se 05 Espectro IR cara A
prepararon pastillas de 041 Espectro IR cara B
. 0,34
KBr de muestras de 2- g
£ 02
propil-1H- 01
benzimidazol, aunque 00 . . :

] VCD Espel:tro VCD carla A
0s  espectros  0610°
registrados para ellas

0,0 1.1

AADbs.

no resultaron fiables.
Asi, en la Fig. 4.13 se
puede observar cémo
los espectros VCD de
las caras A (anverso) y

-1,0x10™ o

T T T T
2000 1800 1600 1400 1200 1000

Numeros de onda, cm”

Figura 4.13: Espectros IR (panel superior) y VCD
(panel inferior) de las caras A (verde, anverso) y B (azul,
reverso) de un pellet de KBr del compuesto 2-propil-1H-

B (reverso) son
imagenes especulares

la una de la otra, lo benzimidazol. Resolucién de 4 cm! para ambas caras y
cual nos indica que las 2000 acumulaciones (scans) para la cara A y 600 para la
sefiales VCD obteni- cara B.
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das podtian ser artefactos (ver subapartado v. Metodologia experimental llevada a cabo
para medidas V' CD de muestras sélidas) [15-17].

b) Preparacion de muestras en disolucion

Se prepar6 cada disolucién con una molaridad determinada (ver Tabla 4.2) y
se us6 una celda desmontable para liquidos de espaciador variable (ver panel b de
la Fig. 4.12) para los correspondientes registros de los espectros IR-VCD de las
muestras estudiadas. En el siguiente subapartado 77 se mencionan los

espaciadores empleados.

iii. Optimizacion de las condiciones experimentales: concentracion, paso
dptico, resolucion espectral y acummnlaciones

La concentracién y el camino 6ptico deben ajustarse de tal forma que las
bandas IR de interés de la muestra presenten, en principio, una absorbancia
idénea para llevar a cabo registros VCD; segin nuestra experiencia esta estd
entre 0,3 y 0,6. Esto puede ser debido a varias razones: i) Los detectores IR
tienen un ruido constante que proviene del background, ii) La posible saturacién
del detector si la absorbancia medida es superior a 0,6, ya que estos detectores
poseen una pequefla superficie de detecciéon y al focalizar el haz, los problemas
de saturacion pueden aparecer; iif) Para absorbancias superiores a 0,0, la ley de
Lambert-Beer empieza a no cumplirse, lo que puede dar lugar a medidas

erroneas.

De hecho, cuando una muestra presenta varias bandas IR de interés con
absorbancias distintas, se recomienda realizar medidas separadas de las bandas
con mayor y menor intensidad, variando los caminos épticos y optimizando, de
esta forma, cada conjunto de bandas por separado [9].

Los espaciadores que hemos empleado para los registros VCD de muestras
en disolucién han sido de 6 o 15 um para disoluciones acuosas y de 50 o 100 um

generalmente para disoluciones no acuosas.

A menos que se indique lo contrario, la resoluciéon que hemos empleado ha
sido de 4 a 8 cm! para suspensiones y peliculas delgadas y entre 4 y 8 cm™! para
disoluciones. El nimero de acumulaciones usado para las peliculas delgadas y
suspensiones ha sido desde 8000 scans o barridos (ver subapartado “». Metodologia
experimental llevada a cabo para medidas V' CD de muestras solidas”) hasta incluso 28000
scans (caso de los carbohidratos) y desde 2000 hasta 16000 scans para las

disoluciones.
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w. Correccion de la linea de base

Después del registro de un espectro VCD, es necesario llevar a cabo una
correccion de la linea de base para compensar las desviaciones que se producen
en ella con respecto al verdadero cero del espectrto VCD de la muestra [9].
Ademas, la linea de base de un equipo VCD va cambiando a lo largo del dia
debido a diferentes efectos asociados con la temperatura en la sala, al
calentamiento de los componentes épticos del equipo, del detector, etc. La

correccion de la linea de base se puede llevar a cabo de distintas formas:

e Correccion con la semi-suma de enantiémeros puros. Medir en las
mismas condiciones (camino 6ptico y concentracién) los espectros VCD
de los enantiémeros puros de la muestra. Si realizamos la media de los
mismos, obtenemos un espectto VCD que es la linea de base libre de
artefactos. Esta linea de base la sustraemos al espectro VCD que
deseemos corregir. Es la manera mds precisa de corregir la linea de base.
Podemos ver un ejemplo en la Fig 4.74.

e Correccion con el racemato. Si disponemos de uno sélo de los
enantiémeros de una muestra y no del otro, y también de la mezcla
racémica, puede usarse el espectro VCD de la misma para sustraerlo al
del enantiémero del que disponemos.

e Correccion solo con el background. Si disponemos de uno sélo de los
enantiomeros de una muestra y no del otro, ni tampoco de la mezcla
racémica, la linea de base debe ser corregida empleando el espectro
VCD del disolvente o del aceite mineral empleado, registrado bajo las
mismas condiciones que se emplearon para la medida de la disolucién o
la emulsién de la muestra quiral, respectivamente (ver Fig. 4.74).

Recientemente, se han comercializado equipos de la casa Biotools en los que
se incorporan dos PEM, uno antes de la muestra y otro después. De esta forma,
se pueden reducir e incluso eliminar los desplazamientos de la linea de base que
tienen lugar a lo largo del dia y los artefactos de absorcioén que aparecen cuando
la linea de base esta muy desviada del cero. También se puede usar
adicionalmente una celda rotatoria para la muestra. Asi, se puede ir midiendo de
forma dinamica la linea de base VCD con el segundo PEM al mismo tiempo que
se esta midiendo también el VCD de la muestra con la misma linea de base con
el primer PEM. El requisito 6ptico mas importante es que el perfil del haz IR
esté cercano al de los dos PEM. Se puede obtener en tiempo real el espectro
VCD de la muestra con la linea de base corregida [9,15].
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YODJIM IR Nujol
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IR tedrico &lice P
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YODJIM VCD Nujol corregido con linea de base Hélice P

Hélice M
T
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VCD tedrico Hélice P
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Figura 4.14:  Espectros IR experimentales y tedricos (panel superior) y espectros
VCD experimentales (paneles intermedios supetiores e inferiores) y teéricos (panel
inferior) del compuesto 3-(perfluoroetil)-4,5,6,7-tetrafluoro-1H-indazol (YODJIM) en
suspension de nujol en la region espectral 1215-900 cm~!. En el panel medio inferior, los
espectros VCD brutos se corrigieron restandoles las sefiales de nujol. La media de estos
espectros VCD de las hélices P y M corregidos con nujol proporciona la linea de base
adoptada en estos casos, la cual se resta a estos dos espectros VCD, dando lugar asi a los
espectros VCD corregidos con dicha linea de base y que son mostrados en el panel
intermedio superiot.

v. Metodologia experimental llevada a cabo para medidas 1'CD de
mmestras solidas

Llevar a cabo registros VCD de muestras sélidas (especialmente peliculas
delgadas o suspensiones en nujol o fluorolube) no es, en general, una tarea facil.
Cuando realizamos el registro de un espectto VCD de una muestra solida
isotrépica (ver subapartado »., del punto 2.1.5. del capitulo 2) obtenemos sefiales
VCD libres de artefactos, siendo estos sefiales VCD falsas. Sin embatgo, los
espectros VCD de muestras s6lidas anisotrépicas muestran una dependencia
con la orientacion de la muestra [16]. Esta dependencia puede relacionarse con
la presencia de artefactos debidos a efectos de birrefringencia lineal (LB) y
dicroismo lineal (LD, del inglés /inear dichroism) que, como antes se ha dicho,
pueden solapar con las verdaderas sefiales VCD y hacer que pueda llegar a ser
dificil distinguir unas de otras. Por tanto, se pueden llegar a inutilizar los registros
de aquellos lugares o zonas del espectro VCD en los que unas y otros aparecen
superpuestos [17].

Incluso si la muestra es aquiral y, por tanto, CD = 0, se puede obtener un
espectro  VCD falso de la misma cuando la muestra posee grandes
contribuciones de LD y LB [16].
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Buffetean y cols. [16] publicaron una metodologia con la que se puede llegar a
conseguir eliminar efectos indeseables (artefactos) que pueden producirse,
como antes se ha dicho, debido a la dependencia de los registros obtenidos con
la orientacion de la muestra, realizando pata ello la media de dos espectros VCD
de la misma registrados en orientaciones seleccionadas de ella. De esta forma, se
modifica convenientemente el angulo de incidencia del haz de propagacion de la
luz sobre la muestra, de manera que la media de los dos espectros VCD
registrados para ella nos proporcione un verdadero espectro VCD con ausencia
de artefactos. Para que esta metodologia se pueda llevar a cabo y pueda ofrecer
buenos resultados, una de las orientaciones elegidas tiene que ser aquella que
conlleve la maxima anisotropia en el trayecto del haz de propagacién de la
radiacién IR. Para determinar dicha orientacién, tienen que llevarse a cabo
medidas previas de dicroismo lineal con la muestra en estudio. Esta metodologia
fue formulada para cualquier muestra sélida en capa delgada y anisotrépica que
tuviera birrefringencia lineal (LB) y circular (CB) y propiedades dicroicas (LD y
CD).

Posteriormente, Merten y cols. [17] desarrollaron otra metodologia con la que
también consiguen eliminar los efectos de birrefringencia lineal y dicroismo
lineal sin necesidad de que una de las orientaciones de la muestra tenga que ser
la de maxima anisotropia, pudiendo ser las orientaciones arbitrarias. En este caso,
realizan la media de 4 espectros VCD, registrados con orientaciones distintas y
seleccionadas. En el articulo en el que explican dicha metodologia, exponen una
aproximacioén teérica sobre cémo extraer el verdadero espectro VCD libre de
contribuciones de birrefringencia lineal y dicroismo lineal, corroborada por su
aplicacién al registro de espectros VCD de peliculas de polimeros aquirales, los
cuales (como debe ser) dan finalmente una linea plana como espectro VCD
después de haber eliminado las contribuciones lineales. Esta metodologia de
Merten y cols. [17] es la que hemos seguido en nuestro trabajo para el registro
de los espectros VCD de muestras en peliculas delgadas y suspensiones en nujol
y fluorolube.

En la aproximacion tedrica, la intensidad de la sefial detectada (I; ) puede ser
obtenida evaluando la siguiente expresiéon matematica basada en las partes de un
equipo espectroscopico VCD estandar (ver Fig. 4.75), dentro del formalismo de
Stokes [16,17]:

I, = D - SAMPLE(®) - PEM,s - LP, - I, (4.5)

donde I, es la intensidad de la luz incidente, D, SAMPLE(®), PEM,s y LP, son
las matrices Mueller del detector, de la muestra, del modulador fotoelastico y del
polarizador lineal, respectivamente [13]. Las matrices Mueller en dicha ecuacién
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representan la influencia de los elementos épticos y la muestra sobre el haz de
luz incidente. ® es el angulo de rotacion de la muestra en el plano perpendicular

al haz de propagacion
y

(lamada rotacion en el
Fuente de

plano). Se considera una lizIR

SAMPLE (muestra)
muestra anisotrépica que

presenta dicroismo circular

detector

(CD), birrefringencia

circular  (CB), dicrofsmo
lineal (LD) y birrefringencia

lineal (LB). Es importante Figura 4.15: Esquema ilustrativo del dispositivo

VCD empleado. Imagen tomada de la Fig. 7 de la

tener en  cuenta  que referencia 17, convenientemente modificada.

cD ~Alcp - Arcp,
CB ~nNyp —Nyep, LD ~Ay — A, y LB ~n, —n, (ver subapartados 7. y ». del
punto 2.1.5. del capitulo 2).

Después de una serie de simplificaciones, entre las cuales Merten y colbs.
consideran que la muestra orientada cumple que (CD,CB) < (LD, LB), que la
birrefringencia estatica residual del PEM, @, es pequefa y que las imperfecciones
de polarizacién del detector son despreciables, estos autores llegan a una
ecuacién en la que la sefial VCD detectada (Sy¢p) solamente depende de cuatro

componentes de la matriz Mueller de la muestra, esto es:

Sycp = CD + 0.5(LB - LD — LD - LB") — sin®(LD 'sin2® — LDcos20©)

02 —1p3) . .
+ ———=> [ LB cos2(a — ®) — LBsin2(a + 0)]
(pi +p3y)

(4.6)

donde LD'y LB’ corresponden a las contribuciones del dicrofsmo lineal y de la
birrefringencia lineal a 45°, respectivamente, y @ es la birrefringencia estatica
residual del PEM. Por su parte, el detector es considerado como un elemento
optico con sensibilidades p, y p, diferentes a lo largo de su eje 6ptico y un

angulo a con respecto a las coordenadas del laboratorio.

Buffetean y cols. no incluyen las contribuciones de LDy LB, ya que desaparecen
al ajustar ® = 0° a la orientacion con el maximo de anisotropfia lineal. El espectro
VCD verdadero se puede conseguir registrando dos espectros en las
orientaciones ® = 0°y @ = 90 °y calculando la media de los mismos.

Segin Merten y cols. si calculamos la semisuma de los espectros VCD
registrados en las orientaciones ® = 0° y ® = 90° sin ajustar previamente la
orientaciéon © = 0° al maximo de anisotropia lineal, obtenemos un espectro que

ya tiene contribuciones de birrefringencia lineal y dicroismo lineal:
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Svep* *(©) + Sygp" 4(© +90°)

2
El término 0.5(LB - LD'— LD - LB") cambia de signo si se rota la muestra 180°
respecto al eje del haz, esto es, 180° a lo largo del eje 3. Por tanto, rotamos desde
la cara A (anverso) a la B (reverso), en la llamada rotacién fuera del plano (ver
panel a de la Fig. 4.16). Este cambio de signos estia relacionado con las

=CD+0.5(LB-LD'—LD - LB 4.7)

contribuciones lineales de 45°.

Llevando a cabo el registro de 4 espectros VCD de las orientaciones de la
muestra @ =0°y @ =90°en la cara Ay ©=0°y @ =90°ecn la cara B, y
calculando la media de los mismos, se puede obtener el verdadero espectro
VCD de una muestra solida (siendo la eleccion de © arbitraria) [17]:

Syep" 4 (©) + SpEp (e + 909) + Sight F(0) + S§dp* P (© + 90°9) 4.8)

VCD =

4
a) 5’[ b)
X 1 Espectros IR
0,6 4
= 1 Media
g 04 Jcara B (0%
z <  JcaraB (90°)
0.2cara A (90°)
1Cara A (0°)
Y 00 . : .
| Espectros VCD
L — — 3,0x10* 1 W\/\,\/’
o sl N  A
e=0" e=90" . 9 o
Cara B (90
et S é 1.0x10° _W\/\/\/—’ﬁ
1 0,0 {Cara A (90°)
/Y 1.0x10% JCara A (0°)

Nameros de onda, cm”

A\ N T T T
\ 1700 1600 1500 1400
I)) & 0—-—/,)
e=

Figura 4.16:  a) Rotaciones de la muestra con la direccion de propagacion del haz de
luz infrarroja como eje z; b) Espectros IR (panel superior) y VCD (panel inferior) de la
muestra 2-propil-1H-benzimidazol en fluorolube, mostrando los espectros registrados en
4 orientaciones diferentes: cara A (0°), cara A (90°), cara B (90°) y cara B (0°). La imagen
del panel a) ha sido construida a partir de la Fig. 2 de la referencia 17.

Para tener en cuenta la aplicaciéon de los fundamentos metodolégicos
mencionados anteriormente en experimentos de registros de espectros VCD, es

muy importante prestar especial atencion a:

e La rotacion de la muestra. Hay que asegurarse de que la seccion de la
muestra que es iluminada no cambie durante cualquiera de las 4

rotaciones [17].
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e Las irregularidades del haz de luz, como por ejemplo, forma de la
seccion del haz y reparto de intensidad en la seccion del haz, ya que una
ligera variaciéon de la intensidad de la seccién del haz puede tener una
gran influencia sobre las intensidades y formas de las bandas VCD [17].

Como hemos comentado en el subapartado i Tratamiento de muestra, es muy
importante preparar una emulsién muy bien homogeneizada o una pelicula lo
mas transpatente y delgada posible, segin el caso de que se trate.

Nosotros hemos registrado, para cada pelicula delgada o suspensién en nujol
o fluorolube de las muestras estudiadas, los espectros VCD de dichas muestras
en cada una de las 4 orientaciones mencionadas anteriormente y realizado la
media de los 4 espectros VCD resultantes (siempre que no se observasen
apreciables contribuciones de artefactos en cualquiera de ellas). En la mayoria de
casos, el nimero de acumulaciones ha sido 2000 para cada orientacién y la
resolucién 4 cm!, obteniendo finalmente un espectro VCD medio de 8000
acumulaciones.

En el caso de las suspensiones en nujol o fluorolube de las muestras
estudiadas, siempre hemos preparado varias suspensiones de la misma muestra
hasta conseguir la absorbancia 6ptima para la cual los 4 espectros VCD de las
distintas orientaciones fueran idénticos (ver pane/ b de la Fig. 4.16). De esta
forma, lograbamos obtener espectros VCD reproducibles independientemente
de la orientacién de la muestra. En alguna ocasién, nos hemos encontrado con
alguna banda muy intensa que resultaba ser un artefacto y no una banda VCD
verdadera, en cuyo caso tales registros espectrales se eliminaban y no se
acumulaban con el resto. Asimismo, para cada muestra se han realizado vatios
registros VCD de distintas porciones de la misma (cada uno de ellos con sus
correspondientes 4 orientaciones registradas) para corroborar que las sefiales
VCD que estabamos obteniendo eran correctas y fiables al ser en todos los casos
las mismas. Como ejemplo de la metodologia seguida, en el pane/ b de la Fig. 4.16
se muestran los espectros IR-VCD registrados en las 4 orientaciones referidas
para una muestra de cristales quirales del compuesto 2-propil-1H-benzimidazol
en suspension de fluorolube.

Del mismo modo, para el caso de los registros de espectros VCD mediante la
preparaciéon de peliculas delgadas de determinados sistemas moleculares
quirales, también se llevaron a cabo diferentes preparaciones de cada una de ellas
hasta conseguir idénticos espectros VCD en las 4 referidas orientaciones. En
concreto, el registro de los espectros VCD de peliculas delgadas de aminoacidos
requirié llevar a cabo un trabajo muy tedioso. Por ejemplo, para el catién de la L~
cisteina, no fue posible obtener un espectro VCD de confianza debido a la
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potencial presencia de artefactos. Esto ocurtia porque, al depositar una gota de
disolucién sobre la ventana transparente de los soportes Real Crystal (ver
subapartado 7. Tratamiento de muestra) y dejarla secar hasta evaporaciéon completa
del disolvente, la pelicula no quedaba transparente y homogénea, sino con
pequenas particulas solidas depositadas en su superficie, lo cual originaba una
direcciéon preferente para la luz, dando lugar, en consecuencia, a mdultiples
artefactos dificiles de eliminat.

4.2.4. Aplicaciones

En general, la técnica VCD puede ser usada para llevar a cabo diferentes tipos
de analisis relativos a la estructura y las posibles conformaciones de muchas
moléculas de interés bioldgico, atmosférico y/o tecnoldgico, de manera que a
continuacién relacionaremos algunas de sus principales aplicaciones en dichos
campos, esto es:

e Determinacién de la pureza enantiomérica de una muestra relativa a
un estindar conocido, sin tener que llevar a cabo una separacién
enantiomérica o derivatizacion.

e Determinacién de excesos enantioméricos en compuestos quirales,
tanto en fase liquida como sélida (cristales).

e Determinacién de configuraciones absolutas (en disolucién) sin
cristalizacién: complejos de metales de transicién, farmacos quirales,
aminodacidos, péptidos, proteinas, carbohidratos, nucleétidos, bacterias,
etc. [9].

e Determinacién de conféormeros en disolucién de grandes y pequeflas
moléculas biolégicas flexibles y quirales: proteinas, péptidos, azicares y
ADN/ARN. En este tema de la aplicacién de la técnica para la
determinacién de perfiles/paisajes conformacionales de especies
moleculares, incluyendo la aplicacién de un analisis vibracional previo
usando los resultados de las técnicas espectroscopicas no sensibles a la
quiralidad (IR y Raman) y los correspondientes calculos clasicos (campos
de fuerzas escalados) y cuanticos, también en nuestro grupo (y en alguna
buena medida en esta tesis, sobre todo con especies de aminoacidos a
diferentes pHs y polaridades) hemos sido casi, cuando no, pioneros del
todo.

e Determinacién de  configuraciones absolutas de  hélices
supramoleculares en muestras de cristales de compuestos aquirales que
forman conglomerados cateméricos (desdoblamiento espontineo o
resolucion espontanea).
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Ventajas

¢ Reconocimiento quiral de complejos formados por interacciones no

covalentes entre especies moleculares sencillas (huéspedes) y receptores
macromoleculares (anfitriones).
Control simultaneo de la pureza 6ptica de multiples especies quirales,

tales como reactivos y productos en una reaccion [7-9].

4.2.5. Ventajas y desventajas

En general, no se destruyen las muestras, lo cual es importante, sobre
todo si el precio de las mismas es elevado o son dificiles de obtener.

Se pueden analizar tanto muestras en estado sélido como liquido.
Amplio rango de medida, desde 900 a 4000 cm-!.

Se obtiene una gran informacién estructural sobre las biomoléculas
(configuraciones absolutas y conformaciones—2>diferenciacion  de
enantiémeros).

Las medidas suelen requerir pequefias cantidades de muestra.

Desventajas

El largo tiempo de adquisicién que requiere cada medida.

La baja intensidad que poseen algunas sefiales.

La posible presencia de artefactos que puedan complicar la
interpretacién de los resultados e incluso llevar a error, si no se tiene el
debido cuidado.

El resto de inconvenientes propios de la espectroscopia IR (ej: la
presencia de H2O).

122



4. Dispositivos experimentales

4.3. Espectrometro FT-Raman
4.3.1. Partes del equipo

En la presente tesis se ha empleado un espectrometro Raman con
transformada de Fourier MultiRAM Stand Alone de la casa comercial Bruker. En
la Fig. 4.17 podemos ver simplificadamente las partes que constituyen el equipo.

i Fuente de luz

La fuente de excitaciéon es un laser de Nd:YAG, el cual emite radiacion a
1064 nm (emite en el IR) con una potencia maxima de 1000 mW [18]. El
funcionamiento del laser esta controlado por el software del instrumento y lleva
asociado un sofisticado equipo de
lentes y redes de difraccién. Es
necesario el uso de la radiacion laser
porque la intensidad Raman es del
orden de =103-10""  veces la
intensidad de la radiacién incidente.
La radiacién laser tiene wunas
caracteristicas que la hacen ideal para
este tipo de espectroscopia: su

direccionabilidad, monocromaticidad, ompartimen
de muestra

intensidad y coherencia.

Figura 4.17:  Imagen del
Las fuentes de radiacion laser han espectrémetro Bruker FT-Raman

revolucionado la espectroscopia, pues ~ MuliRAM  Stand ~ Alone de la
Universidad de Jaén en la que se indican
simplificadamente las partes que lo
componen.

permiten la obtencién de espectros
con mayor resolucion y han permitido
el desarrollo de diversas técnicas
espectroscopicas [3,9,19].

#.  Otros elementos

La lente de 200 mm se emplea para focalizar la luz del laser. El espejo
colector parabdlico se coloca para que toda la radiacién posible que dispersa la
muestra llegue al interferémetro. El funcionamiento del interferémetro se ha
explicado en el subapartado 7 del punto 4.1.1. “Partes del equipo” del
Espectrémetro FT-IR. El divisor de haz es de cuarzo y la éptica esta recubierta
de oro.
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Después de atravesar el interferémetro, la radiacion llega a una serie de filtros
que se encargan de eliminar la componente elastica de la radiacién dispersada por
la muestra (Rayleigh). A continuacién se puede ver un diagrama con las distintas
partes del equipo FT-Raman, esquematicamente representadas.

Espejo
fijo
L,  Muestra | gt ge

Espejo de enfoque

Divisor
Detector de haz
Espejo
——p

Mavil

/
Espejo colector

/

parabélico
Filtres
dieléctricos g
Laser
Nd/YAG

Filtros espaciales

Figura 4.18: Diagrama que muestra esquematicamente las distintas partes de un
espectrometro FT-Raman. Imagen tomada de la referencia 19.

El aparato posee una bandeja mévil que se puede mover en las tres
direcciones espaciales y en la cual se sitia el soporte con la muestra.

ii.  Detector

La radiacién es enviada posteriormente a su paso por la muestra a un detector
que nos transforma esta seflal luminosa en una sefial eléctrica, que sera enviada a
un sistema de registro (ordenador), el cual realiza la transformada de Fourier al
interferograma, suministrindonos un espectro Raman.

El detector esta constituido por Germanio, enfriado a la temperatura del N
liquido (77 K). Posee un dep6sito de N2 que puede durar 5 dfas.

El funcionamiento del aparato estd controlado por el software OPUS
(version 7.0) [18] de la casa comercial Bruker. El rango espectral en el que se
realizaron las medidas de las muestras liquidas fue 4000-500 cm™ y para las
solidas 4000-50 cm-!. Para las muestras sélidas se puede registrar el espectro en
todo el rango del espectrometro. En cambio, para las muestras liquidas
(especialmente en H»O), el disolvente interfiere en algunas zonas y el rango util
se reduce. La resolucion espectral y la velocidad de barrido se comentan en el
siguiente punto 4.3.2.
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4.3.2. Tratamiento de muestra y condiciones experimentales

El registro de espectros Raman no requiere generalmente preparacién alguna
de muestra, de manera que directamente se introduce el sélido en un soporte

estandar para sélidos o la disolucién en una cubeta para liquidos.

Todos los espectros Raman fueron registrados a temperatura ambiente,
exceptuando aquellos de la D-ribosa, 2-deoxi-D-ribosa y del y-terpineno. Los
espectros Raman de los dos primeros compuestos se registraron también a 323
K (50 °C) y 353 K (80 °C), tanto en fase sélida como en disolucion, y los del y-
terpineno a 77 K (-196 °C), aproximadamente, empleando en los tres casos una
celda de temperatura variable (ver subapartado 7. del siguiente punto 4.3.3.
“Accesotios”).

La resolucién experimental fue 1-2 y 4-8 cm! para los espectros del sélido y
de las disoluciones, respectivamente. Se llevaron a cabo 200 o 300 barridos

(scans) segin la muestra estudiada.
4.3.3.  Accesorios
7. Cubetas para liguides y soportes para sélidos

Para la medida de las disoluciones se emplearon cubetas para liquidos
estandar y para las medidas de las muestras en fase sdlida se usaron soportes
estandar para sélidos. La manipulacién de las muestras en espectroscopfa Raman
es mas sencilla que en espectroscopia IR, debido a que puede emplearse el vidrio
para las ventanas, lentes y otros componentes Opticos en lugar de los haluros
cristalinos que resultan mas fragiles y menos estables a los componentes
atmosféricos, como, por ejemplo, frente al agua. Ademas, la fuente laser se puede
enfocar con facilidad sobre una zona pequefia de la muestra y, a su vez, la

radiacién emitida enfocarla eficazmente sobre una rendija.
i. Celdas de temperatura variable

Para la obtenciéon de los espectros Raman a distintas temperaturas se
emplearon una celda de temperatura variable de la marca SPECAC para liquidos
y otra para sélidos. Para el estudio de espectros IR de muestras liquidas a
distintas temperaturas se us6 una celda de temperatura variable similar.

La celda para liquidos (ver Fig. 4.79) consiste en una camara de vacio con
ventanas de cuarzo o KBr para el estudio de espectros Raman o IR,
respectivamente. En esta camara se introduce un sistema termostitico Dewar en
el que se encuentra el portamuestras. Podemos alcanzar temperaturas de hasta 77
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K (-196 °C), adicionando N liquido al termostato Dewar, y de hasta 523 K (250
°C), gracias al sistema de calefaccién eléctrica del que dispone. En el caso del
enfriamiento también se hace uso de una bomba de vacio, para extraer todo el
aire que pueda existir previamente en la camara. La temperatura se monitoriza

mediante un controlador de temperatura digital.

La celda para solidos (ver Fig. 4.79) esta formada por una pletina con un
orificio de 13 mm, en cuyo interior se deposita el soporte estandar para solidos
con la muestra. Al igual que en el caso anterior, un controlador de temperatura
digital nos permite seleccionar la temperatura a la que queremos registrar el
correspondiente espectro Raman, pudiéndose alcanzar temperaturas de hasta 453
K (180 °C). Esta celda también se puede usar para realizar registros IR o VCD de
pastillas de KBr, cuyo didmetro es también de 13 mm, aproximadamente,
acoplando la misma al equipo correspondiente. Particularmente, se llevaron a
cabo registtos VCD de cristales de la muestra 2-propil-1H-benzimidazol a
distintas temperaturas empleando este accesorio y unas ventanas de BaF, de 13
mm de didmetro construidas artesanalmente para este trabajo a partir de otras
mis grandes (ver punto 6.1.6. del capitulo 06).

| Celda de
liquidos

a) ©)

Figura 4.19:  a) Cimara de vacio de la celda de temperatura variable para liquidos y
bomba de vacio, b) Pletina para calentamiento de muestras sélidas y ¢) Sistema
termostatico Dewar con y-terpineno congelado en el interior del portamuestras.
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4.4. Espectrometro Microondas

4.4.1. Espectrémetro de pulsos microondas por transformada de
Fourier

El equipo conocido como MB-MWFT en inglés (Molecular Beanm-Microwave
Fourier Transform spectrometer) se encuentra disponible en Lille (Francia), en el
Laboratorio PhLAM (Laboratoire de Physique des Lasers, Atomes et Molécules),
UFR de Physique, Université Lille 1. Tal y como se comenta en el capitulo 1
“Introduccién”, gracias a la estancia de un mes en el grupo de investigacion
liderado por la Prof. Thérese Huet en dicha universidad se pudo aprender sobre
esta técnica para analizar la estructura de los compuestos terpénicos 6xido de
limoneno y y-terpineno cn fase gas.

El funcionamiento de un espectrémetro MB-MWFT podtia resumirse en los

siguientes pasos:

1) La muestra (los terpenos 6xido de limoneno o y-terpineno en fase
liquida, en nuestro caso) se introduce en un inyector que es calentado a
353 K (80 °C) para conseguir la vaporizacion del compuesto. Este
inyector se encuentra conectado a una tobera, situindose ambos en el

lado posterior del espejo fijo del resonador.

2) Antes de la vaporizacion de la muestra un gas portador inerte ha sido
inyectado en la tobera a una determinada presion de trabajo empleando
una valvula pulsada (1,5 Hz), en nuestro caso Neén a 2 bares. De tal
forma que cuando la muestra es vaporizada, las moléculas de la misma y
del gas portador colisionan en el interior de la tobera (inicio de la
expansién) y se expanden supersénicamente a través de ella en
condiciones de alto vacio (104-10¢ mbar) en una cavidad resonante,
llamada Fabry-Pérot. La muestra se encuentra muy diluida en el gas
portador (= 1%) [20,21].

Este resonador estd constituido por dos espejos esféricos, uno fijo y otro
movil (un carril motorizado lo desplaza). La distancia entre estos dos espejos sera
distinta para cada una de las frecuencias de polarizacién con la que queramos
trabajar. La funcion del resonador es almacenar y amplificar la energfa, la cual va
a interaccionar con las moléculas de la muestra sometida a estudio y que hemos
introducido en la cavidad en una expansién supersénica. Esta cavidad resonante
selecciona una direccion de amplificaciéon de la radiacién preferente,
normalmente en el eje de unién de los dos espejos (modo longitudinal) [20,22].
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Envolvente gaussiana
(W= 42 mm a 12 GHz)
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rotacién-
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y
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Bomba de vacio
a) b)

Figura 4.20:  a) Imagen de uno de los espectrémetros microondas disponibles en
Lille y b) Esquema de la geometria de la cavidad resonante Fabry-Pérot (imagen tomada
de la referencia 20 adecuadamente modificada).

En la tobera tienen lugar un gran numero de colisiones que reducen de
forma considerable las temperaturas de vibracién y de rotacién (Trot = 1K) de
las moléculas de la muestra, ya que las energfas de uno y otro tipo son
transferidas al gas portador (monoatémico), el cual al carecer de grados de
libertad vibracionales y rotacionales las utiliza como energia de translacién, lo
cual implica que llegue a alcanzar velocidades supersonicas en la expansion. Al
avanzar la expansion de la muestra en el gas portador, tanto las colisiones como
la densidad de moléculas decrecen y estas entran en una regién de flujo libre de
colisiones (zona de silencio) y sin interacciones intermoleculares [20].

La longitud (del orden de algunos cm) y el didmetro (del orden del mm) de la
tobera son decisivos para que la expansion supersénica se lleve a cabo
adecuadamente. Hay una valvula pulsada (puede ser metalica o de plistico) que
controla la duracién (500-1000 ps) y la frecuencia (1-2 Hz) con la que se
introduce el gas portador conteniendo la muestra. Antes de que la radiacion
microondas incida sobre la mezcla de los gases (muestra + portador) para llevar a
cabo la medida del espectro rotacional, se espera un tiempo (300-600 us) para
que el chorro (jet en inglés) de dicha mezcla propulsada supersénicamente se
estabilice de forma adecuada [20,21].

3) Después se aplica un pulso de radiacién microondas (2 us) que
polariza las moléculas macroscopicamente en el jez, siempre que la
frecuencia de la misma sea resonante con la correspondiente a una
determinada transicién rotacional de la molécula en estudio. Tras la
absorcién del pulso, las moléculas se desexcitan emitiendo radiacién en
la regiéon espectral de microondas, la cual se corresponde con una
transicion rotacional de la molécula. Entonces, se esperan unos 5-20
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4)

us antes de iniciar el proceso de deteccion de la radiacion emitida por la
muestra y su correspondiente registro espectral, para asi detectar sélo la
sefial procedente de las moléculas y no la energia de la cavidad, la cual se
habra relajado tras ese tiempo de espera. La antena insertada en el espejo
fijo sirve tanto para la inyeccién del pulso microondas como para la
deteccion de la sefial molecular.

La emisién de la radiacién microondas por parte de las moléculas de la
muestra se registra durante unos 3200 ps en el dominio del tiempo y
mediante una transformada de Fourier se obtiene la sefial registrada en
el dominio de las frecuencias. Cuando la diferencia entre los niveles
energéticos rotacionales de la molécula sea la misma que la del pulso de
microondas se obtendra una sefial molecular. El espectro de rotacién se

construye escaneando el rango de frecuencias deseado.

Moléculas

—— &

j AL/
Fuente ' > /'// // :>

VRV,

Deteccion TF. C \
Vo v

t ////

Figura 4.21:  Esquema simplificado del funcionamiento de un espectrémetro
microondas con transformada de Fourier. Imagen tomada de la referencia 20 y
adecuadamente modificada.

Debido al efecto Doppler, las lineas espectrales aparecen como dobletes,

pero haciendo la media aritmética de los dos picos obtenemos la transicién

rotacional a la frecuencia a la que la misma tiene lugar en las moléculas de la

muestra (precision en la frecuencia mejor que 1 kHz) [20,21].

Rango espectral: 2-20 GHz Bomba secundaria: 102 bar
D,etf:cci(')n de absorciones Olnin ~ 10-8 Puraci.(?n de la 500-1000 s
débiles: cme! inyeccion:
FWHM = 10 D ion del pul
Alta resolucion: l:ll‘aCIOIl < puiso 2 us
kHz microondas:
Precision : <1kHz Retraso heterodino: 5-20 us
Ret del ti d
Automatizaciéon completa: LabView ctraso cel tiempo de 300-600 us
vuelo:
Tomografia de 1 GHz: 12 horas Frecuencia de inyeccion:  1-2 Hz
Temperatura de rotacion: 1-4 K Potencia del pulso 10 pW = 20
Presiones microondas: mwW
Gas portador: 1-5 bares (-20 dBm - 15
Moléculas madre: 10-2 bar dBm)
Tabla 4.3: Caracteristicas principales del nuevo espectrometro microondas de

cavidad instalado en Lille [21].
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4.4.2. Espectrémetro Microondas de banda ancha

La diferencia principal entre un espectrémetro microondas de cavidad y otro
de banda ancha, conocido como CP-FIMW (del inglés Chirped-Pulse Fourier
Transform Microwave spectrometer), es que en el de cavidad se obtiene el espectro
rotacional por regiones espectrales del orden del MHz y en el de banda ancha es
posible obtener el espectro rotacional en un rango de varios GHz de la molécula
objeto de estudio completo en un corto intervalo de tiempo. Por contrapartida,
en el espectrometro de cavidad la resolucion que se consigue es mucho mayor.

En particular, el espectrémetro microondas de banda ancha que se us6 se
encuentra disponible en Hamburgo (Alemania) en el grupo de investigacion
Max Planck “Structure and Dynamics of Cold and Controlled Molecules”, Max-
Planck-Institut fir Struktur und Dynamik der Materie. Gracias a la estancia
realizada de dos meses en dicho grupo liderado por la Dra. Melanie Schnell se
pudo aprender sobre la técnica y analizar en fase gas la estructura de la molécula
pulegona (ver capitulo 1 “Introduccién). Este equipo opera en la regién 2-8
GHz [23]. En la referencia 23 se explica con detalle el dispositivo experimental y

en la Fig 4.22 se muestra un esquema del mismo.

Se empled también un equipo similar en el caso de la molécula R-(+)-éxido
de limoneno, disponible en la institucion King’s College London [24], siendo los
registros microondas registrados realizados con este equipo por el grupo de M.
Eugenia Sanz. De esta forma, se realizé un trabajo de colaboracién combinando
los resultados de ambos espectrometros, MB-MWFT (Lille) y CP-FTMW
(Londres). El espectrometro CP-FTMW de Londres opera en la regién 2-8
GHz. Asimismo, los detalles experimentales de los registros llevados a cabo con
este equipo son similares a los que se van a mencionar para la pulegona, aunque

estan especificados con detalle en el apartado 2.1. de la referencia 25.

En el estudio de la molécula R-(+)-pulegona, se usé también Nedén como gas
portador a una presioén de 2 bares, el cual se hizo pasar a través de un deposito
calentado a 353 K (80 °C) conteniendo la muestra R-(+)-pulegona, la cual es
liquida a temperatura ambiente.
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Generacion del
pulso “chirp” y
amplificacion

Controlador de las
valvulas pulsadas

Antena “horn”
microondas
(receptora)

Registro del “FID”
y transformada de
Fourier

/

Pulso “chirp”
2-8 GHz

Antena “horn”

microondas
(transmisora)

Figura 4.22: Esquema del espectrémetro microondas COMPACT disponible en
Hamburgo. La parte del dispositivo correspondiente al je# molecular se encuentra entre
las antenas horns receptora y transmisora. Imagen tomada de la referencia 23,
adecuadamente editada.

El equipo CP-FITMW de Hamburgo dispone de un generador de onda
arbitrario (AWG, del inglés Arbitrary Waveform Generator), el cual genera pulsos
chirps de microondas de 6 GHz de anchura espectral (en la técnica de cavidad la
anchura es de algunas centenas de kHz) dentro de un corto intervalo de tiempo
(normalmente de 100 ns a 5ps), los cuales son amplificados mediante el
amplificador de tubo de onda progresivo (fravelling wave tube amplifier en inglés) e
introducidos en la cimara de vacio con la antena horn transmisora. En la camara,
estos pulsos interaccionan con las moléculas en la expansién supersénica.
Cuando el pulso de excitacién es resonante con una transicién rotacional de las
moléculas de la muestra, se origina una polarizacion macroscopica. Su
decaimiento (decay en inglés) es monitorizado en funcién del tiempo como un
decaimiento de induccién libre (o free-induction decay en inglés, para el que se
acostumbra a usar el acrénimo FID), el cual es detectado por la antena horm
receptora durante 50 ps, siendo registrado y analizado mediante un osciloscopio
del que se dota también al dispositivo. Asi, por ejemplo, para el registro del
espectro rotacional de la pulegona (ver Fig. 5.29 del capitulo 5), se registraron y
promediaron un total de un millén de FIDs. El espectro rotacional de las
moléculas de la muestra estudiada se obtiene a través de la transformada de
Fourier del FID promediado desde el dominio en el tiempo al dominio en
frecuencias [23].

La resoluciéon espectral es aproximadamente de 25 kHz y la temperatura
rotacional en la expansién supersonica es = 1 K.
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Con la combinacién de la espectroscopia de microondas de banda ancha y la
técnica de “mezclado de tres ondas” (three wave mixing en inglés) es posible
diferenciar entre enantiémeros dentro de una mezcla de moléculas quirales en
fase gas [26-28]. También es posible medir el valor del exceso enantiomérico de

mezclas y determinar la configuracién absoluta de una molécula quiral [26-28].
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5. QUIRALIDAD MOLECULAR DE LADRILLOS MODELO
DE INTERES BIOLOGICO Y DE SISTEMAS DE INTERES
ATMOSFERICO

5.1. L-Aminoacidos

Los espectros IR, Raman y VCD de los aminoacidos L-setina, L-treonina,
L-cisteina y L-valina a distintos pH se analizaron con la ayuda de calculos
quimico cuanticos, concluyendo la presencia de las especies catiénicas a pH
1.001, zwitteriénicas a pH 6.00 y anidnicas a pH 13.00. También se analiz6 el
paisaje conformacional de las distintas especies, concluyendo la presencia de los
conférmeros mas estables. Los aminoacidos IL-tirosina y I-fenilalanina se
estudiaron también, pero unicamente en fase sélida, habiéndose analizado, por
tanto, solo la especie zwitteriénica para ellos. Todos estos trabajos se encuentran

publicados en las referencias [1-5], se invita al lector a verlas.

A continuacién, como muestra, consecuencia y aplicacion del trabajo
realizado sobre estos sistemas, se va a realizar un estudio comparativo entre las
propiedades estructurales y espectrales de los aminoacidos L-treonina (L-
Threo) y L-valina (L-Val), con especial incidencia en las similitudes y diferencias
que pueden derivarse de nuestros resultados para ellos. En la Fig. 5.7 se muestran
las estructuras de los mismos, observandose que unicamente difieren en la
presencia de un grupo metilo (L-Val) o hidroxilo (I-Threo) unido al C3.

5.1.1. Motivaciones

La investigacién de aminoacidos es un tema de interés fundamental para
cientificos de diversas disciplinas. Este interés es debido a su papel como
constituyentes basicos de proteinas y a su habilidad para actuar como
ladrillos modelo en la produccién de metabolitos secundarios [6].

La L-valina es un aminodcido esencial sintetizado en plantas y
microorganismos partiendo de acido pirdvico y tiene una cadena lateral alifatica
que es un grupo isopropilo [7]. Debido a esto ultimo, es conocido como un
aminoacido hidrofébico y se clasifica como no polar, junto con la alanina,
isoleucina y leucina (ver Tabla 5.7). A estos dos ultimos aminoacidos y a la valina
se les llama “aminoacidos de cadena ramificada” [7]. Son claves en funciones
sistémicas tales como homeostasis de nitrégeno y en la funciéon neuroldgica [8].

! Hasta ahora se ha usado la coma para separar los nimeros enteros de los decimales, pero en este
capitulo 5 (y consecuentemente a como aparecen los datos y resultados en los correspondientes
publicaciones que sobre la mayor parte de ellos ya se han hecho) se va a usar el punto como elemento
separador.
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El caracter hidrofébico de los aminoacidos es una de las propiedades
fundamentales que determina la estructura de las proteinas [9].

Glicina (Gly), alanina (Ala), valina (Val), leucina (Leu), isoleucina (Ile), metionina

Apolares (Met), fenilalanina (Phe), triptéfano (Ttp) y prolina (Pro)
Serina (Ser), treonina (Threo), cisteina (Cys), tirosina (Tyr), asparagina (Asn) y
Polares .
glutamina (Gln)
Acidos o Acidos: Aspartato (Asp) y glutamato (Glu)
Basicos Basicos: Lisina (Lys), arginina (Arg) e histidina (His)
Tabla 5.1: Clasificaciéon de los aminodcidos “estandares” segun las propiedades

fisicoquimicas de sus cadenas laterales [7].

Por otro lado, la L-treonina, al igual que la L-serina (L-Ser), es un
aminodcido polar, conteniendo un grupo hidroxilo en su cadena lateral y
participando en procesos biologicos cruciales como la biosintesis y la
fosforilacién [10]. Junto con la isoleucina, es uno de los dos aminoacidos
comunes que contienen algin centro quiral en su cadena lateral. El nombre L-
treonina se usa para el diastereoisémero acido (25,3K)-2-amino-3-
hidroxibutanoico. El diastereoisémero (25,35) se denomina I-allo-treonina y
raramente esta presente en la naturaleza.

Existe una gran variedad de estudios previos sobre la I-Val y la L-Threo
empleando distintas técnicas experimentales, los cuales se detallan en las
referencias 4 y 2, respectivamente. Dentro de todos ellos, cabe resaltar los
realizados por Herndndez y cols. [11,12]. Concretamente, estos autores analizaron
los espectros IR y Raman de la Z-Val [11] y la L-Threo [12] en disoluciones de
H20 y D20 en las regiones 1650-650 cm ! y 2000-500 cm!, respectivamente,
con la ayuda de calculos DFT. Recientemente, Ganesan y cols. han estudiado
algunos aminoacidos alifaticos, la I-Val entre ellos, en fase gas (forma neutra) y
en disolucién (forma zwitterionica) mediante las técnicas IR, Raman, VCD vy
ROA, combinadas con cilculos DFT [13]. Respecto a la fase gas, Lesarri y cols.
analizaron hace unos afios la valina neutra con una combinacién de calculos
quimico cuanticos y espectroscopia FT-MW [14].
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pH 1.0 6.0 13.0
Cation (protonado) Zwitterion Anion (desprotonado)

@ ;’GJ
: 29

+ 32
> P

9

@ ©

L-Threo

Figura 5.1:  Estructura molecular y numeracién adoptada para los atomos en las
especies zwitterionica, catiénica y aniénica de la L-Val y la L-Threo.

A pesar de todos los estudios previos existentes sobre estos aminodcidos, sus
distribuciones conformacionales atn no habian sido analizadas en
disolucién acuosa a pH acidos o basicos. Es interesante profundizar en el
entendimiento del comportamiento de estos aminoacidos en agua y en las
interacciones por puentes de hidrégeno intermoleculares que pueden
establecerse en tales circunstancias, ya que las reacciones biolégicas ocurren en
fase condensada, especialmente en agua [15]. Las reacciones quimicas en las
células del cuerpo humano tienen lugar a distintos pH y el equilibrio de
disociacién acido-base de los aminoacidos depende del pH del medio en el que
se encuentran [15]. Las constantes de disociacién experimentales, pK,,
correspondiente a los grupos carboxilo y amino protonado son 9.74 y 2.29,

respectivamente, para la valina y 9.10 y 2.09, respectivamente, para la treonina.

A continuacién se va a mostrar el andlisis de los aminoacidos I-Val y L-
Threo en disolucion acuosa a tres valores de pH (ver Fig. 5.7): 6.00 y 5.70 para L-
Val y I-Threo, respectivamente, (a los cuales los aminodacidos se encontraran en
sus formas zwitteridnicas ValZW y ThreoZW), 1.00 (cationes Ia/CAT vy
ThreoCAT) y 13.00 (aniones ValAN'y ThreoAN), mediante una combinacién de
espectroscopias vibracionales sensibles (VCD) y no sensibles (IR y Raman) a la
quiralidad junto con calculos quimico cuanticos.

En el caso de la L-Val, el tratamiento del disolvente (agua) se modelizo
usando los modelos implicito (PCM) e hibrido (PCM mas moléculas de agua
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explicita)?. Por un lado, se va a analizar cémo actian estos dos modelos a la
hora de reproducir los espectros experimentales y, por otro, se van a comparar
los conférmeros mas estables de ambos aminoacidos, asi como sus espectros
experimentales a distintos pH, para ver cémo influye el hecho de tener dos
grupos metilo unidos al C3 (caso de la valina) o un solo grupo metilo y un —OH

(treoninay).
5.1.2. Metodologias
i.  Experimental

Se prepararon disoluciones madre de 0.45 M y 0.76 M para la treonina y la
valina, respectivamente, usando agua bidestilada como disolvente. Los valores
de pH de estas disoluciones fueron de 5.70 (treonina) y 6.00 (valina). Para
obtener disoluciones a pH acido y bésico, se afiadieron HCI (4 M) o NaOH (4
M) a estas disoluciones madre, hasta alcanzar valores de pH de 1.00 o 13.00,

respectivamente.

Se registraron los espectros IR (incluyendo FarIR en la I-Threo) y Raman
de los solidos, de las disoluciones a distintos pH y de peliculas delgadas
preparadas a partir de estas disoluciones (solo en el caso del IR). Las condiciones
experimentales (resolucién, acumulaciones, etc.) de los registros MIR y Raman se
detallan en el capitulo 4, concretamente en el subapartado 7. del punto 4.1.2. y en
el punto 4.3.2,, respectivamente. Igualmente, en el subapartado 7 del punto
4.1.2. se explica el procedimiento seguido para la correccién de la linea de base

en los espectros IR.

Se registraron asimismo los espectros VCD de las disoluciones acuosas a
distintos pH de la L-Val. Para la correcciéon de la linea de base de los
espectros VCD se llevé a cabo la “cotreccién sélo con el background’ explicada
en el subapartado 7. del punto 4.2.3 del capitulo 4. Asi, se sustrajeron las sefales
VCD del agua al mismo pH que la disolucién medida de I-Val. Para la LZ-Threo,
se registraron los espectros VCD de peliculas delgadas formadas a partir de las
disoluciones preparadas a distintos pH (ver subapartado 7 del punto 4.2.3.),
aunque estos espectros no se muestran en la discusion de resultados. Se invita al

lector a leer las referencias 2 y 4 para mas informacion.

Especificar que los registros MIR se realizaron empleando el accesorio ATR
tanto para muestras solidas como en disolucion y se registr6 la regién espectral
4000-500 cm . Las regiones espectrales registradas en el caso de los espectros

2 A lo largo del texto me voy a referir al modelo hibtido denominindolo como tal o como modelo
explicito.
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VCD y Raman fueron 1500-1000 cm™ (detector MCT) y 4000-500 cm,
respectivamente.

Para la medida del pH de las distintas disoluciones se usé un pHmetro
Crison GPL 21. La precisién del dispositivo es 0.01 y su rango de deteccién con
el electrodo usado es de 1-13. Todos los datos obtenidos se corrigieron a 25 °C
(298 K).

#. Tedrica

La metodologia tedrica seguida para el estudio de aminoacidos se ha
empleado con éxito también en otros sistemas moleculares de interés
biolégico (carbohidratos, ver punto 5.2) y atmostérico (terpenos, ver punto 5.3).
Es la siguiente:

1. Busqueda conformacional de las especies de cada aminoacido (L-
Threo y L-Val) a diferentes valores de pH empleando Mecanica
Molecular, en concreto, los campos de fuerzas MMFF y SYBYL. Se
obtuvieron 9, 27 y 52 conférmeros para las especies zwitterionicas,
aniénicas y catiénicas de la L-Threo, respectivamente, y 3, 9 y 17
conférmeros para dichas especies en el caso de la I-Val. Se usé el
programa Spartan 08 para este calculo.

2. Todos estos conférmeros obtenidos mediante MM se optimizaron
empleando el método HF/6-31+G(d) vy, posteriormente, dos
funcionales DFT (B3LYP y M06-2X) con la base 6-311++G(d,p). Se
calcularon los espectros armoénicos IR, Raman y VCD, las energias
relativas (corregidas con la energia del punto cero) y las distintas
estructuras. Este punto se llev6 a cabo usando Gaussian 09. En el caso
de la I-Threo, se optimizaron todos los conférmeros resultantes de la
MM con el funcional B3LYP, pero solamente los més estables con M06-
2X.

3. Empleo del método MP2 (con la misma base utilizada en la
optimizacion DFT) para calcular la energia relativa de los
conférmeros mas estables y comparar dicha energia con la calculada
anteriormente mediante métodos DFT. Con este método no se
calcularon los espectros armoénicos vibracionales, por lo que la energia
obtenida es la energia de equilibrio, y no la energia corregida al punto
cero. Este paso también se realizé con el software Gaussian 09.

Por un lado, la presencia del agua como disolvente ha sido incluida con dos
modelos de hidratacién implicitos (también llamados modelos de solvatacion
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continuos): IEF-PCM, implementado en Gaussian 09 (pata los puntos 2 y 3), y
SMS8, implementado en Spartan 08 (para el punto 1).

Por otro lado, en el caso del aminoicido I-Val también se considerd la
introduccién de moléculas de agua de forma explicita en el modelo estudiado,
usando un método hibrido. Concretamente, lo que se hizo fue introducir un
nimero determinado de moléculas de agua apuntando a cada centro 4cido o
basico de la especie estudiada, actuando asi las moléculas de agua como
aceptoras o donadoras de enlaces de hidrégeno, respectivamente. El nimero de
moléculas de agua a introducir alrededor de cada aminoacido se ha descrito en
bibliografifa, donde se especifica que se puede lograr un compromiso entre la
calidad de los datos calculados y el tiempo computacional teniendo en cuenta un
namero de moléculas de agua igual al de sitios aceptores y donadores de
enlaces de hidrogeno [16-18]. Asi, afladimos 5, 5 y 8 moléculas de agua a las
formas zwitteriénica, anioénica y catidnica de la L-Val, las cuales fueron
capaces de construir una red de enlaces de hidrégeno efectiva con los grupos
aceptores (atomos de oxigeno del grupo —COOH en los cationes y del grupo —
COOr- en aniones y zwitteriones) y donadores (hidrégeno del grupo —OH y —
NH;* en cationes, -NH3" en zwitteriones y -NH2z en aniones). Esta metodologia
se emple6 para optimizar los conférmeros mas estables: 3 conférmeros para el
zwitterién, dos para el catién y tres para el anion. Por ejemplo, el conférmero
denominado Va/ZWI1-5w se obtuvo introduciendo 5 moléculas de agua
explicitas alrededor del conférmero 1Va/ZWI1 obtenido mediante el modelo
implicito PCM, y este clister se optimizé al nivel tedrico M06-2X/6-
311++G(d,p) en PCM. De la misma forma, I"a/ZW2-5w se obtuvo a partir de
ValZW2, 1ValCAT1-8w desde ValCATI, ValCAT2-8w desde Va/lCATZ y asi

sucesivamente.

También se optimizé el conférmero zwitteriébn mas estable de la referencia
11, lo lamamos [“a/lZW4-5w. Pudimos observar que la estructura del
aminoicido de este cluster era similar a la del conférmero V2/ZW3 obtenido
mediante el modelo implicito en nuestro trabajo.

Para la -Threo se empled el programa VEDA [19,20] para el calculo de la
matriz de distribucién de energia potencial (P.E.D., del inglés Potential Energy
Distribution).

Para el analisis vibracional de todas las especies estudiadas se han empleado
los factores tnicos de escala en frecuencias tomados de la base de datos del
NIST para los niveles B3LYP/6-31+G(d) (0.960), B3LYP/6-311++G(d,p)
(0.967) y M062X/6-311++G(d,p) (0.95) [21].
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5.1.3. Preferencias conformacionales de los aminoacidos I .-treonina
y L-valina

Como he comentado anteriormente, usando los campos de fuerzas SYBYL y
MMEFTF, se obtuvieron 9, 27 y 52 conférmeros para las especies zwitteridnicas,
ani6nicas y catiénicas de la [-Threo y 3, 9 y 17 conférmeros, respectivamente,
para la I-Val. Llama la atencién el mayor nimero de conférmeros
encontrados para las distintas formas de la L-Threo, si los comparamos con el
namero de conférmeros obtenido para las distintas formas de la [-Val.

Las Figs. 5.2, 53 y 54 muestran las estructuras moleculares de los
conféormeros mas estables de cada aminoacido a valores de pH 6, 1 y 13,
respectivamente. Para poder comparar de forma mas precisa las distintas
estructuras modelizadas para la I-Val y la L-Threo, la Tabla 5.2 recoge los
angulos diedros mas importantes de los distintos conférmeros para el nivel
MO06-2X. Los valores de los angulos diedros calculados con los métodos B3LYP,
MO06-2X y MP2, usando el formalismo PCM son muy similares, lo cual indica
que las estructuras optimizadas con cada uno de ellos son las mismas.

Si comenzamos comparando las estructuras de los conférmeros zwitteridn,
podemos ver que la estructura de V'a/lZW1y ThreoZWI son ligeramente distintas.
La presencia del grupo hidroxilo en el C3 en la estructura ThreoZW1 provoca que
el grupo —COO- gire un poco para poder formar un enlace de hidrégeno con el
mismo. Este giro del grupo carboxilato ocasiona asimismo un giro del grupo —
NH;*, formandose un enlace de hidrégeno NiHs:--O¢=C; de 197 pm. Debido a
ambos giros, los valores de los angulos diedros T1 y T2 son ligeramente diferentes

para las estructuras ValZWI1'y ThreoZWI, mientras que T3 y T4 son casi idénticos.
Si nos fijamos ahora en las estructuras de los conférmeros ValZW2y ThreoZW2,
podemos ver que los grupos —COO-y —-NH3* aparecen ligeramente girados, esta
diferencia estructural puede deberse de nuevo a la presencia del grupo hidroxilo
en ThreoZW2, que forma un enlace de hidrégeno con el grupo —-NH3* de 216
pm. Al girar el grupo —NH3;* para formar dicho enlace de hidrégeno,
consecuentemente el grupo —COO- también gira para formar un enlace de
hidrégeno Ni-Hs:--Os=C; de 185 pm. En este caso, los valores de los angulos
diedros T3 y T4 para ambas estructuras son muy diferentes, pues el grupo
isopropilo en VValZWZ2 aparece girado respecto a la posiciéon que ocupaba en
ValZWI1.
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PCM PCM PCM + H:O explicita
M06-2X M06-2X M06-2X
ThreoZW1 ValZWP ValZW1-5w
T1(04CCaN) /0 154 1 (O4CCaNY /© 176 1y(O4CCaNy) /0 -178
THNICC)/° =30 n(HNICCy)/° 4 nHMNIGCy)/ 27
T3(C3C2CoCi1)/° -176  13(C3C2CoCr2)/° 178 13(C3C2CoCr)/° -178
14(010CoC2Ca) /=56 T4(C11CoC2C5) /° -56 T4(C11CoC2C3) /© -52
ThreoZW2 ValZW2 ValZW2-5w
T(O4CsCNY/° -174 1(04CsCaNp)/° 152 1 (O4CsCaNyy /o 133
T(HsN1C2Cs)/° -15 (HNICCa)/° 29 mHNICCs)/° 72
T3(C3C2CoCin) /. 171 15(C5CaCoCr2) /° 51 13(C3C2CoCr2) /© 59
T(O10CoCaC3)/° 07 1y(CiiCoCaCs)/° 174 14(C1iCoCaCs)/°  -178
ValZW4-5w
T1(O4C5CaNy /© - 132
THNICCy)/° 73
13(CsC2CoCrp)/© -03
T(CuCoCaCy)/° 62
ThreoCAT1 VValCAT1 Val CAT1-8w
T1(04C5CaNy) /© 6 T1(04C5CaNy) /© 2 T1(04CsCaNy /2 20
T(HNICC)/° 160 HMNICCa) /2 176 HNICCy)/° -170
T3(C3C2CoCin)/° 179 13(CsCaCoCr)/° -180  13(CsCaCoCrr)/° -176
14(010CsC2C3) /° -60 T4(C11CoCaC3) /° -53 T4(C11CoC2C3) /© -50
T5(H1s06C3C2)/° -179  15(H2006C3C2)/° 180 15(Ha0O6C3Co)/°  -173
ThreoCAT2 ValCAT2 VValCAT2-8w
T1(04C3CaNy) /© 9 T1(04C3CaNy) /© -20 T1(04C3CaNy) /© -32
T(HsN1C2Cs) /. -152 1(HNIC2Cs)/° 163 1o(HNiCoCa) /e 174
T3(C3C2CoCa1)/° 174 13(C5C2CoCr2) /°© -52 T3(C5C2CoCr2) /© -61
(O1CoCC3)/° 07 Ty(CiiCoCaCs)/° T4 Ty(CiiCoCaCs)/° 64
Ts(His06C3C)/° 179 15(H006C3Ca)/° 177 15(H006CsCo) /0 174
ThreoCAT3
T1(O4C5CaNy) /© - 22
T(HsNiCoCs)/° 161
T3(C3C2CoCii)/° 69
4(O10CoC2C3)/° -170
T5(His06C3C2) /© 178
ThreoANT VValANF VValANI1-5w
T1(04CCaNy/° 171 1 (OCsCaNy) /© -176 0 14(O6CsCaNy)/© - -180
T(HsNIC2Cs) /0 21 (HsNiCoCa)/° 23 1o(HsNiCoCs)/° -18
T3(C5C2CoCi1) /° -58 T3(C5C2CoCir) /© -59 T3(CsC2CoCr1) /© -57
T4(O1CoC2C3)/° 66
ThreoAN2 1ValAN2 ValAN2-5w
T1(04C5C2Ny) /© 180 T1(OsC5CaNy) /© 164 1(O4C3C2N1)/° 168
T(HsNIC2C)/° 31 (HsNIiCeGa)/° 154 t(HsNiCoCs)/° 83
T3(C3C2CoCin)/° -60  13(CsCCoCr)/° 02 13(CsCaCoCrr)/°  -56
T(O1CoCaCy) /> 64
ThreoAN3 1ValAN3 VValAN3-5w
T1(04C5CaNy) /© 174 1(O6C3CaNy) /° 167 T1(OsCsCaNY) /° 174
Tz(H5N1C2C3)/° 152 TZ(H%NICZC'&)/O 35 TZ(HSNICZCS)/O -23
13(C3C2CoCrr)/° 58 T3(C5C2CoCir) /© -65 13(C5C2CoC11) /© -56
T4(010CoCaCs) /© 67

Tabla 5.2: Angulos diedros de las geometrias optimizadas para las especies
zwittetionicas, catidnicas y anionicas de I-Threo y I.-Val calculadas al nivel M06-2X/6-
311++G(d,p), usando los modelos PCM e hibrido (este ultimo solo para I-Val).

3 Se tom6 el H7 en lugar de H5 para el angulo diedro 12 porque el grupo amino se encontraba girado en los
conférmeros ValZW'y VValZW-5w, ocupando H7 la posiciéon que ocupa H5 en los conférmeros ThreoZW.
Asimismo, se toma C12 en lugar de C11 en el angulo diedro 13 porque C12 ocupa la posiciéon de C11.

+Se vuelve a tomar H5 en el angulo diedro 12 porque el grupo amino aparece girado. En 11 se toma OG6 en lugar
de O4 porque el grupo carboxilato aparece girado en IVa/AN respecto a 1ValZW y 1/alCAT.
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ZWITTERION
Treonina Valina
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ThreoZW1 (0.0, 0.0,0.0) | ValZW1 (0.0, 0.0, 0.0) ValZW1-5w (23.5)

\-185

PCM

PCM + H,0

ThreoZW2 (1.2,1.8,0.3) | ValZW2 (3.7, 2.3, 4.3)

Figura 5.2:  Estructuras de los conférmeros
mis estables de Va/lZW'y ThreoZW obtenidos con
PCM y PCM combinado con 5 moléculas de agua
explicita (este ultimo caso Gnicamente para la -
Val) y calculadas al nivel M06-2X/6-311++G(d,p).
Se indican entre paréntesis las energfas relativas en
kJ/mol (cotregidas al punto cero, AEg) obtenidas
con los métodos M06-2X, MP2 y B3LYP y la base
6-311++G(d,p), usando el modelo PCM, y con el
método  MO06-2X/6-311++G(d,p), usando el
modelo hibrido PCM + moléculas de H>O Ve 5wi0.0)
explicitas.

Las diferencias estructurales que surgen en los conférmeros mas estables de
la forma zwitteriénica de la valina al introducir 5 moléculas de agua explicita en
los conférmeros modelizados implicitamente, estan discutidas con detalle en la
referencia 4. Lo mis significativo que ocurte es que esta introduccién explicita de
las moléculas del disolvente cambia la ordenacién energética de los conférmeros.
Asi, la estabilidad del conférmero 1Va/ZWI1 disminuye al ser rodeado de 5
moléculas de HxO, dando lugar a Va/ZWI1-5w. Sin embargo, el conférmero
ValZW2-5w, construido a partir del conférmero implicito 1'a/ZW2, aumenta su
estabilidad, presentando una energia relativa inferior al conférmero Va/lZWI1-5w
(22 kJ/mol). El conférmero mas estable de la forma zwitteridnica de la I-Val
obtenido por Herndndez y cols. [11] (y optimizado aqui nuevamente, [/a/ZW4-5w)
resulté ser mas estable que el conférmero ValZW2-5w. En 1ValZW4-5w se
conectan los 3 atomos de hidrégeno del grupo -NH3" y los dos oxigenos del

grupo —COO- a través de moléculas de agua que se encuentran situadas entre
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ellos. La estructura del aminoacido en si es similar a la del conférmero 1Va/ZW3
(la estructura de este conférmero implicito se muestra en la referencia 4 y, como

presenta una energfa relativa mas elevada que los demds, no se muestra en la Fig.

5.2).

Centrandonos ahora en los conférmeros mas estables de las especies
catiénicas, podemos ver que las estructuras de Va/CAT1y Threo CATI son muy
parecidas. Unicamente se observa como diferencia un ligero giro del grupo —
NH;s* en ThreoCATI para formar un enlace de hidrégeno con el grupo hidroxilo
de una longitud de 221 pm (H13010"**H7-Ny). Se observa también la formacién
de un enlace de hidrégeno entre el grupo —NH3* y el grupo carboxilo: Ni-
Hi7---O4=C; (227 pm). Sin embargo, al no encontrarse girado el grupo -NH3*
en la estructura 1Va/CATI, se forma un enlace de hidrégeno bifurcado,
implicando dos hidrégenos del grupo amino protonado y uno de los atomos de

oxigeno del grupo COOH: Ni-Hig --O4=C5 (260 pm) y Ni-Hs --O4=C5 (252
pm).

A continuacién se van a comparar las estructuras ThreoCATZ2 'y ThreoCAT3
con la estructura 1Va/CATZ, ya que ThreoCATZ2y ThreoCAT3 se encuentran muy
cerca energéticamente. Si nos fijamos en los valores de angulos diedros de la
Tabla 5.2 se puede observar que todos son muy similares, a excepcién del angulo
T3 en ThreoCATZ2y el 14 en ThreoCAT3. Esto es debido a la diferente disposicion
del grupo isopropilo en [Va/CATZ2 respecto al grupo —CH(OH)-CHj; en
ThreoCAT2y ThreoCAT3.

Al introducir 8 moléculas de agua explicita alrededor de los conférmeros
ValCAT1y 1ValCAT2 modelizados de forma implicita, la ordenacién energética
vuelve a invertirse, siendo 1V@/CAT2-8w 11 kJ/mol mas estable que 1Va/CATI-
8w. Los angulos diedros de los conférmeros Va/lCAT'y 1ValCAT-8w presentan
valores similares, lo cual indica que las estructuras de los aminoacidos, con o sin
agua explicita, son las mismas. Quizas el hecho de que Va/CAT2-8w sea mas
estable que 1"a/CATI1-8w pueda deberse a que en "a/CATZ2-8w tnicamente hay
una molécula de agua presente entre los grupos amino y carboxilo, mientras que
hay dos en 1Va/CAT1-8w. Un anilisis detallado de los enlaces de hidrégeno

presentes en ambas estructuras se encuentra recogido en la referencia 4.
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Figura 5.3:  Estructuras de los conférmeros mas estables de Va/CAT'y ThreoCAT
obtenidos con los modelos PCM y PCM con 8 moléculas de agua explicita (este dltimo
caso Unicamente para la I-Val), calculadas al nivel M06-2X/6-311++G(d,p). Se indican
entre paréntesis las energfas relativas en kJ /mol (corregidas al punto cero, AEg) obtenidas
con los métodos M06-2X, MP2 y B3LYP vy la base 6-311++G(d,p), usando el modelo
PCM, y con el método M06-2X/6-311++G(d,p), usando el modelo hibrido PCM +
moléculas de H>O explicitas.

Si comparamos finalmente los conférmeros de las especies anidnicas, se
puede ver que en cada aminoacido la posicién de la cadena lateral se mantiene, y
la tnica diferencia estructural entre los conférmeros de la misma especie es la
orientacién de los grupos NHz y en algin caso —COO-. Si comparamos las
estructuras de Va/ANIy ThreoANI, se puede observar que la posicién de los
grupos NHz y —COO- es la misma, con la diferencia estructural de las respectivas
cadenas laterales, lo cual se refleja en valores similares de T1, T2y T3. Esto mismo
ocutre en Va/ANZy ThreoAN3, y también en 1ValAN3y ThreoANZ. Debido a la
interacciéon del grupo —OH de la treonina con el grupo —NH;*, se han
observado, por tanto, mas variaciones estructurales entre los conférmeros de las
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especies zwitteriénicas y catidnicas de ambos aminoacidos. En el caso de las
especies anionicas de este aminoacido, al estar el grupo amino desprotonado, el
grupo —OH se limita a formar un enlace de hidrégeno con el grupo —COO- (del
orden de 180 pm), sin interaccionar con el grupo amino. Esto provoca una
similitud estructural entre los conférmeros Va/AN'y Threo AN, pues la posicion
del grupo amino no se ve afectada por el grupo —OH y se enlaza al grupo —
COO- tanto en IVa/AN como en ThreoAN.

ANION
Treonina Valina

ValAN1 (0.0, 1.0,0.2)

E o\“l
T
& +
=
[w]
a
ThreoAN2 (0.8, *, * ValAN2 (0.0, 0.0, 0.7) ValAN2-5w (3.3)
187 7 .\‘ ’m
o |
4 2175
ThreoAN3(1.7,1.2,2.7) | ValAN3 (0.3, 0.4, 0.0) ValAN3-5w (0.0)

Figura 5.4:  Estructuras de los conférmeros mas estables de las especies aniénicas
de la I-Val y la I.-Threo con PCM y PCM con 5 moléculas de agua explicitas (este
ultimo unicamente para la I-Val) calculadas al nivel M06-2X/6-311++G(d,p). Se indican
entre paréntesis las energfas relativas en kJ /mol (corregidas al punto cero, AEg) obtenidas
con los métodos MO06-2X/6-311++G(d,p), MP2/6-311++G(d,p) y B3LYP/6-
311++G(d,p), usando el modelo PCM, y con el método M06-2X/6-311++G(d,p),
usando el modelo hibrido PCM + moléculas de H>O explicitas (modelo hibrido).
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Los conférmeros ValANT, ValANZ2y 1ValAN3 calculados con el formalismo
PCM se encuentran muy cerca energéticamente, en un rango de 1kJ/mol.
Cuando se crean clusteres con 5 moléculas de agua a su alrededor, los resultados
cambian drasticamente. Las energfas relativas predichas para 1Va/ANI-5w,
ValANZ2-5w y 17alAN3-5w son 8, 3 y 0 kJ/mol, respectivamente, situindose
como tercero, segundo y primero en la ordenacion energética. Se puede observar
que alrededor de los grupos amino y catboxilato del conférmero Va/AN3-5w se
forma una esfera de solvatacion mas compacta que en el caso de 1'a/ANI-5wy
ValAN2-5w. Quizas este hecho es el que hace que 1V@/AN3-5w sea mas estable.
Al igual que para las especies zwitteriénica y catidnica, en la referencia 4 se
realiza un andlisis detallado de los enlaces de hidrégeno que se forman como

consecuencia de la adicién de moléculas de agua explicita.

Como se ha empleado un mismo funcional y una misma base, esto es,
MO062X/6-311++G(d,p), para la optimizacién de las estructuras con PCM y con
PCM con agua explicita, parece razonable pensar que las diferencias existentes
en las preferencias conformacionales se deban a los distintos modelos de
solvatacion usados. Estos resultados son de suma importancia, ya que los
espectros tedricos IR, Raman y VCD seran distintos segun la energfa relativa de
los conférmeros mas estables.

5.1.4. Paisaje conformacional obtenido mediante técnicas de
espectroscopia vibracional no sensibles a la quiralidad: IR y
Raman a distintos pH

Las Figs. 5.5, 5.6 y 5.7 muestran los espectros IR y Raman de la Z-Threo
(panel a) y L-Val (panel b) en fase solida (zwitteriones), en pelicula (solo los
IR) y en disolucion acuosa (a valores de pH de 6.00, 1.00 y 13.00) comparados
con los correspondientes espectros tedricos ponderados con los conférmeros
mas estables de las formas zwitteridnicas, catiénicas y anidnicas. Los calculos
implicitos se llevaron a cabo a los niveles de teorfa B3LYP/6-311++G(d,p) y
MO06-2X/6-311++G(d,p) y los hibridos a este dltimo nivel. Las estructuras
mostradas en las Figs. 5.2, 5.3 y 5.4. son las mas estables y son las que se han
tenido en cuenta para ponderar los espectros tedricos, aunque en los casos del
uso de PCM solo también se tuvieron en cuenta algunos conférmeros mas en las
especies ThreoZW, ThreoCAT y 1ValCAT (< 5 kJ/mol, ver Tabla 1 de las
referencias 2 y 4). En este apartado, por un lado, se van a analizar las diferencias
espectrales existentes para las distintas especies de L-Threo y L-Val segin el
pH vy, por otro, la influencia del modelo usado para tratar la presencia del
disolvente usando como ejemplo la I-Val.
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Los espectros experimentales de la I-Threo se van a interpretar con la ayuda
de los calculos implicitos llevados a cabo para la misma con el apoyo del
programa VEDA (para el andlisis vibracional), y en el caso de la L-Val con los
calculos explicitos y usando la visualizacién procedente del Gaussview como

apoyo.
i.  pH neutro-Especies zmwiteridnicas

En cuanto al aminoacido valina, Herndndez y cols. analizaron los espectros IR y
Raman del mismo usando calculos DFT y los asignaron teniendo en cuenta un
unico conférmero zwitterién [11]. En este trabajo se llevé a cabo una
optimizacién de dicho conférmero, que resultd ser el mds estable y que fue
llamado ValZW4-5w. El conférmero ValZW2-5w, construido a partir del
conférmero  implicitoValZW2 que fue encontrado en la busqueda
conformacional, también fue necesario para la reproduccién de las caracteristicas
espectrales. Sin embargo, la poblacién predicha para el conférmero 1Va/ZW3-5w
fue de un 2%, razén por la cual esta estructura no se ha tenido en cuenta a la

hora de la asignacion espectral a pH neutro.

En resumen, para la reproduccién (simulacién) de los espectros IR y Raman
de la I-Val mediante los espectros teéricos denominados “M06-2X explicito”,
en este trabajo, se han tenido en cuenta las contribuciones de los conférmeros
ValZW4-5w (65 % de poblacion) y ValZW2-5w (33 % de poblacién). La Fig.
5.55 muestra una comparacién tedrico-experimental de los espectros IR (paneles a
y b) y Raman (paneles ¢ y d) de las especies zwitteriénicas de los aminoacidos L-
Threo y [-Val.

Si comparamos los espectros IR y Raman en disolucién acuosa de ambos
aminodacidos, podemos ver que hay bastantes bandas que aparecen a los
mismos nimeros de onda practicamente. Por ejemplo, la banda experimental
que aparece a2 1600 cm(IR, 1632 cm™! en Raman) en los espectros de la I-Threo
y a 1607 cm (IR, banda ancha y compleja en la misma zona en Raman) en los
de la I-Val. En el caso de la L-Threo, y tomando como referencia los céalculos
implicitos, esta banda se puede asignar a un modo normal con una contribucién
del 86 % de stretching asimétrico de COO-. Para la I-Val, y usando los cilculos
explicitos para la interpretacion espectroscopica, esta banda se puede asignar a
modos normales de stretching asimétrico de COO- y bending asimétrico de
NH;".

5> Para mayor claridad en la presentacién de resultados, se han omitido los ejes de ordenadas indicando la
absorbancia (IR), intensidad Raman o AAbs. (VCD). Todos los espectros IR, Raman y VCD que se

muestran en este capitulo estin normalizados.

150



5. Quiralidad de ladrillos modelo de interés biolégico y de sistemas de interés atmosférico
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Figura 5.5:  Espectros IR (a y b) y Raman (c y d) de las especies zwitterionicas de la
IL-Threo (ay c) yla I-Val (b y d) comparados con los espectros tedricos escalados en la
region espectral 2000-500 cm!. Los paneles de la parte superior muestran los espectros
experimentales obtenidos en fase sélida (en rojo), pelicula (en azul) y disolucién (en
negro) y los paneles inferiores los espectros tedricos escalados y ponderados con los
conférmeros mds estables, que fueron obtenidos con los modelos M06-2X explicito,
MO06-2X implicito y B3LYP implicito y la base 6-311++G(d,p).

Asimismo, la banda a 1506 cm™ (IR, 1493 cm ! en Raman) en los espectros de
la I-Threo se puede asignar a un modo normal con contribuciones del 72 % de
bending asimétrico de NH3* y del 16% de movimientos de torsién de HNCC.
Esta banda aparece a 1525 cm! (IR) en los espectros de la L-Val, asignandose a
modos normales de bendings asimétricos de H2O y NHs*.

También se observa que hay algunas bandas que aparecen en los espectros
IR y Raman de la LZ-Threo y no en los de la LZ-Val. Un ejemplo puede ser la
banda a 1041 cm® (IR y Raman) que se asigna a dos modos normales con
contribuciones de bending de HOC, entre otras. Por ello, es légico que esta
banda no se observe en los espectros de la [-Val, pues en este aminoacido hay
dos grupos metilos unidos al C3, en lugar de un metilo y un hidroxilo. Por otro
lado, y debido a las diferencias estructurales sefialadas, las bandas de la regién
1500-1100 cm aparecen mas estructuradas en el espectro Raman de la L-Val,
pues esta region se asocia con movimientos de bendings asimétricos de CHj;
acoplados con otros movimientos como stretching simétrico de COO-, bending
simétrico de NH3* y wagging de CH.
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Respecto al uso de los modelos de solvatacion implicito y explicito en la
reproduccion de las caracterfsticas espectrales de la I-Val, la primera banda que
he comentado (1607 cm™!) se reproduce bien en los espectros IR y Raman, tanto
con los calculos B3LYP y M06-2X implicitos como con el M06-2X con PCM y
moléculas de agua explicitas. Aunque este ultimo calculo reproduce mejor la
anchura experimental en el espectro Raman. Sin embargo, la banda que aparece a
1525 cm necesita la presencia de interacciones explicitas de enlaces de
hidrégeno para que pueda reproducirse bien, ya que fue asociada a bending
asimétrico de NH3* y bending de las moléculas de agua explicitas que rodean
la forma zwitteriénica de la valina y, como consecuencia, estan ausentes en los
espectros teoricos calculados con el modelo implicito. Esto mismo ocurte para
la banda observada a 1469 cm! (IR, 1472 cm! en Raman), la cual se corresponde
con modos normales de bending de H>O, bending simétrico de NHs* y bending
asimétrico de CHs.

El uso del modelo hibrido para la especie zwitteribnica de la L-Threo se usé
en la referencia 12 para la interpretacion de los espectros IR y Raman. Aunque
una comparaciéon del modelo de solvatacion implicito M06-2X realizado en el
presente trabajo y el explicito llevado a cabo por los autores de la referencia 12
nos llevé a la conclusién de que en este caso no se producia una gran mejora de
la reproduccién tedrico-experimental con el uso del modelo explicito. Esto
puede ser debido a que el conjunto de conférmeros mas estables fue el mismo en
ambos trabajos.

Finalmente, queda decir que los espectros IR y Raman de la I-Val y de la L-
Threo en disoluciones acuosas a pH neutro estan de acuerdo con los obtenidos
por Hemdndez y cols. en las regiones 1650-650 cm' y 2000-500 cm,
respectivamente [11,12]. Sin embargo, en el caso de la I-Val, la presencia de los
dos conférmeros zwitteriones (el obtenido en la referencia 11, a/lZW4-5w, y el
encontrado en nuestra busqueda conformacional, 1V2/ZW2-5w) fue necesaria

para reproducir los espectros experimentales registrados en este trabajo.
. pH dcido-Especies cationicas

Los espectros IR y Raman registrados para las disoluciones acuosas a pH
acido de ambos aminoacidos son muy similares y se muestran en la Fig. 5.6,
comparados con los espectros tedricos. Por ejemplo, la banda que aparece a
1728 cm! (IR y Raman) en los espectros de la I-Threo y la I-Val es asignada al
modo normal de stretching de C=0 de las especies catidnicas. Segin los calculos
implicitos realizados para la I-Threo, este modo normal muestra concretamente
una contribuciéon del 87 % del movimiento stretching de C=0.
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Otro ejemplo es la banda que aparece a 1621 cm™ (IR, banda ancha a 1637
cm en Raman) en los espectros de la I-Threo y a 1623 cm™ (IR, banda ancha y
compleja en la misma zona en Raman) en los de la I-Val. Esta banda se asocia a
modos normales de bendings asimétricos de NH3* y bending del H2O en el caso
del célculo explicito. Con el programa VEDA y los calculos implicitos en la I~
Threo se predijo una contribucién a la misma del 72% del bending asimétrico de
NH;* y del 21% de la torsién HNCC.

Otra banda comun es la que aparece en los espectros IR a 1527 cm™ (L-
Threo) y a 1533 cm (L-Val), asignada al bending simétrico de NHs* y una
pequena contribucién del bending asimétrico de CHa.
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Figura 5.6:  Espectros IR (a y b) y Raman (c y d) de las especies catiénicas de la L-
Threo (ay ¢) y la L-Val (b y d) comparados con los espectros tedricos escalados en la
regién espectral 2000-500 cm!. Los paneles de la parte superior muestran los espectros
experimentales obtenidos en pelicula (en azul) y disolucién (en negro) y los paneles
inferiores los espectros teéricos escalados y ponderados con los conférmeros mas
estables, obtenidos con los modelos M06-2X explicito, M06-2X implicito y B3LYP
implicito y la base 6-311++G(d,p).

Si nos fijamos en los espectros Raman de las formas catiénicas de ambos
aminoacidos, podemos apreciar algunas diferencias espectrales. La mas
significativa es que en el espectro Raman de la L-Threo aparece una banda a
1455 cm? (IR y Raman) y, en esa zona, en el espectro Raman de la -Val nos
encontramos con dos bandas a 1445 cm™! y 1469 cm! (1465 cm! en IR), esto es
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debido a que estas bandas se asignan a movimientos de bending asimétrico de
CHs y por ello es l6gico que aparezcan mas bandas al haber dos grupos metilo en
la cadena lateral de la I-Val y sélo uno en [-Threo.

Si analizamos la reproduccién de los espectros experimentales segin el uso
del modelo de solvatacion usado, implicito o hibrido, en el caso de la L-Val,
puede verse que el modelo implicito puede reproducir de forma satisfactoria los
espectros experimentales a pH=1.00, pero que hay algunas regiones en las que
los resultados tedricos son mejorados cuando se afiaden 8 moléculas de
agua explicita a los calculos PCM. Por ejemplo, las bandas IR experimentales a
1294 cm? y 1248 cm! estan ausentes en los espectros tedricos implicitos y, sin
embargo, se reproducen bien con el modelo hibrido. Las mismas se asignan a
modos normales con contribuciones de bending de HOC vy stretching de O-C.
En los espectros Raman también podemos ver que la participacién del agua
explicita es necesaria para poder predecir de forma completa la anchura de la
banda en la zona de 1623 cm'. Ademis, las regiones 1200-1000 cm y 900-700
cm! también se reproducen mejor empleando el modelo PCM + H»O.

iii. pH basico-Especies anionicas

En la Fig. 5.7 se muestra una comparacion tedrico-experimental de los
espectros IR (paneles a y b) y Raman (paneles ¢ y d) de las especies anidénicas
de los aminoacidos I-Threo y I-Val. Los espectros IR y Raman registrados
para disoluciones basicas de L-Threo y L-Val son similares. Aunque en los
espectros Raman se pueden observar algunas diferencias espectrales, sobre
todo en la regién 1500-1100 cm-l, la cual aparece més estructurada en el caso de
la I-Val, al igual que en los espectros Raman de las especies zwitterionicas y
catibnicas. Las bandas de esta regién se asignan a modos normales que contienen
contribuciones de bendings simétricos y asimétricos de CHs, acoplados con otras
contribuciones como las del stretching simétrico de COO- y wagging de CH.

Un ejemplo de banda comun que aparece en los espectros de ambos
aminodacidos pueden ser aquella a 1655 cm (IR, banda ancha a 1635 cm en
Raman de L-Threo y 1645 cm' en Raman de [-Val), asignada a las
contribuciones del stretching asimétrico de COO- y del scissoring de NHa,
concretamente 71 % y 10%, respectivamente, segun el analisis de la P.E.D.
realizado con el programa VEDA para la I-Threo. Sin embargo, si seguimos la
asignacion que proporciona el calculo M06-2X explicito en I-Val, esta banda
solo serfa debida a bendings de las moléculas de agua que forman parte de los
clasteres. Otro ejemplo de banda comun en los espectros IR de las formas
anionicas de ambos aminoacidos seria la banda a 1560 cm™ en I-Threo y 1553
cm! en [-Val, asignada a un modo normal con contribuciones del 15% del
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stretching asimétrico de COO-, 62% del scissoring NH» y 18% de la torsién de
HNCC (porcentajes tomados de los calculos implicitos llevados a cabo parala -
Threo).

A continuacion se van a comentar la actuacion de los modelos implicito y
explicito en I"a/AN. Las siguientes bandas experimentales, especialmente las IR,
se predicen mejor con el modelo explicito: las bandas que aparecen a 1469 cm-
I (IR y Raman), 1410 cm! (IR y Raman), 1357 cm! (IR y Raman), 1330 cm! (IR
y Raman) y 991 cm™ (IR y hombro en Raman). Una vez mas, la estructura de las
bandas del espectro Raman experimental se reproduce mejor incluyendo
moléculas de agua explicita en la simulacién, pues se mejora la reproduccion de
la regién 1200-850 cm! y la anchura de la banda a 1645 cm-.
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Figura 5.7:  Espectros IR (a y b) y Raman (c y d) de las especies anidnicas de la L-
Threo (ay c) yla I-Val (b y d) comparados con los espectros tedricos escalados en la
region espectral 2000-600 cm-!. Los paneles de la parte superior muestran los espectros
experimentales obtenidos en pelicula (en azul) y disolucién (en negro) y los paneles
inferiores los espectros tedricos escalados y ponderados con los conférmeros mas
estables, obtenidos con los modelos M06-2X explicito, M06-2X implicito y B3LYP
implicito y la base 6-311++G(d,p).

Se ha podido comprobar que, teniendo en cuenta el conjunto mas estable
de conférmeros de especies zwitteridnicas, cationicas y anionicas de L-
Threo y L-Val modelizados de forma implicita, los espectros IR y Raman
experimentales se reproducen adecuadamente. Este acuerdo se mejora en el

caso de la I-Val con la inclusion de moléculas de agua explicita en la
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modelizacién implicita. Asi, en este caso, la presencia de los conférmeros
ValZW4-5w, ValZW2-5w, 1 alCAT2-8w, 1ValAN3-5w y VValAN2-5w es
suficiente para la reproduccion e interpretaciéon de los espectros IR y Raman
experimentales a pH 6.00, 1.00 y 13.00, respectivamente.

5.1.5. Paisaje conformacional y configuracional mediante la técnica
VCD sensible a la quiralidad

En este apartado nos centraremos en la reproduccién de las bandas VCD
registradas experimentalmente para el aminoacido I.-Val en disolucién acuosa a
distintos pH, comparando los resultados de las modelizaciones implicita y
explicita de los correspondientes espectros quiroopticos. Comentar que, en este
caso, y a diferencia de lo visto en el punto anterior para los espectros
vibracionales no quiroépticos, los espectros VCD experimentales no se
pudieron interpretar bien sin la consideracion del modelo PCM + H,O.

1) En el caso del zwitterion (Fig. 5.8, panel a), el couplet (+,-) observado
con componentes a 1410 y 1357 cm™ esta ausente en los espectros
tedricos implicitos, mientras que s{ aparece correctamente en el
tratamiento explicito. Lo mismo ocurre para las dos bandas (-,+)
observadas a 1308 y 1272 cm!, con excepcién de la presencia de la
primera en el espectro tedrico implicito B3LYP. Ademis, el patron
(+,+,-) observado a 1171, 1133 y 1111 cm! y la banda (-) a 1028 cm! se
corresponden bien con el espectro tedrico explicito, estando ausentes
nuevamente en los espectros implicitos.

i) El espectro VCD experimental en disolucién acuosa a pH acido (g
5.8, panel b) muestra una secuencia de bandas negativas y positivas (-, +,-
,+,-1,-) a 1350, 1323, 1310, 1294, 1280, 1244 y 1217 cm’!, que es
consistente con los signos observados en el espectro del calculo M06-2X
PCM+H:O. Asimismo, la banda (+) a 1165 cm! y el patrén (-,+,+) a
1096, 1066 y 1036 cm™ también se reproducen correctamente con el
calculo explicito. Por su parte, con el uso del calculo M06-2X implicito,
unicamente se predice razonablemente bien el conjunto de bandas (-,+,-
,7) 21310, 1294, 1280 y 1165 cm™!, mientras que, por ejemplo, el mismo
no puede predecir adecuadamente la presencia del conjunto de bandas
(-+,+,-) a 1350, 1323, 1244 y 1217 cml. Con el espectro tedrico
ponderado B3LYP implicito se da una situacion similar, aunque en este
caso se predicen signos contrarios para el conjunto de bandas (-,+,-) a
1310, 1294 y 1280 cm'!.

iif) Respecto al anién (pane! ¢ de la Fig. 5.8) hay que resaltar el buen acuerdo
que existe entre los espectros tedricos y experimentales. Aunque hay al-
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gunas bandas expetimentales que se
reproducen de forma similar por los
modelos implicito y explicito, hay
también muchas otras que se
estructuran mejor con el modelo
explicito. Este es el caso del conjunto
de bandas (+,+,-,-,+,--,-,7) a 1430,
1410, 1394, 1357, 1242, 1111, 1088,
1027 y 1003 cm-!.

En resumen, debido al buen
acuerdo teodrico-experimental que
se da entre los espectros tedricos y
experimentales, se puede confirmar
la  presencia de los diferentes
conférmeros de la L-Val propuestos
segin los modelos teéricos adoptados
en cada caso para los zwitteriones,
cationes y aniones a valores de pH
de 6.00, 1.00 y 13.00,
respectivamente. Ademas, el acuerdo
se mejora al wusar de forma
combinada los modelos de
solvatacion implicito y explicito,
habiéndose podido comprobar que
algunas de las bandas VCD complejas
de este aminoacido en las condiciones
estudiadas no  se  reproducen
correctamente sin la insercion de
moléculas de agua explicita en el
modelo implicito. Finalmente,
comentar que dichas conclusiones, en
cuanto al tratamiento del disolvente
(agua), estan en concordancia con las
aparecidas en bibliografia para otras
especies  quimicas  (como, por
ejemplo, aquellas de la referencia 22 y
también las del estudio que se detalla
en el apartado siguiente sobre los
carbohidratos D-ribosa y 2-deoxi-D-

ribosa [23]).

ValZW2-5w

[ — T T T T 1

'VCD disolucién acuosa pH=6.00

r T T T T 1

MO06-2X explicito (x2)
M06-2X implicito : k :

B3LYP implicito
r T T T T 1
1500 1400 1300 1200 1100 1000

Ndmeros de onda, cm’'
a)

ValCATT-8w
W

VCD disolucién acuosa pH=1.00

m

MO06-2X implicito
EW

T T T 1
1400 1300 1200 1100 1000

NOmeros de onda, cm’'

b)

ValAN1-5w
w

ValAN3-5w
T

W\—/\/

M06-2X explicito (x2)
MO06-2X implicito
B3LYP implicito

T T T T T 1
1500 1400 1300 1200 1100 1000

Numeros de onda, cm’’
c)

Figura 5.8: Las graficas intermedias
de cada panel muestran los espectros
VCD experimentales de las especies ZW
(@, CAT (b) y AN (c) de la IL-Val
comparados con los espectros tedricos
ponderados con las poblaciones de los
conférmeros mas estables obtenidos con
B3LYP y M06-2X y el modelo de
solvataciéon implicito, y con el método
MO06-2X y el modelo explicito, los cuales
se muestran en la parte inferior. En la
parte superior aparece el espectro tedrico
MO06-2X de los conférmeros mas estables.
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5.2. Carbohidratos
5.2.1.  D-ribosa y 2-deoxi-D-ribosa

Los estudios configuracional y conformacional de la D-ribosa y la 2-
deoxi-D-ribosa se han llevado a cabo mediante el empleo de técnicas
computacionales y expetimentales, con el fin de identificar qué
configuraciones y qué conférmeros estan presentes en disoluciéon acuosa para
cada uno de estos dos carbohidratos [23]. Adicionalmente, se realiz6 un trabajo
tedrico usando calculos DFT sobre el paisaje conformacional de estos dos

carbohidratos en fase gas [24].

A continuacién se van a comentar algunos de los aspectos mas destacados del
estudio realizado en la referencia 23, acerca de los resultados obtenidos en fase

acuosa.
.. Motwaciones

Los carbohidratos de f6rmula general CoH2,On, con n22 (los derivados deoxi
tienen Opq dtomos de oxigeno), son los compuestos organicos mas
abundantes en la tierra por masa, con una gran variedad de funciones
importantes como almacén energético, intermediarios metabdlicos y ladrillos
modelo estructurales. Los azucares con n=5 estan presentes en algunas formas

de vida, constituyendo la mayoria de la materia bioinorganica [25-27].

La D-ribosa y la 2-deoxi-D-ribosa son constituyentes de los acidos nucleicos
ARN y ADN, respectivamente, y por ello son tan relevantes en bioquimica. Sus
estructuras difieren en la presencia/ausencia de un grupo hidroxilo en el C2 (Fig.
5.9). Las interacciones entre estas biomoléculas y el agua son muy importantes,
pues afectan a las estabilidades de las configuraciones nativas del ARN y ADN

28].

Estos dos carbohidratos pueden existir en 5 formas (ver Fig. 5.9): cadena
abierta, dos formas con anillos de 5 miembros (x- y B-furanosas) y dos con
anillos de 6 miembros (x- y B-piranosas). La ribosa se describe normalmente
como formada por anémeros de furanosa, los cuales predominan en los
ribonucledsidos, ARN y ATP, asi como en otros derivados bioquimicos. El
paisaje conformacional y la flexibilidad de muchos carbohidratos se han
analizado mediante calculos DFT y ab initio [25,26,29-32]. Llamé especialmente
nuestra atencion a la hora de abordar este trabajo el hecho de que existiese en la
bibliograffa una gran cantidad de informacién estructural sobre la D-ribosa y
muy poca o ninguna acerca de la 2-deoxi-D-ribosa.
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Antiguamente, la mayoria de los libros de texto sobre quimica y los bandbooks
mostraban la molécula de D-ribosa en su forma B-furanosa, tal y como se
presenta en los derivados de ribosa que son importantes desde el punto de vista
bioquimico. Pero se ha demostrado mediante el uso de las técnicas RMN y de
difraccién de rayos X que las moléculas de D-ribosa en fase cristalina se
disponen formando anillos de 6 miembros, es decir, piranosas [33].

Todos los estudios en disolucién acuosa (deuterada o no) que se han
llevado a cabo hasta ahora mediante distintas técnicas (RMN, IR y Raman) para
ambos monosacaridos concuerdan en i) La presencia mayoritaria de
piranosas [34-37], (ii) La presencia minoritaria de furanosas [34,37] y iii) Una
cantidad insignificante de estructuras de cadena abierta (derivadas del
tautomerismo ceto-endlico) [35]. En resumen, se puede decir que esta claro que
en disolucién las formas piranosas predominan sobre las furanosas y que existe
una controversia sobre la presencia o no de formas de cadena abierta y sobre
la relacion «/f de formas piranosas.

La respuesta quiral de la 2-deoxi-D-ribosa no habia sido estudiada aun,
mientras que s{ existfan algunos estudios sobre la quiralidad de la D-ribosa,
como, por ejemplo, los realizados por Tummalapalli y cols. [38] y por Bose y cols. [39]
en DMSO-ds. Los primeros apuntaron la dificultad de identificar todas las
estructuras que participaban en las seflales VCD, mientras que los segundos
afirmaron que la D-ribosa existia tanto en su forma piranosa como furanosa.
También habfan sido analizados los espectros VCD de otros carbohidratos y
disacaridos por Polavarapn y cols. [40] y Monde y cols. [41], respectivamente. También
se registraron los espectros ROA de la D-ribosa y de algunos monosacaridos en
disolucién acuosa [42], concluyendo que la D-ribosa existia probablemente como
formas piranosas y furanosas. Todos estos resultados son conclusiones empiricas
que se obtuvieron sin el soporte de calculos quimico cuanticos.

Finalmente, cabe resaltar el estudio realizado por Cocinero y cols. quienes
estudiaron la D-ribosa en fase gas con una combinacién de cilculos quimico
cuanticos y espectroscopia microondas. También llegaron a la conclusién de que
las formas a- y B-piranosas son mas estables que las furanosas, consiguiendo la
caracterizacion de 6 estructuras a- y B-piranosas en un rango de energfa de
2kJ/mol, lo cual indica la complejidad conformacional que presenta este
carbohidrato [27].

Para clarificar tanto la preferencia configuracional como el paisaje
conformacional de la D-ribosa y 2-deoxi-D-ribosa en disolucion acuosa y
fase solida, en este trabajo se llev6 a cabo un estudio detallado de las estructuras

de estos dos carbohidratos mediante calculos quimico cuanticos (miles de
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estructuras fueron modelizadas) y espectroscopias vibracionales sensibles (VCD)
y no sensibles a la quiralidad (IR y Raman). El tratamiento del disolvente (agua)
se incluyé mediante el modelo de solvatacién continuo PCM y mediante un
modelo hibrido (PCM mas una molécula de agua explicita).

1. Metodologias
a) Tedrica

Los calculos quimico cuanticos para caracterizar, tanto en fase condensada
(disolucién y estado solido) como en fase gas, los sistemas moleculares de la D-
ribosa y 2-deoxi-D-ribosa, fueron realizados como parte entonces de su tesis
doctoral, por el Dr. D. Luis Miguel Azofra, dentro del grupo de investigaciéon de
Quimica Teorica del Prof. D. Ibon Alkorta del Instituto de Quimica Médica del
CSIC en Madrid, como parte de un trabajo de investigacién con el grupo de

investigacién de la doctoranda en la UJA.

Se siguié una metodologia similar a la descrita para los sistemas anteriores,
esto es: busqueda conformacional, optimizacién de estructuras y calculo de
energias relativas y de espectros armoénicos IR, Raman y VCD de los dos
carbohidratos objeto de estudio. En la busqueda conformacional se consideraron
miles de estructuras de partida, segun el nimero de enlaces rotables y de las 3
disposiciones gauche, gauche’ y trans que pueden adoptar estos
carbohidratos. Para eliminar las estructuras duplicadas se consideré6 que dos
estructuras eran idénticas si sus energias relativas diferfan en menos de 0.1
kJ/mol y, al mismo tiempo, la desviacién media cuadratica (rms) de las distancias
en las geometrias de sus correspondientes estructuras era menos de 0.05 A [25].
La metodologia seguida y los funcionales y bases empleados en cada paso estan
detallados en la Fig. 5.9 y en la referencia 23.

Cabe resaltar que el nimero final de conférmeros no redundantes fue de 229
para la D-ribosa y de 144 para la 2-deoxi-D-ribosa. Se emplearon los programas
Gaussian09 para los calculos DFT y MP2 y el programa RING96 para el analisis
“ring puckering”, desarrollado por Cremer y Pople [43]. También se analiz6 la
densidad electrénica de los sistemas mediante la metodologia AIM [44,45], con
los programas MORPHY y AIMAIL, y la caracterizacién orbital de las
interacciones débiles mediante el programa NBO 3.1 [46,47].
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Figura 5.9:  Metodologia tedrica seguida para el estudio de las formas lineales, o/f-
furanosas y a/B-piranosas de los carbohidratos D-ribosa y 2-deoxi-D-tibosa.

b) Experimental

Los tratamientos de muestra empleados, asi como las técnicas usadas en cada
uno de ellos, se especifican en la Tabla 4.2 del capitulo 4 para ambos
carbohidratos. Las condiciones experimentales (resolucién, acumulaciones, etc.)
de los registros MIR, VCD y Raman también se detallan alli, concretamente en el
subapartado 7 del punto 4.1.2., en el subapartado 77 del punto 4.2.3. y en el
punto 4.3.2., respectivamente.

Especificar que los registros MIR se realizaron empleando el accesorio ATR,
tanto para muestras solidas como en disolucién, y que se registré la region
espectral 4000-500 cm. Las regiones espectrales registradas en el caso de los
espectros VCD fueron 4000-1900 cm (detector InSb) y 2000-900 cm! (detector
MCT) y para los Raman fue 4000-100 cm . Para la correcciéon de la linea de
base de los espectros VCD se llevé a cabo la “correccion sélo con el backgronnd’
explicada en el subapartado 7. del punto 4.2.3 del capitulo 4. Asi, se sustrajeron
las sefiales VCD de los aceites minerales nujol y fluorolube, del soporte de KCl y
de los disolventes H2O y D2O a los correspondientes espectros VCD de las

muestras.
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zit. Resultados y Discusion: Paisaje conformacional y respuesta quiro-dptica

Esta seccion se divide en 3 partes. i) La primera recoge el estudio tedrico de
los paisajes conformacionales de D-ribosa y 2-deoxi-D-ribosa en disolucién
acuosa usando el formalismo PCM y PCM mas una molécula de agua explicita
para la modelizaciéon del disolvente. i) La segunda contiene el estudio
experimental realizado con las espectroscopias IR y Raman no sensibles a la
quiralidad y su analisis con la ayuda de calculos quimico cuanticos. iii) La tercera
describe la respuesta vibracional quiro-6ptica de los mismos empleando la
técnica VCD.

Durante la discusion de los resultados se van a emplear las siguientes
abreviaturas: dDR, DR, dDRaf, dDRf, DRof, DREf, dDRap, dDRBp, DRap y
DR@p, para referir las formas de cadena abierta de la 2-deoxi-D-ribosa y D-
ribosa y las cerradas a-2-deoxi-D-ribofuranosa, B-2-deoxi-D-ribofuranosa, o-D-
ribofuranosa,  B-D-ribofuranosa,  o-2-deoxi-D-ribopiranosa,  -2-deoxi-D-
ribopiranosa, a-D-ribopiranosa y 3-D-ribopiranosa, respectivamente.

a) Preferencia confignracional y paisaje conformacional

Como se especifica en la Tabla 5.3, se encontraron un total de 1005 y 1916
minimos para las formas dDR y DR, respectivamente, al nivel computacional
MO06-2X/6-311++G(d,p). En el caso de las formas furanosa, se hallaron 117,
148, 201 y 266 minimos para dDRaf, dDRBf, DRaf y dDRBf, respectivamente.
Finalmente, para las formas piranosa se observaron 105, 146, 188 y 272 minimos
para la dDRap, dDRBp, DRap y DRBp, respectivamente. Se puede ver que el
nimero de minimos obtenidos para las conformaciones ciclicas es mucho mas
pequefio que para las formas de cadena abierta, debido a las restricciones
impuestas por el anillo. Empleando el funcional B3LYP con la base 06-
311++G(d,p) se obtuvo un numero similar de minimos, excepto para el caso de
las formas de cadena abierta de la D-ribosa, donde solo se encontraron 1664
(250 menos que los obtenidos usando el funcional M06-2X).

Las Figs. 5.10, 5.11 y 5.12 muestran los conférmeros mas estables (minimos
absolutos) de las formas de cadena abierta y a- y B- piranosas de la 2-deoxi-D-
ribosa y D-ribosa en PCM y PCM mas una molécula explicita de agua, calculados
al nivel computacional M06-2X/6-311++G(d,p). Los minimos obtenidos, con
diferencias en relacién al minimo global por debajo de 3 kJ/mol, para estas
formas se encuentran recogidos en la referencia 23. En el caso de las formas a- y
B-furanosas esta informacién se encuentra disponible en el material
suplementario de dicha referencia 23. También se recogen en el mismo los
conférmeros mas estables (por debajo de 5 kJ/mol) de las 5 formas de la 2-
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deoxi-D-ribosa y D-ribosa en PCM al nivel mencionado anteriormente (Figs. S2-
59).

PCM/M06-2X PCM+H>0/M06-2X

Estruct. Inicial ~Seeers  Final> <10 k] mol!  <5k] mol-!  <10kJ mol-!  <5kJ mol-!
dDR 2187 1070 1005 21 3 9 4
DR 6561 2200 1916 27 6 8 3
dDRaf 1620 149 117 27 8 16 4
dDRBf 1620 168 148 22 11 15 6
DRaf 4860 238 201 40 13 24 13
DRBf 4860 311 266 25 13 18 11
dDRap 1026 121 105 5 4 11 4
dDRBp 1026 153 146 15 4 14 4
DRap 3078 243 188 21 8 24 9
DR@p 3078 310 272 14 5 18 9

“Primer sereening al nivel B3LYP/6-31G. PSegundo screening empleando la base 6-
311++G(d,p).

Tabla 5.3: Resumen de la busqueda conformacional para la 2-deoxi-D-ribosa y D-
ribosa.
Los  minimos  mis Cadena abierta

D-ribosa 2-deoxi-D-ribosa

Ee W
$239,
9

o W
g :‘/:24 ‘—*}Q‘;\fJ ’

estables de las formas de

cadena abierta de la 2-

PCM

deoxi-D-ribosa exhiben

una estructura compacta

en el esqueleto carbonado,
mientras que ocurre lo

contrario en el segundo y

PCM + H,0

tercer minimo mas estable.

Para las formas de cadena

. . Figura 5.10:  Los conférmeros mas estables de
abierta de la D-ribosa, las formas de cadena abierta de la 2-deoxi-D-tribosa
todos los minimos con una y de la D-ribosa en PCM y PCM mas una molécula
energfa relativa inferior a 5 explicita de agua, calculados al nivel computacional

M06-2X/6-311++G(d,p). Las lineas punteadas

J D indican las interacciones no covalentes obtenidas en
uno de sus Lccce con una el analisis ATM.

kJ/mol presentan al menos

configuracién s-trans.

Los minimos mds estables de la «-2-deoxi-D-ribofuranosa adoptan las
conformaciones T y 2E, las cuales se encuentran en la misma zona de la rueda
Altona-Sundaralingam [48]. Estas favorecen la formacion de enlaces de
hidrégeno entre los grupos hidroxilo de la cara exo. En la mitad de los minimos,
el grupo hidroximetilo se encuentra orientado hacia el anillo formandose un
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enlace de hidrégeno entre su atomo de oxigeno y el atomo de hidrégeno endo

enlazado a C2.

En las formas B-2-deoxi-
D-ribofuranosa, *‘E es la
conformacién de anillo que
predomina en los minimos mas
estables, con la aparicién de

una interaccién O---C2
explicita, donde el 4atomo de
oxigeno forma parte del
hidroximetilo. Adicionalmente,
se encontraron 4
conformaciones T, con

energias relativas entre 4.2 y 5.0
kJ/mol. Los
estables de las formas a- y B-

minimos mas
D-ribofuranosas exhiben
conformaciones ?T1-2E y Eo-
T, respectivamente. En
algunos casos, se forma un
enlace de hidrégeno entre el
grupo hidroximetilo y el 4tomo
de hidrégeno endo de C2, como
en el caso mencionado
anteriormente de la «-2-deoxi-
Otras
conformaciones de baja energia

D-ribofuranosa.

que se han encontrado son las
5T4y “E-#T5 para las formas o-
y  B-D-ribofuranosa,  con
energias relativas entre 3.57 y
498 kJ/mol y 279 y 4.71

kJ/mol, respectivamente.

Finalmente, respecto a las
piranosas, las estructuras de
menor energia «-2-deoxi-D-
ribopiranosa presentan una
conformacién de anillo 4Cy,
mientras que las 3-2-deoxi-D-

a-2-deoxi-D-ribopiranosa | B-2-deoxi-D-ribopiranosa
N
o
s ?
'c, | a-0566
. 305
g '
g S22
o 5
¥
‘e, | @=0575 'c, | Q=0554
Figura 5.11:  Los conférmeros mas estables

de las formas a- y - piranosas de la 2-deoxi-D-
ribosa en PCM y PCM mas una molécula
explicita ~de agua, calculados al nivel
computacional  M06-2X/6-311++G(d,p). Se
incluyen el parimetro Q en A y la conformacién
de anillo (C = chair, H = half-chair, S = skew, B
= boat y = envelope; el superindice a la
izquierda se refiere a la cara endo; el subindice a la
derecha se refiere a la cara exo). Las lineas
punteadas indican las interacciones no covalentes

obtenidas en el analisis AIM.

o-D-ribopiranosa B-D-ribopiranosa
=
o
a
2
I
+
=
(&)
o
', | 0=0574 'c, [ @=0.562
Figura 5.12: Los conférmeros mas estables

de las formas a- y B- piranosas de la D-ribosa en
PCM y PCM + HO, calculados al nivel M06-
2X/6-311++G(d,p). Se incluyen el patametro Q
en A y la conformacién de anillo (mismas
especificaciones que en figura anterior).
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ribopiranosa presentan 'Cy. Para esta dltima, la conformacién de anillo *Cy

aparece en el quinto lugar segin la ordenacién energética, con una energia

relativa de 6.39 kJ/mol (0.06% de poblacién Boltzmann teniendo en cuenta

todos los conférmeros).

En las a- y B-D-ribopiranosas las conformaciones 1C4 son las mas estables.

Es muy importante resaltar que en todos los minimos con forma piranosa mas

estables, unicamente las conformaciones de silla son las que estan presentes con

orientaciones diferentes de los grupos hidroxilo.

En las formas de
cadena abierta de la 2-
deoxi-D-ribosa, los
calculos MP2 single point
concuerdan con el orden
de energia obtenido al nivel
M06-2X. Sin embargo, al
nivel B3LYP, el primer
minimo M06-2X llega a ser
el quinto conférmero mas
estable con wuna energia
relativa de 4.1kJ/mol (ver
Tabla 5.4, Tabla 2 de la
referencia 23 'y material

suplementario).

En las formas de
cadena abierta de la D-
ribosa, los calculos MP2
single point siguen de
nuevo la ordenacién MO06-
2X (ver Tabla 5.5), con la
excepcion de las segunda y
tercera estructuras que se
invierten al nivel MP2. Los
resultados B3LYP
proporcionan el mismo
orden que los calculos M0G6-
2X solo para los dos
primeros minimos, mientras
que el resto de los
conférmeros mas estables

PCM! PCM? PCM + explicit H,O3

Estruct. AE) AE) Estruct. AE)
dDR1 0.00 0.00 dDR-1w1 0.00
dDR2 0.58 1.26 dDR-1w2 0.65

dDRa«fl 000 000  dDRaflwl 0.00
dDR«f2 013 270  dDRaflw2 0.42
dDR«f3 016 054  dDRaflw3 1.54
dDRaf4 056 086
dDRaf5 233 269
dDRaf6 304 198
dDREfl 000 064  dDRBf1wl 0.00
dDRE2 079 000  dDRBfIw2 1.65
dDRBf3 170 355
dDR@f4 180 232
dDRBf5 189 181
dDRBf6 339 155
dDRepl 000 000  dDRap-lwl 0.0
dDRep2 156 128  dDRap-lw2 041
dDRep3 175 130  dDRap-lw3 237
dDRgpl 000 000  dDR@p-lwl  0.00
dDR@p2 266 406
dDRgp3 273 361
dDRgp4 290 276

Tabla 5.4: Energfas relativas en kJ/mol para
los minimos mis estables (por debajo de 3 kJ/mol
de energfa relativa con respecto al minimo global),
de la 2-deoxi-D-ribosa. Los superindices 1, 2 y 3
indican los niveles de cédlculo empleados: ' PCM al
nivel M06-2X/6-311++G(d,p), 2 PCM al nivel
MP2(full) /6-311++(3df,2p)/ /M06-2X/ 6-

311++G(d,p) y 3 PCM con una molécula de agua
explicita al nivel M06-2X/6-311++G(d,p).
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aparecen desordenados.

En el caso de las
configuraciones furanosa,
la ordenacién energética
cambia segun el método
teérico llevado a cabo. El
minimo mas estable es el
mismo para los niveles
MO06-2X y MP2 solo en el
caso de la o-2-deoxi-D-

ribofuranosa.

En el resto de
conférmeros con forma
furanosa, el minimo mas
estable calculado con MO0G6-
2X corresponde al segundo,
tercero y quinto, para la -
2-deoxi-D-ribofuranosa, o-
D-ribofuranosa  y = B-D-
ribofuranosa, respectiva-
mente, al nivel MP2.

Por el contrario, los
minimos con forma
piranosa muestran, en
general, buena consisten-
cia entre las distintas
metodologias usadas. Por
ejemplo, en la a-2-deoxi-D-
ribopiranosa y B-D-
ribopiranosa, la ordenacion
energética es la misma
empleando los  calculos
DFT y MP2, con la
excepciéon del segundo y
tercer minimo de la 3-D-
ribopiranosa, que aparecen
alternados al nivel MP2. En
las 3-2-deoxi-D-ribopi-

ranosa y a-D-ribopiranosa

PCM! PCM2? PCM + explicit H,O3

Estruct. AE, AFE, Estruct. AE,
DR1 0.00 0.00 DR-1w1 0.00
DR2 1.48 4.58 DR-1w2 0.10
DR3 2.68 1.05 DR-1w3 2.20

DRafl 000 092  DRaflwl  0.00
DRaf2 087 411 DRaf-lw2 023
DRaf3 121 000  DRaflw3 063
DRaf4 207 337  DRaflwd 227
DRaf5 247 344  DRaflws 241
DRaf6 264 670  DRaflw6 251
DRuf-lw7 274
DRgfl 000 168  DRBfIwl  0.00
DRg2 003 100  DRBfIw2 070
DREf3 069 007  DRBfIw3 072
DRBf4 245 000  DRBflw4  1.29
DRBf5 300  2.80
DRBf6 340  0.83
DR3f7 374 279
DRapl 000 133  DRap-lwl  0.00
DRap2 009 000  DRop-lw2 024
DRap3 141 495  DRoap-lw3  0.65
DRap4 148 438  DRop-lwd 179
DRap5 189 237  DRop-lw5 182
DRap-lw6 218
DRap-lw7 257
DRap-1w8  2.84
DRgpl 000 000  DRBp-lwl  0.00
DRgp2 066 194  DRBp-lw2 094
DRgp3 100 178  DRBp-lw3  1.69
DRgp4 105 346  DRBp-lwd 262
DRgp-1w5 281
DR@p-1w6 299

Tabla 5.5: Energias relativas en kJ/mol pata
los minimos mas estables (por debajo de 3 kJ/mol
de energfa relativa con respecto al minimo global) de
la D-ribosa. Los superindices 1, 2 y 3 indican los
niveles de calculo empleados: ! PCM al nivel M06-
2X/6-311++G(d,p), 2 PCM al nivel MP2(full)/6-
311++(3df,2p)/ /M06-2X/6-311++G(d,p) vy > PCM
con una molécula de agua explicita al nivel M0G6-
2X/6-311++G(d,p).
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el primer minimo coincide para los dos funcionales DFT y la ordenacién
energética de los minimos mas estables no muestra diferencias importantes. Sin
embargo, los resultados obtenidos con los calculos MP2 para la a-D-ribopiranosa

no son tan similares a los DFT.

La Tabla 5.6 recoge la poblacion de las distintas configuraciones de la 2-deoxi-
D-tibosa y D-ribosa usando todos los minimos obtenidos con los calculos DFT.
Las poblaciones de los calculos M06-2X y MP2 son similares. En las dos
moléculas estudiadas los conférmeros a-piranosa son los mas poblados, seguidos
por los [-piranosa. Solo los resultados B3LYP indican la presencia de

poblaciones significativas de formas de cadena abierta y furanosas.

PCM/MO06-2X MP2¢
Estructura Abierta  o-fur  B-fur o-pir  B-pit  Abierta o-fur B-fur o-pir B-pir
2-deoxi-D-ribosa 0.0 0.6 03 866 125 0.0 0.6 0.1 913 8.0
D-ribosa 0.0 0.1 0.1 71.0 288 0.0 0.1 00 716 283

(PCM + H0)/M06-2X4

Estructura Abierta  o-fur  B-fur o-pir  B-pir
2-deoxi-D-ribosa 0.0 1.4 04 734 248
D-ribosa 0.0 0.1 01 692 30.6

aK = —RT InAE), donde K es la relacion de poblacién, R es la constante de los gases ideales,
T la temperatura absoluta y AE, la energia relativa; PLos calculos se realizaron teniendo en
cuenta todos los minimos para cada configuracion (T=298.16 K); <Los calculos MP2(full) solo
se realizaron para los minimos mds estables, con energfas relativas M06-2X inferiores a 5
kJ/mol; ¢En los cilculos (PCM + H,0)/M06-2X se introdujo una molécula de agua explicita
a los minimos implicitos més estables (infetiores a 3 kJ/mol).

Tabla 5.6: Poblaciones de Boltzmann? en porcentaje para la 2-deoxi-D-ribosa y
D-tibosa a los niveles computacionales M06-2X/6-311++G(d,p) y MP2(full)/6-
311++G(3df,2p)/ /M06-2X/6-311++G(d,p)>.

Finalmente, se puede concluir que parece que el funcional M06-2X es una
buena eleccion para los dos sistemas que se han estudiado. El funcional M06-
2X requiere un mayor coste computacional que el B3LYP, pero menor que el
MP2, y predice de una forma bastante precisa las estructuras, energfas y

espectros armonicos [49].

Las metodologias de Atoms in Molecules (AIM) [44,45] y Natural Bond
Orbital (NBO) [46,47] permitieron analizar las interacciones débiles intra- e
intermoleculares que, en el caso de la 2-deoxi-D-ribosa y de la D-ribosa, son los
enlaces de hidrégeno. Se detectd la presencia de puntos criticos de enlace
(BCP, del inglés bond critical point) entre grupos hidroxilo, entre grupos hidroxilo y
el grupo aldehido en el caso de las formas de cadena abierta y entre el
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carbohidrato y la molécula de agua explicita, indicando la existencia de enlaces de

hidrégeno intra- e intermoleculares.

Como resultado mas relevante, se puede destacar el papel clave que juega la
molécula de agua explicita en la estabilizacién de la conformacion de los
azucares. En los conférmeros mas estables forma un puente de hidrégeno
intermolecular, actuando tanto como aceptor como donador en el mismo. En
este caso, las altas energfas NBO E® obtenidas indicaron la elevada energia de

interaccién. Para un analisis mas detallado, ver referencia 23.

b) Estudio vibracional no quiro-dptico del paisaje conformacional:
Espectroscopias IR y Raman

Los espectros IR y Raman experimentales de la D-ribosa y la 2-deoxi-D-
ribosa registrados en disoluciones de H20 y en fase sélida (muestra en polvo)
se recogen en las Figs. 5.13 y 5.14. Estos mismos espectros en disoluciones de
DO se encuentran recogidos en las Figs. 6 y 7 de la referencia 23. Todos ellos
aparecen comparados con los espectros tedricos del conjunto de las formas
mas estables tedricamente y que, por tanto, se espera que se encuentren de
manera mayoritaria en las disoluciones acuosas de estos carbohidratos. Estas
formas son los anémeros «- y B-piranosa, los mas poblados segin los
calculos quimico cudnticos en PCM-agua a los niveles M06-2X/6-311++G(d,p)
y B3LYP/6-311++G-(d,p) y en PCM mas una molécula de agua explicita
(modelo hibrido) al nivel M06-2X/6-311++G(d,p). En el material suplementatio
(Figs. $5-812, Supporting Information) de la referencia 23 se muestra una
comparacion detallada de los resultados tedricos y experimentales.

Las poblaciones predichas para los conférmeros mas estables son las que
se han tenido en cuenta para ponderar los espectros teoricos (ver Tabla 5.6).
Podemos ver en los espectros experimentales del panel b) de las Figs. 5.713 y 5.14
que en el caso de la 2-deoxi-D-ribosa en disolucion parecen estar presentes, en
alguna medida, estructuras de cadena abierta. Por ello, aunque se puede observar
que los calculos M06-2X con PCM y PCM + H>O no predicen la presencia de
estas formas, se incluyeron las poblaciones B3LYP predichas para las formas de
cadena abierta (alrededor de 2.3% para la D-ribosa y 8.9% para la 2-deoxi-D-
ribosa) en todos los espectros tedricos que se muestran en las Figs. 5.73, 5.4,
5.15y 5.16.
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*Poblaciones PCM/MO06-2X 71% DRap:29% DRBp y 87% dDRap:13% dDRBp. Poblaciones
(PCM + H>0)/M06-2X 69% DRap:31% DRBp y 75% dDRap:25% dDR@p. Estas poblaciones se
multiplicaron por 0.98 y 0.91, respectivamente, para conseguir un 100% al afadir las formas de
cadena abierta.

**Poblaciones de las formas de cadena abierta provenientes de B3LYP.

**Las poblaciones B3LYP no suman 100% debido a los porcentajes 10% y 3% de formas
furanosas para 2-deoxi-D-ribosa y D-ribosa, respectivamente.

Figura 5.13:  Espectros IR experimentales (parte superior) y tedricos (parte inferior)
de la D-ribosa (panel a) y de la 2-deoxi-D-ribosa (panel b) en la region espectral 2000-400
cm!. Los espectros teéricos se ponderaron con la poblacién de los conférmeros mas
estables. Se tomaron los factores unicos de escala en frecuencias de la base de datos del
NIST para los niveles BALYP (0.967) y M06-2X (0.95), FWHM = 8 cm™..

Se puede observar que, en general, los espectros tedricos de ambos
carbohidratos concuerdan bien con los experimentales. Los espectros tedricos
con PCM reproducen bien los resultados experimentales, pero el acuerdo
mejora en algunas zonas espectrales cuando se incluye una molécula de agua
explicita en la modelizacién tedrica continua del disolvente. Esto ocurre por
ejemplo en la regién 1600-1400 cm™! de los espectros IR de la D-ribosa, donde
nos encontramos con bendings de C-O-H y H:O, y en la regién 700-500 cm-.
Para la 2-deoxi-D-ribosa ocurre algo similar, reproduciéndose mejor las regiones
espectrales 1600-1400 cm™ y 900-800 cm, en la ltima de las cuales se producen
contribuciones de modos normales de deformaciones de anillo a las
correspondientes bandas. Los espectros Raman de estos carbohidratos también
tienen una regiéon donde el modelo hibrido muestra mejores resultados que el
implicito: la regién 1450-1200 cm!, en la cual estan presentes contribuciones de
C-O-H bendings, CH waggings y CHa rockings. Finalmente queda resaltar que el
espectro Raman de la D-ribosa registrado en disolucién acuosa en este trabajo
concuerda bien con el obtenido por Wen y cols. en la region 1600-600 cm! [42].

169



Quiralidad molecular y supramolecular estudiadas mediante IR-VCD-Raman, calculos y MW

68% DRap 30% DRBp 2% DR
“‘\ 2 &
L e “ 2090, % 2 ;.
> :i . ., g ‘ " ] 9
tei@ C i e e, e
D-ribosa Raman 4

Fase sdlida
Disolucién H,0

98% (DRap+DRip)” + 2% DR**
M08-2X explicito

98% (DRap+DRpp)* + 2% DR
M08-2X implicito

72% DRap+23% DRpp+2% DR
B3LYP implicito™™_

68% dDRoap 23% dDRBp 9% dDR
i 9
> @&
s % Q“J—J : 1 e
*909 A -
3 Q' s 7 ‘ $ g
14 s.2 2 re °

2-Deoxi-D-ribosa Raman

Fase solida
Disolucién H,0

91% (dDRap+dDROp)" + 9% dDR™
MOB-2X explicito

91% (dDRap+dDRpp)* + 8% dDR™
MO6-2X implicito

61% dDRap+20% dDRfp+9% dOR
B3LYP implicito™

i T T T T T T T T
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Numeros de onda, cm”
a)

T T T T T T T T T
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

Numeros de onda, cm’'

b)

* ok y #R% mismas especificaciones que en g 5.73.

Figura 5.14:  Espectros Raman experimentales (parte superior) y tedricos (parte
inferior) de la D-ribosa (panel a) y de la 2-deoxi-D-ribosa (panel b) en la region espectral
2000-350 cm!. Los espectros teoéricos se ponderaron con la poblacién de los
conférmeros mas estables. Se tomaron los factores tnicos de escala en frecuencias de la
base de datos del NIST para los niveles B3LYP (0.967) y M06-2X (0.95), FWHM = 8
cm.

Las confirman la

mayoritaria de piranosas, mientras que la presencia de formas furanosas

principales  caracteristicas  espectrales presencia
no se puede confirmar, maxime cuando las formas piranosas son mucho mas
estables tedricamente que las furanosas, ya que algunas de las bandas intensas
que deberfan aparecer para las formas furanosas no aparecen y que muchas de las
bandas que cabrian asignar a estas ultimas pueden ser asignadas también a las

piranosas.

En el espectro Raman de la 2-deoxi-D-ribosa, las bandas a 1263, 556 y a 512
cm! se predicen bien con la contribucion teérica de las formas piranosas, pero la
predicciéon desde las formas furanosas conducitia a intensidades mas débiles.
Mathlouthi y cols. atribuyeron la existencia de formas furanosas debido a la
presencia de las bandas Raman a 1186 cm! (muy débil), 1082 cm! (fuerte) y 512
cm! (media) [37]. Sin embargo, los espectros teéricos de las formas furanosas
predicen estas bandas mas débiles, mientras que las piranosas las reproducen
correctamente. Si se asignaran estas bandas a la presencia de formas furanosas,
también se deberfan observar dos bandas de intensidad comparable a 813 cm! y
a 874 cml. Los espectros tedricos de las piranosas las reproducen con intensidad
distinta, como efectivamente se puede ver que aparecen experimentalmente. Las
formas piranosas también reproducen tedricamente mejor que las furanosas la
region 1400-1200 cm™!. En cuanto a los espectros IR de este monosacarido,
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también el modelo piranosa predice mejor que el modelo furanosa las bandas
que se observan a 1010 cm! y 2 977 cm-.

Si nos fijamos en los espectros Raman de la D-ribosa, se puede ver que los
espectros tedricos de las piranosas predicen mejor que los de las furanosas la
estructura e intensidad de las bandas intensas a 1469, 1260, 1121 y a 1078 cm-.
Mathlonthi y cols. asignaron las siguientes bandas Raman a la presencia de
furanosas: 1158 cm! (hombro), 1078 cm! (fuerte), 916 cm ! (débil), 830 cm!
(muy débil), 596 cm ! (débil) y 462 cm! (débil) [37]. Si estas bandas se asignaran a
la presencia de furanosas, también se deberfa observar una banda a 1185 cm, la
cual, sin embargo, no aparece en el espectro experimental. Por otro lado, los
espectros IR teéricos de las formas furanosas y piranosas de la D-ribosa son muy
similares, debido a lo cual es complicado sacar conclusiones similares a las

anteriores desde ellos.

Teniendo en cuenta el conjunto mas estable de conférmeros piranosa
(hasta 5 kJ/mol en relacién al minimo global), los espectros experimentales
pueden reproducirse de forma adecuada, especialmente los espectros Raman y
la regién 1200-900 cm! de los IR. Tedricamente, las poblaciones de las formas
de cadena abierta son alrededor de 2.3 % para la D-ribosa y 8.9 % para la 2-
deoxi-D-ribosa (B3BLYP), las cuales contribuyen a los espectros vibracionales
tedricos totales con una banda adicional a 1650 cm, ]a cual se corresponde con
el modo normal asociado a C=0O stretching (o C=C stretching para la forma
enediol). Esta banda se observa como débil en los espectros experimentales IR y
Raman en disolucién acuosa. En el caso de los espectros IR no se puede

confirmar nada, ya que el agua absorbe a este mismo nimero de ondas.

Para clarificar este punto, se procedi6 al registro de los espectros IR y Raman
en disoluciones de D2O. Como resultado, la banda no se observé en los
espectros de la D-ribosa. Por el contrario, y en concordancia con los célculos
quimico cudnticos (que predicen una poblacién mas alta de formas de cadena
abierta para la 2-deoxi-D-ribosa), la banda si que aparecié en los espectros IR en
D,O de este monosacarido (ver Figs. 6 y 7 de la referencia 23). El hecho de que
esta banda aparezca en el espectro Raman en disolucion acuosa de la D-ribosa y
no en D20, y que aparezca con mas intensidad en HxO que en DO para la 2-
deoxi-D-ribosa es logico. La explicacion es que el enlace D-O-D estd menos
favorecido que el enlace H-O---H y, como consecuencia, la formacién de formas
de cadena abierta es una reaccion que estd menos asistida en disolucion de agua
deuterada, argumento que se ve ain mas reforzado teniendo en cuenta que para
iniciarla es necesario un hidrégeno [7,50]. No obstante, esta banda no se observa
en los espectros Raman e IR de la fase sélida, los cuales se reproducen

correctamente con los espectros tedricos de las formas piranosas. Por ello, se
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puede concluir que las formas que estin presentes mayoritariamente en las
muestras en fase solida son las a- y B- piranosas, como concluyeron también
Sisak y cols. [33].

También se registraron los espectros Raman en disolucién acuosa de ambos
carbohidratos variando la temperatura (ver Fig. 5.75), pero no se observaron
cambios apreciables en las caracterfsticas espectrales. De hecho, la banda a 1650
cm’! no aumenté con la temperatura [35]. Quizas la adicion de un catalizador

acido podria favorecer la creacion de formas de cadena abierta [51].

2-Deoxi-D-ribosa Raman disolucion acuosa

D-ribosa Raman disolucién acuosa

—25°C
—50°C
80°C

91% (dDRap+dDR}P)* + 9% dDR**

98% (DRap+DRpp)* + 2% DR™ MOB-2X explicito

MO€-2X explicito

98% (DRap+DRpp)* + 2% DR
MO6-2X implicil

72% DRap+23% DR[p+2% DR
B3LYP implicito™
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* ok y #R% mismas especificaciones que en g 5.73.

91% (dDRap+dDRBP)* + 9% dDR™*
M06-2X implicito

61% dDRap+20% dDRPp+9% dDR
B3LYP implicito**

Figura 5.15:  Espectros Raman experimentales (parte superior) y tedricos (parte
inferior) de la D-ribosa (panel a) y de la 2-deoxi-D-ribosa (panel b) en la region espectral
2000-350 cm!. En los dos paneles se muestran los espectros Raman experimentales en
disolucién acuosa a diferentes temperaturas: 25 °C (negro), 50 °C (verde) y 80 °C (rojo).
Los espectros teéricos se ponderaron con la poblacién de los conférmeros mas estables.
Se tomaron los factores Gnicos de escala en frecuencias de la base de datos del NIST para
los niveles BBLYP (0.967) y M06-2X (0.95), FWHM = 8 cm’'.

¢) Respuesta vibracional quiro-dptica: Espectroscopia 1/CD

Como la D-ribosa y la 2-deoxi-D-ribosa son quirales, cabe esperar el obtener
informacién estructural interesante a través de un estudio detallado de sus
espectros VCD. Por ello, se registraron los espectros VCD de muestras solidas
(suspensiones y peliculas delgadas) y en disolucion (H20 y D,0) de ambos
carbohidratos, los cuales fueron analizados comparandolos con los espectros
calculados a los niveles (PCM + H>O)/M06-2X y PCM M062X-B3LYP.
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Figura 5.16:  Espectros VCD experimentales (parte superior) y tedricos (parte
inferior) de la D-ribosa (panel a) y de la 2-deoxi-D-ribosa (panel b) en la region espectral
2000-900 cm™. Los espectros tedricos se ponderaron con la poblacién de los
conférmeros mas estables. Se tomaron los factores tGnicos de escala en frecuencias de la
base de datos del NIST para los niveles B3LYP (0.967) y M06-2X (0.95), FWHM = 8

cml,

Comparando nuestros resultados con los obtenidos por Twmmalapalli y cols.
[38], encontramos dos couplets que aparecen en ambos trabajos, uno (-,) con
componentes a 1265 cm™ y a 1240 cm! de la D-ribosa-(OD)4 y otro (-,+) a 1159
cm'ya 1125 cm! de la D-ribosa-(OH),, ambos en disoluciéon de DMSO-ds. Sin
embargo, Tummalapalli y cols. no pudieron reproducir el primero en D-ribosa-
(OH)4 ni el segundo en D-ribosa-(OD)4. En los espectros registrados en nuestro
equipo VCD observamos los dos cuplets en todos los espectros. Los autores de
la referencia 38 concluyeron que la banda VCD a 1150 cm™ indica que la
orientacién general de los grupos hidroxilo puede deducirse de los estudios
VCD. Asimismo, en el caso de la D-ribosa, dichos autores no obtuvieron bandas
VCD medibles para los movimientos de los bendings de C-O-H y C-C-H (en la
referencia 38 se explica de forma mas detallada esto dltimo).
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Mas tarde, Bose y cols. emplearon instrumentacion VCD mejorada para
complementar estos ultimos resultados para la D-ribosa, con el analisis de su
espectro VCD en DMSO-ds [39]. Obsetrvaron un patrén VCD que también se ha
podido observar en nuestros espectros VCD de la D-ribosa en disoluciones de
H2O y D20, esto es, la estructura de bandas (+,-,+) a 1347 cm!, 1263 cm! y
1225 c¢m? (banda ancha). Ellos también observaron un  couplet (-,+) con
componentes a 1460 cm y 1435 cm!, que fue observado como mas débil en
nuestros espectros. La secuencia de bandas (-,-,-) observadas por estos autores a
1337 cm™, 1311 cm! y 1287 cm! aparecieron con signo distinto (+,+,+) en
nuestros espectros. Esto podria deberse a la diferente relacion sefial/ruido con la
que se obtuvieron en ambos casos, ya que nuestros espectros se registraron en
disolucién con 14000-28000 acumulaciones en bloques de 2000, conllevando 10

h de medida, mientras que Bose y cols. registraron los espectros durante sélo 1 h.

Al igual que para los espectros IR y Raman, el modelo hibrido (PCM + H,O
explicita) mejora la reproduccién de algunas bandas VCD de ambos
carbohidratos. Asi, en el espectro VCD de la D-ribosa en disolucién acuosa, se
predicen mejor las bandas (+,+,-,-) a 1125, 1089, 1056 y 1037 cm-!. En el caso de
la 2-deoxi-D-ribosa, esto ocutre para el couplet (-,+) a 1116 y 1077 cm™. El
analisis de las intensidades y signos de las bandas VCD experimentales y tedricas
ha sido muy util, por tanto, en este trabajo, para concluir la presencia de las
formas «- y B-piranosa tanto en disoluciéon como en fase solida para la D-
ribosa y la 2-deoxi-D-ribosa. A continuacién se especifican las principales
bandas VCD obtenidas en la region espectral 2000-900 cm-1.

La Fig. 5.16 muestra los espectros VCD de la D-ribosa y 2-deoxi-D-ribosa en
disoluciones de H2O y en fase solida (pelicula delgada y suspensiones en nujol y
fluorolube) en la regién espectral 2000-900 cm-!, comparados con los espectros
teoricos. Los espectros VCD de los mismos en disoluciéon de D>O se muestran
en la Fig. 9 de la referencia 23. Como en los casos anteriores, también ahora los
espectros tedricos reproducen los experimentales de una forma razonablemente

correcta.

En linea con lo dicho anteriormente en apartados anteriores, hay que decir
que también la presencia de formas piranosas es suficiente para reproducir
tedricamente y justificar los espectros VCD registrados experimentalmente para
los dos carbohidratos objeto de estudio en esta tesis. Asi, el signo y la posiciéon
de ciertas bandas VCD en las regiones de los stretchings de C-O, los bendings de
C-O-H y los waggings de C-H apoyan este hecho. En primer lugar, para la D-
ribosa, puede ser un ejemplo el conplet (-,+) a 1441 y 1421 cm, el cual aparece en
el espectro registrado para su suspensién en fluorolube y es bien reproducido
teéricamente. Otros ejemplos podtian ser el couplet (+,-) a 1170 y 1154 cm y la
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secuencia de bandas (+,+,-,-) a 1125, 1089, 1056 y 1037 cm! que aparece en los
espectros en disolucién y en pelicula, y que concuerdan bien con los espectros
teéricos. En segundo lugar, para la 2-deoxi-D-ribosa, se puede resaltar
igualmente el acuerdo tedrico-experimental de algunas bandas importantes en sus
espectros VCD. Asi, la secuencia de bandas (+,+,+,-,+) que aparece a 1378,
1365, 1346, 1340 y 1313 cm! en el espectro registrado de la suspensién en
fluorolube, y las bandas (-,+,-,+,-) observadas a 1191, 1153, 1116, 1077 y 977
cm ! en los espectros en disolucién y en pelicula, nuevamente concuerdan bien
con los espectros teodricos.

En resumen, a través del andlisis de las propiedades quiro-épticas de la D-
ribosa y la 2-deoxi-D-ribosa en relacién con sus estructuras, se puede confirmar
la presencia mayoritaria de formas «- y B-piranosa en disoluciéon y fase
solida, encontraindose las formas « en mayor proporcién en ambos
monosacaridos y con una relacién o/B de 3:1, aproximadamente, segun los
calculos tedricos. Adicionalmente, las espectroscopias IR y Raman parecen
indicar la existencia de una pequefia cantidad de formas de cadena abierta en
el caso de la 2-deoxi-D-ribosa en disoluciones de H>O y D»O. Las formas
furanosa podrian estar presentes, pero no fue posible observar caracteristicas
espectrales que pudieran ser asignadas de forma inequivoca a la presencia de las
mismas. Esta conclusion estd de acuerdo con lo dicho en las referencias 33-35,
37-39, 42 y 52 sobre la presencia de formas piranosas para las formas solidas y
las disoluciones en H>O y D20 de los dos carbohidratos objeto de estudio en
este trabajo. Por el contrario, en dichas referencias se concluye, asimismo, la
presencia no despreciable en las mismas de formas furanosa, en distintos
porcentajes segun el estudio, cosa que no podemos confirmar con nuestros
resultados, ya que a la vista de los mismos todos los patrones espectrales que
podrian asociarse a la presencia de formas furanosa se reproducen también bien
con la presencia sélo de formas piranosa.

5.2.2. Glicolaldehido

En los trabajos de esta tesis, se ha acometido también el estudio del
taumerismo aldo-enediolato del glicolaldehido en disolucién acuosa basica
mediante una combinacién de espectroscopia Raman y calculos quimico
cuanticos de alto nivel. Los resultados de esta investigacién se encuentran
recogidos en la referencia 53.
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.. Motwaciones

Los carbohidratos experimentan toda una serie de procesos quimicos
fundamentales que han sido bien estudiados tanto a nivel experimental como
teérico, tales como la pseudorotacion [23,25], mutarotacién [32] y glicosilacién
[54]; existiendo ain alguna confusién acerca de otros, como es el caso de sus
procesos de isomerizacion, los cuales se fundamentan en la existencia del
denominado tautomerismo aldo-enediol. Asi, desde hace tiempo, se ha dado
por sentado que el proceso de interconversion entre aldosas y cetosas
(isomerizacion) tiene lugar a través de intermedios 1,2-enediol (o 1,2-
enediolato), pero estos intermedios nunca han podido llegar a ser aislados de
manera neta. Por tanto, el presente trabajo se plante con el objetivo de intentar
detectar la presencia de la estructura 1,2-enediol del glicolaldehido en medio
basico (formalmente 1,2-enediolato), e intentar clarificar asi los escasos datos
existentes sobre la formacién de la especie enediol desprotonada y el
equilibrio aldo-enediolato.

Entre los estudios llevados a cabo sobre este tema, Fedororiko y cols. estudiaron
la cinética de enolizacion del glicolaldehido en medios acido (HCl a 30-60 °C)
y alcalino NaOH a 20-40 °C) [53,55], concluyendo la existencia de un
equilibrio entre el mismo y su forma enediol. También realizaron una
comparaciéon de las constantes de velocidad de la reaccién en ambos medios,
observando que era mucho mas lenta en medio acido. Kobayashi y cols. analizaron
los espectros IR (incluyendo FarIR) y Raman del glicolaldehido en fase sélida,
fundida y disoluciones frescas saturadas en H20, D20, DMSO-ds y DMSO,
observando que en el espectro de esta Gltima aparecian algunas bandas nuevas
5 dias después de la preparacién de la disolucién [56]. Estas bandas se
atribuyeron a la disociacion de dimeros en monémeros. Después de 15 dias
no observaron mas cambios en las bandas espectrales. Finalmente, concluyeron
que las especies monoméricas predominan sobre el resto de especies en la fase
fundida y en disolucién acuosa. Por otro lado, Michelsen y cols. presentaron un
estudio espectroscopico IR y Raman del glicolaldehido en fase fundida, como
un liquido superenfriado y en disoluciones de disolventes organicos polares y
agua, concluyendo que, aparentemente, existia un equilibrio entre las especies
monoméricas y diméricas, con predominancia de estas dltimas [57]. La
adicién de HCl a la disolucién acuosa no produjo ningtin cambio perceptible en
la banda de absorcién del carbonilo. Adicionalmente, Collins y George llevaron a
cabo estudios RMN del glicolaldehido a temperatura ambiente en disoluciéon de
D20, demostrando la presencia de, al menos, 4 especies moleculares diferentes:
70% aldehido hidratado, 4% forma aldehido y 26% dimeros (9% 2,5-
dihidroxi-1,4-dioxano y 17% 2-hidroximetil-4-hidroxi-1,3-dioxolano)  [58].
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Recientemente, Yaylayan y cols. apoyaron estos resultados mediante el estudio del
mecanismo de disociacién de las especies diméricas de glicolaldehido en
distintos disolventes y a diferentes valores de pH y temperaturas mediante
espectroscopia IR [59]. Asignaron tentativamente una banda que aparecia a 1703
cm! a la presencia de enediol, la cual aumentaba de intensidad durante el ciclo
de calentamiento y disminufa durante el enfriamiento.

En relacion a la fase solida, Mobacek-Grosev y cols. estudiaron la estructura
cristalina del dimero del glicolaldehido mediante difraccion de rayos X en
polvo a temperatura ambiente. Las moléculas diméricas de glicolaldehido son
isomeros trans con los grupos hidroxilo electronegativos en disposicion axial
También analizaron los espectros IR y Raman con la ayuda de calculos ab initio
[60].
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Figura 5.17:  Especies del glicolaldehido (C2H40O3): aldehido (en el centro), isomeros
E y Z del enediolato (arriba, medio basico), aldehido hidratado (abajo) y anillos formados
por la condensacién de dos monémeros aldehido (derecha).

Nuestro objetivo consistié en llegar a entender y clarificar lo mejor posible
todo el tema estructural relacionado con el equilibrio aldo-enediol del
glicolaldehido (C;H40O3), especie que es considerada formalmente por un buen
nimero de autores como el azdcar de férmula mas sencilla, precursor formal de
otros mas complejos y un sistema modelo con muchas caracteristicas de los
carbohidratos. La Fig. 5.77 muestra las diferentes formas quimicas del
glicolaldehido en disolucién acuosa: aldehido, aldehido hidratado (mediante la
hidratacién de su grupo —CHO), enediolato (en sus diastereoisomeros E y Z, en
medio basico) y su dimero ciclico, obtenido mediante la condensaciéon de dos
mondémeros. El dimero podria ser un anillo de 6 miembros (1,4-dioxano-2,5-
diol) o bien uno de 5 (2-hidroximetil-1,3-dioxan-4-ol), aunque se sabe que el
compuesto es en realidad un dioxano [60].
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Los resultados teéricos y experimentales de este trabajo, obtenidos mediante
una combinacién de espectroscopia Raman y una exhaustiva busqueda
conformacional ab initio, revelaron la existencia de especies enediol (en forma
enediolato) en medio basico. Este hallazgo podtia servir para corregir gran
parte de la bibliografia acerca de este asunto, en la cual se suele hablar
erroneamente de la presencia de especies enediol en medio neutro.

7. Detalles computacionales y experimentales
a) Procedimiento tedrico y biisqueda conformacional

Al igual que para la D-ribosa y 2-deoxi-D-ribosa, los calculos quimico
cuanticos que se han realizado para caracterizar las especies del glicolaldehido los
llevé a cabo el Dr. D. Luis Miguel Azofra, durante la realizacién de su tesis
doctoral dentro del grupo de investigaciéon de Quimica Teérica del Prof. D. Ibon
Alkorta del Instituto de Quimica Médica del CSIC en Madrid, como parte de un
trabajo de colaboracién con el grupo de investigacién de la doctoranda en la

UJA.

Las estructuras iniciales del glicolaldehido se eligieron en base al nimero de
enlaces rotables, tanto para su forma aldehido como enediol, y se afadieron a
ellas moléculas de agua explicita al azar [61], consiguiendo un total de 2-37*!
disposiciones iniciales de las moléculas de agua, donde 2 hace referencia al
nimero de pates solitarios y/o electrones © para un centro atémico dado, 3 al
mayor numero de sitios en los monémeros que pueden actuar como donadores
o aceptores de enlaces de hidrégeno y n al nimero de moléculas de agua
implicadas, 3 en nuestro caso.

Se obtuvieron asi 810 conférmeros de la forma aldehido y 648 de las formas
E/Z-enediol, los cuales se optimizaron a los niveles indicados en la Frg. 5.78.
Para eliminar las estructuras duplicadas se siguié el mismo procedimiento
indicado anteriormente para la D-ribosa y 2-deoxi-D-ribosa. Para completar el
paisaje conformacional en medio neutro también se modelizaron 2286
conférmeros de la forma aldehido hidratado (con dos moléculas de agua
explicitas, obteniendo asi complejos isoatémicos con la especie aldehido y
permitiendo su comparacion energética) y compuestos diméricos, obtenidos
mediante la condensaciéon de dos monémeros (con dos moléculas de agua
explicita también).
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Figura 5.18:  Metodologfa tedrica utilizada para el estudio de las formas aldehido,
E/Z-enediol, hidrato y dimero del glicolaldehido en medio neutro y de las formas
aldehido y E/Z-enediolato en medio bésico.

Las estructuras aldehido y E/Z-enediol modelizadas en medio neutro a nivel
MP2 sirvieron como punto de partida para modelizar las correspondientes
especies aldehido y E/Z-enediolato en medio basico, siguiendo la
metodologia indicada en la Fig. 5.78.

Finalmente, se calcularon los espectros armoénicos IR y Raman de los
distintos conférmeros al nivel MP2/aug-cc-pVDZ. También se analizaron las
funciones de onda mediante la teorfa AIM, implementada en el programa
AIMAL, para identificar las interacciones covalentes (enlaces de hidrégeno
principalmente).

b) Detalles experimentales: Estudio cinético del equilibrio aldo-
enediolato mediante espectroscopia Raman

Se prepararon dos disoluciones frescas de glicolaldehido en agua (3.57
M) y se afiadié a una de ellas 25 pl de NaOH (4 M) y a la otra 10 pl. Los
espectros Raman de estas dos disoluciones se registraron 3 veces al dia durante
11 dias, lo cual nos permitié hacer un seguimiento de la evolucion del proceso
de isomerizacion del glicolaldehido a su forma enediolato en medio basico. Los
espectros Raman de una disoluciéon de glicolaldehido a pH neutro (3.57 M, sin
la adicién de NaOH) también se registraron durante varios dias, sin llegar a
observarse en este caso cambios significativos en las bandas espectrales.
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Los detalles del espectréometro Raman empleado se especifican en el punto
4.3.1. del capitulo 4, junto con las condiciones experimentales que se especifican
en el punto 4.3.2.

#i. Resultados y discusion
a) Superficie de energia potencial y propiedades de enlace

Los resultados computacionales indican que el glicolaldehido existe como
especie monomérica en disolucidon acuosa en sus formas de aldehido y
aldehido hidratado y que esta ultima es la mds estable y poblada. Los
porcentajes de cada una de ellas al nivel MP2/aug-cc-pVDZ con PCM y 3
moléculas de agua explicita son 9 y 91%, lo cual nos lleva a una relacién
aldehido:aldehido hidratado de =1:9. En medio neutro no se obsetvaron

poblaciones significativas de formas enediol.

Es importante resaltar que hay 10 conférmeros de la forma aldehido
hidratado que muestran una energia mas baja (entre 0.0 y 2.2 kJ/mol) que el
minimo mas estable de la forma aldehido (2.3 kJ/mol). La estructura de los
minimos mas estables de cada una de las formas se muestran en la Fig. 5.79
(paneles a y b). Los grupos hidroxilo del minimo mas estable de la forma
hidrato (H1) presentan las conformaciones g% y las dos moléculas de agua
explicitas interaccionan con el sustrato (mondémero hidrato) y entre ellas
mediante enlaces de hidrégeno con distancias interatomicas similares (entre 1.7 y
1.8 A) Adicionalmente, se encontré un enlace de hidrégeno intramolecular entre
los grupos hidroxilo g’y g con una distancia R(O--"H) de 2.098 A. También hay
una interaccién no covalente secundaria que consiste en un enlace de hidrégeno
largo no clasico entre H>O---HC con R(O---H)=2.701 A [62].

En el caso de las formas aldehido, el sustrato (monémero aldehido) siempre
muestra una conformacién s-cis Pocco v las moléculas de H>O explicitas se
encuentran rodeando los atomos de oxigeno del glicolaldehido. A excepcion del
complejo A2-n (g) (ver Fig. 1 de la referencia 53), todos los angulos diedros
Dccon tienen conformacion g’. Al igual que en el caso de las especies hidrato, se
forman enlaces de hidrégeno entre las moléculas de HoO explicitas y entre ellas y
los grupos hidroxilo y carbonilo, con distancias interatémicas similares en ambos
tipos de enlaces de hidrégeno. Los enlaces de hidrégeno entre el H2O y el grupo
CHO son los unicos que muestran distancias interatbmicas mas largas (alrededor

de 1.8y 1.9 A).
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Figura 5.19:  Estructuras moleculares de los conférmeros mas estables de las formas
aldehido hidratado (panel a), aldehido (panel b) y dimero (panel c¢) en medio neutro y
aldehido (panel d) y Z-enediolato (panel e) en medio basico, calculadas al nivel
computacional MP2/aug-cc-pVDZ con PCM en presencia de moléculas de H»O
explicitas.

Para completar la supetficie de energia potencial del glicolaldehido en
disolucidon acuosa neutra también se modelizaron estructuras ciclicas formadas
por condensaciéon de dos mondémeros (dimeros). En la Fig. 5.77 se vio que
pueden presentarse 4 isémeros: I, II, ITT y IV, este ultimo con los subtipos a y b.
Se encontraron 6 minimos al nivel MP2/aug-cc-pVDZ por debajo de 10 kJ/mol.
El mas estable de cllos, mostrado en el pane/ ¢ de la Fig. 5.19 es de tipo III,
presentando un grupo hidroxilo en posicién axial y el otro en posicion ecuatorial y
mostrando el anillo una conformacion de silla.

En los compuestos tipo III las moléculas de H>O explicitas se sitdan sobre
los anillos, como se puede ver en el pane/ ¢ de la Fig. 5.19, involucrando asf a un
gran niamero de enlaces de hidrégeno. Una caracteristica importante que se
deberfa resaltar es la presencia de enlaces de hidrégeno O---H entre el H2O
(como donadora) y uno de los atomos de O endociclicos (como aceptor). Las
distancias de estos enlaces de hidrégeno estin en un rango entre 1.759 y 1.868 A,
mas cortas, por tanto, que los resultados obtenidos en el minimo mds estable de
las formas B-furanosa de la D-ribosa y las a- y B-furanosa de la 2-deoxi-D-ribosa
con una molécula de agua explicita, las cuales rondaban las distancias O--"H
1.999, 1.885 y 1.943 A, respectivamente [23]. Ademas, estas interacciones no

covalentes se observaron solo en furanosas y no en piranosas, cuando, sin
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embargo, la estructura de las piranosas es analoga a la de los tipos 11 y 111 de las
especies diméricas del glicolaldehido.

En los paneles d 'y ¢ de la Fig. 5.19 se pueden observar los conférmeros mas
estables de las especies aldehido (B1-A) y Z-enediol (B2-E) desprotonadas en
medio basico. La relacién de poblaciones de Boltzmann en medio basico es
56:44 aldehido:Z-enediolato, sin presencia significativa del isémero E, en
contraste con la situacién que se presentaba en medio neutro.

En los complejos mas estables se puede observar que los grupos hidroxilo
son los que se desprotonan. Se observan distancias muy cortas (1.55 A) entre
los grupos hidroxilo desprotonados y los atomos de hidrégeno de las moléculas
de agua explicitas. Por ello, las estructuras modelizadas presentan valores de
energia relativa muy similares, cuando las especies analogas en medio neutro
estaban muy separadas energéticamente.

Otro hecho significativo puesto de manifiesto en este estudio es que en los
enlaces de hidrégeno CHO---H>O se experimenta un alto incremento de la
distancia interatomica O-'*H cuando la comparamos con los resultados
obtenidos para la especie aldehido en medio neutro (2.2-2.4 A frente a 1.8-1.9

A

Si, por ultimo, se realiza una comparacién de los resultados obtenidos con el
modelo implicito PCM y con el modelo hibrido (PCM + moléculas explicitas
de H»O) se puede ver, por ecjemplo, que la bisqueda conformacional del
glicolaldehido en la aproximacién PCM en medio basico, revela la existencia de
2, 2 y 1 minimos para aldehido, Z-enediolato y E-enediolato, y una relacién de
poblaciones de Boltzmann de 0.2:99.8:0.0. Esto muestra la gran diferencia entre
las  relaciones aldehido:enediol desprotonado obtenidas con los dos
procedimientos, =1:1 'y =1:499, respectivamente. Los resultados
experimentales que se muestran en el siguiente subapartado probaran que la
inclusiéon de agua explicita mejora considerablemente los resultados
obtenidos con el modelo PCM.

En resumen: 1) el glicolaldehido en disolucion acuosa neutra existe como
aldehido hidratado, aldehido libre y dimero; 2) la relacién de las poblaciones
de Boltzmann monoméricas en dicho medio es 1:9 aldehido:aldehido hidratado;
y 3) en medio basico el glicolaldehido experimenta el tautomerismo aldo-
enediolato con una relacion aldehido:enediolato de 1:1, estando presente
entonces unicamente el isémero Z de la forma enediolato.
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b) Estudio del tautomerismo aldo-enediolato mediante espectroscopia
Raman

Como se ha dicho anteriormente, los espectros Raman de las dos
disoluciones conteniendo NaOH (ver subapartado 7.4) de este punto 5.2.2.) se
registraron 3 veces al dfa durante 11 dias, permitiendo asf seguir la evolucién de
la reaccion de enolizacion del glicolaldehido. La Fig 5.20 muestra esta
evolucién para la disolucién de glicolaldehido con 25ul de NaOH y la Fig. 57 del
material suplementario de la referencia 53 muestra la misma para la disolucién
con 10ul de NaOH. La Fjg. 5.20 muestra, por un lado, los espectros Raman
registrados para la disolucién de glicolaldehido con 25ul NaOH durante 7 dias
(panel a) y, por otro, el espectro Raman diferencia (pane/ b) que resulta de sustraer
el espectro Raman registrado a pH neutro (antes de la adicién de NaOH) y el
ultimo espectro Raman registrado el séptimo dfa (disolucién a la cual se habian
afiadido 25ul NaOH). Las diferencias espectrales mas relevantes se especifican
con flechas. Si nos fijamos en el espectro Raman diferencia, se puede apreciar
claramente como aumenta la intensidad de las bandas a 1650 cm! y 809 cm! y
cémo disminuye la de las bandas a 1461 cm™” y 875 cm! conforme pasa el
tiempo. A continuacién se van a analizar estas bandas en detalle, descubriendo
que el aumento de intensidad de las dos primeras bandas se debe a la
formaciéon de formas aldehido y Z-enediolato, mientras que en las dos
segundas la intensidad disminuye debido a la bajada de poblacién que se
produce de hidratos y dimeros a pH basico.

DIA 7°, MEDIO BASICO

*2 MEDIO NEUTRO
[}
£
=
<
v Diferencia entre DIA 7°
g y MEDIO NEUTRO
T : : : : : ‘ . : ; : :
1800 1600 1400 1200 1000 800 1800 1600 1400 1200 1000 800
Nimeros de onda, cm’' Numeros de onda, cm’'
a) b)

Figura 5.20:  Evolucién con el tiempo (7 dfas) del espectro Raman del
glicolaldehido en medio basico (25 pul NaOH se afiadieron): a) Se muestra el primer
espectro Raman registrado cada dfa en la regién 1800-700 cm™! y las flechas sefialan las 3
regiones mas relevantes que cambian con el tiempo, y b) Espectro Raman diferencia
entre el dltimo espectro registrado el dia 7 y el registrado en medio neutro (ver
explicacion en texto).
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Aunque se continuaron haciendo medidas hasta el decimoprimer dia, a partir
del octavo ya no se observaron cambios significativos en los espectros
registrados, razén por la cual cabe pensar que entre el séptimo y el octavo dia
pudo haberse alcanzado el equilibrio. Como ya se comenté antetiormente,
también se registré el espectro Raman del glicolaldehido en disolucion acuosa
neutra durante varios dias, pero en tal caso no se observaron cambios
relevantes en las bandas espectrales del sistema en estudio. Sin embargo, en su
trabajo de la referencia 56, Kobayashi y cols. atirman haber observado la aparicién
de algunas bandas nuevas en el espectro IR de una disoluciéon de glicolaldehido
en DMSO cinco dias después de su preparacion (ver subapartado i Motivaciones
de este punto 5.2.2.).

Para tratar de simular

v (4
e )

.
T[] ey

teOricamente los  resultados

e

experimentales, el primer paso

fue intentar reproducir el

. EXPERIMENTAL
espectro Raman registrado a

pH neutro con la ayuda de
Glicolaldehido Raman
disolucién acuosa

calculos quimico cuanticos.
Asi, la Fig 521 muestra el

r T T
ESPECTROS TEORICOS
MP2/aug-cc-pVDZ

100% Espectro ponderado
80% (Hidr. + ald.) + 20% Dimero

espectrto Raman experimental
del glicolaldehido a pH neutro

80% Hidr. + ald,

y los espectros tedricos del set
mas estable de complejos
acuosos de aldehido
hidratado, aldehido y
dimero, los cuales son los mas
poblados al nivel MP2/aug-
cc-pVDZ vy, por tanto, cabe
esperar que estén presentes de
forma mayoritaria en
disolucién acuosa a pH neutro.
Para la modelizaciéon  del
disolvente se usé un modelo
hibrido (PCM + agua
explicita) y los espectros teori-

cos se ponderaron teniendo en

75% Hidrato

5% Aldehido

20% Dimero

2000 1800 1600 1400 1200 1000 800

Nameros de onda, cm’'

Figura 5.21:  Espectros Raman
experimentales (panel superior) y tedricos (panel
inferior) del glicolaldehido en disoluciéon acuosa
en medio neutro. Los espectros tedricos
ponderados (100% con mas grosor y 80% con
menos grosor, en negro) se obtuvieron teniendo
en cuenta las poblaciones de los conférmeros
mas estables de las especies aldehido hidratado,
aldehido y dimero (esta dltima contribuyendo
solo al espectro del 100%). Funcién Gaussiana,
pasode 1 cm' y FWHM de 16 cm.

cuenta las poblaciones predichas para los

conférmeros mas estables (con energia inferior a 5 kJ/mol para las formas
aldehido y aldehido hidratado e infetior a 10 kJ/mol para las formas diméricas,
ver Tabla 5.7). Para visualizar mejor la discusiéon que viene a continuacién, en la
Fig. 5.21 se han incluido las contribuciones teéricas de los complejos de las
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formas aldehido y aldehido hidratado. Se realiz6 una comparacion de los
espectros tebricos y experimentales teniendo en cuenta diferentes poblaciones de
formas diméricas, y se observé que un 15-20 % de estas formas proporcionaba
un porcentaje adecuado para lograr un buen acuerdo teérico-experimental.
Por ello, se tuvo en cuenta un 20 % de estas especies en nuestro espectro tedrico
ponderado (ver la discusiéon de mds abajo). Para incluir la presencia de un 20 %
de dimeros, las poblaciones de las formas aldehido hidratado y aldehido (94:6) se
multiplicaron por 0.8 (esto es, 75.2:4.8) para alcanzar el 100 %.

Los espectros tedricos se tomaron, MEDIO NEUTRO
entonces, como referencia para interpretar Aldehido
las bandas del espectro registrado en la hldrata,d 0 Aldehido
. y aldehido
regién 1750-650 cm!. Algunas bandas Estruc. A, Estruc. AL
Raman se pueden asignar a la presencia de i 0.0 Alr 0.0
las formas aldehido hidratado, aldehido o ey 10 A2en 21
dimero del glicolaldehido como sigue: H3 11 A3en 37
H4 13 Ad- 39
1) Comenzando por el rango de altos !
) H5 13 A5n 40
nimeros de onda, nos encontramos e 3
con la banda débil a 1744 cm, la '
. H7 1.7 Dimero
cual puede ser asociada al modo S
. 1. E . A
normal de C=O stretching de la He ! strue B
; . H9 2.0 D1 0.0
forma aldehido, mientras que la
. . H10 2.2 D2 5.4
banda a 1650 cm! se identifica
, . Al-n 2.3 D3 5.5
tedticamente como modos de
. , H11 2.3 D4 7.6
bendings de H20 de las moléculas
, . H12 2.3 D5 8.1
explicitas de agua que rodean las
.. . , H13 2.6 Do 9.8
distintas formas de glicolaldehido.
.. ; H14 2.9
2) Adicionalmente, las formas aldehido
hidratado y dimero dan una banda Tabla 5.7:  Energfas relativas

(kJ/mol) de los minimos mas

intensa a 1461 cm!, mientras que se
estables de las formas aldehido

requiere la presencia de una o dos hidratado (H), aldehido (A-r) y
formas para reproducir la secuencia dimero (D), por debajo de 3,5y
de bandas de intensidad media que 10 kJ/mol, respectivamente, al

se observa a 1384, 1349, 1303, 1268~ "ivel computacional MP2/aug-
’ ’ L cc-pVDZ en medio neutro.

y 1245 cm. Los espectros tedricos
de las formas aldehido hidratado y aldehido reproducen bien la banda a
1384 cm™ y los de las formas aldehido hidratado y dimero las bandas a
1349 y 1303 cm’!, mientras que las bandas a 1268 y 1245 cm! se
predicen adecuadamente solo con la presencia de dimeros y de aldehidos

hidratados, respectivamente. La primera banda que se ha mencionado,

185



Quiralidad molecular y supramolecular estudiadas mediante IR-VCD-Raman, calculos y MW

esto es, la de 1461 cm se atribuye principalmente a los modos normales
de scissoring de CH» y de bending de COH, con las contribuciones
adicionales de stretching de C-C y wagging de CH. EI resto de bandas se
puede asignar a vibraciones de bending de COH acopladas con modos
normales de scissoring de CHa (proveniente solo de las formas aldehido),
twisting de CHo, y waggings de CH y CHa.

3) Los calculos también reproducen bien las tres bandas observadas a 1149
(hombro), 1106 (hombro) y 1052 cm (fuerte), que son principalmente
debidas a la presencia de las formas de aldehido hidratado y se pueden
asignar a combinaciones de stretchings de C-C y C-O, entre otras
vibraciones. Sin embargo, para predecir de forma completa la anchura de
la dltima banda es necesaria la participaciéon de los dimeros, que
contribuyen a la misma con movimientos de deformacién de anillo.

4) Finalmente, es importante resaltar que la banda a 875 cm! se asigna al
modo normal de torsién de OH de moléculas de agua explicita acoplado
a diferentes vibraciones de las formas de aldehido hidratado. Por el
contrario, la banda a 775 cm! corresponde al movimiento de respiracién
de anillo de los dimeros. Estas dos bandas se predicen bien Gnicamente
con la presencia de complejos aldehido hidratado o dimero,

respectivamente.

Después de este andlisis se puede concluir que la molécula de glicolaldehido
existe como tres tipos diferentes de estructuras en disolucién acuosa a pH
neutro: aldehidos hidratados, aldehidos y dimeros. Los resultados tedricos
apoyan los datos experimentales y la respectiva relaciéon 4:0.25:1 (poblaciones
alrededor de 75%, 5% y 20%) patrece ser adecuada para describir de forma
correcta la compleja superficie de energfa potencial del glicolaldehido en medio

neutro.

Respecto a la poblacion de dimeros, se puede estimar que hay presentes
entre un 15 y 20% por comparacién de las intensidades de algunas bandas
Raman tedricas y experimentales, a las cuales estas especies contribuyen total
o parcialmente. Estas bandas son las que aparecen a 1461, 1268, 994 y 775 cm.
Si los dimeros contribuyeran con una poblaciéon del 100%, se deberfa observar
una banda experimental a 1420 cm™ con la misma intensidad que la banda a 1461
cm! y podemos ver que esta banda no esta presente. La banda experimental que
aparece a 1461 cm! se reproduce bien teniendo en cuenta un 20 % de dimeros y
un 75 % de aldehidos hidratados. La banda observada a 1268 cml, que es
debida a la presencia de dimeros, también se reproduce con una intensidad
adecuada (similar a la de la banda a 1245 cm?) teniendo en cuenta un 15-20 % de

dimeros. Si se hubieran empleado porcentajes mas altos de esta forma molecular
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para ponderar los espectros tedricos, esta banda aparecerfa con la misma
intensidad que la banda a 1461 cm!. Otro hecho que corrobora la contribucién
de un 15-20 % de dimeros es la correcta reproduccion tedrica teniendo en cuenta
este porcentaje de la banda débil observada a 994 cm!. Ademas, la banda a 775
cm’! es la mds intensa del espectro teérico ponderado de los dimeros; sin
embargo, la banda mas intensa en el espectro experimental aparece a 1461 cm,
con una relacién de intensidad relativa de 1:0.4 entre esta Ultima (tomando su
intensidad relativa como referencia y asignandole el valor unidad) y la banda a
775 cm!. Esta relaciéon es tedricamente 1:0.6 si elegimos 20% como poblaciéon de

especies diméricas y cambia a 1:0.5 si usamos un 15%.

Nuestros resultados son similares a los obtenidos por Collins y George [58] y
Kobayashi y cols. [56], que concluyeron que los monémeros (en forma hidratada en
el caso de la referencia 58) predominaban sobre otras especies en disoluciones de
D20 y H20. Por el contrario, los resultados de esta tesis no concuerdan con los
obtenidos por Michelsen y cols. [57), quienes afirmaron que cuando el glicolaldehido
se encuentra disuelto en agua, se establece aparentemente un equilibrio entre las
formas monoméricas y diméricas con predominancia de estas ultimas.
Finalmente, Yaylayan y cols. emplearon la espectroscopia IR para confirmar la
presencia de formas enediol en disoluciones acuosas neutras de algunos azucares
reducidos [35] y también del glicolaldehido [59], pero nosotros no encontramos
evidencias claras de la presencia de esta especie en este medio en el caso del
glicolaldehido.

De la misma forma que para la Fig. 5.27, la Fig. 5.22 muestra el ultimo
espectro Raman registrado el séptimo dia en medio basico, comparado con
los espectros teoricos ponderados de los conféormeros mas estables de las
especies aldehido, Z-enediolato, hidrato y dimero (con energfa relativa
infetior a 5 kJ/mol, ver Tabla 5.8). En las Figs. 5.21 y 5.22 se puede obsetrvar que
los espectros Raman experimentales muestran diferencias apreciables entre ellos
(ver también Fig. 5.20), y por tanto, distintas asignaciones.

Los hidratos y los dimeros también se encuentran presentes en medio
basico, pero en una proporcién menor que en medio neutro, mientras que las
especies enediol (en su forma desprotonada) aparecen gracias a la adicién de
reactivo basico (NaOH). La proporcion de aldehidos con respecto a aldehidos
hidratados y dimeros aumenta en relacién a la que habia presente en medio
neutro. Las relaciones =1.5:1 aldehido:Z-enediolato y =4:1 aldehido
hidratado:dimero se han conservado para ponderar los espectros tedricos. La
relacion existente entre las especies aldehido hidratado y dimero es 3 veces
mayor que la que hay entre las estructuras aldehido y Z-enediolato. Esto se
dedujo comparando la intensidad de la banda a 1461 cm! en los medios neutro y
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basico, la cual es 1 y 0.35, respectivamente, después de normalizar. Asi,
poblaciones respectivas de alrededor de 10, 15, 60 y 15 % de Z-enediol
desprotonado, aldehido, aldehido hidratado y dimero parecen reproducir de
forma adecuada el espectro experimental. Las bandas que no se reproducen bien
con los espectros tedricos de las formas aldehido y Z-enediolato se asignan a
restos de especies hidrato y diméricas que no se han transformado. En la
literatura no hay informacién sobre el rendimiento del proceso de enolizacion
del glicolaldehido, pero puede esperarse que este no sea del 100 % por alcanzarse
un estado de equilibrio en el sistema antes de que el proceso de enolizacion se

haya completado.

> 7}" R 4

P
43"*3‘ >—( “3[“’ g;k:,) MEDIO BASICO

2 ]
Aldehido y enediol desprotonado

EXPERIMENTAL

Glicolaldehido Raman
Disolucién acuosa basica

Estruc. AE, Estruc. AE,

7° dia B1-A 0.0 B9-E 33
B2-E 1.0 B10-A 3.6
Y . VWY W B3A 16 BILE 36
ol B4A 19  BI2ZA 37
Dopore B5-A 23 BI3E 42
ponderado
103 £ B6-E 2.8 B14-E 4.5
15% Aldehido
60% Hidrato B7-A 3.0 B15-A 4.6
15% Dimero . .
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 B8-E 3.3 B16-E 48
Nameros de onda, em Tabla 5.8: Energfas  relativas
Figura 5.22:  Espectros Raman (kJ/mol) de los minimos mas
expetimentales (panel superior) y tedricos estables de las formas aldehido (B-
(panel inferior) del glicolaldehido en disolucion A) y enediol desprotonado (B-E),
acuosa basica. El dltimo espectro Raman por debajo de 5 kJ/mol, al nivel
registrado a pH 14 el séptimo dia se muestra en MP2/aug-cc-pVDZ  en  medio
el panel superior. En el panel inferior se bésico.

muestran los espectros tedricos ponderados
con las poblaciones de los conférmeros mas
estables de las especies Z-enediolato, aldehido,
aldehido  hidratado y dimero. Funcién
Gaussiana, paso de 1 cm? y FWHM de 16
cml,

A continuacién voy a resaltar las bandas Raman mas importantes que

confirman que el tautomerismo aldo-enediolato ha tenido lugar:

1) La banda a 1650 cm aparece mucho mas intensa que la que se
observa a pH neutro y va aumentando de intensidad (conforme pasa el

tiempo) desde el primer hasta el séptimo dia, como puede verse en la
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Fig. 5.20. En esta regién pueden estar presentes las absorciones IR
correspondientes a los modos normales de los bendings del H2O (como
se ha comentado en el analisis en medio neutro), pero si esta banda
observada fuese sélo debido a la presencia de agua, la misma no deberia
aumentar su intensidad con el tiempo. Los calculos ab initio ayudaron a
clarificar este punto y condujeron a hacer la asignaciéon de esta banda a
los modos normales de stretching de C=C de las formas Z-enediolato
(10% de poblacién) y de stretching de C=0O de las especies aldehido
(15% de poblacién), apareciendo este Gltimo a un mayor nimero de
ondas que el primero. Experimentalmente se observa una banda ancha
centrada a 1650 cm! y la anchura de la misma puede justificarse como
debida a las antes referidas contribuciones de los diferentes modos
normales de las distintas especies quimicas que se ha indicado que
absotrben en dicha zona. Adicionalmente, el aumento de intensidad de la
misma a lo largo del proceso de enolizacién se podria justificar,
asimismo, por la aparicion y aumento de formas enediolato en el
medio de reacciéon a medida que dicho proceso avanza. También se
observa un incremento en la proporciéon de formas aldehido en
funcién del tiempo, en comparacion a la inicialmente presente en la
disolucién neutra, a expensas de una disminucién de las poblaciones de
las formas aldehido hidratado y dimero.

2) Otros datos a favor de lo aqui propuesto serfan la disminuciéon de
intensidad de la banda a 1461 cm y, asimismo, observada para la
secuencia de bandas previamente mencionada, es decir, la formada
por las bandas a 1384, 1349, 1303, 1268 y 1245 cm, bandas que
también se desplazan respecto a los valores de los nimeros de ondas a
los que aparecen en el espectro, debido a la mayor poblacién de
aldehidos en lugar que de aldehidos hidratados. Lo apuntado resulta
légico porque la banda a 1461 cm! se asocié a modos de scissoring de
CH: y bending de COH, y la poblacién total de las formas que podtian
ser responsables de estos modos normales es mas baja: las estructuras de
aldehido hidratado y de dimero tienen una poblacién total de 95% vy
75% a pH neutro y basico, respectivamente.

3) A ndimeros de onda mas bajos, las bandas a 1149 cm! y 1106 cm'!, que
son debidas a la presencia de aldehidos hidratados, aparecen mas
débiles, y aquella a 1052 cm™ (debida a la presencia de dimeros) se

desplaza a frecuencias mas altas, apareciendo a 1075 cmL.

En resumen, las bandas asignadas a los stretchings de C=0 y C=C y al
scissoring de CH», que se pueden asociar a la aparicién e incremento de
especies enediolato y aldehido, aumentaron sus intensidades a lo largo del
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proceso de enolizacién. Por el contratio, las intensidades de las bandas que son
debidas a la presencia de formas de aldehido hidratado y dimero
disminuyeron, bandas que fueron asignadas a los modos normales de scissoring
de CHoa, stretchings de C-C y C-O y bending de COH. Ademas, el espectro
Raman registrado el séptimo dia a pH basico se reproduce bien a partir del
espectro tedrico ponderado, considerando las relaciones =1.5:1 aldehido:Z-
enediolato y =4:1 aldehido hidratado:dimero.

En vista de las maultiples reacciones que pueden ocurrir cuando el
glicolaldehido se encuentra en disolucién acuosa basica, puede afirmarse que el
estudio de dicho sistema quimico es realmente complejo. Adentrandonos en él, si
analizamos en detalle el referido proceso reactivo que ocurre en dicho sistema
quimico, parece estar claro que el hidréxido sédico, actuando como nucledfilo,
abre el anillo de los dimeros, disociandolos en las formas hidrato y aldehido, y
que una parte de estos aldehidos se convierten en especies enediolato mediante
una migracién de un atomo de hidrégeno y la formacién de un doble enlace
C=C. Aunque hay muchas especies presentes en el medio, la presencia de las
formas aldehido, Z-enediol desprotonado, aldehido hidratado y dimero
consideradas parece reproducir la compleja situacién en el proceso de
enolizacién del glicolaldehido a su forma Z-enediolato. Adicionalmente, hay que
resaltar que se requiere el uso combinado de los modelos de solvatacion
explicito e implicito para lograr una descripcion correcta de las superficies de
energia y conseguir unos valores precisos de las energias de las diferentes
especies moleculares que intervienen en los procesos puestos en juego en el
sistema y, consecuentemente, de las poblaciones de dichas especies presentes en
¢él. Asi, la técnica Raman, junto con los calculos ab initio, nos llevan a la
conclusion de que el proceso de enolizaciéon ha tenido lugar v,
consecuentemente, el tautomerismo aldo-enediolato ocurre cuando una
cantidad adecuada de reactivo basico se aflade a disoluciones acuosas de
azucares. Este resultado estdi en concordancia con aquel publicado por
Fedorotiko y cols. en el que concluyeron mediante medidas polarograficas que el
glicolaldehido se encuentra en equilibrio con su forma enediol en medio alcalino
[55]; sin embargo, el sustrato en este segundo caso no es formalmente una

especie enediol, sino su forma desprotonada.
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5.3. Terpenos
5.3.1. Motivaciones

Los terpenos son una familia de compuestos organicos que estan formados
por unidades basicas de isoptreno de 5 carbonos combinadas y modificadas, a las
que se unen sustituyentes. Ademas, constituyen uno de los grupos principales de
metabolitos secundarios en la naturaleza, casi 23000 han sido caracterizados
[63,64]. Muestran una gran variedad de actividades quimicas y biologicas,
estas ultimas tales como las propias de agentes antitumorales, antibactetianos,
antioxidantes y antifingicos [65].

Los monoterpenos derivan de la combinacién de dos unidades de
isopreno (10 atomos de C) y son los principales compuestos volatiles liberados
por las plantas y bosques de coniferas, siendo emitidos en grandes cantidades
[66,67]. La mayoria de los monoterpenos son hidrocarburos insaturados que
tienden a reaccionar de manera ripida con agentes quimicos atmosféricos, tales
como el ozono y los radicales hidroxilo, formando productos de oxidacién que
pueden producir aerosoles organicos secundarios (SOAs, del inglés Secondary
Organic Aerosols) [68,69]. Asi, los monoterpenoides son compuestos organicos
volatiles y biogénicos (BVOCs, del inglés Biogenic 1 olatile Organic Compounds)
que juegan un papel importante en la quimica atmosférica, ya que estan
relacionados, por ejemplo, con el cambio climatico de distintas formas [68].

Para clarificar el papel de la quimica terpenoide en la atmésfera, un gran reto
es la identificacién y cuantificacion de los terpenos y sus productos de
oxidacion y degradacién [69]. Para conseguir este objetivo, se han aplicado
ampliamente técnicas como la espectroscopia RMN heteronuclear de dos
dimensiones [70], la espectroscopia FTIR [71], la espectrometria de masas por
reaccion de transferencia de protones (PTR-MS, de sus siglas en inglés) [72], la
cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC, de sus siglas en inglés) [71] y
la cromatograffa de gases acoplada con la espectrometria de masas [73,74].
Recientemente, la espectroscopia de microondas de alta resolucién también se
esta empleando para estudiar la estructura en fase gas de algunos terpenos, tales
como, por ejemplo, el perilaldehido [63], la carvona [75], el limoneno [75], el
carvacrol y el timol [76], la mentona y el mentol [64], el 4-carvomentenol [77], el
alcanfor [78] y la fenchona [79], entre otros.

En esta tesis, se ha empleado la técnica de microondas para estudiar las
estructuras en fase gas del 6xido de limoneno, y-terpineno y pulegona, como
se mostrard a continuacién. Los resultados para el o6xido de limoneno se
encuentran ya concluidos y ha sido recogidos en la referencia 80, de muy reciente
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publicacién, mientras que los trabajos para el y-terpineno y la pulegona estan aun
bajo analisis.

5.3.2. Metodologia tedrica

Para los terpenos estudiados, 6xido de limoneno, y-terpineno y pulegona, se
aplic6 una metodologia similar, comenzando con el estudio del paisaje
conformacional, y continuando con la optimizacion de las estructuras de los
conférmeros mas estables y la prediccién de sus propiedades moleculares,
para ayudar de esta forma a la correspondiente identificacion conformacional
de cada uno de ellos a partir de su respectivo espectro rotacional experimental.
Para el y-terpineno también se llevaron a cabo calculos para la simulacién de sus
espectros vibracionales en las fases liquida y sélida.

En la Fig 5.23 se muestra de forma esquematica la metodologia tedrica
seguida en el estudio estructural del y-terpineno, asociado a su correspondiente
estudio experimental vibracional y por espectroscopia de microondas,
explicandose en el texto que viene a continuacién las principales diferencias entre
dicha metodologia y la usada en los estudios del 6xido de limoneno y de la
pulegona.

Después de los calculos indicados en la Fig. 5.23, se llevaron a cabo cdlculos
vibrot (acoplamiento vibracional-rotacional, vibrational-rotational conpling en inglés)
y NMR con los funcionales B3LYP y M06-2X con la base 6-311++G(2df,p)
para obtener los momentos dipolares orientados segin los ejes principales de la
molécula bajo estudio, sus constantes rotacionales y sus constantes de distorsion

centrifuga.

En el caso del y-terpineno se obtuvieron 2 conférmeros como minimos de
la PES y para ellos se llevaron a cabo los calculos del esquema de la Fig. 5.23. El
y-terpineno es liquido a temperatura ambiente y, por ello, para la simulacién
tedrica de su estructura en fase liquida se llevaron a cabo calculos simulando el
disolvente con el modelo implicito PCM. En este caso, el disolvente es el propio
y-terpineno. La simulacién del sélido esta en proceso, habiéndose obtenido para
ello clasteres de 4 y 5 moléculas de y-terpineno mediante Mecanica Molecular.
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Scan inicial en diferentes enlaces rotables: el

grupo isopropilo (angulo diedro D5), los metilos de
este grupo (D8 y D12) y el metilo en posicion para

(D21) D5
B3LYP/6-31G(d) con pasos de 5, 10 y 30 grados 4 rﬁs

D21
Doble scan en los angulos diedros D12-D8 y D5- 3 J D12
D21
D12-D8 D5-D21 b)
B3LYP/6-31G(d) B3LYP/6-31G(d)
MP2/6-311++G(d,p) MO06-2X/6-311++G(d,p)
con pasos de 10 B3LYP/6-311++G(d, p)
grados coh pasos de 10 grados

@

Las estructuras iniciales se eligieron segun el a
enlace rotable del grupo isopropilo (&ngulo diedro
D5). Estos calculos también se realizaron para el 3
grupo metilo en posicién para (D21)
B3LYP y M06-2X con 6- MP2 y MP4 con 6- 3
311++G(2df,p) 311++G(d,p)

Optimizacién de estructuras y energias de los
minimos:

. Energias:
B ctuas, MP2(fully/6-311++(3df,2p)
MI'i’Z i y single point tomando la

estructura
eRil=Cll ) 1y &= MP2/6-3114+G (2df.p)

Métodos G3 y G4

311++G(2df, p)

Célculo y optimizacién de los maximos: d)
Optimizacién QST3. B3LYP, M06-2X y MP2 con
6-311++G(d,p) y 6-311++G(2df,p)

a)

Figura 5.23:  a) Esquema que muestra la metodologia tedrica seguida para el estudio
tedrico del y-terpineno, b), ¢) y d) recogen las estructuras moleculares de los conférmeros
mas estables del y-terpineno, S-(-)-6xido de limoneno y R-(+)-pulegona, respectivamente,
con los enlaces rotables seflalados con flechas rojas.

Para el 6xido de limoneno, se realizaron todos estos calculos para 12
conférmeros que se encontraron como minimos en la PES [81], empleando
MP2/6-311++G(d,p) (pasos de 5°: 6 conformaciones posibles del grupo
isopropenilo (ecuatorial y axial), cada una a tres angulos diedros <C8C7C4C5
alrededor de 0° (C), +120° (A) y -120° (a), con configuraciones ¢s o frans del
anillo epéxido con respecto al grupo isopropenilo (ver el posterior apartado
5.3.3, subapartado 7.5). En este caso, la optimizacion de las estructuras se llevé a
cabo con los métodos B3LYP y M06-2X con las bases 6-311++G(d,p) y 6-
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311++G(2df,p), B3LYP-D3/6-311++G(d,p) y MP2 con las bases 6-
311++G(d,p) y aug-cc-pVTZ. Los parametros espectroscopicos (A, B, C, pa, b,
e, A, Ak, etc.) se calcularon con los métodos mencionados, como, asimismo, las
energias relativas, con el empleo adicional de las metodologias G3 y G4 (ver
Tabla 5.9). El calculo y optimizacién de maximos (estados de transicion) y el
calculo de las barreras de los metilos se realizaron con los mismos métodos que
se indican en la Fig 5.23 (excepto el calculo MP4). Para mas detalle, ver
referencia 80.

Segtn los scans realizados en el trabajo de la referencia 82, la pulegona
puede existir como dos conférmeros, uno ecuatorial y otro axial. L.a metodologia

tedrica seguida para la pulegona se resume:

e Estructuras iniciales: Conférmeros ecuatorial y axial> HF/6-31G(d,p).

e Optimizacién de estructuras=> Funcionales B3LYP y M06-2X con la
base 6-311++G(d,p).

e Parimetros espectroscopicos y energias relativas> B3LYP y M06-2X
con la base 6-311++G(d,p).

e Comparacion con los calculos ab initio = MP2/6-311++G(d,p).

e Scan en los 3 metilos y scan doble en los metilos del isopropenilo =
M¢étodos B3LYP, M06-2X y MP2 con la base 6-311++G(d,p).

A excepcion de los scans de los metilos, todos los célculos se llevaron a cabo
tanto para el enantidmero R de ambos conférmeros como para el S. Como la
relacién sefial/ruido del espectro rotacional experimental fue lo suficientemente
alta para poder observar los espectros rotacionales de cada 3C, también se
realizaron calculos B3LYP, M06-2X y MP2 con la base 6-311++G(d,p) para
cada uno de los BC de la estructura, obteniendo asi los parametros
espectroscopicos tedricos de cada uno para poder identificarlos en dicho
espectro experimental. Como veremos en el punto 5.3.5., con las constantes
rotacionales experimentales de cada 3C y las ecuaciones de Kraitchmann [83)
obtenemos las coordenadas cartesianas de los dtomos sustituidos de la molécula
(estructura de sustitucion, t,, ver punto 2.2.3. “Determinacion de las estructuras
moleculares a partir de datos rotacionales” del capitulo 2).

Adicionalmente, se modelizaron clasteres de pulegona con 1 y con 2
moléculas de agua explicita, situandolas en las posiciones idéneas para favorecer
la creacién de enlaces de hidrégeno entre las mismas (donadoras) y el oxigeno
del grupo carbonilo de la molécula de pulegona (aceptor). Para las estructuras asi
resultantes se llevé a cabo la misma baterfa de cilculos que para los dos minimos

de la PES en las estructuras sin agua de esta especie quimica.
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5.3.3.  Oxido de limoneno

.. Motivaciones

El 6xido de limoneno (4-isopropenil-1-metil-7-oxabiciclo[4.1.0]heptano, ver
Fig. 5.24) es un contaminante atmosférico producido por la oxidacién de otros

terpenos, mayoritariamente por la degradacién de limoneno y a-pineno [84].

En 1998, Abbate y cols. estudiaron la estructura 10

molecular y el espectto VCD del 6xido de O |1

limoneno en los rangos del IR cercano y del 6 2

visible [85]. Posteriormente, Avilés-Moreno y cols. 5 3

analizaron los espectros IR, Raman y VCD f

experimentales en fase liquida con la ayuda de 7

calculos quimico cuanticos al nivel B3BLYP/cc- 8 9

pVDZ [81], encontrando que los datos Figura 5.24: Esquema

experimentales se podian explicar considerando de la estructura del 6xido

una mezcla de conférmeros ecuatoriales. de  limoneno con la
numeracion de sus Atomos
indicada.

En este trabajo, se ha investigado por primera
vez la molécula de oxido de limoneno en fase gas, caracterizando
experimentalmente sus conformaciones mediante espectroscopia de microondas
y calculos quimico cuanticos de alto nivel. De hecho, se han detectado los 5
conférmeros mas estables, con la correspondiente determinacién de sus
parametros moleculares a partir del analisis del espectro rotacional de esta
especie quimica. La superficie de energia potencial de este terpeno se explord
con métodos DFT y ab initio empleando varias bases de calculo. Comparando
las constantes rotacionales experimentales con las ab initio, se identificaron 4
conférmeros ecuatoriales y 1 axial. Las interacciones atractivas tipo enlaces
de hidrogeno y fuerzas de dispersion, junto con los efectos estéricos,
resultaron de suma importancia para llegar a determinar las estructuras de los
distintos conférmeros. También se investigaron los procesos de relajacion
conformacional que podian tener lugar en el jer supersénico con la ayuda de
calculos MP2.

7. Metodologias

a) Detalles experimentales

El espectro rotacional del o6xido de limoneno se registr6 con un
espectrémetro de pulsos microondas por transformada de Fourier (MB-
FTMW), cuyo funcionamiento se explicé en el apartado 4.4.1. del capitulo 4, y
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con un espectrometro FT microondas de banda ancha (CP-FTMW), cuyo
funcionamiento también se explicé anteriormente, en el punto 4.4.2. Los detalles
experimentales se recogen también en dichos puntos del capitulo 4. El primero
de los equipos citados se encuentra disponible en Lille, y el espectro rotacional
de dicho terpeno se pudo registrar e iniciar su analisis gracias a la realizacion de
una estancia de investigacion de esta doctoranda en la Universidad de Lille 1 en
2014, tal y como se explica en el capitulo 1 “Introducciéon”. El segundo
espectrometro mencionado se encuentra en el King’s College London [79] y los
correspondientes registros microondas, asi como su analisis, fueron realizados en
este caso en el grupo de investigacién de la Dra. D Marfa Eugenia Sanz, y mas
concretamente por sus estudiantes Donatella Loru y Natasha Jarman, resultando
asi un trabajo de colaboracién combinando los resultados obtenidos con ambos
espectrémetros. El dltimo espectrémetro mencionado opera en la regién 2-8
GHz, mientras que el primero lo hace en la region 4-20 GHz.

b) Resultados computacionales

Las energias relativas calculadas para cada uno de los conférmeros

encontrados como minimos en la PES se recogen en la siguiente tabla:

Energia relativa (cm-)?
Conférmeros B3LYP MO062X MP2
1 2 3 1 2 1 4
eq-trans-a 0 0 0 34 6 67 191 17 0
eq-trans-A 191 182 199 178 95 307 334 188 170
eq-cis-a 178 179 171 196 200 244 388 209 189
eq-cis-A 234 234 246 256 184 371 399 253 233
eq-cis-C 260 262 295 390 258 421 453 296 279
eq-trans-C 287 267 327 404 304 425 491 314 303
ax-trans-C 617 634 185 0 0 0 0 0 139
ax-trans-A 1295 1337 810 637 679 713 742 704 853
ax-cis-C 1425 1454 1114 1173 1096 1179 1258 1240 1281
ax-trans-a 1451 1457 1125 1103 1082 1145 1096 1037 1125
ax-cis-a 1681 1690 1275 1109 1110 1232 1178 1095 1111
ax-cis-A 1906 1966 1640 1927 1880 2014 2022 1873 1948

G3 G4

a Todas las energfas relativas estin corregidas al punto cero (ZPE siglas en inglés, AE),
excepto las calculadas al nivel MP2/aug-cc-pVTZ, que son energfas relativas de equilibrio
(AE,). 1: 6-311++G(d,p); 2: 6-311++G(2df,p); 3: B3LYP-D3/6-311G++(d,p); 4: aug-cc-
pVTZ.

Tabla 5.9: Energfas relativas de los 12 conférmeros del éxido de limoneno
calculadas con diferentes métodos tedricos.
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Analizando estos valores, se puede observar que se producen cambios
considerables si las energfas relativas se calculan con el funcional B3LYP (con y
sin la dispersién D3 de Grimme) o con los métodos M06-2X o MP2. Estos
ultimos predicen energias considerablemente mas bajas para todos los
conférmeros axiales, lo cual provoca una ordenacion energética distinta con una
de las formas axiales como minimo global. Las constantes rotacionales y las
componentes del momento dipolar de todos los conférmeros predichos con

cada método se recogen en la referencia 80.

Como se coment6 en el punto 5.3.2. se realizé una exploracion de la PES
de este terpeno al nivel MP2/6-311++G(d,p), a lo largo de la coordenada de
torsién del grupo isopropenilo, para los conférmeros axiales y ecuatoriales,
escaneando el angulo diedro <C8C7C4C5, y que se muestra en la g, 5.25.

Esto confirmé el orden energético de los conférmeros y permitié la
investigacién de la interconversiéon conformacional y la identificaciéon de los
estados de transicion. Los conférmeros con alta energfa se pueden relajar a sus
formas de mas baja energfa mediante colisiones con el gas portador en las etapas
iniciales de la expansiéon supersoénica si las barreras de interconversién son lo
suficientemente bajas, alrededor de < 1000 cm! (aprox. 12 kJ/mol) o infetiores
(para sistemas moleculares con algunos grados de libertad [86]). Asi, las barreras
de interconversion calculadas entre los conférmeros eq-trans-C, eq-cis-C, ax-
trans-a, ax-cis-A, y eg-trans-A, eq-cis-A, ax-trans-A, ax-cis-a, respectivamente,
son muy bajas, por lo que es muy probable que los primeros se relajen a los
segundos en el jes supersénico.

Ademas, por un lado, las barreras torsionales calculadas para los grupos
metilo del conférmero ecuatorial mas estable fueron de 750 (B3LYP), 680
M062X) y 890 (MP2) cm! para el angulo diedro <HC10C1C6 y de 500 cm™! a
los tres niveles de teorfa para <HCIC7C4 (ver Fig. 5.24 para la numeracién de
los atomos). Por otro lado, los valores de las mismas para la forma axial mas
estable fueron de 900 cm (MP2) y 650 cm™' (MP2) para los angulos diedros
<HC10C1C6 y <HC9C7CA4, respectivamente.
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Figura 5.25:  Barridos (scans) de las superficies de energfa potencial calculados a lo
latgo del angulo diedro <C8C7C4C5 al nivel MP2/6-311++G(d,p) para las
configuraciones «s (en azul) y #rans (en rojo) del 6xido de limoneno con el grupo
isopropenilo en las posiciones a) ecuatorial y b) axial. Se han indicado las posiciones de
los conférmeros ecuatoriales y axiales y los correspondientes 12 estados de transicion.

ui. Espectro rotacional

Como se comento en el subapartado 7.a), el espectro rotacional del 6xido de
limoneno se registr6 con los espectrometros MB-FTMW y CP-FTMW
disponibles en Lille y Londres, respectivamente. En la Fig. 5.26 se muestran los
espectros rotacionales registrados con el equipo CP-FTMW en la regién de
frecuencia 2-8 GHz y con el equipo MB-FTMW en la regién 6.8-7.35 GHz.
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Se puede observar
la presencia de una
gran  cantidad  de
transiciones, indicativa
de la

varias conformaciones

presencia de

de esta molécula. Se
espera que todos los
conférmeros sean
trompo-asimétricos,
cercanos a set
prolatos, y la mayoria
presentan un
considerable w,. Por
tanto, las  primeras
busquedas se
centraron en la serie de
transiciones tipo & de
la rama R Jij¢Jo;
separadas
aproximadamente por
2C. Inicialmente se
encontraron 4
especies en el
espectro. Los primeros
ajustes que inclufan
transiciones  tipo b
permitieron la determi-
nacion de constantes
rotacionales
preliminares vy la
prediccion  de  mas
transiciones que  se
midieron mas tarde y
se incorporaron a los
ajustes, confirmando
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Figura 5.26:  a) Espectro rotacional de banda ancha
del 6xido de limoneno (370k FIDs) en la region de
frecuencia 2-8 GHz registrado con el equipo de Londres.
El espectro experimental se muestra en la parte superior,
mientras que la parte inferior muestra la simulacion
realizada con los pardmetros rotacionales de los
conférmeros observados ajustados. Se indican también
las estructuras de los 5 conférmeros detectados calculadas
al nivel teérico MP2/6-311++G(d,p). b) Espectro
experimental de las transiciones puras rotacionales del
oxido de limoneno en la region 6.80-7.35 GHz, registrado
con el equipo de Lille (10 acumulaciones por punto cada
150 kHz).

las asignaciones originales. Todas las transiciones se ajustaron segin un

Hamiltoniano tipo Watson estandar (reduccion S y representacion It, ver punto

2.2.2. del capitulo 2) usando el programa de ajuste de minimos cuadrados no

lineales desarrollado por Picket [87]. Se calcularon unas incertidumbres de 2 y 10

kHz para las transiciones medidas en Lille y Londres, respectivamente. En la
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siguiente tabla (4 primeras columnas) se recogen las constantes rotacionales y de

distorsion centrifuga cuarticas determinadas.

I II II1 v A\

Parametro . .
eq-cis-a eq-trans-a eq-trans-A eq-cis-A ax-trans-C

A* (MHz)  2482.48326(37)c 2490.78133(54) 2479.21491(46)  2483.21481(71)  1852.7302(21)
B (MHz)  648.960264(65)  (42.284591(90)  652.840122(61)  672.09401(25)  829.97836(79)
C(MHz)  614.849331(49)  621.891306(92)  599.644225(56)  588.38183(23)  814.50598(73)

Dy (kHz) 0.01897(21) 0.01410(33) 0.01432(28) - -
di (kHz)  0.001450(92) 0.00104(16) . . .
d> (kHz) ; - 0.00157(44) . .

A (uA?) -160.37 -177.10 -135.17 -96.53 -261.21

a/ b/ ¢ (D) vw/s/s vw/m/s w/w/s no/m/m s/m/no

o° (kHz) 8.2 7.0 6.6 7.6 9.8
Nd 74 58 65 31 21

+ A, By C son las constantes rotacionales. Dj, di y d2 son las constantes de distorsion
centrifuga cuérticas.

b4 by ¢son los tipos de transiciones observadas (no: no observada; vw: muy débil, del inglés
very weak; w: débil, del inglés weak; m: media; s: fuerte, del inglés szrong).

o es la desviacion rms del ajuste.

4N es el numero de transiciones ajustadas.

¢ Error estandar mostrado entre paréntesis en unidades del dltimo digito.

Tabla 5.10: Constantes espectroscopicas experimentales de los 5 conférmeros
observados del 6xido de limoneno.

En el espectro rotacional experimental (regiéon 2-8 GHz) quedaron muchas
lineas después de eliminar las transiciones asignadas a estas 4 especies. Una serie
de lineas mostraban el patrén tipico de la rama R y permitieron la identificacién
de transiciones tipo « pertenecientes a un trompo-asimétrico prolato. Se
midieron mas transiciones siguiendo el mismo procedimiento que se indico

anteriormente y un ajuste final dio como resultado las constantes
espectroscopicas de la 5% columna de la Tabla 5.10.

Realizando una comparacién de los datos experimentales y tedricos, en este
caso de las componentes del momento dipolar y las constantes rotacionales,
se logra la asignacién de las especies observadas a conférmeros individuales.
Aunque se predice que todos los conférmeros del 6xido de limoneno son
trompo-asimétricos cercanos a prolato, las diferencias significativas en la
distribucién de masa entre los conférmeros ecuatoriales y los axiales claramente
se refleja en los valores de sus constantes rotacionales. Por tanto, se puede
observar que las especies I-IV corresponden a confémeros ecuatoriales yla 'V a
una forma axial. Comparando los valores de A, B y C experimentales con los
tedricos, y usando también los valores del defecto de inercia, se pueden asignar
de manera inequivoca los conférmeros observados. Asf, la especie I corresponde
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al conférmero eq-cis-a, la especie II al eq-trans-a, la especie III al eq-trans-A,
la IV al eq-cis-A y la V al ax-trans-C.

La referida asignacién también se confirma comparando los valores tedricos
de las componentes del momento dipolar a, by ¢ de los distintos conférmeros
con las intensidades relativas de las transiciones tipo 4, & y ¢ que son
proporcionales a las correspondientes componentes del momento dipolar o a su
cuadrado en los experimentos de MB-FTMW o CP-FTMW, respectivamente.
Para todos los conférmeros, las intensidades relativas observadas para las
transiciones tipo a, b o ¢ (Tabla 5.10) estan en excelente acuerdo con los valores
teoricos de ., pb 0 pe (ver Tabla 2 de la referencia 80). Ademas, se maximizé la
polarizacién molecular para satisfacer la relacién n/2 en el experimento MB-
FTMW, la amplitud del campo eléctrico tuvo que ser ajustada para cada tipo de
transicién de manera proporcional al valor de las componentes del momento
dipolar permanente. Para los conférmeros eq-trans-A y eq-trans-a, la potencia de
excitacién necesaria para las transiciones tipo a, &y ¢ indicé que las componentes
del momento dipolar eléctrico satisfacfan la desigualdad pe >up> pa. Para el
conférmero eq-cis-a, la potencia de excitacién necesaria para la polarizacién
6ptima indicd que pe Tpp> a.

En las transiciones medidas no se observaron desdoblamientos debidos a
rotacion interna de los grupos metilo, lo cual esta de acuerdo con lo esperado
segin las barreras calculadas. Después de eliminar todas las transiciones
asignadas, aun quedaron algunas lineas sin asignar en el espectro registrado en la
regién 2-8 GHz, pero no fue posible asignarlas a mas conférmeros de 6xido de
limoneno o presencia de is6topos 3C. Lo mas probable es que se hayan podido
formar algunos productos de descomposicion.

A partir de las medidas de intensidad relativa de determinadas transiciones se
pueden estimar las abundancias de los conférmeros de 6xido de limoneno.
Segin la dependencia con la intensidad que se explic6 mas arriba, las
abundancias estimadas a través de las comparacion de las transiciones tipo by ¢
en el experimento CP-FTMW son eq-trans-a > eq-cis-A > eq-trans-A = eq-
cis-a = ax-trans-C, las cuales son consistentes con las que se obtuvieron para el
experimento MB-FTMW, estimadas como eq-trans-a > eq-trans-A < eq-cis-a.
Las abundancias ab initio (MP2 a 353 K) predicen que el conférmero eg-trans-A
debe ser el mas abundante y que las mismas deben ser similares para todos los
conférmeros ecuatoriales y para el conférmero ax-trans-C, mientras el resto de
conférmeros axiales contribuyen con una abundancia mucho menor (la mas alta
de ellos es del 4%).
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w. Discusion

A pesar del detenido anilisis llevado a cabo, algunos de los conférmeros
mencionados anteriormente y tedricamente predichos para el 6xido de limoneno,
no han podido llegar a observarse en los espectros rotacionales registrados para
dicha especie quimica en este trabajo. Dado que se predijeron barreras muy
bajas para la interconversion de los conférmeros eq-trans-C y eq-cis-C a eg-
trans-A y eq-cis-A (ver pane/ a de la Fig. 5.25), respectivamente, cabe pensar que
es muy probable que los conférmeros eq-trans-C y eq-cis-C puedan relajarse
hasta sus correspondientes conférmeros A de energia mas baja mediante
colisiones durante la expansién supersénica. También se predijeron bajas
barreras de energia para la conversién de los conférmeros ax-cis-A y ax-trans-a
hasta ax-cis-a y ax-trans-A, respectivamente (ver panel b de la Fig. 5.25). El resto
de conférmeros axiales (ax-cis-C, ax-cis-a y ax-trans-A) muestran unas energias
relativas mas altas y, probablemente por ello, no fueron observados en nuestros
experimentos. También se han observado relajaciones similares de conférmeros
de alta energifa hasta otros de energfa inferior en otros terpenos como el
perilaldehido [63], mentol [64], carvona [75] y limoneno [75].

El hecho de que los 4 conférmeros ecuatoriales y el axial hayan sido las
conformaciones preferidas por la molécula de 6xido de limoneno se puede
explicar mediante los efectos estéricos minimos y las interacciones atractivas
maximas. Asi, el anillo epéxido del 6xido de limoneno es altamente reactivo
debido a su tensién, y tiene, asimismo, un fuerte aceptor de electrones que puede
establecer enlaces de hidrégeno C-H---O débiles. Estos enlaces de hidrégeno se
pueden formar mediante interacciones de los pares de electrones solitarios del
oxigeno en el anillo epdéxido con uno de los hidrégenos del anillo de 6
miembros, o con uno de los hidrégenos de los grupos metilo o metileno del
grupo isopropenilo. Adicionalmente, se daran efectos estéricos e interacciones
dispersivas debido a la proximidad de los grupos metilo y/o metileno del grupo
isopropenilo a los grupos CHz del anillo de 6 miembros.

Debido a ser el método de mas alto nivel teérico utilizado en este trabajo para
el estudio estructural de este compuesto quimico, es razonable pensar que las
predicciones MP2 secan las mas cercanas a las estructuras reales de los
conférmeros del 6xido de limoneno, como de hecho asf lo pone de manifiesto la
buena correspondencia que existe entre las constantes rotacionales calculadas al
nivel MP2/6-311++G(d,p) y las experimentales (diferencias < 0.9 % para todos
los conférmeros ecuatoriales, generalmente < 0.4 %, y < 3 % para los axiales).
Las longitudes de los enlaces de hidrégeno C-H:-O de los conférmeros del
o6xido de limoneno estan dentro del rango de los reportados para los enlaces C-
H:--O del anillo ep6xido mas simple (oxirano) con derivados del metano en fase
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gas [88]. La excepcion es el conférmero ax-cis-A, que presenta un enlace de
hidrégeno C-H:*-O mas corto. La configuracién del grupo isopropenilo en los
conférmeros axiales ¢s hace que se encuentre proximo al anillo ep6xido y al de 6
miembros, credndose asi interacciones desestabilizantes entre los grupos —CHz o
—CH3 del grupo isopropenilo y los —CHo>— del anillo de 6 miembros. Los
conférmeros ax-trans-a y ax-trans-A presentan una situacién parecida. Sin
embargo, el conférmero ax-trans-C adopta una configuracién en la que uno de
los atomos de hidrégeno unido a C3 del anillo de 6 miembros estd a una
distancia mas corta (2.68 A) del atomo de oxigeno del anillo epéxido que el resto
de formas axiales, mientras que los hidrégenos del isopropenilo se sitian mas
lejos de los hidrégenos del anillo de 6 miembros. Este delicado balance de
fuerzas reduce la energia del conférmero ax-trans-C permitiendo su
observacion. Los conférmeros ecuatoriales presentan menos efectos estéricos
debido a la diferente disposicion del grupo isopropenilo. Todos muestran
distancias parecidas (2.59 A - 269 A) entre el oxigeno del anillo epéxido y un
atomo de hidrégeno de C3 o de C4. Las diferencias energéticas existentes entre
los conférmeros ecuatoriales parecen estar relacionadas con las interacciones
entre los atomos de H de los grupos —CHjs 0 —CH»— del grupo isopropenilo y los
atomos de H de los —CHz— del anillo de 6 miembros.

La principal diferencia entre los conférmeros axiales y ecuatoriales es que en
los axiales se dan interacciones de largo alcance entre el grupo isopropenilo y
los anillos de 6 miembros y el del epéxido. Es sabido que el método B3LYP no
es muy efectivo considerando interacciones dispersivas de largo alcance, mientras
que B3LYP-D3, M06-2X y MP2 incluyen estos efectos con mas éxito [39]. El
hecho de haber observado el conférmero ax-trans-C valida estos ultimos
métodos e ilustra el efecto que causan las fuerzas de dispersion en las energias
conformacionales.

El 6xido de limoneno también se ha estudiado en fase liquida, usando las
espectroscopias IR, Raman y VCD a temperatura ambiente [81]. En ese trabajo,
los espectros registrados, particularmente el espectro VCD del 6xido de
limoneno, se pudo reproducir correctamente haciendo uso de los espectros
tedricos calculados al nivel B3LYP/cc-pVDZ, incluyendo udnicamente las
contribuciones de los 5 conférmeros ecuatoriales eg-trans-a (eq-t110, 34%),
eg-trans-A (eq-t255, 16%), eq-cis-a (eq-c110, 15%), eqg-cis-A (eq-c255, 12%) y
eg-cis-C (eq-c305, 11%) y considerando una distribucién de Boltzmann a
temperatura ambiente. Dado que, como se acaba de discutir mas arriba, en esta
tesis, es decir, con posterioridad al trabajo de la referencia 70, se ha podido
detectar la presencia del conférmero ax-trans-C (ax-t345 en la referencia 81) en
fase gas, y que, ademas, tanto con los métodos M06-2X y MP2 como con la
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aplicacion de la metodologia G3 se ha podido predecir en el presente trabajo que
dicho conférmero axial era el mas estable, se decidié tratar de revisar el hecho de
su posible presencia en fase liquida. Para ello, se recalculd el espectro VCD
tedrico ponderado de esta especie quimica a partir de las correspondientes
contribuciones tedricas de los conférmeros presentes en fase gas calculadas con
las poblaciones de Boltzmann referidas anteriormente y obtenidas con el método
MP2. Sin embargo, el acuerdo entre el espectro VCD registrado y el tedrico
ponderado fue mejor teniendo en cuenta sélo los 5 conférmeros ecuatoriales
mas estables, esto es, eq-trans-a (eq-t110, 43%), eq-trans-A (eq-t255, 13%), eg-
cis-a (eq-c110, 18%), eq-cis-A (eq-c255, 10%) y eq-cis-C (eq-c305, 8%) y tal y
como se hizo en la referencia 81, que teniendo en cuenta los 5 conférmeros
ecuatoriales mas estables y el axial de mas baja energfa, esto es, eq-trans-a (27%),
eq-trans-A (8%), eq-cis-a (11%), eq-cis-A (6%), eg-cis-C (5%) y ax-trans-C (ax-
t345, 37%) (ver Iijg. §3 del material suplementario de la referencia 80). Lo dicho
se aprecia particularmente en las regiones espectrales 1500-1400 cm-! y 1150-900
cm!, donde el acuerdo tedrico-experimental es peor considerando
adicionalmente a la de los conférmeros ecuatotiales, la contribucién VCD tedrica
del conférmero ax-trans-C, que no haciéndolo. Asi, el paisaje conformacional
del 6xido de limoneno cambia segun la fase. En fase gas, el conférmero ax-
trans-C es el mas estable tedricamente y tiene, por tanto, una abundancia
ciertamente significativa en dicha fase, mientras que en fase liquida, sin
embargo, este conférmero no estd presente y el mas abundante es el eq-trans-a,
que también esta presente en fase gas.

5.3.4. y-Terpineno

El y-terpineno (l-isopropil-4-metil-1,4-ciclohexadieno) también es un
monoterpeno con férmula molecular CioHis, €l cual se afsla principalmente a
partir de aceites de citricos. Debido a su bioactividad y olor, se usa con fines
farmacologicos, cosméticos y alimenticios [90]. Este compuesto se ha
determinado como componente de algunas plantas mediante métodos de
analisis cuantitativos, pero hasta la fecha solo existen un par de estudios en los
que se analiza de forma aislada. Bond y Davies estudiaron la estructura
cristalografica del y-terpineno a 150 K mediante rayos X [91]. Por otro lado,
Marzec y cols. aislaron los compuestos y-terpineno y R-felandreno en matrices
de argdn criogénicas y caracterizaron sus estructuras, espectros vibracionales y
fotoquimica mediante espectroscopia IR y calculos quimico cudnticos al nivel
B3LYP/6-311++G(d,p). También analizaron los espectros IR y Raman de
ambos compuestos liquidos. Concluyeron que el espectro IR experimental en
matriz y los IR y Raman en fase liquida se correspondian bien con la presencia
de dos conférmeros en el caso del y-terpineno [90].
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Adicionalmente, como se ha comentado en el punto 5.3.1. “Motivaciones”,

los BVOC:s juegan un papel muy importante en la quimica atmosférica y, desde

la fase gas, pueden participar en la formacién de aerosoles que se encuentran

como particulas en la fase condensada.

El objetivo de este trabajo es poder describir la influencia que tiene el

entorno sobre la estructura y los espectros vibracionales y rotacionales del

y-terpineno: cambios cuando las moléculas pasan de fase gas (espectros

microondas y FIR) a fase liquida y, posteriormente, a fase solida (espectros IR y

Raman). Para poder llevar a cabo el analisis estructural de esta molécula en

estas tres fases se empled la siguiente metodologfa:

1) Realizaciéon de calculos teodricos (ver punto 5.3.2) para predecir los

conférmeros mas estables y sus energfas relativas y analisis del espectro

microondas para detectar los conférmeros existentes en fase gas. Como

se comenté en el punto 4.4.1. del capitulo 4, el registro del

correspondiente espectro microondas se llevé a cabo con un
espectrémetro MB-FTMW en la regién 4-20 MHz en la universidad de

Lille 1 (Francia).

2) Registro del espectro IR en
fase gas con el
espectrémetro  de la linea
AILES en ¢l synchrotron
SOLEIL de Paris, usando
una celda especial de paso
largo. Los  registros  se

centraron en las regiones

1300-700  cm!

atmosférica), CH stretching y

(ventana

FIR (denominada también
“huella dactilar™).

3) Registro de los espectros IR
(incluyendo la regién FIR) y
Raman de las fases
condensadas de la molécula
y-terpineno con los equipos
disponibles en la Universidad

de Jaén.

Energia relativa

(kJ/mol) Coste

Método  Confl  Conf2 °™P
B3LYP1 0.0 2.0 40t
B3LYP2 0.0 1.8 170t
M062X-1 0.0 15 85¢
M062X-2 0.0 1.0 230t

MP2-1 0.0 32 6300t

MP2-2% 0.0 15 2180t
MP2-3* 0.0 19 255¢
G3 0.0 14 140t
G4 0.0 1.6 430t

1: 6-311++G(d,p); 2: 6-311++G(2df,p); 3
MP2=full/6-311++G(3dL,2p) single point; t:
coste computacional de un HF/6-31G(d).

Tabla 5.11: Energias
calculadas (corregidas al punto cero,
AEq, excepto las sefialadas con *, que
son energfas relativas de equilibrio, AE.)
de los dos conférmeros observados
experimentalmente para el y-terpineno
en fase gas.

relativas
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El estudio tedrico detallado de su estructura molecular y de sus espectros

rotacionales y vibracionales, asi como los registros experimentales de dichos

espectros para esta molécula ya han sido llevados a cabo por la doctoranda y el

grupo con el que se estd colaborando para este trabajo, esto es, el grupo de
investigacion liderado por la Prof. D2 Thérése Huet en la Universidad de Lille 1.

Sin embargo, el analisis detallado de los mismos usando los resultados

experimentales y tedricos, esti ain en ejecucion. Los resultados tedricos

predijeron la existencia de dos conférmeros (ver punto 5.3.2.), al igual que los

realizados por los autores de la referencia 90, cuyas energfas relativas calculadas

con distintos métodos tedricos se recogen en la Tabla 5.11.

También, concuerdan
los datos obtenidos en
este trabajo con aquellos
de la referencia 90 en lo
relativo a los espectros IR
y Raman en fase liquida

de este compuesto.

En los  célculos
llevados a cabo en este
trabajo, el unico método
que predijo la existencia
de un tercer conférmero
fue el MP2/6-
311++G(d,p), concreta-
mente a 2.7 kJ/mol de la
energia del conférmero
mas estable. Sin embargo,
desde los
experimentales solo se ha

datos

detectar, en

podido
principio y tanto en fase

gas como en las fases
liquida y solida, 1Ia
existencia de dos

conférmeros presentes en
ellas. En la Fig 5.27 se
muestra una regién del
espectro microondas

registrado, junto con la
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Figura 5.27: a) Transiciones rotacionales puras

del espectro observado del y-terpineno en la regién 5-
7.2 GHz (10 acumulaciones por punto cada 150 kHz),
moleculares  predichas de los dos
conférmeros al nivel MP2/6-311++G(d,p). b)
Transicion rotacional medida en alta resolucion y
centrada a 13736.3667 MHz.

estructuras
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estructura predicha de estos dos conférmeros al nivel MP2/6-311++G(d,p)
(panel a) y una transicién tipo b registrada con alta resolucion (pane/ b). Las
constantes espectroscopicas experimentales de dichos conférmeros  se
muestran en la Tabla 5.12.

Es importante resaltar la dificultad del registro microondas de las
transiciones de estos dos conférmeros, ya que las componentes del momento
dipolar son del orden de 0.1 D o inferiores, por lo que las transiciones
rotacionales fueron muy débiles.

Conférmero 1 Conférmero 2
Parametro
epo‘?rlr(l):jales MP2-1 expe‘:i'?l{((l):liales MP2-1
A2 (MHz) 3018.64465( 65)4 2987.3 3017.7675(271) 3037.7
B (MHz) 707.74516( 52) 712.9 729.21080( 33) 733.5
C (MHz) 662.55003( 41) 667.7 635.424927(263) 6324
Ay (kHz) -0.0764( 50) -0.01499 -0.02594( 77) -0.01968
Ayk (kHz) -0.2037(118) -0.14862 -0.103( 38) -0.03446
Ax (kHz) 0.523( 51) -0.14404 -0.3300000) -0.26227
6y (kHz) -0.02239(179) -0.001148 0.00170( 80) -0.00177562
6k (kHz) 1.757(174) 1.29302 -0.48200( 0) -0.24028
o® (kHz) 59 0.7
A (uA?) -118.70974 -121.2 -65.17688 -56.2
Ne 30 34

s A, By C son las constantes rotacionales. Ay, Ajk, Ak, 8yy 8k son las constantes de distorsion
centrifuga cuarticas.

b o es la desviacion rms del ajuste.

<N es el numero de transiciones ajustadas.

dError estindar mostrado entre paréntesis en unidades del ultimo digito.

1: Base 6-311++G(d,p).

Tabla 5.12: Constantes espectroscopicas experimentales y teoricas calculadas al
nivel teérico MP2/6-311++G(d,p) (incluyendo las correcciones de la energfa al punto
cero) para los dos conférmeros detectados de la molécula y-terpineno.

Finalmente, en la Fig 5.28 se recogen los espectros IR tedricos y los
experimentales registrados en fase sélida, liquida y gas en la regiéon media y los
registrados en las fases liquida y gas para la region lejana.
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IR medio
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5:0x107° 1 Gelda “Multipass White IR exp. liquido
= 2 Cell”; camino 6ptico =
g 4.0x107° 1 150 m; 100 pbars;
° T=343 K
£ 3.0x10% 1.5x10
E FarlR exp. gas 5 IR exp. gas
% 2.0x10% 4 g 1.2x10
— Celda “Multipass White
1.0x10%° 4 € # Cell”; camino éptico =
KA i 0 m; 10 pbars:
010:)acai ¥ - o 8.0x10 i
o] 100 200 300 400 500 600 700 3.0x10°°

800 1000

Numeros de onda, cm!

o
o
Bz

AN 40,
1200 1400 1600 1800 2000

Numeros de onda, cm’

Figura 5.28:  Parte inferior: espectros experimentales de las secciones eficaces IR
del y-terpineno registrado en fase gas (color negro) usando la técnica FT-IR, en las
regiones 0-700 cm! (panel a) y 700-2000 cm! (panel b). Parte superior: Espectros IR
experimentales registrados para las fases liquida (azul) y sélida (rojo). En la parte inferior
también se muestran los espectros IR teodricos calculados con los niveles anarmoénicos
B3LYP/6-311++G(d,p) (azul oscuro), MP2/6-311++G(d,p) (anarmonicidades desde
B3LYP, mostrado en verde oscuro) y MP2/6-311++G(d,p) (frecuencias anarménicas de
B3LYP e intensidades IR desde MP2 arménico, mostrado en azul claro) y los calculados
con los niveles arménicos M062X/6-311++G(d,p) (rojo) y MP2/6-311++G(d,p) (verde
claro).

5.3.5. Pulegona

La pulegona (2-isopropilideno-5-metilciclohexanona, CioHisO) es un
monoterpeno natural que se obtiene a partir de aceites esenciales de una gran
variedad de plantas, como Nepeta cataria, Mentha piperita y pennyroyal 92]. La
pulegona se usa en condimentos alimenticios, perfumeria y aromaterapia. Las
moléculas de este compuesto fueron estudiadas tedrica y experimentalmente
en fase liquida mediante técnicas vibracionales quiro-6pticas (VCD) y no quiro-
opticas (IR y Raman) [82]. Con el empleo de calculos tedricos, los autores de la
referencia 82 concluyeron la existencia de dos conférmeros (uno axial y otro
ecuatorial) para esta especie quimica, cuyas estructuras se diferencian en la
posicion del grupo metilo, siendo el conférmero ecuatorial el mas estable
(alrededor de un 98.5% de poblacién segun la distribucién de Boltzmann).

En el trabajo de esta tesis acerca de este compuesto, el objetivo fue aplicar la
espectroscopia de microondas de banda ancha sensible a la quiralidad a los
dos enantiémeros (R y §) de esta molécula y llevar a cabo un profundo analisis
de su espectro rotacional. Para alcanzar este objetivo, se establecieron las
siguientes etapas a realizar. En primer lugar, un detallado estudio tedrico del
petfil conformacional y de los correspondientes conférmeros de esta especie
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quimica mediante la realizaciéon de calculos tedricos de alto nivel. En segundo
lugar, el registro experimental en fase gas de los espectros rotacionales de este
compuesto mediante espectroscopia de microondas de banda ancha y la
identificacién experimental de sus conférmeros mas estables en dicha fase.
Finalmente, el estudio de la quiralidad molecular en fase gas de este compuesto a
partir de los datos obtenidos en los dos apartados anteriores junto con la técnica
de “mezclado de tres ondas” (three wave mixing en inglés).

El estudio tedrico se detall6 en Energia relativa
(kJ/mol)
el punto 5.3.2. Como se comenta en el
, _ Método EQ AX
mismo (y ya se ha mencionado
. B3LYP* 0.0 11.0
anteriormente), se encontraron dos
, ., MO06-2X* 0.0 10.4
conférmeros en la exploracién de su
MP2* 0.0 11.7

paisaje conformacional en fase gas. En
la Tabla 5.13 se recogen las energfas * Todas las energfas relativas estin
corregidas al punto cero (ZPE, AE),

relativas de ambos. Como se puede Base: 6-311++G(d,p).

observar, la energfa relativa predicha

, . . Tabla 5.13: Energia relativa
para el conférmero ecuatorial result6 .
calculada para los conférmeros
ser  mucho menor que la  del ecuatorial y axial de la pulegona.

conférmero axial, resultado que esta

en buen acuerdo con aquellos de la referencia 82. En principio, por tanto, solo
cabria esperar el poder detectar el conféormero ecuatorial en la expansion
supersonica.

El segundo paso consistié en el empleo de la espectroscopia de microondas
de banda ancha para identificar experimentalmente los conférmeros mas
estables en fase gas. Los detalles experimentales de este estudio se encuentran
detallados en el punto 4.4.2. del capitulo 4. La Fig 5.29 muestra el espectro
registrado (en negro) y la simulacién del conférmero ecuatorial (en rojo).

Mediante una comparacion de los paraimetros moleculares experimentales
y calculados se puede asignar de forma inequivoca el conférmero mas estable,
esto es, el ecuatorial, especialmente con el uso del valor del defecto de inercia y
aquel de la constante rotacional A, la cual presentaba un valor muy diferente para
ambos conférmeros. Las diferencias entre las constantes rotacionales
experimentales y teéricas es de = 1%.

Finalmente, la relacién sefial/ruido fue lo suficientemente alta para poder
observar los espectros de los 13C, de los cuales se pudo obtener la estructura de
sustitucion (rs) de los atomos pesados de la molécula a través de las ecuaciones
de Kraitchman [83].
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En la Flg 529, se d 6) X 2 A=1909.1 MHz 616-505
G - Y x |B=739.1MHz
pueden observar las 2 { S * | c=578.1 MHz
.. . ( P )” 605-515
posiciones experimenta- 9 d
les y tedricas (MP2/6- = ,
311+ +G(d,p)) de los 3 y Sos414
; ® Experimental 352 \1a30
atomos de  carbono 3 : A
7] 047913
c
(9]
marcadas en azul y e I,
amarillo, respectiva-
mente. Simulacién,
conférmero EQ
{ T T T T T 1
As, con lo 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
anteriormente dicho, se Frecuencia (MHz)
pudo  determinar  la Figura 5.29: Espectro rotacional de la R-(+)-
estructura del pulegona. En la parte supetior se muestra el espectro
conférmero  ecuatotial experimental y, en la inferior, el resultado de ajustar el

Hamiltoniano del rotor asimétrico del conférmero
ecuatorial al espectro. Se sefialan también algunas
del espectro  rotacional transiciones rotacionales tipo & y se muestra una
experimental de comparacién de las posiciones calculadas (amarillo) y
experimentales (azul) de los 4atomos de carbono, asi
como los valores determinados experimentalmente de

en fase gas. El analisis

pulegona con agua esta

aun llevandose a cabo. . , .
vand las constantes rotacionales del conférmero ecuatorial

detectado.

El siguiente paso es el estudio de la quiralidad molecular en fase gas
mediante el analisis de los dos enantiémeros de la pulegona. Con la combinacién
de la espectroscopia microondas de banda ancha y la técnica de “mezclado de
tres ondas” es posible diferenciar entre enantiémeros dentro de una mezcla de
moléculas quirales en fase gas [93-95].

También, con la aplicacién de dichas técnicas complementadas con calculos
tedricos es posible medir el valor del exceso enantiomérico de mezclas y
determinar la configuracion absoluta de una determinada molécula quiral [93-95].
Actualmente, sigue abierta la colaboraciéon entre los grupos de investigacion de
Jaén y de Hamburgo con el objetivo de poder finalizar y llevar a un buen término
este trabajo y la publicacién de sus resultados, la cual se estima que podra llevarse
a cabo en el presente curso académico.
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5.3.6. Alcanfor

El alcanfor racémico cristaliza formando disoluciones solidas [96,97], esto
es, single crystals que contienen ambos enantiémeros, el R y el 5, en cualquier
proporcion, siendo todos los single crystals idénticos, un fenémeno que se conoce
como pseudoracematos [98].

Para llevar a cabo este estudio se compraron muestras comerciales de Sy R
alcanfor y se prepararon mezclas con proporciones diferentes de cada una de
ellas. Se determiné el exceso enantiomérico (e. e.) de las mismas tanto por TH
RMN en disolucion de CCly, y en presencia del agente quiral de solvatacién
(RR)-ABTE, como mediante la técnica VCD también en disolucién de CCly v,
ademads, en suspensiones de nujol.

Aunque no completamente finalizado, este trabajo estd muy avanzado en su
desarrollo, quedando sélo por terminar algunas ultimas medidas, asi como la
recapitulacién y discusion de los resultados obtenidos no sélo con VCD sino con
ambas técnicas, el establecimiento de las conclusiones del mismo y la redaccién
del correspondiente manuscrito para su publicacion. Este es un trabajo de
colaboracién con otros grupos del departamento de Quimica Organica y Bio-
Organica de la UNED y el IQM del CSIC en Madrid y de la UAB en Barcelona,
A continuacion, se van a mostrar los resultados obtenidos hasta ahora con el
empleo de la técnica VCD.

El objetivo principal en la parte del trabajo que esta llevando a cabo la
doctoranda es proporcionar una metodologfa (usando la técnica VCD) para
determinar excesos enantioméricos en muestras sélidas (en liquidos el tema esta
un poco mas estudiado), algo que (a nuestro conocimiento) no ha sido hecho
hasta la fecha. Poder determinar el exceso enantiomérico en sélidos tendria
multiples aplicaciones en la caracterizacién de muestras sélidas quirales, como,
por ejemplo, en muestras cristalinas obtenidas por resoluciéon espontinea. En
este dltimo tema, el grupo de la doctoranda viene trabajando desde hace unos
afios con los grupos de Madrid antes indicados para tratar de determinar, entre
otras cosas, las configuraciones absolutas de las hélices de los conglomerados de
los citados excesos enantioméricos causantes de dicho desdoblamiento
espontaneo [99-101].

Voy a comenzar comentando como se ha corregido la linea de base VCD

en cada caso:

-VCD en disolucion de CCls: 1) Resta de las sefiales VCD del disolvente
CCly a los espectros VCD brutos de cada mezcla. 2) Media de los dos espectros
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VCD (corregidos con las sefiales de CCly) de los enantiémeros puros R y .§
obteniendo la linea de base VCD, la cual se resta a los espectros VCD
(corregidos con las sefiales de CCly) de cada mezcla enantiomérica, dando como
resultado los espectros VCD con la linea de base corregida. Fue posible llevar a
cabo esta correccion de la linea de base VCD porque todos los espectros se
registraron en la misma mafana. Por ello, no se produjeron variaciones grandes
en la linea de base VCD debido al calentamiento de determinadas partes del
equipo (lamado thermal driff).

-VCD en suspensiones de nujol: 1) Para cada muestra enantiomérica
(obtenida mezclando las diferentes cantidades de uno y otro enantibmero puro
necesarias para obtener la mezcla de proporciones deseada) se registraron los
espectros VCD de 4 orientaciones (A0, A90, B90 y BO0), siguiendo la
metodologia explicada en el subapartado v. Metodologia experimental levada a cabo
para medidas V'CD de muestras silidas del punto 4.2.3. del capitulo 4. 2) Se
realizaron las medias de los 4 espectros VCD obtenidos con las distintas
orientaciones para cada muestra de proporciones enantioméricas conocidas y se
restaron a dichos VCD medios las seflales VCD del aceite mineral nujol. 3)
Finalmente, se realiz6 la media de los espectros VCD (resultantes del paso 2) de
cada par enantiomérico, esto es, R/S puros, 60% ee y -60% ee, 20% ee y -20%
ee, y restamos estas medias a los correspondientes espectros VCD de cada par
enantiomérico resultantes del paso 2. El espectro VCD de la muestra 0% ee

solamente se corrigié restandole las sefiales de nujol.

En este caso, no se pudo llevar a cabo la correccién de la linea de base que se
empled en las disoluciones de CCly porque solo dio tiempo al registro de un par
enantiomérico cada mafana (aprox. 4h). Por esta razén, se produjeron
variaciones considerables en la linea de base VCD de los 3 pares enantioméricos
medidos debido al #hermal drift. Por ello, no se pudo restar el espectro VCD
medio de los enantibmeros puros, pues la linea de base, incluso después de haber

restado las seflales de nujol, era distinta para cada par enantiomérico.

Los experimentos VCD en disolucién se realizaron empleando como
disolvente el tetracloruro de carbono. Se disolvieron las siguientes mezclas de 20
mg de alcanfor (R, § o R+S) en 100 ul de CCly: 20 mg de R-(+)-alcanfor
(correspondiente a 100% ee), 16 mg R + 4 mg § (60% ee), 12 mg R + 8§ mg §
(20% ee), 20 mg S-(—)-alcanfor (correspondiente a —100% ee), 16 mg 5 + 4 mg K
(=60% ee), 12 mg § + 8 mg R (-20% ec), 10 mg R + 10 mg § (0% ee). El exceso
enantiomérico se calculé con la siguiente férmula: ee % = (Nk — Ny) x
100%/(Nr + Ny). Los espectros IR y VCD obtenidos se muestran en la
siguiente figura:
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Figura 5.30:  a) Espectros IR (panel superior) y VCD (panel inferior) del R-(+)-
alcanfor (100% ee, rojo) y S-(-)-alcanfor (-100% ee, azul) en disolucién de CCls. b)
Espectro IR experimental (panel supetior, rojo) del R-(+)-alcanfor y espectros VCD
experimentales (panel infetior) de los dos enantiomeros puros y de distintas mezclas
enantioméricas en disolucién de CCla.

Numeros de onda, em’

a)

Como era de esperar, los espectros IR de ambos enantiémeros resultaron ser
idénticos, mientras que los espectros VCD son imagenes especulares (pane/ a
de la Fig. 5.30). En el panel b se puede observar la variacién que se produce en la
intensidad de las bandas VCD segun el exceso enantiomérico.

Se  representé la 1,5€-04 -
intensidad de algunas
1,0E-04 -
bandas VCD (AAbs.)
frente al % ee y se llevd 5,06-05
a cabo una regresion ¥
eleE eg T T 1
lineal  para cada Risow  -100%  -s0% 7 o 50%  100%  150%
banda. Las bandas DOEDS 1 koA + 3606
elegidas  fueron  las 10£.08 | R?=0,9964
obsetvadas a 1296.89,
1244.8, 1046.19, 947.84 “L5E-04 -
AAbs.
y a 923.73 cm. En la
Fig. 537 se muestra . » _ ]
. | | Figura 5.31:  Representacién de la intensidad de la
como cjemplo a banda VCD observada a 1244.8 cm! frente al % de

regresion lineal obtenida exceso enantiomérico, mostrando la ecuaciéon de la

para la banda situada a recta y los parametros de la regresion lineal resultante.

1244.8 cmL.

Todas las regresiones lineales mostraron un buen coeficiente de correlacién
R?>0.99. Los valores de AAbs. y de R? para las distintas bandas analizadas se
recogen en la Tabla 5.14. Los valores de AAbs. se han multiplicado por 10¢ para

tener valores numéricos de los parametros de la recta mas grandes.
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Banda (cm-1) en(:fgrei‘;ia(a) Pendiente (b)  R2
1296.9 -2.9 -0.61 0.991
1244.8 2.7 0.96 0.996
1046.2 1.1 -1.39 0.996
947.8 -2.6 -0.72 0.996
923.7 0.8 0.85 0.996
Tabla 5.14: Regresiones lineales obtenidas mediante la técnica VCD en disolucién

de CCly correspondientes a 10 AAbs. = a + b ee %.

Las ordenadas en el origen deberfan ser proximas a 0 y realmente asi sucede
para una buena parte de ellas. Las pendientes son positivas o negativas
dependiendo de la banda; la mas sensible (pendiente mas grande) corresponde a
la banda 1046.2 cm!. Para completar este estudio quedan por realizar los
registros IR y VCD de una muestra ciega en disolucién (con exceso
enantiomérico desconocido para quienes realizan las medidas) cuya composicién
(e.e.) se tratard de determinar y comparar con el resultado obtenido mediante
RMN, para asi confirmar la complementariedad de ambas técnicas en la
determinaciéon de e.e. de mezclas de enantibmeros en disoluciones en fase
liquida. El e.e. de la muestra ciega se determinard a partir del valor obtenido de
AAbs. para dicha muestra por interpolacién en las rectas de regresion

correspondientes a las diferentes bandas patrones analizadas.

Para llevar a cabo los registros VCD en fase sélida se prepararon diferentes
suspensiones de 30 mg de alcanfor (R, § o R+S) en 50 ul de nujol: 30 mg de R-
(+)-alcanfor (correspondiente a 100% ee), 24 mg R + 6 mg S (60% ce), 18 mg K
+ 12 mg § (20% ee), 30 mg S-(—)-alcanfor (correspondiente a —100% ee), 24 mg
S+ 6 mg R (-60% ec), 18 mg S + 12 mg R (-20% ee), 15 mg R + 15 mg S (0%
ee). Se registraron los espectros IR y VCD de todas estas mezclas, los cuales se
pueden observar en la Fig. 5.32.

Al igual que los registros VCD realizados en disolucién, se observa una
dependencia entre la intensidad de las bandas VCD y el % de ee. Se realizé
también una representacion de la intensidad de algunas bandas VCD (AAbs.)
frente al % de ee y se llevo a cabo una regresion lineal para cada banda. En este
caso, las bandas elegidas fueron las que aparecen a 1244.8, 933.38 y a 924.7 cm-.
Los coeficientes de correlaciéon también fueron buenos, mostrando un valor
superior a 0.98. Los valores de AAbs. y de R? para las distintas bandas analizadas
en suspensiones de nujol se recogen en la Tabla 5.15. Los valores de AAbs. se
han multiplicado de nuevo por 106 para tener coeficientes de las rectas de
regresion mas grandes.
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Figura 5.32:  a) Espectros IR (panel superior) y VCD (panel inferior) del R-(+)-
alcanfor (100% ee, rojo) y S-(-)-alcanfor (-100% ee, azul) en suspension de nujol. b)
Espectro IR experimental (panel supetior, rojo) del R-(+)-alcanfor y espectros VCD
experimentales (panel inferior) de los dos enantiémeros puros y de distintas mezclas
enantioméricas en suspension de nujol.

Banda (cm™) en?lr gfir;i(rila(a) Pendiente (b) R2
1244.8 -0.65 1.195 0.983
933.4 0.25 1.265 0.989
924.7 1.55 1.36 0.994
Tabla 5.15: Regresiones lineales obtenidas mediante la técnica VCD en

suspensiones de nujol correspondientes a 106 AAbs. = a + b ee %.

En este caso, también queremos realizar el registro de los espectros IR y
VCD de una muestra con exceso enantiomérico desconocido, y mediante
interpolacion del AAbs. de algunas de sus bandas en las regresiones lineales,
poder determinar el exceso enantiomérico de la misma.

Los signos de las pendientes de las muestras en disolucién y en fase solida
deberfan ser las mismas para una banda determinada. Este es el caso de la banda
a 12448 cm! (+0.96 »s. +1.195). Consecuentemente, las bandas de las
suspensiones en nujol a 9334 (+1.265) y 9247 cm™' (+1.36) deberfan
corresponder a la banda 923.7 cm! en disolucién (+0.85). En ambos casos, las

pendientes son mas grandes en las suspensiones que en disolucion.

Los resultados de las suspensiones de nujol son prometedores aunque
tienen que revisarse mas a fondo y realizar algunos registros adicionales para
comprobar la reproducibilidad de los resultados. Estos resultados sobre la
determinacién de excesos enantioméricos en suspensiones de nujol mediante la
técnica VCD cabe pensar que podran abrir una puerta para su aplicacion en el
campo de la quiralidad de materiales y sistemas quimicos, ya que, como se
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ha mencionado mas arriba, que conozcamos no existe ningin estudio previo en
la bibliograffa sobre determinacién cuantitativa de exceso enantiomérico
mediante la técnica VCD en fase solida.

5.4. Alcaloide
5.4.1. Motivaciones

Aunque han pasado casi 200 afios desde que la colchicina se aislé por
primera vez, aun hay aspectos de la misma que no han sido explorados. Este es,
basicamente, el unico medicamento disponible ain hoy dia para tratar casos
agudos de gota y de ahi, por tanto, su importancia e interés biomédico.
Recientemente, también se ha investigado su potencial como medicamento
anticancerigeno [102]. El producto natural es la (-)-colchicina [103], mientras
que el compuesto racémico, (f)-colchicina, fue preparado por Bladé-Font en
1977 [104]. Nunca se ha observado mutarotacién en la colchicina, y el atomo de
carbono estereogénico C7 contribuye moderadamente al dicroismo circular de
los colchicinoides, el cual viene determinado principalmente por la helicidad a lo
largo de su eje quiral C12a-C12b [105].

La informacién estructural sobre la colchicina es abundante y viene recogida
en la referencia 106. En esta misma referencia se publicaron los resultados que
en este trabajo hemos realizado sobre ella (en colaboracién con vatios grupos de
investigacion de diferentes centros espafioles), analizando en dicha publicacion
algunos aspectos que no habfan sido estudiados hasta ahora, tales como: el
andlisis "TH-RMN de la parte saturada (CH2(5)-CH2(6)-CH(7)-NH), la realizacién
de calculos tedricos de la geometria y de las propiedades RMN, el uso de
reactivos quirales coadyuvantes para determinar si era posible diferenciar ambos
enantiémeros por RMN, el uso de RMN de estado sélido para comparar las
distintas colchicinas (natural y racémica, anhidra y solvatada) y la aplicacién de la
técnica VCD de muestras en estado solido para identificarlas, tarea esta dltima
en la que se centré fundamentalmente nuestra parte de este trabajo de
colaboracién transversal. Las muestras estudiadas fueron: (-)-colchicina anhidra,
(-)-colchicina-1H,O  (PALYOQ), (-)-colchicina-2H,O (COLCDH), (%)-
colchicina anhidra y (%)-colchicina-2H,O (DOTMOQO). Al objeto de reforzar,
completar y tratar de confirmar los resultados obtenidos con las demads técnicas,
también se abord¢ el estudio mediante difraccién de rayos X de las estructuras
COLCDH, PALYOQ y DOTMOQO, aunque los ctistales de (-)-colchicina:1H>O
(PALYOQ) fueron demasiado pequefios para producir unos buenos patrones de
difraccién y, consecuentemente, esta estructura no fue estudiada.
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A continuacién, se va a centrar la discusiéon de los resultados en la parte del
trabajo que fue competencia del grupo de esta doctoranda, es decir, en todo lo
relativo al estudio de los espectros vibracionales IR, Raman y VCD de las
distintas muestras estudiadas en él y en aquellos calculos quimico cuinticos que

fueron necesarios para sus analisis, realizados estos ultimos en el grupo del IQM
del CSIC en Madrid.

5.4.2. Calculos tedricos

Los calculos teéricos de la colchicina fueron llevados a cabo por el Prof. D.
Ibon Alkorta, perteneciente al centro de investigacién sefialado anteriormente, y
fueron realizados mediante métodos DFT al nivel B3LYP/6-311++G(d,p). Por
un lado, la colchicina puede existit como dos diastereoisémeros (R, 75) v (Sa
75), cuya interconversion resulta en mutarotacion. El diastereoisomero (R., 7.5)
es el mas estable, alrededor de 13-15 kJ/mol, segin el modelo tedrico
empleado. Por otro lado, la colchicina puede tener dos atropoisémeros a través
de la interconversion boat-boat del anillo C metoxitropolona, siendo uno de nuevo
alrededor de 13 kJ/mol mas estable que el otro.

Partiendo de una de las estructuras de rayos-X de la (-)-colchicina,
correspondiente al diastereoisomero (K., 75) y al atropoisémero mas estable, se
optimiz6 la geometria y se calcularon los espectros armoénicos IR, Raman y
VCD.

La racemizacién en la colchicina envuelve al grupo amida del C7, desde la
colchina natural 75 al otro enantidémero 7R, acompafiado este proceso por la

enantiomerizacion R, — S..

(S, 7R)-colchicina

b)

Figura 5.33:  a) Estructura molecular de la colchicina y b) Enantiomerizacién de la
colchicina.

Los espectros experimentales de las 4 estructuras estudiadas (2 muestras

quirales y 2 racémicas) fueron comparados con los calculados al nivel teérico
B3LYP/6-311++G(d,p), después de aplicar un factor de escala de 0.965.
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5.4.3. Analisis estructural mediante las técnicas IR y VCD

Como se ha demostrado en los trabajos anteriores (y estd descrito en la
bibliografia [99-101,107-109]), con la combinacién de la técnica VCD vy calculos
quimico cuanticos es posible determinar la configuracion absoluta de un
sistema molecular quiral tanto en fase sélida como en disolucion. En este trabajo
se analizaron los espectros IR (incluyendo FarIR), Raman y VCD de las 4
muestras mencionadas anteriormente, tanto en fase sélida (suspensiones de
nujol y fluorolube) como en disolucion (CHCIs), esto es: (-)-colchicina anhidra,
(-)-colchicina:2H,O (COLCDH), (f)-colchicina anhidra y (%)-colchicina:2H,O
(DOTMOO). Podemos observar que dos son racémicas y las otras dos quirales.

Los espectros IR y Raman de las 4 muestras analizadas fueron similares,
indicando la existencia de wuna estructura comun en todas ellas, el
diastereoisémero (Ra,7S)-colchicina. En los paneles superiores de la Fig. 5.34 se
muestran los espectros IR registrados en la regién media de las dos muestras
quirales analizadas, comparados con el correspondiente espectro teérico. Por
ejemplo, la banda que se observa a 1679 cm! (IR) puede asignarse al movimiento
de stretching de C=O del grupo amida. Las bandas que aparecen a 1588 cm'!
(IR, 1592 ¢cm™? en Raman), 1570 cm? (Raman), 1555 cm? (IR, 1552 cm! en
Raman) y 1500 cm (IR, 1502 cm ! en Raman) se atribuyen a un modo normal
con diferentes contribuciones de stretching de C=0 de dicho grupo carbonilo en
el anillo de 7 miembros y de los stretchings de C=C de los anillos de 6 y 7
miembros. Ademas, las bandas experimentales que aparecen a 1321 cm! (IR,
1322 cm™ en Raman), 1283 cm ! (IR, 1285 cm! en Raman), 1262 cm™ (Raman) y
1250 ecm™ (Raman) se pueden asignar a modos normales de waggings de CHz y
CHs y de stretchings de C-O. Finalmente, otras bandas interesantes en esta
regién pueden ser las que aparecen a 1141 cm! (IR, 1145 cm ! en Raman) y 828

cm! (Raman), asignadas a modos normales de waggings de CHs y CH.

Seguidamente se van a describir los detalles del analisis VCD de las dos
muestras quirales, (-)-colchicina anhidra y (-)-colchicina-2H,O (COLCDH),
pues son aquellas de las que, légicamente, se esperaba que presentasen respuesta
quiro-optica, esto es, sefiales VCD, tanto en suspensiones de nujol y fluorolube
como en disolucién de CHCls. Los signos de la fuerza del rotador van a resultar
muy utiles para determinar la configuraciéon absoluta de ambas especies quimicas
quirales. Una comparacién de los espectros VCD experimentales con los
calculados teéricamente para ambas especies, muestra un razonable acuerdo
entre ellos. Adicionalmente, los espectros VCD experimentales de ambas
muestras quirales son muy similares, lo cual pensamos que evidencia la presencia
de la misma estructura quiral comun en ambos casos, esto es, el
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diastereoisémero mas estable (Ra,7S)-colchicina, como ha sido también antes

mencionado.

COLCDH

IR disolucién CHCI,

VCD Nujol

VCD Fluorolube

VCD disolucién CHCI,
T T

(-)-Colchicina anhidra
IR Nujol
IR teérico
IR disolucién CHCI,

VCD Nujol

VCD Fluorolube

VED disolucién CHCI, J\_\/,r\.\,‘r'“"
: . - T - T

r T T T

VCD teérico M A A “ A

VCD tedrico " A / A h A

T T T T T T
2000 1800 1600 1400 1200 1000

2000 1800 1600 1400 1200 1000

Numeros de onda, cm™ Numeros de onda, cm”'
a) b)
Figura 5.34:  Espectros IR (panel superior) y VCD experimentales (panel

intermedio) y tedricos (panel inferior) de las muestras: a) COLCDH y b) (-)-colchicina
anhidra. Se muestran concretamente los espectros IR y VCD registrados en disolucién de
CHCI; (azul), fluorolube (verde) y nujol (rojo), comparados con los espectros tedricos
calculados al nivel B3LYP/6-311++G(d,p).

Como caracteristicas espectrales VCD relevantes en disolucién de CHCI; se
pueden resaltar las tres bandas (-,+,+) a 1537, 1512 y 1500 cm'!, que son bien
predichas desde el espectro VCD tedrico del diastereoisémero (R,,75), tanto en
disolucién como en fase solida. Otro ejemplo puede ser aquel de las dos bandas
(1) 21314 y 1285 cm™!, que confirman nuevamente la presencia de la estructura
(Ra,75). Finalmente, otras bandas interesantes pueden ser las que aparecen como
(+,) a 1144 y 1094 cm . El analisis de los espectros VCD de las suspensiones
nos llevé a la misma conclusién, esto es: presencia de (R.,7S5)-colchicina.
Ademis, los espectros VCD experimentales en suspensiones y en disoluciéon
son muy similares, indicando que la estructura quiral que se encuentra presente
en ambas fases es la misma.

Las dos muestras aquirales, (f)-colchicina anhidra y (&)-colchicina-2H,O
(DOTMOO), no mostraron espectros VCD en disolucién, como era de esperar,
mientras que si aparecieron sefiales débiles en los espectros VCD de las
suspensiones de nujol y fluorolube (ver Figs. § y 9 de la referencia 100).
Pensamos que este hecho podria deberse a la presencia de un pequefio exceso
enantiomérico de (-)-colchicina en ellas, ya que los signos y posiciéon de las
bandas VCD débiles eran los mismos que los presentados por aquellas de las
muestras quirales.
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6. QUIRALIDAD SUPRAMOLECULAR: RESOLUCION
ESPONTANEA Y RECONOCIMIENTO MOLECULAR

En este capitulo se van a presentar algunos de los resultados que entendemos
como especialmente relevantes obtenidos durante el desarrollo de los trabajos de
esta tesis, y que se refieren a fenémenos que tienen lugar debido a la presencia (o
aparicién) de quiralidad en sistemas que se denominan como supramoleculares,
debido a su tamafio y/o complejidad. Ejemplos de ellos son aquellos
relacionados con la resolucién espontinea en conglomerados helicoidales
cristalinos de cadenas cateméricas de compuestos con o sin quiralidad previa
(derivados del 1H-indazol y 1H-benzimidazol y el propio 1H-benzotriazol, en
nuestro caso) [1-3] y aquellos otros relacionados con el reconocimiento molecular
quiral en procesos tipo host/guest (anfitrion/huésped), entre una especie
molecular quiral receptora de mayor tamafio (un éter corona, en nuestro caso) y
otra, también quiral pero de menor tamafio, que actia como huésped de aquella
(un aminoacido, en nuestro caso) [4]. En ambos tipos de fenémenos las
interacciones débiles debidas a la presencia de puentes de hidrégeno juegan un
papel fundamental.

6.1. Resolucién espontanea

En este apartado se van a presentar los resultados de uno de los dos
problemas de quimica supramolecular mencionados en la introduccién de este
apartado, esto es, el estudio de algunos sistemas organicos que presentan el
fenémeno quiral de la resolucién espontinea y que, como ha sido dicho, son
algunos de los resultados mas relevantes obtenidos a lo largo de los trabajos de
esta tesis.

6.1.1. Motivaciones

Los 1H-indazoles son buenos candidatos para estudiar los fenémenos de
asociacion molecular y resolucion espontanea de compuestos quirales [5,6].
Cuando los enlaces de hidrogeno N-H:*-N entre los atomos N1 y N2 (Fig. 6.7)
determinan la estructura secundaria, los indazoles cristalizan formando dimeros,
trimeros o catémeros! (cadenas) [7]. Si el mondémero es aquiral, el caso mas
comun es que el cristal (celdilla unidad) también sea aquiral, tipicamente un
dimero o un trimero. Un ejemplo en este grupo puede ser el 3-metil-1H-indazol,
LIDFUA (refeode? [8]) en estado solido, el cual cristaliza como un dimero [9]. Si es

! Los catémeros son cadenas formadas por unidades monoméricas enlazadas mediante enlaces de
hidrégeno [1-3].

2 El refrode de un compuesto es un c6digo que usa la CSD (acrénimo en inglés de la Cambridge Structural
Database) para identificarlos.
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un catémero, se puede obtener una estructura aquiral a partir de dos hélices de
quiralidad opuesta presentes en la celdilla unidad. Un ejemplo de este tipo puede
ser TELXUD (grupo espacial Pbea) [7]. Si los monémeros de partida son ya
quirales, los cristales formados, generalmente dimeros o trimeros, seran también
quirales; este es el caso del (45,7K)-alcanfo|2,3-¢|pirazol, que en si mismo ya es
quiral y que cristaliza dando lugar mediante enlaces de hidrégeno a unidades
triméricas que forman cristales denominados como LABHEB [10].

Sin embargo, los compuestos 1H-indazol (INDAZL), 3-trifluorometil-
4,5,6,7-tetrafluoro-1H-indazol (LIDGEL), 3-perfluoroetil-4,5,6,7-tetrafluoro-
1H-indazol (YODJIM) vy 3-pertluoropropil-4,5,6,7-tetrafluoro-1H-indazol
(YODJOS) son cjemplos de 1H-indazoles que cristalizan como conglomerados
en los que un vnico enantiémero formando una cadena catemérica estd presente
en la celdilla unidad de cada uno de los cristales formados, pudiendo asi llegar
teéricamente a ser separados de manera mecanica (e incluso manual). En el
proceso de formacién de estos conglomerados, desde la correspondiente
disolucién, tiene lugar un proceso de resolucién espontanea (o rotura de la
simetria) [5,7].

El tema de resolucién espontanea de moléculas aquirales es muy relevante
porque parece estar relacionado con el origen de la vida [1,5,11]. En tales casos,
aunque termodindmicamente los enantibmeros M y P tienen la misma
probabilidad de ser formados, las mezclas de cristales (de un solo enantibmero o
de ambos) no estan constituidas por un 50% de cada enantiémero [12]. A medida
que el ndmero de cristalizaciones aumenta, el ratio entre los dos enantiémeros

llega a ser, generalmente, cercano a uno.

Ejemplo

El monémero El cri§lal — N-H
es quiral es quiral —— <\
LABHEB
Ri Ry
Rs
N
N 2 .
R, ;\J Elcristal  Eiemplo 4
’ H \ s — N LIDFUA
Ry / aquiral N
El monémero H
es aquiral N
N INDAZL
\’ Ejemplos l\!
El cristal H
es quiral —
CFs F CF,CF,CF,
F F )
N LIDGEL "N YODJOS
F N\ F N
H H

F

Figura 6.1:  Posibles situaciones en cristales de NH-indazoles [8].
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Como se ha mostrado en los estudios de apartados antetiores sobre
aminodcidos, carbohidratos, etc., la espectroscopia VCD es una herramienta muy
util para estudiar la quiralidad de especies moleculares tanto en disolucién [10]
como en organizaciones supramoleculares en estado sélido [1-3,10]. Ademas,
combinada con calculos quimico cuanticos, permite la determinacion de la
configuracion absoluta en ambos casos. Asi, en principio los 1H-indazoles
pueden cristalizar formando dimeros, trimeros o catémeros, dependiendo de la
fase en la que estin presentes. La dificultad del analisis experimental de la
estructura de este tipo de compuestos es grande. Esto nos lleva al planteamiento
de algunas preguntas: ;Cdmo podemos determinar la presencia de distintas estructuras de
una especie molecular si cambian segrin la fase? ;Estas estructuras podrian estar presentes en la

misma fase simultaneamente? ;Cdmo se pueden determinar?

Para intentar responder a estas cuestiones, en esta tesis se ha llevado a cabo
una estrategia muy completa usando distintas técnicas espectroscopicas
vibracionales sensibles (VCD) y no sensibles a la quiralidad (FarIR, IR, Raman)
junto con calculos quimico cuanticos. Las estructuras de los monémeros de
los compuestos estudiados en esta tesis se encuentran recogidas en la Fig. 6.7. El
propio 1H-indazol fue objeto de estudio previo al comienzo de esta tesis
doctoral por parte del grupo en el que esta doctoranda ha realizado la misma [1].
A continuaciéon la discusion de resultados se va a centrar en los trabajos
realizados con los compuestos INDAZL, LIDGEL [2], YODJIM [3] y
YODJOS [3], pues son aquellos en los que en la formacién de sus
correspondientes cristales desde los mondémeros de partida de los mismos en
disolucién dan lugar a cadenas cateméricas helicoidales resueltas en
conglomerados en dicho estado sélido mediante resolucion espontanea (o
rotura de la simetria enantiomérica). Las estructuras monoméricas de
LIDGEL, YODJIM y YODJOS tnicamente difieren en la variacioén en longitud
de la cadena lateral unida al C3 y el INDAZL contiene un atomo de H enlazado
al C3 y atomos de H en lugar de dtomos de F en C4, C5, C6 y C7.

En el caso de INDAZL, YODJIM y YOD]JOS, junto a las espectroscopias
vibracionales sensibles (VCD) y no sensibles a la quiralidad (IR y Raman) y el
soporte de los calculos quimico cuanticos, también se usé para su estudio la
cristalografia de rayos X, que en el caso de los dos ultimos compuestos ayudd
a la determinacion de las configuraciones absolutas de los mismos [3]. Asimismo,
en el analisis de los cristales de YODJIM y YODJOS también la técnica RMIN
en estado sélido coadyuvé a la resolucién del problema complementando a las
anteriores.

Por otro lado, los compuestos LABHEB [10] y LIDFUA [2] también han

sido estudiados mediante una combinacién de las técnicas IR, Raman y VCD y
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calculos quimico cudnticos dentro de esta tesis. Los monémeros de LABHEB
son quirales y, como se ha dicho anteriormente, se enlazan mediante enlaces de
hidrégeno en fase solida formando trimeros que también son quirales. En el
cristal solamente hay trimeros presentes mientras que en disolucion las especies
monoméricas son las que predominan. En cuanto al LIDFUA, en disolucién
parece haber presentes tanto mondémeros como dimeros aquirales. Sin embargo,
en fase sélida los espectros IR y Raman se pueden reproducir de forma adecuada
teniendo en cuenta la presencia de dimeros. Los cristales de LIDFUA son
aquirales y esto se pudo confirmar por la ausencia de respuesta quiro-Optica en

disolucién y en suspensiones de nujol y fluorolube.

Junto a estos compuestos, los estudios del 1H-benzotriazol (BZTRAZ y
BZTRAZO01) y del 2-propil-1H-benzimidazol (OHUZUO), estin ya muy
avanzados, recogiéndose de forma resumida un avance de los mismos en los
apartados 6.1.4., 6.1.5. y 6.1.6. de esta memoria.

6.1.2.  Metodologias
7. Tedrica

Las estructuras cristalinas de los compuestos derivados del 1H-indazol, 1H-
benzimidazol y 1H-benzotriazol estudiadas en esta tesis fueron previamente
determinadas por rayos X [9,13,14] (ver punto 6.1.3., subapartado 7) Cuando se
procedié a la determinacién de las configuraciones absolutas de las mismas
mediante la técnica VCD, se modeliz6 una parte de la geometria
determinada mediante rayos X con calculos DFT. El analisis VCD (segun la
metodologia general antes trazada para el logro de este objetivo) fue precedido
por un detallado analisis vibracional de los correspondientes sistemas
moleculares que conllevaron un estudio espectroscopico de los mismos mediante
las técnicas vibracionales IR-Raman no sensibles a la quiralidad y el
correspondiente soporte de calculos tedricos. El estudio tedrico de estos
compuestos se llevé a cabo en el IQM del CSIC en Madrid, mediante una
colaboracién con el grupo de Quimica Tedrica de los Profs. D. Ibon Alkorta y
D. José Elguero. Las geometrias de los mondémeros fueron optimizadas
totalmente, mientras que en los dimeros, trimeros, tetrimeros, pentimeros o
incluso decameros (solo en el caso del 1H-benzotriazol), la posicién de todos los
atomos, a excepciéon de los hidrogenos, se fijaron a las posiciones determinadas
por rayos X, optimizandose los atomos de hidrégeno con el uso de la
metodologia DFT al nivel B3LYP/6-31G(d). Asi, se simularon las
correspondientes unidades oligoméricas o cateméricas (segun el caso
correspondiente al sistema molecular estudiado).
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En el caso del compuesto LABHEB, también se optimizaron al nivel
B97D/6-31G(d) (el cual incluye correcciones de dispetsion de largo alcance) y
para los casos de las estructuras diméricas y triméricas se llevaron a cabo tanto
una optimizacién como la descrita al final del parrafo anterior como otra total
para todos los atomos de las especies estudiadas [10]. Se comprob6 que los
resultados B3LYP/6-31G(d) y B97D/6-31+G(d,p) eran compatables, por lo que
cualquiera de ambos niveles de cdlculo podia ser igualmente usado para llevar a
cabo el correspondiente andlisis vibracional. Por ello, seguimos usando el
funcional B3LYP para el resto de casos pendientes entonces de estudio.

El andlisis vibracional se realizé teniendo en cuenta los factores unicos de
escala 0.96 para el nivel de teorfa B3LYP/6-31G(d) y 1.020 para B97D/6-31G(d)
tomado de la base de datos del NIST. Los calculos se realizaron con el programa
Gaussian 09.

Para el caso del 2-propil-1H-benzimidazol, en principio se intenté seguir
una sistematica de estudio tedrico similar a la que se habfa empleado en los casos
de los antes referidos derivados 1H-indazdlicos, esto es, tratando de optimizar
sus estructuras oligoméricas de orden creciente tanto mediante una optimizaciéon
manteniendo sus atomos pesados (C, N y O) situados en las posiciones
determinadas cristalograficamente y simulando entonces las posiciones de sus
atomos de hidrégeno, como mediante una optimizacién completa de las
posiciones de todos sus atomos pesados y ligeros. Sin embargo, los resultados en
esta ocasién parecfan no poder simular de una manera tan adecuadamente
razonable como en el caso de los 1H-indazoles sus correspondientes espectros
vibracionales sensibles (VCD) y no sensibles a la quiralidad (IR y Raman), siendo
incluso, sorpresivamente, peores (en relaciéon a los otros sistemas estudiados
anteriormente) en el caso de la optimizacién tedrica de sélo los atomos de H.

As{ pues, para este sistema benzimidazélico tratamos de explorar otros
caminos de analisis tanto teéricos como experimentales, llevaindonos a
profundizar aun mas en la busqueda de una soluciéon que pudiese resultar
razonablemente aceptable. Para ello, se iniciaron nuevas colaboraciones tanto a
nivel experimental, con el grupo de cristalografia molecular del Prof. D. Feo
Javier Zufliga Lagares del Dpto. de Fisica de la Materia Condensada de la
Universidad del Pais Vasco, como teérico, con el grupo de la Dra. D Aurora
José Cruz Cabeza, del grupo Quimica Fisica del Estado Solido de la Escuela de
Ingenierfa Quimica y Ciencia Analitica de la Universidad de Manchester. En el
punto 6.1.5. se daran mas detalles de todo ello y de cual es la situacién actual

(muy avanzada en cualquier caso) en el estudio de este problema.
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Finalmente, para el calculo de frecuencias se siguieron los pasos indicados en
el punto 6.1.5. En este caso, para los nimeros de onda por encima de 1000 cm!

se procedi6 a usar 0.947 como factor de escala y 0.966 para los nimeros de onda
por debajo de 1000 cm.

it. Experimental

Los detalles experimentales relativos a la cristalograffa de rayos X en el caso
de INDAZL, YODJIM y YODJOS y a la técnica RMN en estado solido en el

caso de estos dos dltimos se recogen en las referencias 1y 3.
a) Sintests

Los compuestos INDAZL [1], LIDGEL [2], YODJIM [3] y YODJOS [3] se
sintetizaron tal y como se describe en las correspondientes referencias. Resaltar
que, en el caso de YODJIM y YODJOS, por un lado se obtuvieron cristales
mediante sublimaciones repetidas a vacio estatico (aprox. 8 x 10-2 mbar) a 70 °C
y, por otro, recristalizando estos cristales en acetona eliminando el disolvente
usando un agitador magnético y un fluyjo de Nz También se probé a

recristalizar ambos compuestos en acetona sin usar el agitador magnético y el
flujo de Na.

b) Espectroscopias IR, Raman y 1'CD

Se registraron los espectros IR (incluyendo FarIR) y Raman de los
compuestos solidos (polvo o cristales) y los espectros VCD de los mismos en
suspensiones de nujol y fluorolube.

En la Tabla 4.2 del capitulo 4 se especifican con mas detalle los registros
concretos realizados para cada compuesto. Las condiciones experimentales
(resolucién, acumulaciones, etc.) de los registros MIR, VCD y Raman también se
detallan en el capitulo 4, concretamente en el subapartado 7z del punto 4.1.2., en

el subapartado 7z del punto 4.2.3. y en el punto 4.3.2., respectivamente.

En el caso del LIDGEL se llevaron a cabo también registros MIR de
disoluciones del compuesto en CCly con distintas molaridades y de peliculas
delgadas preparadas a partir de las mismas. Hstos registros se realizaron para
corroborar la presencia de monémeros en disoluciones diluidas y no se muestran
en el siguiente apartado.

Para el OHUZUO (cristales de 2-propil-1H-benzimidazol) se llevaron a cabo
registros VCD en suspensiones de nujol y fluorolube de una gran variedad de
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muestras recristalizadas en diferentes disolventes y de distintas formas, las cuales
se detallan en el punto 6.1.5. También se registrd el espectro VCD de este
compuesto en disolucién de CDCls.

Especificar que los registros IR de muestras sélidas se realizaron empleando
el accesorio ATR vy se registré la regiéon espectral 2000-30 cm!. La region
espectral registrada en el caso de los espectros VCD fue 2000-900 cm! (detector
MCT) y para los Raman fue 2000-100 cm'. Para la correccion de la linea de
base de los espectros VCD se llevé a cabo la “correccion sélo con el backgronnd’
explicada en el subapartado 7. del punto 4.2.3 del capitulo 4. Asi, se sustrajeron
las sefiales VCD de los aceites minerales nujol y fluorolube a los
correspondientes espectros VCD de las muestras. En el caso de los compuestos
YODJIM y YODJOS, se corrigieron primeramente los espectros VCD de los
dos enantiémeros helicoidales, es decir, de las hélices Py M de cada uno de ellos,
restandoles las sefiales VCD correspondientes al nujol, y se realizd
posteriormente la media de estos dos espectros VCD, obteniendo de esta manera
la linea de base VCD, que entonces se restd a los espectros VCD de cada uno de
los enantiémeros (corregidos con nujol), obteniendo asi los espectros VCD
corregidos de cada uno de los dos enantidmeros de los cristales de esos
perfluoroindazoles. Para estos dos compuestos, intentamos registrar los
espectros VCD de algunos single crystals grandes emulsionados en nujol, pero los
espectros VCD obtenidos fueron de menos intensidad y mas baja calidad. Por
esta razdn, se realizé entonces el registro de espectros VCD de varios single
crystals mezclados y emulsionados en nujol. Los espectros obtenidos fueron asi
mas intensos y de mas alta calidad, similares a los obtenidos con single crystals

individuales.

6.1.3. Resultados y Discusion: resolucion espontanea en los sistemas
INDAZL, LIDGEL, YODJIM y YODJOS

La estrategia para el estudio de estos compuestos en fase sélida fue la
siguiente: 1) Registro de los espectros RMIN de YODJIM y YODJOS y analisis
de los mismos con los cilculos correspondientes; 2) Registro de los espectros IR
(incluyendo FarIR) y Raman de INDAZL, LIDGEL, YODJIM y YODJOS; 3)
Comparacion de estos espectros con los calculados para los monémeros y
oligbmeros al nivel B3LYP/6-31G(d); 4) Registro de los espectros IR y VCD
en suspensiones de nujol y fluorolube y 5) Comparacién de los espectros
VCD experimentales con los calculados para los oligémeros al mismo nivel de

teorfa mencionado en el punto anterior.

En todos los casos estudiados en este apartado, ya referidos mas arriba, se
pudo llegar a establecer inequivocamente la configuracion absoluta de cada uno
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de los cristales objeto de estudio mediante un andlisis sinérgico en cada caso que
conllevé el registro de sus espectros vibracionales tanto sensibles (VCD) como
no sensibles (IR y Raman) a la quiralidad y la realizacién de los correspondientes
calculos quimico cuanticos tanto de sus estructuras (geometrias) como de sus
referidos espectros, incluyendo los correspondientes andlisis vibracionales de las
diferentes especies quimicas estudiadas en cada caso. Fue de una singular
importancia para el logro del objetivo fijado en estos casos la coadyuvacion entre

los datos experimentales y tedricos relativos a sus espectros VCD.

Hay que afiadir, sin embargo, que pata los casos del YODJIM y del YODJOS
también se pudo llegar a determinar la configuracién absoluta de single crystals
seleccionados mediante difraccion de rayos X [3], utilizando radiacién CuKo.

Remarcar, como ya ha sido mencionado con anterioridad, que la
interpretacién de las caracteristicas VCD complejas se facilita si se realiza un
analisis vibracional previo empleando las espectroscopias IR y Raman y calculos
quimico cuanticos. La determinacién de la configuracién absoluta de
organizaciones supramoleculares cristalinas quirales requiere realizar una
comparaciéon de los espectros VCD experimentales con el espectro VCD
calculado para un enantiémero. Cuando la quiralidad aparece en la estructura
secundaria, es necesario el calculo de catémeros con un numero creciente de
monoémeros hasta que el experimento llegue a reproducirse de forma
aceptable [1-23].

i Rayos X y RMIN

Las estructuras cristalinas de los compuestos INDAZL, LIDGEL, YODJIM
y YODJOS habian sido analizadas mediante rayos X en estudios previos
[9,13,14], que confirmaron que los mismos cristalizaban como conglomerados.
Los grupos espaciales determinados por rayos X para ellos son P2; INDAZL),
P3; (LIDGEL y YODJIM) y P212:2; (YODJOS). INDAZL y YODJOS forman
hélices de orden 2, mientras que LIDGEL y YODJIM forman catémeros
helicoidales de orden 3. En la Fig. 6.2 se pueden observar las estructuras
cateméricas de los cristales de dichos compuestos.

Como se ha comentado anteriormente, el trabajo sobre el INDAZL [1] se
realiz6 en el grupo de investigacion de la doctoranda previamente al inicio de su
tesis doctoral. En él se empezé llevando a cabo un refinamiento de la estructura
del INDAZL, confirmando que el atomo de H del grupo NH se encuentra fuera
del plano formando un angulo intermolecular N1-H1--*N2 de 165.5°. Este
angulo se forma debido a efectos de empaquetamiento del cristal porque la
molécula es plana (Cy) en fase gas segtn los calculos teéricos.
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INDAZL LIDGEL

YODJIM ' YODJOS

Figura 6.2:  Hélices quirales modelizadas de los derivados indazdlicos no
centrosimétricos INDAZL, LIDGEL, YODJIM y YODJOS.

En ese trabajo también se propuso una explicacién sobre cOmo una
molécula aquiral como el 1H-indazol cristaliza en un grupo espacial no
centrosimétrico, F21, de tal forma que independientemente de la conformacioén
del grupo NH, un indazol dimero o trimero puede adoptar una conformacién
quiral. Lo que ocutre es que la quiralidad en un catémero esta influenciada
por los catémeros circundantes, dando lugar a una estructura cristalina en la
que todos los catémeros presentan la misma conformacién M o P. La presencia
de motivos quirales inter-catémero en el cristal sugiere un mecanismo para la

cristalizacién en un grupo espacial no centrosimétrico.

Adicionalmente, aunque las estructuras cristalinas de YODJIM y YODJOS
habifan sido analizadas anteriormente mediante rayos X en el trabajo que se
recoge en la referencia [14], se determinaron de nuevo en el trabajo relativo a esta
tesis [3] con radiacién CuKe, habiéndose podido obtener adicionalmente en este
caso, tal y como ya fue mencionado anteriormente, la configuracion absoluta
de las hélices. Se analizaron dos single crystals de YOD]JIM, uno de ellos (CCDC
1511341) resultd ser una hélice M y el otro (CCDC 1511342) contenia hélices Py
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M. En el caso de YODJOS se analizé un single crystal que contenfa un tnico

enantiémero con configuraciéon M.

Los resultados de RMN en estado solido permitieron concluir que las
muestras que se iban a usar para espectroscopia vibracional se comportaban
como los single crystals usados para rayos X, en particular en lo que concierne a la
conformacién de las cadenas perfluoroalquiladas. Ademas, las geometrias de
minima energfa calculadas teéricamente predijeron bien los desplazamientos
quimicos medidos en fase sélida, y ese es un dato a favor, por lo tanto, de su uso
para la construccién de los catémeros requeridos para la discusion de los

resultados vibracionales.
it. Espectroscopias IR y Raman

Primero voy a comentar los resultados obtenidos mediante las técnicas IR y
Raman, centrindome en los registros realizados en la regién de bajas frecuencias
(FarIR) 700-30 cm' (Fig. 6.3). En esta region, hay presentes bandas que
corresponden a modos normales con contribuciones de waggings, rockings y
modos de torsion. Por ello, la regiéon que esta por debajo de 700 cm! es muy util
para distinguir las diferentes estructuras de los compuestos INDAZL,
LIDGEL, YODJIM y YODJOS. Los espectros de las regiones IR y Raman
intermedias (2000-700 cm) se muestran en la Fjg 9 de la referencia 1
(INDAZL), la Fig. 15 del material suplementario de la referencia 2 (LIDGEL) y
las Figs. 25 y 35 del material suplementario de la referencia 3 (YODJIM vy
YOD]JOS), estando los correspondientes analisis de dichas regiones recogidos en
las mismas. También se recogen en los paneles superiores de la Fig. 6.4.

Los paneles a'y b de la Fig. 6.3 muestran algunos ejemplos de bandas asociadas
a los modos comentados anteriormente para los compuestos INDAZL vy
LIDGEL, como aquellas observadas experimentalmente en el espectro Raman a
430 cm? y a 405 cm! que corresponden a movimientos de deformacién
asimétrica de anillo y de torsiéon del INDAZL. Otro ejemplo de banda Raman en
el INDAZL es aquella que aparece a 400 cm, la cual se asigna al modo normal
wagging de N-H. Un ultimo ejemplo de bandas que aparecen para este
compuesto en su espectro Raman son también aquellas observadas a 240 cmy a
226 cm! que se asignan a una torsiéon asimétrica de anillo y a un movimiento
butterfly, respectivamente.

Por su parte, en los espectros FarIR y Raman del LIDGEL podemos destacar
la banda experimental observada a 492 cm, la cual se corresponde con
contribuciones de deformacién asimétrica de anillo, que aparecia a 430 cm™! en el
espectro Raman del INDAZL. Otros ejemplos de bandas que aparecen tanto en
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el espectro IR como en el Raman de este compuesto son aquellas a 319 cm (IR
y Raman), 294 cm? (IR y Raman) y a 268 cm! (IR, 269 cm en Raman), las
cuales se asignan a modos normales de rockings de C-H de los anillos de
benceno y pirazol. Otro ejemplo de banda observada en los espectros IR y
Raman del LIDGEL es el de la banda a 193 cm!, que aparece tanto en uno
como en otro, y que se asigna al movimiento butterfly, el cual es asignado para el
INDAZL a una banda observada a 226 cm' en su espectro Raman.
Adicionalmente, comentar que los espectros FarIR y Raman experimentales
de ambos compuestos se reproducen mejor a partir de los espectros tedricos de
los modelos de las unidades cateméricas simuladas de mayor tamafio, esto es,
triméricas en el caso del INDAZL y tetraméricas en el caso del LIDGEL.

LIDGEL FariR exp.

Monémero .
INDAZL Raman e% J onomer FarlR tesrico

i ¥ T ¥ T T T T T T r T T T T T T

Monémero Raman teérico LIDGEL Raman exp.
Trimero

— T r T T T T T T T T T T T T

i T ; ; ;
Monémero
700 600 500 400 300 200 100 Tetramero Raman teérico
Numeros de onda, cm”

T T T T T T
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Numeros de onda, cm”

a) INDAZL b) LIDGEL

YODJIM FariR exp. YODJOS FarlR exp.

T T T T T T T T T T T T r T T T T

Mom'fmem FariR tedrico U Monémm FariR tedrico
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Monémero Raman teérico i
Pw} M N o S
A t t
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Nameros de onda, cm” Numeros de onda, cm’”
c) YODJIM d) YODJOS

Figura 6.3:  Espectros FarIR y Raman experimentales y tedricos escalados de los
compuestos INDAZL, LIDGEL, YODJIM y YODJOS en fase solida (polvo) en la
region espectral 700-30 cm!.

En los paneles ¢ y d de la Fig. 6.3 podemos observar la region de bajas
frecuencias para los compuestos YODJIM y YODJOS, respectivamente. Para el
compuesto YODJIM, ejemplos de estos modos los constituyen las bandas a 603
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cm! (IR y Raman), 484 cm™ (IR y Raman), 446 cm™ (IR, 444 cm! en Raman) y
431 cm? (IR, 428 cm' en Raman), las cuales se asignan a movimientos
complejos de deformaciéon y torsion, tales como deformaciones de anillo en el
plano o fuera de ¢l y waggings de N-H, involucrando dos o mas subunidades
monoméricas unidas mediante enlaces de hidrégeno. Estas cuatro bandas
aparecen debido a la existencia de catémeros, ya que los espectros IR y Raman
teéricos del monémero las predicen con diferentes intensidades o simplemente
no las predicen. Para el compuesto YODJOS ocurre algo parecido, esto es, el
modelo de una unidad catemérica pentamera predice mucho mejor las
bandas experimentales que aparecen a 611 cm (IR, 606 cm™ en Raman), 566
cm! (IR, 571 cm™ en Raman) y 487 cm! (IR y Raman).

Finalmente, hay que resaltar que tedricamente los monémeros de los cuatro
compuestos referidos aqui no deberfan presentar ninguna banda por debajo de
160 cm, regién en la que, sin embargo, si aparecen algunas bandas registradas
en los espectros IR y Raman de sus cristales (ademas de otra serie de bandas a lo
largo de todo el espectro, adicionales a las anteriormente citadas), y que si
pueden ser predichas desde los modelos de las unidades cateméricas que han
sido simuladas para ellos. Se puede concluir, por tanto, que tales estructuras
cateméricas deberan estar presentes en los mencionados cristales.

En el caso del INDAZL, cabe resaltar las cinco bandas presentes en el
espectro Raman a 136, 124, 114, 101 y 85 cm!, que segun los calculos tedricos
son asignadas a modos normales de torsién de una subunidad de INDAZL con
respecto a la otra. En el caso de los espectros FarIR y Raman del LIDGEL se
pueden resaltar las tres bandas que aparecen a 132 cm! (IR y Raman), 117 cm-!
(IR y Raman) y 2 82 cm (IR, 84 cm™ en Raman). La primera (132 cm?) se asigna
al movimiento butterfly de la conexién entre anillos, la segunda (117 cm™) a una
deformacion de esqueleto (framework) y la tercera (82 cm ') a modos normales de
torsion de una subunidad LIDGEL con respecto a las otras. Son particularmente
importantes las cinco bandas que se observan a 157 cm (FarIR, 155 cm! en
Raman), 136 cm! (FarIR, 134 cm™ en Raman), 120 cm! (Raman), 83 cm!
(FarIR) y 56 cm (FarIR) en los espectros FarIR y Raman del compuesto
YOD]JIM, asi como las 4 bandas que aparecen a 148 cm! (FarIR y Raman), 129
cm?! (FarIR y Raman), 117 cm?! (FarIR y Raman) y 64 cm! (FarIR) en los
espectros del compuesto YODJOS, que se asignan a modos normales de torsién
de una subunidad con respecto a las otras.
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si. Respuesta quiro-dptica

Hasta ahora se ha analizado la regién de bajas frecuencias de los espectros IR
y Raman considerando las especies monoméricas y los modelos de unidades
cateméricas de los compuestos INDAZL, LIDGEL, YODJIM y YODJOS;
concluyendo que las estructuras de las unidades cateméricas de tamafio mas
grande mejoran el analisis. El siguiente paso es arrojar luz sobre la posible
quiralidad, as{ como sobre la configuracion absoluta de los catémeros de
estos compuestos en estado sélido. Aunque los monémeros son aquirales en
fase gas y en disolucion, la quiralidad supramolecular estd presente en los
cristales de estos compuestos en forma de hélices My/o P, con predominio de
catémeros con hélices de uno o del otro tipo (exceso enantiomérico) en los
casos estudiados. Este predominio tiene lugar, sea porque pudiese darse una
mayor proporcién de uno u otro en aquellos cristales en lo que ambos tipos de
hélices pueden estar presentes en sus celdillas unidad, o porque esa mayor
proporcién pueda estar presente en los cristales conteniendo, unos, catémeros
s6lo con un tipo de hélice y, otros, catémeros s6lo con el otro tipo de tales

hélices en los conglomerados, segun se verd a continuacién.

La determinacién de la configuracién absoluta de las estructuras cristalinas
del INDAZL, LIDGEL, YODJIM y YODJOS se llev6 a cabo mediante una
combinacién de espectroscopia VCD y calculos quimico cuanticos. Los
signos de la fuerza del rotador son de gran utilidad para determinar la
configuracién de los catémeros de estos compuestos, es decir, si se tratan de
hélices M o P [15,16]. Ademas, como se dijo anteriormente, en los casos del
YODJIM y del YODJOS también se hizo paralelamente una determinaciéon de
sus configuraciones absolutas mediante el uso de la técnica de difraccién de rayos

X de alta resolucién.

En la parte intermedia de los paneles de la Fig. 6.4 se muestran los espectros
VCD experimentales de los cristales de los 4 compuestos estudiados
registrados en suspensiones de nujol y fluorolube y en la parte inferior los
tedricos de los trimeros de INDAZL, tetrameros LIDGEL y pentameros
YODJIM y YODJOS, calculados al nivel B3LYP/6-31G(d). En todos los casos,
el espectro correspondiente a la hélice M se representa en color rojo y el
correspondiente a la P en color azul. Una comparacién de los espectros
obtenidos experimentalmente con aquellos calculados teéricamente permite ver
el acuerdo razonable existente entre ellos, pudiendo concluirse la existencia (o
predominancia) de catémeros con hélices P en los cristales de INDAZL y
LIDGEL analizados. En el caso de YODJIM y YOD]JOS, sin embargo, se
consiguieron muestras de cristales que mostraron, unos, la existencia (o

predominancia) de catémeros con hélices P y, otros, la existencia (o
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predominancia) de catémeros con hélices M y, por tanto, pata ambos
compuestos se llegaron a obtener (como se recoge en la referencia 3 y se ha
comentado anteriormente) conglomerados de catémeros de cada una de sus dos
formas enantioméricas (o, al menos, en las que se da una predominancia de una
u otra) y registrar sus correspondientes espectros VCD.
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LIDGEL IR Fluorolube
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IR tedrico

T
LIDGEL VvCD
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Figura 6.4:  Espectros IR experimentales y tedricos (panel superior) y espectros

VCD experimentales (paneles intermedios superiores e inferiores) y tedricos (panel
inferior) de los compuestos INDAZL, LIDGEL, YODJIM y YODJOS en suspensiones
de nujol y fluorolube en la region espectral 2000-900 cm . En INDAZL y LIDGEL se
muestran los espectros VCD corregidos con nujol y fluorolube, segin corresponda, y en
el panel intermedio inferior de YODJIM y YODJOS se muestran los espectros VCD
corregidos con nujol (ver subapartado 7.4 del punto 6.1.2.)). En YODJIM y YODJOS, la
media de los espectros VCD de las hélices Py M corregidos con nujol proporciona la
linea de base adoptada en estos casos, la cual se resta a estos dos espectros VCD, dando
lugar asf a los espectros VCD corregidos con dicha linea de base y que son mostrados en

el panel intermedio superior.
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A continuacién se va a llevar a cabo un analisis de las bandas VCD (color

azul) experimentales que confirman la presencia de una hélice P en los cuatro

compuestos estudiados:

1

2

INDAZL: El modelo de hélice P predice bien las cuatro bandas (-,+,-,%)
que aparecen a 1620 cm? (VCD, 1623 cm™ en IR y 1622 cm en Raman),
1595 cm™ (VCD, hombro a 1584 cm™ en IR y 1582 cm' en Raman),
1507 cm?y 1500 cm! (VCD, ambas a 1501 cm™ en IR y 1503 cm! en
Raman), que se asignan a stretchings asimétricos de C=N y C=C.
También predice bien las cinco bandas (-,+,-,-,+) a 1445 cm!, 1431 cm!
(VCD, ambas a 1435 cm! en IR y 1444 cm! en Raman), 1408 cm!, 1362
cm? (VCD, ambas a 1388 cm en IR y Raman) y 1356 cm! (VCD, 1348
cm! en IR y 1357 cm! en Raman), y las bandas (-,+) observadas a 1355
cm! (VCD, 1348 cm™ en IR y 1357 cm! en Raman) y a 1321 em! (VCD,
1314 cm! en IR y 1315 cm ! en Raman), todas ellas asignadas a rockings
de C-H de los anillos de benceno y pirazol. Las tres bandas (-,-,-) que se
observan a 1203 cm! (VCD, 1204 cm en IR y Raman), 1006 cm!
(VCD, 1002 cm™ en IR y 1001 cm™ en Raman) y 956 cm™? (955 cm! en
IR y 950 cm! en Raman) son igualmente bien predichas por el modelo de
hélice P. La primera se asigna a un modo normal de rocking de C-H del
anillo de benceno, la segunda a uno de deformacién del mismo y la
tercera a uno de wagging de C-H.

LIDGEL: En este caso, hay una serie de bandas VCD (--,-) que se
predicen bien tedricamente a partir del modelo de hélice Py que aparecen
a 1560 cm (VCD, IR y Raman), 1510 cm! (VCD, 1506 cm! en IR y
Raman) y 1490 cm™ (VCD e IR, 1497 cm! en Raman). Las dos primeras
se asignan a stretchings de C-N y C=C (aromatico) del anillo de pirazol y
la tercera al modo normal de wagging de N-H. Otros ejemplos de bandas
que se predicen bien usando el modelo de hélice P pueden ser aquellas (-
»-»T»,-) observadas a 1289 cm! (VCD, IR y Raman), 1194 cm! (VCD ¢ IR,
1210 ecm! en el espectro Raman), 1172 cm™ (VCD e IR, 1163 cm en el
espectro Raman) y 1150 cm™ (VCD e IR). La primera y la cuarta de tales
bandas se asignan a movimientos de deformaciones de los anillos de la
molécula y la segunda y la tercera a bendings asimétricos de CFs.

3) YODJIM: En el espectro VCD experimental de color azul, las tres

bandas (-,-,+) que aparecen a 1075 cm! (VCD, 1078 cm™ en IR y 1080
cm? en Raman), 1036 cm™ (VCD, IR y Raman) y 986 cm! (VCD, 989
cm en IR, 991 cm en Raman) y el couplet (-,4) a 941 cm™ y 933 cm!
(VCD, 939 cm™ en IR y Raman) se corresponden bien con la presencia
de una hélice P, de acuerdo con el espectro azul teéricamente calculado,
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confirmando que el cristal se organiza como una hélice que gira en
sentido horario.

4) YODJOS: En el espectro VCD experimental de color azul, nuevamente
las respuestas quiro-Opticas apuntan la presencia (o predominancia) de
catémeros con hélices P, cuando el mismo es comparado con el de color
azul calculado desde la teorfa. El conjunto de bandas (-,--,-) a 1124 cm!
(VCD, 1119 cm™ en IR y Raman), 1065 cm™? (VCD, 1062 cm! en IR y
Raman), 1026 cm! (VCD, IR y Raman) y 961 cm! (VCD, 958 cm! en IR
y Raman) permiten asignar de forma inequivoca la presencia de una

hélice P a esta estructura supramolecular.

En resumen, comparando los espectros VCD tedricos de color azul y los
registrados (experimentales) del mismo color para las muestras de los cristales de
los 4 compuestos estudiados en esta seccién, esto es, INDAZL, LIDGEL,
YODJIM y YODJOS, que dan lugar a ellos, puede apreciarse que la
correspondencia  tedrico-experimental apunta a la existencia (o
predominancia) en las mismas de catémeros con hélices P. Ademads, como ya
ha sido mencionado con anterioridad, para los cuatro compuestos se logra la
mejor correspondencia tedrico-experimental con unidades cateméricas
modelizadas de mayor tamafio en cada caso, esto es, trimeros en el INDAZL,
tetrameros en el LIDGEL y pentimeros en YODJIM y YODJOS. Ademas, en el
caso de los compuestos YODJIM y YODJOS también se pudieron registrar los
espectros VCD de otras muestras de cristales que evidenciaron la existencia (o
predominancia) en ellas de catémeros con hélices M. Cuando se obtuvieron
cristales de YODJIM y YODJOS mediante sublimacion, los signos de las bandas
VCD confirmaron la existencia de hélices M y P, respectivamente. Disolviendo
estos cristales obtenidos mediante sublimacién, en acetona y usando un agitador
magnético y una corriente de N para eliminar el disolvente se obtuvieron las
hélices enantioméricas para ambos, esto es, la hélice P para YODJIM y la M para
YODJOS.

La Fig 6.5 muestra una superposicion de los espectros VCD
correspondientes a la hélice P de los compuestos INDAZL, LIDGEL, YODJIM
y YODJOS para poder ver mas claramente las similitudes y diferencias
espectrales entre todos ellos.
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A primera vista, puede apreciarse Helice P

LIDGEL

que los espectros VCD de los
cuatro compuestos son distintos, YoDJIM
aunque hay algunas bandas en ellos
que aparecen a, aproximadamente,
los mismos nimeros de ondas y con

el mismo signo. Ejemplos de esto

que decimos pueden ser: 1) el

couplet (-,+) que aparece a 962 cm! 1200 1100 1000 900
y 955 cm! en el espectro VCD de Nameros de onda, cm’
YODJOS y a2 958 cm™ y 949 cm! en Figura 6.5: Comparacién de los

el de INDAZL, 2) la banda (-) que espectros VCD experimentales obtenidos

1 para las hélices P de los compuestos
se observa a 942 cm! para YODJIM INDAZL  (verde), LIDGEL  (azul),

¢ INDAZL y 3) la banda (-) que  YODJIM (r0jo) y YODJOS (negro) en
aparece a 1159 cm! para YODJIM y suspensiones de nujol en la regién
a 1155 cm' para LIDGEL. espectral 1215-900 cm™! con correccion de
la linea de base hecha con el propio

registro VCD del medio usado patra hacer
que aparecen al mismo ndmero de la suspension, esto es, el nujol.

También hay algunas otras bandas

ondas pero con signo diferente, co-

mo la observada a 1077 cm! con signo negativo en el caso de YODJIM y con
signo positivo en INDAZL. Finalmente, hay algunas mas que solo aparecen para
uno de los compuestos y no para el resto, como es el caso de la banda (-) a 1008
cm’! en INDAZL y la de igual signo (-) observada a 989 cm en YODJIM.
Pensamos que es interesante (e incluso, en cierta medida, es sorprendente)
percatarse de como la diferencia en la longitud de la cadena lateral en los
monoémeros de estos compuestos llega a modificar de forma tan drastica las
caracteristicas espectrales de las estructuras supramoleculares cateméricas
de los mismos.

Los grupos espaciales determinados por rayos X para los cristales de estos 4
compuestos [1,3,9,13,14] fueron: P2; INDAZL), P3; (LIDGEL y YODJIM) y
P212121 (YODJOS), habiéndose tomado los resultados de geometrias moleculares
de dichos estudios como punto de partida para los calculos estructurales llevados

cabo para ellos en este trabajo (ver punto 6.1.2., subapartado 2).
6.1.4. Polimorfos quirales y aquirales en el sistema 1H-benzotriazol

Se ha comenzado el estudio de dos polimorfos del 1H-benzotriazol, o y {.
El polimorfo « cristaliza en un grupo espacial no centrosimétrico y el f en uno
centrosimétrico, siendo o quiral dando lugar a conglomerados (BZTRAZ) y §
aquiral (BZTRAZO01). Los dos polimorfos se estin caracterizando mediante
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cristalografia de rayos X, RMN en estado sélido y espectroscopias IR,
Raman y VCD, junto con calculos quimico cuanticos. En este estudio,
ademas de los grupos del IQM del CSIC y de la UNED, junto con los Profs. D
Dolores Santa Maria (UNED) y D. Felipe Reviriego (IQM, CSIC), también
estan colaborando en él los Profs. D® Maria Gdaniec (Universidad Adam
Mickiewicz, Poznan) y D. Fco. Javier Zuafiiga (UPV, Bilbao).

A continuacién se van a mostrar algunos de los resultados preliminares
obtenidos para el polimorfo « (BZTRAZ). En 1974 se pudo concluir mediante
el uso de la técnica de difraccion de rayos X que de las dos posibles hélices que
se podian formar en este polimorfo, Unicamente una de ellas se encontraba
presente en el cristal, pero su configuracién absoluta no fue determinada [17,18].
En la Fig. 6.6 se muestra una vista del fragmento de 10 moléculas que se ha

modelizado tedricamente en este trabajo para la reproduccién de los espectros

IR y VCD.
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Figura 6.6:  Fragmento de cadena de diez moléculas de la estructura BZTRAZ,
con indicacién de los enlaces de hidrégeno que se forman entre las mismas.

. BZTRAZ IR
Por otro lado, en la Fig. 6.7 se R tedrico
muestran los espectros IR y w A Nujol

VCD experimentales BZTRAZ VCD

correspondientes al registro de »AJ\/VO/\/V\A/ n Nﬂww
una muestra de polimorfo o Fluorolube Hélice M
cristalizada en acetona, VD tedrico | ‘ ‘ Helice 1
comparados con los respectivos 0@—{}90{} </\:)<><)(>(>e<}:<>_,
IR y VCD teéricos. Si nos Hélice P
fijamos en el signo y posicion de 1800 1600 1400 1200 1000

Numeros de onda, em’

algunas bandas VCD, como las

bandas (-,-) que apatecen a 1621 Figura 6.7: Espectros IR experimentales
em? (VCD ¢ IR) y 1594 cm! y tedricos (panel superior) y espectros VCD

experimentales (panel intermedio) y tedricos

(VCD e IR) y la serie de bandas (panel inferior) del compuesto BZTRAZ en

(-,-,-) observadas a 1508 cm'! suspensiones de nujol y fluorolube en la region
(VCD, 1510 cm! en IR), 1453 espectral  1800-900 cm™. Se muestran los
cm! (VCD, 1457 cm! en IR) y espectros  VCD  corregidos con nujol o

fluorolube, segun corresponda.

246



6. Quiralidad supramolecular: resolucién espontanea y reconocimiento molecular

1415 cm? (VCD, 1418 cm™ en IR), podemos afirmar que los resultados
preliminares apuntan la existencia de una hélice M en los cristales de BZTRAZ.

6.1.5. Pureza enantiomérica inesperada en el sistema 2-propil-1H-
benzimidazol

Los imidazoles y sus benzo derivados (benzimidazoles) son
subestructuras moleculares comunes que se encuentran en moléculas biolégicas
importantes (histidina, vitamina B12, etc.), productos naturales (alcaloides) y en
farmacos con propiedades antibacterianas y antifingicas [19].

La quimica de los imidazoles puede ser compleja porque el compuesto es
una base fuerte, que muestra taumerismo y puede transportar protones [20].
En la industria energética podemos encontrar una explotacion interesante de las
propiedades de la conductividad proténica de los imidazoles. Por ejemplo, los
polimeros que contienen imidazol presentan altos puntos de fusién, lo cual hace
que sean una alternativa mejorada al agua en las celdas de combustible, dentro
de ser conductores de protén [21,22].

Dentro de los trabajos de colaboracién que el grupo de investigacién de esta
doctoranda viene manteniendo con el grupo de los Profs. D. José Elguero y D.
Ibén Alkorta, del IQM del CSIC en Madrid, y con el grupo de la Prof. D? Rosa
M?* Claramunt, del departamento de Quimica Organica y Bio-Organica de la
UNED también de Madrid, hay uno de ellos que se encuentra dirigido al estudio
de las propiedades supramoleculares quirales de los cristales del derivado
benzimidazélico denominado 2-propil-1H-benzimidazol (que abreviaremos en
adelante con el acrénimo 2-PrBzIm), el cual se encuentra ya en un nivel de
desarrollo muy avanzado y que estd proporcionando algunos resultados
realmente singulares y sorprendentes, sobre todo cuando se comparan, por
ejemplo, con los obtenidos para los casos de los derivados del 1H-indazol
discutidos en el apartado anterior e incluso con los datos conocidos de estudios
semejantes en la bibliograffa. Esto, bajo nuestro punto de vista, pensamos que
los hace ciertamente interesantes, maxime considerando que, al igual que en el
caso de los derivados indazdlicos, los antes referidos grupos del IQM-CSIC y de
la UNED, que participan en este trabajo de colaboracion, tienen una dilatada y
aquilatada experiencia trabajando también con derivados benzimidazélicos (y
otros diferentes tipos de heterocompuestos) semejantes al aqui objeto de estudio
[23-25], esto es, el 2PrBzIm. Los citados resultados obtenidos hasta ahora en esta
colaboracién (no sélo con los dos anteriormente citados grupos de Madrid, sino
también con el Prof. D. Javier Zufliga Lagares, de la Universidad del Pais Vasco,
y la Dra. D* Aurora José Cruz Cabeza, de la Universidad de Manchester) para
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este derivado benzimidazdlico, apatentemente comin, serian expuestos y

discutidos a continuacion.

El primero de ellos puede decirse que ha sido la inesperada observacion
siempre del mismo espectro VCD de sus cristales obtenidos a partir de muestras
comerciales recristalizadas de distintas formas y con diferentes condiciones
(cambios de disolventes, con y sin agitacién en uno y otro sentido de giro, con
sublimacién previa, etc.), registrado incluso con diferentes instrumentos de
distintas casas comerciales disponibles en otras universidades andaluzas, ademas
del existente en la UJA. Asi, aunque la termodindmica predice que debe existir el
50% de probabilidad de que se forme uno u otro enantibmero de una
determinada especie supramolecular quiral catemérica al hacer repetitivamente (y
en las mismas condiciones) un determinado numero de ensayos de preparacion
de los cristales de la misma (cristalizaciones) a partir de sus mondémeros
aquirales en disolucién [3,12], el hecho (por eso sorprendente) ha sido que, como
decimos, el espectro VCD registrado para los cristales del 2PrBzIm
(OHUZUO) ha sido siempre el mismo, con independencia del camino utilizado
en su preparacion.

En la estructura cristalina, las moléculas de 2-PrBzIm adoptan una
configuracion “Syn” (pane/ a de la Fig. 6.5) mostrando un motivo de cadena
formada mediante la unién de monémeros a través de enlaces de hidroégeno,
la cual se encuentra comunmente en los imidazoles (pane/ b de la Fig. 6.8). Sin
embargo, a diferencia de otros derivados de 1H-benzimidazol con sustituyentes
en el atomo de carbono C2, el 2-PrBzIm cristaliza en un cristal quiral con el
grupo espacial P21212; y 4 moléculas en la unidad asimétrica (ver panel ¢ de la Fig.
6.8) [26]. Existen distintas razones por las cuales moléculas aquirales pueden
cristalizar dando lugar a cristales quirales (ver discusion de mas abajo) y su
observacion no estd fuera de lo comun. Lo inesperado en el estudio de este
compuesto ha sido el hecho de que, como se acaba de decir un poco mas arriba,
con independencia del camino seguido para la obtencién de sus cristales (desde
muestras comerciales en estado soélido de este compuesto) y de los diferentes
equipos utilizados para su registro, el espectro VCD de las suspensiones de
dichos cristales en nujol y fluorolube ha sido siempre el mismo a temperatura
ambiente. Hsto conduce de manera logica a pensar en la existencia siempre en
los catémeros formados en los mismos de un exceso enantiomérico (cuando
no de una pureza enantiomérica) debido a preponderancia (o existencia) en
ellos de uno (solo) de los dos enantiomeros para todas las muestras de 2-
PrBzIm estudiadas.
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Figura 6.8:  a) Estructura molecular y numeracion de los atomos de 2-PrBzIm. b)
Cadena formada mediante el establecimiento de enlaces de hidrégeno de moléculas de 2-
PrBzIm tal y como se encuentran en el cristal con flechas indicando la direccion de
propagacion de los enlaces de hidrégeno. ¢) Representaciones de la celdilla unidad
atomistica y esquematica de la estructura cristalina del 2-PrBzIm. Los circulos naranjas en
(c) representan las flechas perpendiculares al plano apuntando hacia dentro o hacia fuera.

Al igual que con los demids estudios presentados a lo largo de esta tesis
doctoral, se empled la técnica VCD para estudiar la quiralidad del 2-PrBzIm
en fase sélida (suspensiones de nujol y fluorolube) y en disolucién de CDCls,
realizando asimismo los correspondientes registros IR. En la g 6.9 se muestra
una seleccion de los espectros IR y VCD registrados de las muestras de distintos
origenes de cristalizacién. El hecho de que el 2-PrBzIm no presente respuesta
quiro-6ptica en disolucién (espectro VCD, color azul claro en la Fig 6.9)
confirma la previsible teérica aquiralidad de las especies monoméricas de
partida para la formacién de los cristales de esta especie quimica, las cuales no
presentan ningdin centro estereogénico o cualquier otra fuente de quiralidad

cuando se encuentran en disolucién o fase gas.

Como puede apreciarse en la Fig. 6.9, todos los espectros VCD registrados
de las muestras solidas (suspensiones de cristales) del 2PrBzIm mostraron un
petfil concreto y consistente, distinto al registrado para la disolucién. El primer
espectro VCD registrado en suspensiones de nujol y fluorolube fue el de la
muestra de 2-PrBzIm cristalizado en una mezcla 3:1 Cl,CH;/hexano. Para
poder comprobar si la preparacion de la muestra habfa podido influir en el
exceso (0 pureza) enantiomérico de los polvos cristalinos utilizados, se repitié el
primer experimento cuatro veces a través de cristalizaciones independientes

dando lugar siempre al mismo espectro VCD.
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presentaban idénticos
excesos (o purezas) enantioméricos, independientemente del método de
preparacion.

Para tratar de entender el origen de la quiralidad de estos cristales de 2-
PrBzIm, intentamos reproducir los espectros IR y VCD usando calculos
tedricos con la ayuda colaborativa de la Dra. Cruz-Cabeza, de la Universidad de
Manchester, que es una reconocida especialista en la Quimica e Ingenierfa de
Cristales y, particularmente, en la simulacién de sistemas quimicos en estado
solido. Para ello se construyeron cuatro modelos moleculares diferentes (ver Fig.
6.10). El llamado Model-1 es simplemente un monémero del 2PrBzIm, Model-
4 es una unidad tetramérica modelo formada por cuatro monémeros unidos
mediante enlaces de hidrégeno, Model-2x2 es una unidad modelo constituida
por dos unidades diméricas de dos cadenas cateméricas perpendiculares y el
Model-4x2x2 es un modelo estructural que contiene una unidad tetramérica, por
un lado, y por otro, dos cadenas de unidades diméricas de dos catémeros
orientados en direcciones perpendiculares a la tetramérica (Fig. 6.70). Las
optimizaciones geométricas y los calculos de los espectros IR y VCD de los
modelos de la Fig. 6.10 se realizaron al nivel de teotia M06-2X/6-31G(d,p),
empleando el paquete de programas Gaussian09. El Model-1 fue simplemente
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optimizado en fase gas, mientras que el Model-4 se optimizé empleando las
denominadas condiciones de enlace periodicas (PBC, del inglés periodic
boundary conditions) en una direccién vy, finalmente, los modelos Model-2x2 y
Model-4x2x2 se optimizaron usando la aproximacién PBC en dos direcciones.
Debido a la posibilidad de tautomerizacién, todos los modelos se reoptimizaron
y los espectros se recalcularon después de migrar el protéon de N1 a N3 (ver pane/
a de la Fig. 6.8). Como los resultados obtenidos para los modelos con el dtomo
de hidrégeno en N1 fueron mejores y la estructura single crystal/ mediante rayos X
también confirmé la posicién del protén sobre el nitrégeno N1, solamente se

comentan los resultados del tautémero principal (Syn) en el texto.

Model-2x2 Model-4x2x2

Figura 6.10:  Modelos moleculares estructurales de las unidades cateméricas de los
cristales de 2PrBzIm usados para los cilculos de sus espectros IR y VCD.

En la Fig. 6.17 se muestra una comparacion tedrico-experimental de los
espectros IR y VCD para los cristales de 2PrBzIm. Los espectros IR teéricos
reproducen razonablemente bien los experimentales, a excepcidn del espectro IR
del modelo monémero (Model-1). En la region de bajas frecuencias, donde las
interacciones intermoleculares pueden influir parcialmente en los modos
normales de algunas de las vibraciones que alli aparecen, se observa que el mejor
acuerdo espectral teorico-experimental se da para el Model-4x2x2, que es el
mas complejo de los propuestos (ver pane/ a de la Fig. 6.17). Los espectros VCD
calculados fueron los mas sensibles al modelo tedrico usado. Asi, Model-1 y
Model-4, de una tnica cadena, no reproducen de forma adecuada el espectro
VCD experimental. De hecho, solamente comienza a producirse una buena
correspondencia teorico-experimental en los espectros VCD cuando se tiene

en cuenta el apilamiento de dos cadenas en el modelo (ver pane/ ¢ de la Fig.
6.17).
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ciones quirales. De hecho, el 2-PrBzIm podtia adoptar conformaciones quirales
mediante rotacién de 11 0 12 (panel a de la Fig. 6.8), siendo 11 el angulo de torsion
definido por N1-C2-C10-C11 y 12 el definido por C2-C10-C11-C12). A menos
que 11y T2 sean igual a 0 o a 180° (conformaciones planas), las conformaciones de
2-PrBzIm son quirales. Mientras que 12 tenga un valor cercano a 180° en las
conformaciones de 2-PrBzIm encontradas en la estructura cristalina, 1 adopta
valores de =45°. La estructura tiene cuatro moléculas independientes en la
unidad asimétrica, dos de las cuales adoptan valores 11 de =+45° y las otras dos
de =-45°, debido a pseudo-simetrias locales de segundo orden, relacionando
pares de moléculas consecutivas a lo largo de las cadenas formadas mediante el
establecimiento de enlaces de hidrégeno. Asi, los dos conférmeros quirales estin
presentes en el cristal en cantidades iguales, por lo cual no deberia darse lugar a
respuesta quiral debido a la conformacién. Por tanto, podria afirmarse que el
origen de la quiralidad en los cristales de 2PrBzIm no estaria en la
conformacién que en ellos adoptarian las moléculas de esta especie
quimica, como tampoco podria asociarse a la cadena formada por
monémeros unidos mediante enlaces de hidrégeno, la cual se dispone
paralelamente a un eje quiral 2;.

El origen estructural de la
quiralidad en los cristales de
2PtBzIm estd asi mas bien @) O ® ®
relacionado con el o o ® ®
empaquetamiento de las
cadenas formadas mediante
enlaces de hidrégeno en la

® ® O O
forma en la que trata de
representarse esquematicamen- ® ® ¢ o
te en la Fig 6.72. Asi, una Figura 6.12:  Representacién  esquematica

del empaquetamiento adoptado por los dos
cristales  enantioméricos  esperados en la
estructura cristalina del 2-PrBzIm.

cadena que apunta hacia la
derecha puede empaquetarse
sobre las cadenas perpendicula-
res proximas a ellas que apuntan hacia el plano o bien fuera de él. Esta sutil
diferencia en el empaquetamiento es la que diferencia entre si a los dos
enantiémeros en los cristales del 2-PrBzIm. Por ello, no es sorprendente que los
espectros VCD tedricos comiencen a parecerse al experimental solamente
cuando se incluye el empaquetamiento de las cadenas en los modelos, como
antes se ha dicho al comentar los distintos modelos tedricos propuestos para las

unidades estructurales que conforman los cristales de este compuesto.
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Mientras que pensamos que ha sido posible entender y racionalizar la
naturaleza de la quiralidad en este sistema quimico, aparentemente comun pero
de una alta complejidad estructural, ain no sabemos por qué siempre se
observa la misma respuesta quiral antes descrita en nuestros
experimentos VCD. Hasta donde ahora mismo conocemos, el hecho es que, a
pesar de que ambos cristales enantioméricos son energéticamente idénticos y a
pesat de la naturaleza sutil del origen de la quiralidad en ellos, la misma forma
enantiomérica (0 el mismo exceso de ella) se obtiene de forma consistente e
independientemente del camino seguido para la obtencién de los mismos a
temperatura ambiente por recristalizacién de las muestras comerciales existentes
en el mercado para el 2PrBzIm. Recientemente, otros autores parecen haber
observado situaciones similares para otros compuestos quimicos [29-31], sin que
en ningdn caso, que conozcamos, haya podido darse tampoco una explicaciéon
del porqué de los hechos observados. Pensamos que, al menos, algunas de las
respuestas a estas observaciones podrian quizas llegar a alcanzarse a partir de un
mejor conocimiento de los procesos de nucleaciéon y mecanismos de
crecimiento de estos cristales [32]. Mientras tanto, pensamos que durante algin
tiempo, seguird siendo un misterio el llegar a entender como se favorece la
formacién de un cristal enantiomérico sobre el otro en este sistema y en qué

etapa se produce.

Finalmente, comentar que
también se realizé el registro de
algunas muestras de 2-PrBzIm en '
otros equipos VCD disponibles en \ ‘ ‘
otras universidades de nuestro [

ntorn n rometr
entorno, esto es, u espect ometro 5:1 acetonalagua Malaga (Bruker)

IR Bruker Vertex 70 equipado con

r T T T T
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el médulo PMA 50, disponible en Numeros de onda, cm’”
la Universidad de Mélaga, y un Figura 6.13:  Espectros VCD de la
equipo ChirallR-2X, de la casa muestra 2-PrBzIm recristalizada en una

mezcla 5:1 acetona/agua en suspensiones de
fluorolube, registrados en un equipo VCD
la Universidad de Coérdoba. Las Bruker (Milaga) y en un equipo VCD Jasco

bandas de los espectros VCD (Jaen).
obtenidos con estos dos equipos

comercial Biotools, disponible en

mostraron la misma posicién y signo que las obtenidas mediante el uso del
espectropolarimetro FVS-4000 de la casa comercial Jasco que se encuentra en la
Universidad de Jaén. A modo de ejemplo, en la Fig. 6.73 se muestra una
comparaciéon de los espectros VCD de una de las muestras de 2-PrBzlm, en
concreto la que fue recristalizada en una mezcla 5:1 acetona/ agua, registrados

con los equipos disponibles en las Universidades de Malaga y Jaén.
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0.1.6. Variaciones estructurales del 2-propil-1H-benzimidazol con la
temperatura

Una ultima serie de experimentos se realizaron para este compuesto, que
comenzaron con el registro de sus espectros VCD a varias temperaturas por
encima de la del laboratorio (298 K) y que condujeron a la observacién de que
hasta llegar a, aproximadamente, 373 K, el espectro VCD iba perdiendo
intensidad, pero sus patrones espectrales quiro-6pticos eran los mismos que a
temperatura ambiente. Sin embargo, al llegar a 373 K las seflales espectrales
VCD desaparecian por completo. A raiz de este experimento, se registraron sus
curvas DSC (del inglés Differential Scanning Calorimetry) para comprobar si el
mismo sufrfa cambios estructurales al variar la temperatura. A partir de él,
pudimos deducir que el compuesto presentaba un punto critico a 368 K y otro
a185 K.

Enfriamiento

(temperatura
Polimorfo | ambiente) Polimorfo |
Quiral Quiral
Calentamiento | Punto critico no
(= 343 K) alcanzado (368 K)
N .
Y—py  Cristalizacien | Polimorfo Ireversitle | polimorto II
N Quiral Calentamiento (= 378 K) Aquiral
H Punto critico Calentamiento
Monémero alcanzado (368 K) [/Enfriamiento
(temperatura
Punto critico ambiente)

alcanzado (185 K)

Polimorfo IV . Polimorfo llI
Aquiral Enfriamiento (= 100 K) Aquiral

>
>

Calentamiento

Figura 6.14:  Esquema explicativo de las variaciones estructurales del 2-PrBzIm
segun la temperatura.

De forma complementaria a los resultados DSC, abordamos el estudio
estructural de este compuesto a diferentes temperaturas con rayos X,
concluyendo la existencia de cuatro polimorfos del mismo segin la temperatura
(ver Fig. 6.714): a temperatura ambiente existe un polimorfo I (quiral), si
sometemos al mismo a una temperatura supetior a la del punto critico (368 K),
esto es, por ejemplo = 378 K, obtenemos un polimorfo II, que es aquiral. Este
paso es irreversible, y una vez que obtenemos el polimorfo II, ya no volvemos a
obtener el I. El polimorfo II (aquiral), estable a temperaturas superiores a 368 K,
se transforma en el polimorfo III (también aquiral) si enfriamos hasta cualquier
temperatura inferior a 368 K (excepto T < 185 K, como veremos a
continuacion), siendo este paso reversible y pudiendo obtenerse asi de nuevo el
polimorfo II si volvemos a calentar a T' > 368 K. El polimorfo III es estable a
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una temperatura comprendida entre 368 K y 185 K. Si enfriamos por debajo de
185 K obtenemos un polimorfo que hemos denominado IV, el cual es también
aquiral y es estable a T < 185 K. Este ultimo paso de transformacion entre los
polimorfos I11 y IV también es reversible.

Por otro lado, si no alcanzamos el punto critico de 368 K al calentar el

polimotfo I, no se produce cambio estructural alguno.

La estructura de estos cuatro polimorfos ha sido determinada mediante
difraccion de rayos X. En el pane/ a de 1a Fig. 6.75 se muestran los espectros VCD
registrados a temperatura ambiente (298 K), a 343 K y de nuevo a temperatura
ambiente después de haber dejado enfriar el sistema, pudiéndose observar que
los signos de las bandas VCD no sufren variacién alguna al variar la temperatura
y que simplemente se produce un ligero desplazamiento en la posicién de las
bandas, indicativo de la presencia del mismo polimorfo a estas temperaturas, esto
es, el polimorfo I. Sin embargo, si calentamos hasta 378 K (pane/ b de la Fig.
6.15), sobrepasamos el punto critico de 368 K y se obtiene entonces un espectro
VCD plano, indicativo de la ausencia de quiralidad en el nuevo polimorfo
formado, esto es, el polimorfo II. Al enfriar hasta temperatura ambiente (298 K),
volvemos a obtener un espectro VCD plano, en este caso correspondiente al

polimorfo III, que también es aquiral.

Espectros IR Espectros IR

T
Espectros VCD Espectros VCD

—— T ambiente (298 K)
— 378K
——T ambiente (298 K), enfriamiento

—— T ambiente (298 K)
343K
—— T ambiente (298 K), enfriamiento

T T T T T T
1550 1500 1450 1550 1500 1450

Numeros de onda, cm”' Numeros de onda, cm’

a) b)

Figura 6.15:  Espectros VCD del compuesto 2-PrBzIm a distintas temperaturas: a)
Temperatura ambiente (298 K, negro), 343 K (naranja) y de nuevo a temperatura
ambiente después de haber dejado enfriar (azul) y b) Temperatura ambiente (298 K,
negro), 378 K (rojo) y temperatura ambiente después de haber dejado enfriar (298 K,
azul).

Finalmente, realizamos el registro de imagenes de algunos cristales de los
polimorfos I y I1I mediante el uso de la técnica SEM (del inglés Scanning Electron
Microscope), las cuales se pueden observar en la Fig. 6.76. En el pane/ a se muestra
una imagen correspondiente al polimorfo I, donde se puede apreciar que su
estructura cristalina estd compuesta por capas ‘“cuadradas o rectangulares”
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apiladas unas sobre otras. En el pane/ b se muestra una imagen correspondiente al
polimorfo III, cuya estructura estd formada por capas compuestas por

filamentos.

a) b)

Figura 6.16:  Imagenes SEM de cristales de los polimorfos I (panel a) y I1I (panel b)
de 2-PrBzIm.

6.2. Reconocimiento molecular y preferencia enantiomérica

En este apartado voy a presentar uno de los resultados mas relevantes
obtenidos durante mi tesis, la demostracién tedrico-experimental del
reconocimiento quiral del enantiémero I. del aminodcido serina por el éter
corona acido (al-5)-(18-corona-6)-2,3,11,12-tetracarboxilico, ($-18c6Hy). Para
ello se emplearon las espectroscopfas IR y VCD combinadas con calculos
quimico cuanticos. Terminaré este apartado con los resultados preliminares
obtenidos sobre el reconocimiento quiral de los enantiémeros del aminoacido
L/ D-CysH* por el éter corona S-18c6H,.

6.2.1. Motivaciones

Los éteres corona han jugado un papel clave en el desarrollo de la quimica
supramolecular durante las pasadas décadas [33]. La importancia de los mismos
se puede atribuir en gran medida a su habilidad para formar complejos de
inclusién con especies catidnicas, concretamente aminas primarias y
secundarias protonadas [34]. Esta propiedad ha motivado el diseflo de éteres
corona quirales y sustituidos, principalmente para aplicaciones en separacién
asimétrica con electroforesis [34] y cromatografia de liquidos de alta resolucién
[35].
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La mayoria de éteres corona que se o (\O/\ o
han investigado hasta la fecha se basan HO o 6] '_,‘J OH
en el acido (18-corona-6)-2,3,11,12- HO. . ]WOH
tetracarboxilico. La estructura del T\ CL/ \j)
enantiomero (a// S-), estudiado en el © S—1£?6H ©
. c
trabajo que se presenta ($18c6Hy), se . ! .
¢ la Fig 6.17. Bxist Ml H N
mues'ra en la Fg 6.17 xisten Ho. 2 oH Ho. £ OH
estudios previos sobre la estructura del
. . L-SerH* D-SerH*
mismo y de sus complejos no 0 0
covalentes con varios huéspedes Figura 6.17: Estructuras de
catibénicos (quirales o no) mediante el las moléculas receptor y huésped
estudiadas.

uso de espectrometria de masas, es-
pectroscopia infrarroja, difraccién de rayos X [36], resonancia magnética nuclear
[37] y dicroismo circular electronico [38,39].

Recientemente, el grupo en el que se encuentra la doctoranda ha llevado a
cabo el estudio del paisaje conformacional del hospedador ciclico mediante
espectroscopias IR y VCD complementadas con el uso de calculos quimico
cuanticos [40]. En ese trabajo se analizan de forma detallada los enlaces de
hidrégeno intramoleculares que aparecen en los conférmeros mas estables del
éter corona en un disolvente que interacciona muy poco, como es el CDCls. Los
enlaces de hidrégeno en esta molécula se pueden dar entre los dos grupos
COOH o entre un grupo COOH y un atomo de oxigeno del anillo del éter.
Estas interacciones dan lugar a dos tipos de estructuras generales, i) las llamadas
bowl-Iike y funnel-like son concavas y en ellas una de las caras del macrociclo
esta abierta de forma mds amplia y expuesta al entorno, ii) y las llamadas barrel-
Iike que muestran caracteristicas mas simétricas en los dos lados del anillo del
corona. Mas adelante se verd la alteracién de estas conformaciones en los

procesos de complejacion estudiados en este trabajo.

En este trabajo, hemos aplicado las espectroscopias IR y VCD a la
investigacion de los complejos formados entre S-18c6H; y los dos
enantiomeros (por separado y en presencia equimolar) de una amina primaria
(el aminoacido setina protonado). Los puntos principales que se van a tratar
son: 1) Las interacciones predominantes y las conformaciones de los complejos
corona-serina, i) La habilidad de la técnica VCD para diferenciar los complejos
formados por los dos enantiémeros y iii) La habilidad conjunta de la técnica
VCD vy los calculos quimico cuanticos para diferenciar el enlazamiento
selectivo del éter corona a uno de los dos enantibmeros de la serina (en
presencia de los dos enantibmeros en condiciones equimolares), dando lugar a
reconocimiento quiral.
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Se eligi6 el aminoacido serina protonado (L./D-SetH*, ver Fig. 6.17) como
molécula huésped referencia por diferentes razones: i) La serina constituye un
ladrillo modelo clave para los materiales usados en catalisis asimétrica y
separacién enantiomérica; ii) En la estructura de esta molécula nos encontramos
con tres grupos polares (COH, COOH y NH3"), los cuales hacen que sea un
buen modelo para estudiar los enlaces de hidrégeno intermoleculares con el
receptor corona; iii) Existen distintos trabajos experimentales que han estudiado
el reconocimiento quiral de los enantiémeros de la serina por el éter corona
18c6H4 [36-39]. El trabajo que aqui se presenta tiene como objetivo profundizar
en el entendimiento del contexto conformacional y microscépico que asiste el
proceso de enlazamiento selectivo. La serina se ha estudiado en disolucién
acuosa a diferentes pH y en fase sélida mediante las técnicas IR y VCD
combinadas con célculos quimico cudnticos (ver punto 5.1 del capitulo 5) [41].
Por tanto, el sistema (S$18c6H4)-(L/D-SerH*) constituye una referencia

valiosa para futuras investigaciones en el campo del reconocimiento quiral.
6.2.2.  Metodologias
i.  Experimental

Se prepararon disoluciones equimolares de éter corona S-18c6H4 (0.057 M)
y uno o ambos enantibmeros de serina usando agua bidestilada. Se afiadi6 HCl
suficiente para asegurar la forma neutra de los grupos COOH del éter corona y
la protonacion del grupo amino de la serina. Finalmente, se registraron los
espectros IR y VCD de peliculas delgadas preparadas a partir de estas
disoluciones. Los detalles experimentales se detallan en el punto 4.2.3. del
capitulo 4. Concretamente, la preparacion de peliculas delgadas se especifica en
el subapartado #.a.2). Por otro lado, la resoluciéon y las acumulaciones de los
espectros IR y VCD registrados se recogen en el subapartado 7 de este punto
4.2.3. Para la correccion de la linea de base de los espectros VCD se llevé a cabo
la “correccion solo con el background’ explicada en el subapartado 7. del
mencionado punto. Asi, se sustrajeron las sefiales VCD del soporte de KCl a los
correspondientes espectros VCD registrados para las distintas peliculas.

i. Tedrica

Los pasos que se llevaron a cabo para caracterizar tedricamente estos sistemas
fueron los siguientes:

a) Se llevé a cabo una busqueda conformacional de los complejos
formados entre el éter corona (a/-5)-18c6H4 y los dos enantiémeros del
aminoacido Ser (I-Ser y D-Ser) mediante Simulated Annealing usando
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el campo de fuerzas PCFF implementado en el programa “Materials
Studio” [42].

b) Los 20 conféormeros mas estables de la busqueda conformacional se
optimizaron al nivel B3LYP/6-31+G(d). Para confirmar la influencia
de la quiralidad de la serina sobre las conformaciones mas estables se
consideraron conformaciones iniciales diferentes (partiendo de las
estructuras de equilibrio) cambiando la quiralidad de la serina y
manteniendo la conformacién del éter corona invariable. Al optimizar
estas estructuras, se obtuvieron complejos con distintas estructuras y
energias a los ya optimizados, lo cual nos indicé que la quiralidad del
huésped desempefia un papel clave. Ademas, se optimizaron
conférmeros adicionales siguiendo la intuicién quimica y estructuras

encontradas en la bibliograffa.

¢) Posteriormente, los 10 mas estables de estos 20 (energias relativas
menores a 50 kJ/mol), se optimizaron al nivel MO06-2X/6-
311++G(d,p). En este punto c) y en el anterior punto b) se calcularon
las energfas relativas, estructuras y los espectros IR-VCD armoénicos con
el programa Gaussian09.

La mayorfa de los célculos se realizaron en la aproximacién de la molécula
aislada. Para los conférmeros mas estables de cada complejo también se
modelizé la influencia del disolvente (agua) mediante el formalismo IEF-PCM
implementado en Gaussian09.

Para el analisis vibracional se han empleado los factores tnicos de escala en
frecuencias tomados de la base de datos del NIST para los niveles B3LYP/6-
31+G(d) (0.964) y M06-2X/6-311++G(d,p) (0.94). Las energias relativas se
presentan como energias libres de Gibbs, calculadas como la suma de las
energias electronicas y las contribuciones de entropia térmicas. En cualquier
caso, el orden de estabilidad de los distintos conférmeros no se ve alterado si se
consideran energfas electrénicas o entalpias en lugar de energfas libres de Gibbs.

En el estudio de los complejos formados entre el éter corona (a/-5)-18c6Hy y
los dos enantiomeros de la Ser, se llevd a cabo también un analisis NBO
(Natural Bond Orbitals en inglés) [43] al nivel B3LYP/6-31+G(d) para estudiar la
transferencia de carga en los enlaces de hidrogeno intermoleculares
formados entre el éter corona y los enantidémeros del aminoacido. Basicamente,
el analisis NBO nos proporciona un cuadro de orbitales lo mas cercano posible a
una estructura de Lewis clasica para una molécula [44]. Da una descripcién tipo
enlace de valencia de la funcién de ondas. Hay que tener en cuenta que es un
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modelo conceptual porque se basa en orbitales, y cuando la molécula no puede
ser bien representada mediante estructuras de Lewis surgen limitaciones a la hora
de usatlo [44].

6.2.3. Resultados y Discusion

i. Conformeros mis estables de los complejos (all-S)-18¢6Hy y 1./D-
SerH*

Como se ha comentado en el subapartado 7 del anterior punto 6.2.2., el
primer paso en la modelizacién tedrica fue la realizacién de una busqueda
conformacional mediante Simulated Annealing. Posteriormente, se evalué la
actuacion de dos funcionales DFT diferentes, B3LYP y MO06-2X, en la
prediccién de los conférmeros mas estables. Como se vio en el punto 3.3.3. del
capitulo 3, el funcional M06-2X se recomienda (entre otros) en lugar del BBLYP
a la hora de tratar interacciones no covalentes. Ademads, es una buena eleccion en
términos de precision y coste (ver punto 3.3.5. del capitulo 3).

Los cuatro brazos carboxilicos del 18c6H4son los responsables de su caracter
quiral y su libertad de orientacién produce el paisaje conformacional tan rico
que conduce a su comportamiento de complejacion. Estos grupos carboxilicos
son responsables de la aparicién de enlaces de hidrégeno intramoleculares,
los cuales logran estabilizar conformaciones muy interesantes como las llamadas
bowl-like o barrel-like. La importancia de estos enlaces de hidrégeno se ha
detallado en la introduccién [40]. Cuando el éter corona se compleja con algun
huésped, es inevitable que estos enlaces de hidrégeno intramoleculares se vean
afectados. Sin embargo, existen estudios previos basados en espectroscopias IR y
VCD [40], difraccién de rayos X y RMN [36] que muestran que las estructuras
bowl-like y barrel-like conservan su importancia en complejos formados
entre el éter corona y aminas primarias, o con cationes como H3;O" o NH4*.

Las Figs. 6.18 y 6.19 recogen las tres conformaciones mas estables de los
complejos formados entre S-18c6H4y L-SerH™ o entre el éter corona y D-SerH*,
respectivamente. Las energfas libres de los conférmeros se han calculado
respecto al minimo absoluto, el 01L, correspondiente al complejo (5-18c6H4)-(L-
SerH*). Los calculos tedricos predicen para el conférmero mas estable del
complejo (5-18c6Hy4)-(D-SerH™), 01D, una energfa libre con 16 (B3LYP) o 11
kJ/mol (M06-2X) por encima del 01L, lo cual indica una preferencia del
receptor corona por el enantiémero L de la serina protonada.
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01L (0,0) 02L (15,18) 03L (19,20)

Figura 6.18:  Estructuras moleculates de los 3 conférmeros mas estables del
complejo (5-18c6H4)-(I-SerH™) representados como 01L, 02L y 03L, respectivamente.
Entre paréntesis se indican las energias libres relativas calculadas con B3LYP/6-31+G(d)
y M06-2X/6-311++G(d,p) en kJ/mol.

01D (16,11) 02D (25,41) 03D (32,31)

Figura 6.19:  Estructuras moleculares de los 3 conférmeros mas estables del
complejo (5-18c6H4)-(D-SerH*) representados como 01D, 02D y 03D, respectivamente.
Entre paréntesis se indican las energias libres relativas calculadas con B3LYP/6-31+G(d)
y M06-2X/6-311++G(d,p) en k] /mol.

Estas estructuras abarcan unas energias libres relativas de hasta 20-30 kJ/mol
tanto para el complejo L como para el D. Los conférmeros 01L y 01D se sittan
considerablemente mas bajos en energia que cualquier otro conférmero de su
tipo. Se encontré un conjunto de conformaciones 01L o 01D cercanas en
energia dentro de un rango inferior a 2 kJ/mol, que diferfan por distorsiones
pequefias del esqueleto o por rotaciones de grupos laterales que interactuaban de
forma débil. Sin embargo, dichos conférmeros no se van a tener en cuenta en la
discusién porque no aportan nuevas caracteristicas estructurales ni provocan
cambios espectrales significativos al considerar su contribucién en el espectro
teérico. Mas adelante se podra comprobar que teniendo en cuenta los espectros
teéricos de los conférmeros 01L y 01D se pueden interpretar de forma adecuada
los espectros IR y VCD experimentales de cada complejo.

En todos los conférmeros que se han mostrado en las Figs. 6.78 y 6.79 el éter
corona mantiene una forma bow/-iike y la serina protonada se une al éter
corona mediante coordinacion tripodal del grupo amino protonado R-NHj;3* a
los atomos de oxigeno del anillo central del éter. Es llamativo que, en lugar de
ello, en algunos conférmeros de energfa mas elevada (>30 kJ/mol sobre 01L o

262



6. Quiralidad supramolecular: resolucién espontanea y reconocimiento molecular

01D) uno de los enlaces N-H del grupo amino interactia con los oxigenos de un
grupo COOH lateral del corona. Ademas, se modelizé de forma implicita el
disolvente (agua) usando el formalismo IEF-PCM para los conférmeros 01L y
01D al nivel B3LYP/6-31+G(d). Los resultados en términos de estructura y de
energia relativa fueron similares a los obtenidos con la aproximacién de la
molécula aislada que se ha descrito anteriormente.

Si comparamos las estructuras de los conférmeros 02L y 03L con la de 01L,
podemos ver que 02L y O3L presentan enlaces de hidréogeno adicionales. En
estas dos ultimas estructuras, los grupos COOH mas bajos del corona se unen
entre s{ mediante enlaces de hidrégeno, reforzando asi la forma bowl-Iike del
corona. En el conférmero 03L, el grupo carboxilico de la L-SerH* se une
mediante un enlace de hidrégeno al grupo COOH del corona. La incorporacién
de estos enlaces de hidrégeno provoca un incremento en energia libre de aprox.
15 kJ/mol. Este hallazgo era algo inesperado, pero estd en consonancia con
resultados previos de los complejos 18c6H4 - NH4*, donde se mostré que las
configuraciones moleculares mas estables no tienen por qué ser necesariamente
las que presenten mayor numero de enlaces de hidrégeno intra o
intermoleculares [36]. Esta tendencia estd relacionada con dos hechos que serin
discutidos a continuacién: i) La formacién de enlaces de hidréogeno implica
algtin grado de distorsion en la serina y en el anillo y brazos laterales del éter
corona y ii) La formacién de multiples enlaces de hidrégeno provoca que
haya menos angulos O-H:--O y distancias de interaccién favorables en
cada uno de los enlaces.

El contérmero 01D presenta el mayor numero de enlaces de hidrégeno intra
e intermoleculares que se pueden formar en el complejo, de una forma
cualitativamente similar a la descrita para el conférmero 03L. Una vez mas,
comparando con el conférmero 01L, el hecho de que se formen mas enlaces de
hidrégeno no significa que la situacion energética sea mas favorable. Se llevo a
cabo una optimizaciéon reemplazando la L-SerH* por la D-SerH* en el
conférmero 01L (reorientando los enlaces C-H y C-COOH del carbono « y
dejando el resto del complejo inalterado) y se obtuvo como estructura final el
conférmero 01D. Por tanto, parece que el conférmero 01D es particularmente
estable en el complejo (5-18c6H4)-(D-SerH™). En este caso, la relajacién de los
enlaces de hidrégeno dando lugar a los complejos 02D y 03D es energéticamente
desfavorable.

Las diferentes tendencias encontradas para los complejos Ly D demuestran
que el equilibrio entre enlaces de hidrégeno optimos y distorsion de las
estructuras del receptor corona y la serina es bastante sutil y relevante en

términos energéticos. Por ello se llevo a cabo una comparacién cuidadosa del
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paisaje conformacional de los complejos estudiados con dos funcionales
diferentes, B3LYP y M06-2X.

7. Estabilizacion de los complejos a través de la transferencia de carga en los
enlaces de hidrdgeno intermolecnlares receptor-huésped

Se llevé a cabo un analisis NBO para analizar de forma detallada la
transferencia de carga existente entre los grupos N-H y O-H de la serina
con los atomos de oxigeno del anillo central y de los COOH del corona,
respectivamente. Se analizaron los 6 conférmeros mostrados en las Figs. 6.78 y
6.19, pero solamente se van a describir los conférmeros mas estables de cada
complejo, esto es, 01L y 01D, ya que son representativos del analisis. La primera
conclusiéon general que se extrae del analisis NBO es que ambos complejos
muestran interacciones receptor-huésped con un 98.5% de estructura Lewis y
un 1.5% no Lewis. El significado de estos valores es que existe un grado
apreciable de deslocalizacién de carga en los enlaces de hidrégeno

intermoleculares que estabilizan los complejos.

Los analisis estructurales y de transferencia de carga (NBO) descritos debajo
indican claramente que la estabilidad mayor del complejo (5-18c6H4)-(I-SerH™)
respecto al (5-18c6H4)-(D-SerH*) es debida a formacién de enlaces de
hidrégeno favorables entre los grupos NH3* y COH del enantiémero L-serina
con el éter corona. En la Fig. 6.20 se muestran algunas caracteristicas especificas
de la transferencia de carga que tiene lugar en los enlaces de hidrégeno NH---O
y OH---O de cada uno de los complejos.

(s- 18c6H4) (L-SerH* ) N-H(c*) € O(n) (5-18c6H,)—~(D-SerH*)  O-H(c*) € O(n)

S T, A%

/?QS?(&
(5-18c6H,)—(L-SerH*)  O-H(c*) € O(n)

L I ST

Figura 6.20: NBOs involucrados en la transferencia de carga de los enlaces de
hidrégeno intramoleculares corona-serina formados en los conférmeros 011 (izquierda)
y 01D (derecha) al nivel BALYP/6-31+G(d).

Tanto en el conférmero 01L como en el 01D se produce una transferencia
de carga significativa en los tres enlaces de hidréogeno formados entre el
grupo NH;3* de la L-SerH* y los atomos de oxigeno del anillo del éter corona.
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La transferencia de carga tiene lugar desde los pares solitarios del atomo de
oxigeno al orbital antienlazante o* del enlace N-H, como se puede observar en la
Fig. 6.20. En general la coordinacion NH:-:O es mas favorable en el
conférmero 0IL que en el 0ID. El conférmero O1L muestra tres enlaces
NH---O cast colineales (angulo de enlace aprox. 170°) con distancias de 1.95,
195y 221 A y energfas de interaccion NBO de aprox. 40, 40 y 20 kJ/mol,

respectivamente.

En el conférmero 01D, nos encontramos con dos enlaces de hidrégeno
préximos a la colinealidad (170°) pero con distancias H---O diferentes, esto es,
1.88 y 2.05 A. El tercer enlace de hidrégeno se desvia de la linealidad (152°, 2.05
A) y es compartido en parte por un segundo atomo de oxigeno (118°, 2.40 A) en
un enlace de hidrégeno bifurcado. Las energfas de interacciéon para estos enlaces
son 50, 25 y 20 kJ /mol, respectivamente.

La transferencia de carga asociada a los enlaces de hidrégeno entre los OH
de la serina y los grupos COOH del éter corona también muestra diferencias
apreciables entre los conférmeros 01L y 01D. En ambos casos, la transferencia
de carga tiene lugar entre el par solitario del oxigeno del éter corona y el orbital
o* del enlace O-H de la serina. Sin embargo, la energia de interaccién es
considerablemente mas alta en el unico enlace de hidrégeno del conférmero
01L (35 kJ/mol) que en cada uno de los enlaces de hidrégeno del conférmero
01D (15 kJ/mol). De hecho, la Fig. 6.20 muestra que la transferencia de carga es
mas eficiente en el enlace de hidrégeno del conférmero O1L porque la
coordinacién O-H:--O es mas colineal y fuerte (170°, 1.88 A) que cualquiera
de los dos enlaces de hidrégeno del conférmero 01D (136°, 2.00 A y 140°, 2.05
A para los enlaces de hidrégeno formados por los grupos COH y COOH

terminales de la serina, respectivamente).
ui. Respuesta quiro-dptica de los complejos (all-S)-18¢6Hy y 1./ D-SerH*

Los espectros IR y VCD de los complejos formados entre (a//-5)-18c6H4 y L-
SerH* y D-SerH* se muestran en las Figs. 6.27 y 6.22, respectivamente. Estos
espectros se obtuvieron de peliculas delgadas formadas a partir de disoluciones
acuosas equimolares de receptor (éter corona) y huésped (I-SerH* en la Fig
6.21'y D-SetH* en la Fig. 6.22). Asimismo, aparecen recogidos los espectros de
(all-5)-18c6Hy4, L-SerH* y D-SertH™ como sistemas individuales. Se pueden
observar diferencias apreciables entre los espectros registrados de los
sistemas individuales y los registrados de cada complejo huésped/receptor, las
cuales corroboran de forma inequivoca la formacién de los mencionados
complejos. Adicionalmente, los paneles ¢ y d de las Figs. 6.21 y 6.22 muestran los
espectros IR y VCD artificiales que resultan de la suma de los espectros de las
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especies individuales (a/-5)-18c6Hy4 y L-SerH* por un lado, y (a/-5)-18c6H4 y D-
SerH* por otro, en cantidades equimolares. También se muestran los espectros

IR y VCD diferencia calculados como los IR y VCD de los complejos menos los
IR y VCD del (@/-5)-18c6Hs, de la I-SerH* o de la D-SerH*.

En el panel superior de las Figs. 6.27 y 6.22 aparecen los espectros tedtricos
calculados a los niveles B3LYP/6-31+G(d) y M06-2X/6-311++G(d,p) de los
conférmeros mas estables de los complejos, esto es, 01L y 01D. Como se puede
obsetvar, la correspondencia tedrico-experimental es bastante buena, por lo
que los espectros tedricos se tomaron como referencia para asignar las distintas
bandas de los espectros experimentales.

Las regiones mas representativas de los espectros IR y VCD son las relativas
a los modos normales de C=0O stretching (1800-1600 cm), C-O-H bending
(1400-1100 cmt) y C-O stretching (1200-950 cm™), y eventualmente la
presencia de los modos normales de wagging y rocking de CH, y CH.

En la Fig. 6.27 se muestra el analisis del complejo ($~18c6H4)-(L-SerH*). A
continuacion voy a resaltar las principales caractetisticas espectrales IR y VCD:

1)  Comenzando por el rango de altos nimeros de onda, nos encontramos
con una banda centrada a 1740 cm (banda ancha) en el IR,
correspondiente al modo normal de C=0 stretching y que muestra un
couplet (+,-) a 1785 y 1726 cm! en el espectro VCD, en buen acuerdo
con los espectros tedricos del complejo 01L. La componente positiva del
couplet puede asignarse al modo C=O stretching de los 4 grupos
COOH del corona y a uno de la serina. Sin embargo, la componente
negativa corresponde al modo C=0 stretching nuevamente, pero en este
caso de los 4 grupos COOH del corona.

i) Posteriormente en el espectro IR aparecen dos bandas débiles a 1590 y
1490 cm! que pueden asignarse a los modos de bending asimétrico y
simétrico de NHj;*, respectivamente, y que no mostraron una respuesta
VCD medible, exceptuando la banda (-) a 1500 cm!.

iify Las bandas VCD (+,-,-,+,-,%) que se observan a 1380, 1358, 1331, 1287,
1248 y 1171 cm'! se atribuyen principalmente a vibraciones bending de
COH. En esta region, las bandas IR y VCD experimentales aparecen
bastante estructuradas y, ademads, se reproducen bien con los
correspondientes espectros tedricos. Los calculos atribuyen la
estructuracion de las bandas a la participacién del modo bending de
COH en componentes diferentes de vibraciones concertadas de los

grupos carboxilicos del éter corona y del aminoacido. La primera banda
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se puede asignar a las vibraciones de bending de COH de la serina
acopladas con modos normales de wagging de CH,. Las siguientes 4
bandas a las vibraciones bending de COH de los cuatro grupos COOH
del corona acopladas con vibraciones de wagging de CH». La ultima
banda se corresponde con vibraciones bending de COH de los cuatro
grupos COOH del corona acopladas con stretchings de C-O de esta

especie.

Espectros IR Espectros VCD

Tedrico (DFT)

Tedrico (DFT)

01L M062X

01L B3LYP

01L M0&2X
01L B3LYP

T T T T T T T T T T r T

Experimental 6 . Experimental
5
1 4 Complejo
. 2 3
Complejo L-Sertt"

L-SerH’
5-18c6H,

S-18c6H,

T T T T T T
T T T T T T 2000 1800 1600 1400 1200 1000
2000 1800 1600 1400 1200 1000 Numeros de onda, cm”

Numeros de onda, cm™

a) b)

IR artificial: 50% S-18c6H, + 50% L-SerH' VCD artificial: 50% S-18c6H, + 50% L-SerH’

Ve Dl(}nmpl!]n L}-VC DlL—ssm')

IR ¢, o iR sty
VED oot YD ey
IRlCulllu\eJoLi-IRfS-N:GH.! W“F\Ww
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Numeros de onda, cm’’ NUmeros de onda, cm’’
C) d)

Figura 6.21:  Espectros IR (panel a) y VCD (panel b) de las moléculas L-SerH* y §-
18c6H4 y del complejo ($-18c6H4)-(I-SerH*). Los paneles ¢ y d muestran los espectros
IR y VCD artificiales, respectivamente, obtenidos de la suma ponderada de los espectros
de la L-SerH" y del $-18c6H,, asi como los espectros IR y VCD que resultan de restar
los espectros del complejo menos los espectros de la L-SerH* o del §-18c6H4. Los
espectros IR y VCD tedticos que se muestran se realizaron a los niveles B3LYP/6-
31+G(d) y M06-2X/6-311++G(d,p). Las bandas numeradas del 1 al 7 en los espectros
IR corresponden a los siguientes modos vibracionales: 1) C=0O stretch.; 2) —NH3" bend.
asim.; 3) —NH3" bend. sim.; 4) —COH bend.; 5) C—N stretch. + CH; rock.; 6) C—N
stretch.; y 7) C—O stretch.
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iv) A numeros de onda mas bajos, la regiéon C-O stretching (1175-950 cm-
) muestra una serie particularmente estructurada de bandas IR y VCD
que se correlacionan bastante bien con las estructuras de los espectros
teoéricos. En particular, las bandas VCD (-,-,+,-) que se observan a 1150,
1115, 1081 y 1067 cm! se identifican tedricamente como stretchings de
C-O y C-N del conférmero 01L. La primera banda (1150 cm™') se asigna
a movimientos de stretching de C-O del corona acopladas con bending
de COH del mismo. La segunda (1115 cm™) corresponde a vibraciones
stretching de C-O del corona acopladas con movimientos de rocking de
CH». La tercera banda (1081 cm) se atribuye al movimiento de
stretching de C-O del corona junto con stretching de C-N y rocking de
CHo. La dltima banda (1067 cm™) se puede asignar a los movimientos
acoplados de stretching de C-N y rocking de CHo.

También se puede extraer informaciéon importante de los paneles ¢y d de la Fig.
6.21, donde se han construido unos espectros IR y VCD artificiales con la
suma de las contribuciones 50% de L-SerH*y 50% de $18c6H4 para mostrar
la diferencia entre los mismos y el espectro del complejo (5-18c6H4)-(L-SerH*) y
confirmar asi su formacién. Estas diferencias se pueden apreciar sobre todo en
las regiones espectrales C=0, C-O y C-O-H. Ademas, los espectros IR y VCD
diferencia muestran claramente cémo la region de stretching de C=0 aumenta
su intensidad cuando se forma el complejo y cémo la regién de bending de COH
se desplaza a frecuencias mas bajas debido a la formacién de enlaces de
hidrégeno intermoleculares. También se puede ver cémo disminuye de
intensidad la regiéon de bending simétrico y asimétrico de —NH3*™ cuando se

forma el complejo.

La Fig. 6.22 muestra un analisis similar para el complejo (§-18c6Hq)-(D-
SerH*). Si comparamos esta figura con la Fig 6.27 podemos ver que los
espectros IR son similares, pero que los espectros VCD de los complejos
formados entre el éter corona y el enantiémero L o D de la serina protonada
muestran diferencias significativas. Las principales diferencias espectrales que

se observan son las siguientes:

i)  En la region C=O0 stretching, el espectro VCD experimental muestra
una secuencia estructurada de bandas (-,+,-,+,-,+) a 1773, 1763, 1742,
1728, 1711 y 1692 cm! que se pueden asignar al stretching de C=0O de
los 4 grupos COOH del corona y al de la serina, en buen acuerdo con la
estructura 01D. El espectro VCD muestra esta secuencia de bandas en
lugar de las bandas (+,-) que mostraba el complejo L.
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Espectros IR

Teérico (DFT)

01D B3LYP

Espectros VCD

Tedrico (DFT)

01D M0B2X

01D B3LYP

Experimental

Complejo

Experimental

Complejo

5-1806H,

S-18c6H, —V»—-W_W__NJ\JW
T T T T T T
2000 1800 1600 1400 1200 1000 2000 1800 1600 1400 , 1200 1000
Nameros de onda, cm™' Numeros de onda, cm
a) b)

IRu:nm plejo D) (D-SerH)

MM

IR(CnmpleJu u;'IRw-mm_]

IR artificial: 50% S-18c6H, + 50% D-SerH’

VCD artificial: 50% S-18c6H, + 50% D-SerH’"

chmnmp\qn m-VC D:nsem'.

IR

VCD

(Complejo D]'Vcnqs-msn)

T T
2000

Figura 6.22:

T T T T T T T T T d T T T T T T T T T 1
1800 1600 1400 1200 1000 2000 1800 1600 1400 1200 1000

| . _1
Nomeros de onda, cm’”’ Nameros de onda, crm

°) d)
Espectros IR (panel a) y VCD (panel b) de las moléculas D-SerH* y §-

18c6H4 y del complejo (5-18c6Hy)-(D-SerH™). Los paneles ¢ y d muestran los espectros
IR y VCD artificiales, respectivamente, obtenidos de la suma ponderada de los espectros
de la D-SerH* y del §-18c6H4, asi como los espectros IR y VCD que resultan de restar
los espectros del complejo menos los espectros de la D-SertH* o del $-18c6H4. Los
espectros IR y VCD tedticos que se muestran se tealizaron a los niveles B3LYP/6-
31+G(d) y M0-62X/6-311++G(d,p).

ii)

iii)

Sin embargo, en la regiéon de NH3* bending, los complejos L y D
muestran caracteristicas espectrales similares. En el espectro IR se
observan dos bandas débiles a 1590 y 1490 cm-, las cuales no muestran
una respuesta VCD medible, exceptuando la banda (-) a 1497 cm!. Estas
bandas corresponden a modos de bending asimétrico y simétrico de

NH;*, respectivamente.

En la region de COH bending, la respuesta VCD es mds compleja,
mostrando las bandas (-,+,-,-,+) a 1364, 1354, 1331, 1306 y 1281 cm,
en lugar del patrén (-,-,-,-) mas simple que mostraba el complejo L.
HEstas bandas pueden asignarse a vibraciones bending de COH de los 4
grupos COOH del corona acopladas con vibraciones de wagging de
CH>. Ademas, las bandas VCD (+,+) a 1204 y 1180 cm! se atribuyen a
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vibraciones bending de COH de la serina acopladas con waggings de
CHZ y NH?,*.

iv) En la regiéon de C-O stretching, el complejo D muestra bandas VCD
mas intensas y con estructura distinta a las del complejo L. En el
espectro VCD del complejo D, se pueden observar las bandas (-,-,+,-) a
1148, 1104, 1080 y 1063 cm'!, mientras que el complejo L. mostraba el
pattéon (+,--,+). La primera banda (1148 cm™) se atribuye a las
vibraciones stretching de C-O y bending de COH del corona. La
segunda y la ultima banda (1104 y 1063 cm) se asignan a stretching de
C-O acoplado con los movimientos rocking de CH: del corona. La
tercera (1080 cm) se puede asignar a las vibraciones stretching de C-O

de la serina acopladas con movimientos rocking de CHa.

Al igual que en la Fig. 6.21, en los paneles ¢ y d de la Fig. 6.22 se muestran los
espectros IR y VCD artificiales obtenidos con la suma 50% espectro D-SerH* y
50% espectro S-18c6H4, observandose claramente que son diferentes a los

espectros registrados del complejo D.

Se puede concluir que la técnica VCD permite discernir entre los
complejos formados por el receptor (éter corona) y cada uno de los huéspedes
(el enantiémero L de la serina protonada o el D), mostrando ambos complejos
espectros IR similares pero distintos VCD que son bien reproducidos por los
conférmeros mds estables O1L y 01D. A raiz de este resultado, la pregunta
evidente es gpodemos detectar, analizar y comprender el problema del reconocimiento
molecular y la selectividad quiral del éter corona sobre la complejacion competitiva de

los dos enantidmeros de serina protonada?

. Reconocimiento molecular y preferencia enantiomerica de L-SerH™ por S-
18¢6H,

Para analizar el reconocimiento quiral de la I-SerH* o D-SerH* por §-
18c6Hs,, se registraron los espectros IR y VCD de peliculas delgadas formadas a
partir de disoluciones acuosas equimolares de éter corona y ambos
enantiémeros de serina protonada. Estos espectros se recogen en la Fig. 6.23 y se
puede observar la similitud que existe entre los mismos y los registrados para el
complejo L (ver Fig. 6.27).
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Figura 6.23:  Espectros IR (panel a) y VCD (panel b) del complejo (5-18c6Hy)-(L-
SerH") (azul), de una disolucién con concentraciones equimolares de éter corona y
ambos enantiémeros de serina protonada (negro) y espectros IR y VCD diferencia (rojo,
resultantes de sustraer los espectros de color negro a los espectros de color azul). La
similitud existente entre los espectros de color azul y negro prueba que el receptor S-
18c6H4 se une preferentemente al enantiomero I-SerH* (ver discusién en texto).

Los espectros IR de los complejos formados entre el éter corona yla L o D
serina protonada son muy similares, y también lo son al espectro IR registrado de
la mezcla equimolar de las tres especies. Por tanto, la espectroscopia IR por si
sola no permite la diferenciacion de los complejos Ly D. Por el contrario, la
comparacion de los correspondientes espectros VCD proporciona una evidencia
mucho maés clara de la selectividad quiral de la L-SerH* por $18c6H,. La
disolucién que contiene cantidades equimolares de las tres especies muestra un
espectro VCD muy parecido al obtenido para el complejo (§-18c6Hy4)-(L-SerH™).
Concretamente, en la Fig 6.23 se puede observar que el signo y la posicion de
algunas bandas VCD en las regiones de C=0O stretching, NH3* bending, COH
bending y C-O stretching, apuntan la presencia del complejo 01L. Estas bandas
son (i) el couplet (+,-) a 1775 y 1740 cm’!, (ii) la banda (+) a 1532 cm! y (iii) las
bandas (-,-,+,-,-,+) a 1250, 1213, 1174, 1142, 1110 y 1087 cm'. La mayorfa de
estas bandas no aparecen en el espectro VCD del complejo (5-18c6Hy)-(D-
SerH") (ver discusién del subapartado anterior y Fig. 6.22).

Finalmente, la Fig. 6.23 muestra los espectros IR y VCD diferencia que
resultan de sustraer los espectros registrados para el complejo L y los de la
mezcla con los enantiomeros L.y D. En ambos casos, la diferencia es
practicamente cero: i) en el caso del IR, esta diferencia sélo nos indica que
hemos formados complejos corona-serina, pero en ninglin caso nos confirma

una posible preferencia configuracional del corona por un enantiomero
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especifico; ii) en cambio, el VCD nos ofrece una informacién fundamental ya
que podemos comprobar cémo el espectro VCD en presencia de los dos
enantiomeros es muy similar el VCD obtenido en presencia exclusiva del
enantiomero L, corroborando as el reconocimiento quiral del enantiémero L
de la serina mediante la técnica VCD.

6.2.4. Reconocimiento molecular en el sistema (5-18c6H,)-(L./D-
CysH"): resultados preliminares

El estudio conformacional tedrico y los registros experimentales se llevaron a
cabo de forma similar a los descritos para los complejos formados entre S-
18c6H4 y los dos enantiémeros de serina protonada. El estudio conformacional
teérico de los complejos ($-18c6Hy4)-(L-CysH*) y ($-18c6H,)-(D-CysH*) estd
casi finalizado. En la busqueda conformacional mediante Simulated Annealing se
encontraron 16 conférmeros para el complejo (5-18c6Hy)-(L-CysH*) y 17 para el
($-18c6H4)-(D-CysH™), los cuales se optimizaron al nivel B3LYP/6-31+G(d).
Los conférmeros mas estables resultantes de esta ultima optimizacién se
reoptimizaron al nivel M06-2X/6-311++G(d,p).

Las energfas relativas corregidas con la energfa del punto cero de los
conférmeros se han calculado respecto al minimo global, el 01D,
correspondiente al complejo (5-18c6H4)-(D-CysH*). Como resultado, se
encontraron 3 conférmeros del complejo (5-18c6Hy)-(I-CysH*) en un rango de
energfa relativa de 10 kJ/mol (ver Fig. 6.24) y para el complejo (S-18c6H4)-(D-
CysH*) un solo conférmero con energia relativa < 10 kJ/mol (ver Fig. 6.25), que
resulté ser 10 kJ/mol mids estable que el conférmero miés estable de los
complejos L. Necesitaremos completar las bisquedas conformacionales para
concluir qué enantiémero de la cisteina da los complejos mas estables. Se puede
observar que el siguiente conférmero D miés estable después del 01D se
encuentra a 21 kJ/mol por encima del mismo (conférmero 02D), segun el nivel
de teorfa M06-2X/6-311++G(d,p). Los registros experimentales IR y VCD de
los complejos (§-18c6H,)-(I-CysH") y (5-18c6H4)-(D-CysH*) se muestran en la
Fig. 6.26, comparados con los espectros tedricos de los conférmeros mas
estables de cada complejo calculados al nivel M06-2X/6-311++G(d,p). Se puede
observar que existe una buena correspondencia tedrico-experimental.
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01L (5,10) 02L (10,14) 03L (18,16)

Figura 6.24:  Vistas laterales (panel superior) y desde arriba (panel inferior) de las
estructuras moleculares de los 3 conférmeros mas estables del complejo (5-18c6Hy)-(L-
CysH") representados como 01L, 02L. y 03L, respectivamente. Entre paréntesis se
indican las energias relativas (corregidas al punto cero, AEq) calculadas con B3LYP/6-
31+G(d) y M06-2X/6-311++G(d,p) en kJ /mol.

01D (0,0) MD&M)

Figura 6.25:  Vistas laterales (panel superior) y desde atriba (panel inferior) de las
estructuras moleculares de los 2 conférmeros mas estables del complejo (S-18c6H4)-(D-
CysH") representados como 01D y 02D, respectivamente. Entre paréntesis se indican las
energfas relativas (corregidas al punto cero, AE) calculadas con B3LYP/6-31+G(d) y
M06-2X/6-311++G(d,p) en kJ/mol.
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Figura 6.26:  a) y b) Espectros IR experimentales y teéricos (panel superior) y VCD
(paneles intermedio e inferior) de los complejos (§-18c6H4)-(L-CysH) y (5-18c6H4)-(D-
CysH"), respectivamente; ¢) y d) Estructuras de los conférmeros O1L y 01D,
respectivamente, calculados al nivel teético M06-2X/6-311++G(d,p).

Atn quedan por realizar los registros de los espectros IR y VCD
experimentales de peliculas delgadas formadas a partir de disoluciones acuosas
equimolares de $-18c6H4, L-CysH* y D-CysH*, para comprobar si el receptor S-
18c6H4 tiene alguna preferencia enantiomérica por L-CysH* o D-CysH*.
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Bloque 1. Quiralidad molecular de ladrillos modelo de interés biolégico y

de sistemas de interés atmosférico

1)

2)

3)

Se han analizado desde el punto de vista teérico (DFT y MP2) y
experimental (IR, Raman y VCD) las preferencias conformacionales de
cuatro aminoacidos: L-Ser (solo IR y Raman), Z-Threo, L-Cys y L-Val
en disolucién acuosa a distintos pHs (6.00, 1.00 y 13.00), habiéndose
determinado para todos ellos el conjunto mas estable de conférmeros de
sus respectivas especies zwitterionicas, catidnicas y anidnicas. Resaltar
aqui que el modelo implicito PCM de simulacién del disolvente
reproduce razonablemente bien las caracteristicas espectrales, aunque el
modelo hibrido (PCM + agua explicita), usado en el caso de la I.-Val,
mejora los acuerdos entre los espectros tedricos y experimentales
(especialmente en el caso del VCD).

Mediante una combinacién de una rigurosa busqueda conformacional
(miles de estructuras) teérica, usando calculos quimico cuanticos de alto
nivel (DFT y MP2), y técnicas espectroscopicas vibracionales (IR,
Raman y VCD), se han analizado las preferencias configuracionales
(cadena abierta, a- y - piranosa y o- y - furanosa) y conformacionales
de la D-ribosa y de la 2-deoxi-D-ribosa en disoluciones acuosas y en
fase sélida, concluyéndose la presencia mayoritaria de formas a- y -
piranosa en las mismas y encontrindose que las primeras estin en
mayor proporcién en ambos catbohidratos en un ratio «/f de 3:1,
aproximadamente. Decir que nuevamente el modelo teérico implicito
PCM del disolvente vuelve a reproducir bien de forma general los
espectros experimentales para estos sistemas, pero que hay algunas
regiones espectrales en las que el acuerdo tedrico-experimental se mejora
cuando se aflade una molécula de agua explicita al modelo implicito

(modelo hibrido).

Se hizo un estudio tedrico-experimental del tautomerismo aldo-
enediolato del glicolaldehido mediante una combinacién de cilculos
ab initio de alto nivel (MP2/aug-cc-pVDZ) y espectroscopia Raman.
De dicho estudio se pudo deducir que, por un lado, esta especie quimica
puede existit en forma de tres estructuras moleculares distintas en
disolucién acuosa a pH neutro, esto es, aldehidos hidratados,
aldehidos y dimeros, con un ratio, respectivo, de 4:0.25:1,
aproximadamente y que, por otro, para reproducir el espectro Raman
experimental en medio basico fue necesario un ratio 1.5:1 aldehido: Z-
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4)

5)

enediolato, junto con la proporcién mencionada antetiormente para
hidratos y dimeros, llegindose a la conclusion de que el tautomerismo
aldo-enediolato nunca ocurre en medio neutro, pero que, sin embargo, el
uso de un reactivo basico favorece el que el mismo llegue a darse.

Se han determinado por primera vez los paisajes conformacionales en
fase gas de las moléculas R-(+)-6xido de limoneno, R-(+)-pulegona y
y-terpineno usando wuna combinacién de espectroscopia de
microondas y calculos quimico cuanticos de alto nivel. En el caso
del o6xido de limoneno, se identificaron cuatro conformeros
ecuatoriales y uno axial (se diferencian segun la posiciéon del grupo
isopropenilo), el cual, sorprendentemente, mostrd tener abundancia
similar a la de algunos conférmeros ecuatoriales, cuestionando de esta
forma el supuesto usualmente aceptado de que las formas ecuatoriales
son generalmente mas estables que las axiales, y que refleja el delicado
equilibrio de fuerzas que participan en el 6xido de limoneno, las cuales
incluyen interacciones atractivas que involucran al anillo epéxido,
interacciones dispersivas que involucran al grupo isopropenilo y efectos
estéricos. Por su parte, para la pulegona y el y-terpineno se han
identificado uno y dos conférmeros ecuatoriales en fase gas,
respectivamente. La alta sensibilidad del espectrémetro empleado para el
registro del espectro rotacional de la pulegona, permitié obtener los
espectros rotacionales de las especies con los atomos de 12C sustituidos
por otros de 13C del unico conférmero ecuatorial detectado para esta
especie quimica, pudiendo asi poder ser determinadas las posiciones de
todos los atomos de carbono de dicho conférmero en fase gas. El
compuesto y-terpineno ha sido estudiado, ademas de por espectroscopia
MW, también mediante las espectroscopias IR y Raman en las fases gas
(solo IR), liquida y sélida, concluyendo también para ellas la presencia de
los dos antes referidos conférmeros ecuatoriales en fase gas.

Para diferentes mezclas en fase liquida y sélida preparadas con diferentes
proporciones conocidas de R y S-alcanfor, se determinaron los excesos
enantioméricos de las mismas mediante el uso de la técnica RMN, en
disoluciéon de CCly, y mediante VCD, en disoluciéon de CCly y en
suspensiones de nujol. Ain nos queda por realizar el registro de una
muestra ciega (con cantidades desconocidas de uno y otro enantiémero)
con el empleo de ambas técnicas. Registrando los espectros VCD de esta
muestra ciega, conoceremos su AAbs., y podremos realizar su
interpolacion en las rectas de calibrado preparadas con anterioridad para
conocer su exceso enantiomérico. La puesta a punto de una metodologia
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VCD para el analisis de muestras en fase sélida (suspensiones en nujol)
podtia conllevar su aplicacion para la caracterizacién de muestras solidas
quirales de otros tipos de compuestos y sistemas de diferente grado de
complejidad.

6) En el trabajo realizado para la colchicina, se analizaron dos muestras
racémicas y dos quirales (L) de este compuesto mediante el uso de las
técnicas RMN, difraccién de rayos X y VCD, complementadas con
calculos quimico cuanticos (B3LYP/6-311++G(d,p)), concluyendo la
presencia del diastereoisomero (K., 78) en las muestras quirales. Se
analizaron en disoluciéon de CHCls y en fase sélida (suspensiones de

nujol y fluorolube).

Bloque 2. Quiralidad supramolecular: resolucién espontanea vy
reconocimiento molecular

7) Se determiné la configuracién absoluta de muestras policristalinas de los
compuestos derivados del 1H-indazol LIDGEL, YODJIM y YODJOS
mediante una combinacién de las técnicas vibracionales IR, Raman y
VCD vy las de difraccion de rayos X y RMN (estas dos dltimas excepto
para LIDGEL), complementadas con calculos quimico cuanticos DFT.
Con el uso de la técnica VCD vy los cilculos DFT, se concluyé la
presencia de hélices Pen los cristales analizados de LIDGEL, mientras
que para YODJIM y para YODJOS, la configuracién absoluta
determinada fue M y P, respectivamente, cuando los cristales se
obtuvieron mediante sublimaciones repetidas, y P y M,
respectivamente, cuando las muestras procedentes de las sublimaciones
anteriores se recristalizaron en acetona y se eliminé el disolvente con el
empleo de un agitador magnético y un flujo de N2. Mediante el uso
de la cristalografia de rayos X se analizaron dos single crystals del
compuesto YODJIM (de la muestra obtenida mediante sublimaciones
repetidas), concluyendo para uno de ellos la presencia de una hélice My,
para el otro, la presencia de hélices M y P. En el cristal analizado de
YODJOS, se observé la presencia de un solo tipo de hélice
enantiomérica, que fue precisamente aquella con configuracion M. Los
datos procedentes de las espectroscopias IR (incluyendo FarIR) y
Raman, combinadas con calculos DFT, habian mostrado previamente
un mejor acuerdo tedrico-experimental con los espectros tedricos de los
oligémeros (o unidades cateméricas) modelizados de mayor tamafio,
esto es, pentameros en el caso de YODJIM y YODJOS y tetrameros
para el LIDGEL, indicando asf la posible presencia de catémeros (mas
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8)

8.1)

8.2)

8.3)

que mondémeros o unidades diméricas o triméricas) en los cristales de
estos compuestos, principalmente a partir de los datos de la regiéon de
bajas frecuencias (700-30 cm't).

En los casos de los cristales de otros compuestos detivados del 1H-
indazol, 1H-benzimidazol y 1H-benzotriazol estudiados también en esta
tesis, mediante la metodologfa trazada en el punto anterior (empleando
todas o solo algunas de las técnicas sefialadas alli):

Se pudo confirmar la aquiralidad de los cristales de LIDFUA,
considerando la presencia en ellos de dimeros en fase sélida.

Para los cristales de LABHEB (cuyos monémeros eran ya quirales), se
concluy6 la presencia en ellos de trimeros quirales en fase solida y
mayoritariamente monémeros en disoluciones diluidas.

Para los cristales del 2-propil-1H-benzimidazol (OHUZUO), cabe
resaltar como mas significativo, de manera breve, que todos los registros
realizados con la técnica VCD conducen a un tnico espectro para ellos,
independientemente del camino seguido en sus procesos de
cristalizacién y de los diferentes equipos usados para llevar a cabo los
mismos. Asimismo, a partit de una serie de unidades modelo
estructurales usadas hasta el momento presente para la simulacién de
dicho espectro, puede concluirse que el origen de la quiralidad en su
estructura parece deberse al tipo de empaquetamiento de las cadenas
unidas mediante enlaces de hidrégeno, desconociéndose atn la causa de

por qué siempre se obtiene un mismo exceso enantiomérico en ellos.

Debe también ser destacado aqui que, desde un primer estudio llevado a
cabo con la técnica VCD a varias temperaturas por encima de la de
laboratorio, se encontraron datos (también a priori, sorprendentes) que,
acompafiados por otros obtenidos posteriormente con otras diversas
técnicas (DRX, DSC, etc.), han permitido observar la presencia de dos
puntos criticos, uno a alta (368 K) y otro a baja temperatura (185 K), asi
como la aparicion de hasta 4 polimorfos diferentes, en una especie de
ciclo similar a los de histéresis, de modo que una vez traspasado por
primera vez el punto critico de alta temperatura por calentamiento, ya no
es posible alcanzar de nuevo el polimorfo de partida, mediante
posteriotes procesos de enfriamiento/calentamiento, todo lo cual parece
indicar una considerable y compleja riqueza estructural asociada a las
formas sélidas de un compuesto quimico, a priori, comin como es este.
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8.4) Los resultados preliminares de los trabajos llevados a cabo hasta ahora

9)

para los cristales del polimorfo o del 1H-benzotriazol (BZTRAZ)

parecen indicar la presencia de catémeros con hélices tipo M.

Mediante una combinacién de las espectroscopias IR y VCD, junto con
calculos quimico cuanticos, se caracteriz6 el proceso de
reconocimiento quiral de los dos enantiémeros del aminoacido serina en
forma protonada por el hospedador (a/~-5)-18c6Hs. Mientras que los
espectros IR de los complejos (5-18c6Hy)-(L-SerH*) vy (5-18c6H4)-(D-
SerH*) fueron similares, los respectivos espectros VCD de los mismos
fueron muy diferentes, mostrando asi la formacién de los citados
complejos a partir de disoluciones acuosas equimolares de los sistemas
($-18c6H4)-(L-SetH*) o (§-18c6H4)-(D-SerH™) y pudiéndose concluir el
reconocimiento molecular quiral del éter corona ($18c6H,) por la
L-SerH* respecto ala D-SerH*.

Perspectivas:

Finalmente, se comentara brevemente algo referente a las perspectivas del

trabajo relacionado con esta tesis que estd previsto ser llevado a cabo por la

doctoranda durante los 6 meses del contrato puente postdoctoral que le ha sido

concedido por la UJA, dentro de su Plan Propio de I+D+i, una vez que la tesis

haya sido presentada con éxito. Dicho trabajo estara basicamente centrado en

tratar de conseguir la finalizacién y publicacién de los diferentes asuntos

pendientes de conclusién y de los que se ha hablado en los apartados que

correspondia de esta memoria.

1)

2)

Para el compuesto y-terpineno, se llevara a cabo la comparacién de los
espectros IR (incluyendo FarIR) y Raman registrados en fase gas (solo
IR, Synchrotron Soleil de Paris), liquida y sélida (ambas en la
Universidad de Jaén), para estudiar la influencia que sobre la estructura y
los espectros vibracionales y rotacionales tiene el entorno: cambios
producidos cuando pasamos de la fase gas (espectros microondas y
FarIR) a distintas disoluciones (distintos disolventes) y a estado sélido.

Para la pulegona, el paso que resta dar es el estudio de su quiralidad
molecular en fase gas mediante el andlisis de sus dos enantiémeros (el
Ry el ), usando para ello la técnica de microondas #hree wave mixing, que,
como ya se dijo con anterioridad, en los ultimos afios esta probando ser
exitosa para el logro de dicho objetivo, dentro del propio grupo de
investigacion de Hamburgo con el que se estd colaborando en este
trabajo.
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3)

4)

5)

6)

En el caso del alcanfor, se terminarin de completar los registros que
restan por hacer, fundamentalmente, una muestra ciega con exceso
enantiomérico desconocido, mediante interpolacion del AAbs. de
algunas de sus bandas a partit de las regresiones lineales obtenidas
anteriormente con muestras de mezclas de proporciones conocidas de
sus dos enantibmeros, para poder as{ tratar de determinar el exceso
enantiomérico de la misma, tanto en disolucién como en fase sélida
(suspensiones en nujol). Este tltimo experimento probaria la eficacia de
la metodologfa desarrollada y podria abrir una puerta de aplicacion en el
campo de la quiralidad para el analisis cuantitativo de excesos
enantioméricos en muestras solidas (suspensiones en nujol) mediante el
uso de la técnica VCD.

En cuanto a los dos polimorfos del 1H-benzotriazol, BZTRAZ vy
BZTRAZ01, queda por terminar el analisis IR (incluyendo FarlR),
Raman y VCD de muestras de los cristales de BZTRAZ, obtenidas por
recristalizacion en nitrometano y tolueno, asi como el correspondiente
analisis de BZTRAZO01 y de algunas muestras que contienen una mezcla
de ambos polimorfos.

El estudio del 2-propil-1H-benzimidazol (OHUZUO) sera completado
realizando mas registros VCD de distintas muestras recristalizadas.
También se quiere intentar aplicar la metodologia de cristalizacion
utilizada mas recientemente en la recristalizacion de YODJIM y
YODJOS (que tan buenos resultados ha proporcionado con ellos, al
permitir obtener cristales con los enantibmeros contraparte de los que
hubieron sido obtenidos mediante sublimacion), esto es, recristalizar los
cristales en un disolvente adecuado (podria ser quizds también la
acetona, como en el caso de YODJIM y YODJOS) y eliminar después el
mismo usando un agitador magnético y un flujo de Na, para comprobar
si asi se obtienen cristales que pudieran dar alguna respuesta quiral
distinta a la obtenida hasta ahora, en los multiples casos de cristales
estudiados y obtenidos por diferentes vias de cristalizacién, como ya se
explicé en el lugar correspondiente de esta memoria. Asimismo, se
tratara de finalizar el estudio relativo a los distintos polimorfos que
aparecen al variar la temperatura de los cristales de partida existentes a
temperatura ambiente.

Finalmente, se llevaran a cabo los registros de los espectros IR y VCD
experimentales de peliculas delgadas formadas a partir de disoluciones
acuosas equimolares del éter corona (a/)-5-18c6H4 y de los
enantiomeros Ly D de la cisteina protonada (CysHT), para comprobar
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de esta forma si el receptor S$-18c6H, tiene alguna preferencia
enantiomérica selectiva por L-CysH* o D-CysH™*. Adicionalmente,
en este caso se pretende ir mas alld de lo que se ha hecho en esta tesis
para el caso de la serina y estudiar también la posible preferencia
enantiomérica del otro enantiomero del referido éter corona, esto es, del
(all-K)-18c6H4, por una de las dos formas enantioméricas (L y D) de las
cisteina protonada (CysH).
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ENGLISH SUMMARY
1. Motivations

Chirality is present in the most important processes related with life as we
know it currently [1]. From the formation of the first chiral molecules in the
primitive universe (origin of life) to the chiral molecular recognition

processes at molecular level [2].

Traditionally, one of the most powerful tools to characterize molecular
systems in different matter phases has been the vibrational spectroscopy, IR
and Raman techniques being its classic side. They have been developed to a
great degree to analyze chiral systems in condensed phases thanks to the
commercialization during the last decade of their sensible to chirality techniques,
that is, the Vibrational Circular Dichroism (VCD) and the Raman Optical
Activity (ROA), respectively [3]. In addition, the implementation of
theoretical computational methods by Stephens ¢ a/ [4] has contributed to
the extended use if these techniques, since these methods allow the simulation

of chiroptical properties of the above mentioned systems.

From a chemical point of view, I can divide into three big groups the
systems studied in this doctoral thesis. First, systems with “per se” or
molecular chirality are included. Second, molecular aggregates which present
chiroptical properties in terms of chiral supramolecular organizations.
Moreover, this supramolecular chirality can arise spontaneously due to the
existence of non-covalent interactions among achiral or chiral monomeric
subunits [5,6]. If the monomers are achiral we could have the case of
spontaneous resolution. Supramolecular chirality can also be induced, for
instance, in a photochemical way [7], or by the presence of specific solvents [8],
etc. Third, and related to the second group, it can be included the case of
supramolecular chirality determined by the magnitude of the interaction
between two isolated entities [2b], according to the host-guest model

(enantioselective and enantiospecific chiral recognitions).

In all these cases, the sensitive to chirality vibrational technique (VCD) and
the non-sensitive ones (IR and Raman), supported by high level quantum
chemical calculations, are used as tools to accomplish the conformational
and/or the configurational analysis, including the determination of the absolute
configuration of the system under study.

In this PhD, I deal with (1) the study of some molecules with biological
(amino acids, carbohydrates and one alkaloid) or atmospheric interest
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(terpenes) which had not been fully characterized by the mentioned techniques
and (2) the study of supramolecular aggregates in two research lines: on the one
hand, (2.1) the chiral recognition processes between (all-S)-18c6Hs crown
ether and the R/S-enantiomers of setine amino acid (previously studied as an
individual system) and (2.2) the determination of the absolute configuration of
some 1H-indazole derivatives in the solid phase. Additional works on the
determination of enantiomeric excess, characterization of structures in gas
phase by rotational spectroscopy and understanding the aldo-enediolate
tautomerism by studying a carbohydrate model have also been carried out.

2. Objectives

The aims of this PhD are:

1) To obtain the most stable conformations and/or configurations of the
selected molecular systems (amino acids, catbohydrates, terpenes and
one alkaloid) in solution and/or solid phases, following a strategy
adapted to the problem combining high level quantum chemical
calculations and experimental data coming from IR-Raman-VCD

spectroscopies.

2) To verify and understand the spontaneous resolution phenomenon of
chiral structures using 1H-indazole derivatives and 2-propyl-1H-
benzimidazole and 1H-benzotriazole compounds as models, by means
of a combination of theory and experiments. During this PhD, all the
efforts have been focused on the experimental determination, supported by
theory, of the configuration of the catemer present in the crystalline
structure.

3) To determine the enantiomeric excess in solution and solid phase (nujol
mull) for camphor using the VCD technique. This is a difficult task
because it is necessary to develop an experimental (and theoretical)
methodology to determine enantiomeric excesses in solid samples, which is
not trivial.

4) To wunderstand and clarify the aldo-enediolate tautomerism of
glycolaldehyde in basic aqueous solutions. For this, a combination of
Raman spectroscopy and high level quantum chemical calculations was

used.

5) To characterize three terpenes by rotational spectroscopy (microwave)
and one of them by IR spectroscopy in the gas phase (AILES beamline at
synchrotron SOLEIL), also with the help of high level quantum chemical

calculations.
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6) To determine the conformational preferences and, especially, the
enantiomeric preferences of the complexes formed between (all-S)-
18c6H4 crown ether and the R/S-enantiomers of serine amino acid
(previously studied as an individual system) in dried films formed from

aqueous solutions. The strategy followed also combines quantum chemical
calculations and IR-VCD techniques.

3. Summary of the works

The research of this doctoral thesis can be divided into two main blocks, as 1
said previously:

1)  Chirality and conformational landscape of buildings blocks with
biological and some atmospheric interest
2)  Supramolecular chirality and molecular recognition
2.1)  Molecular recognition and enantiomeric preference
2.2)  Spontaneous resolution of 1H-indazole family

I explain each block below:

1)  Chirality and conformational landscape of buildings blocks
with biological and some atmospheric interest

Although the spectroscopic techniques and ab initio and DFT
computational chemistry methods had been used to a great extension for the
study of the structures of a variety of molecules with biological interest [9-12],
there were aspects that had not been studied thoroughly, such as the analysis of
the most stable cyclic (furanose and pyranose) and linear conformations of D-
ribose and 2-deoxy-D-ribose and hydrated aldehyde, aldehyde and dimeric
forms of glycolaldehyde, including their conformational preferences [13,14].
The same occurs for the conformational preference of the zwitterionic, anionic
and cationic forms of some amino acids [15-19]. For this reason, I carried out a
detailed study of their conformations and configurations in water solution and
solid phase (except for glycolaldehyde) by a combination of the mentioned
nonchiroptical (IR-Raman) and chiroptical (VCD) techniques together with
DFT (B3LYP and M06-2X) and MP2 calculations.

1) Glycolaldehyde was analyzed experimentally only with Raman
spectroscopy, due to its achirality and the weak Raman spectrum of water. In
addition, its aldo-enediolate tautomerism in basic aqueous solutions was also

studied, since there were not complete studies about it. In fact, our work
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corrected much of the literature that provided erroneous results when an enediol

structure was assigned in neutral medium.

2) In works on D-ribose, 2-deoxy-D-ribose and glycolaldehyde a
collaboration was carried out with Dr. Luis Miguel Azofra, Prof. Ibon Alkorta
and Prof. José Elguero, from Instituto de Quimica Médica (CSIC, Madrid) [20],
who carried out the computational part.

3) Natural and racemic forms of colchicine [21] were also characterized by
DFT studies, NMR, IR, Raman and VCD techniques in collaboration with
several groups from Universitat Autonoma de Barcelona, UNED (Madrid),
UCM (Madrid) and CSIC (Madrid). This work was done like a small review with
a dedication to Artur Bladé-Font.

4) The conformational analysis of certain terpenes, with not only
biochemical interest [22] but also atmospheric one (as Biogenic Organic Volatile
Compounds, BOVCs [23]) have also been studied due to the lack of their
structure characterization by microwave spectroscopy in the gas phase [24].

The studies on limonene oxide and y-terpinene could be carried out thanks
to a stay of one month (May 2014) in Laboratoire PhLAM (Laboratoire de
Physique des Lasers, Atomes et Molécules), UFR de Physique, Université des
Sciences et Technologies de Lille in Lille (France), thanks to economic support
from the research group headed by Prof. Thérése Huet through contract ANR-
10-BLAN-724-5 NCPCHEM. The supervisors were Dr. Juan Ramoén Avilés
Moreno and Prof. Thérése Huet. Thanks to them I could learn about molecular
beam microwave Fourier transform (MB-MWFET) spectroscopy.

All these works can be found in the corresponding references. Below I sum
the works that are not finished yet:

5) Enantiomeric excesses in liquid and solid (nujol mulls) phases were
determined for camphor by a combination of NMR technique and VCD
spectroscopy (see 5.3.0. section). Further checkings have to be carried out for the
part in nujol mull. The determination of enantiomeric excesses in mulls by VCD
technique would open an application door in the chirality field, since there are
no previous studies about it.

6) As I mentioned previously, the recording of the IR spectrum in gas phase
for y-terpinene was also carried out (AILES beamline at synchrotron
SOLEIL). The aim of this work is to be able to desctibe the environmental
influence on the structure and the vibrational and rotational spectra: changes

when molecules go from gas phase (microwave and FIR spectra) to liquid
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phase and, later, to solid phase (IR and Raman spectra). The discussion of the
work is in progress, although all the experimental and theoretical results are
finished (see 5.3.4. section).

7) In the work about pulegone, our aim was to apply chirality-sensitive
broadband microwave spectroscopy on the two enantiomers of this molecule
and to analyze its rotational spectrum. The analysis of the rotational spectrum
is in progress, the most stable conformer of pulegone (the equatorial one) has
been identified in the rotational spectrum. With the combination of the
broadband microwave spectroscopy and the three wave mixing technique it is
possible to differentiate between enantiomers within a mixture of chiral
molecules in gas phase. The chiral study in gas phase is also in progress (see
5.3.5. section).

The following table shows a summary of the studied systems specifying those

in progress and, therefore, not finished yet:

Amino acids*

Published [16] Published [18] Published [17] Published [19]
i i i &P
Hoﬁ/LOH Hsﬂ/J\OH HO)\/kOH ch)\/LOH
NH,, NH, NH, NH,
L-Serine L-Cysteine L-Threonine L-Valine
Monosaccharides Alkaloid
Published [21]
O/
Published [14] Published [14] Published [13] é, o
b A
"o 0. OH "o o OH MO~ © O
H H H H o
H H H H Glycolaldehyde 3
OH OH OH H HN
D-ribose 2-deoxy-D-ribose
o]
(R4, 7S)-Colchicine
Terpenes
Under analysis Under analysis Published [24] Under analysis
o}
l (0]
~ O
RISPulegone | yTerpinene | ReLimonene RIS-Camphor

Table 1. Molecular structures of the amino acids, monosaccharides, terpenes and the
alkaloid studied in this doctoral thesis.
*L-phenylalanine and L-tyrosine were also studied in their witterionic forms in the solid state (see ref. [15]).
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Part of this last work on pulegone was realized during a stay of two months
(May 12t to July 12t 2015) in the Max-Planck Research Group "Structure and
Dynamics of Cold and Controlled Molecules", Max-Planck-Institut fur Struktur
und Dynamik der Materie in Hamburg (Germany), thanks to a Max Planck
mobility grant within the Max Planck Prince of Asturias Mobility Programme for
Spanish junior. The supervisor was Dr. Melanie Schnell and thanks to the help
of all her group I could learn about broadband microwave spectroscopy.

2) Supramolecular chirality and molecular recognition

2.1) Molecular recognition and enantiomeric preference

In this part, complexes between (all-S)-18c6H, crown ether and the R/S-
enantiomers of serine amino acid (previously studied as an individual system)
were studied, especially the stereoselective (or even enantiospecific) interactions
[2,16,25]. A great variety of physical-chemistry and biochemical processes are
involved in the host-guest molecular recognition processes [26]. It has been
proved that the inclusion complexes which arise from these processes play an
important role in supramolecular chemistry, especially in the interactions
between the host (crown ether) and the guest species (amino acids for
instance). If the guest and/or the host are chiral, stereoselective interactions,
or even stereospecific ones, can take place. It can be obtained, for instance, a
chiral preference of L-amino acid relative to D-amino acid by the crown
ether.

This part was studied in collaboration with Prof. Bruno Martinez [27], who is
expert in macrocyclic chemistry, particularly crown ethers. He has a broad
experience in supramolecular recognition studies in gas phase [28-30].

Previous to the beginning of this PhD, the research group where I have done
my doctorate carried out the conformational analysis of the (all-S)-18c6H,4
crown ether in different organic solvents [25].

To sum up, it was reported a combined experimental and computational
study of the chiral recognition of the amino acid serine in protonated form
(L/ D-SetH"), by the crown ether (a/-5)-(18-crown-6)-2,3,11,12-tetracarboxylic
acid (818c6Hs, see Fig. 1). Infrared and vibrational circular dichroism
spectroscopies (IR-VCD) were employed to characterize the chiroptical
response of the complexes formed by S-18c6H4 with the I-SerH* and D-SerH*
enantiomers in dried thin films obtained from aqueous solutions. The
experimental spectra were analyzed in combination with a computational
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structural survey and optimization at different levels of density functional
theory [2b].

oy 9

:gi?: o/ j\gg

518c6H,
HN" H H NH;

HOQ%TOH HO\AWOH
D-SerH*

L-SerH* 0 0

I T

Figure 1. Molecular structure of the S-18c6Hs crown ether and the two

enantiomers of the protonated setine amino acid.

The theoretical study of the conformational landscape of the complexes
formed between (all-S)-18c6H4 crown ether and the two enantiomers of
cysteine amino acid has been carried out, but some IR-VCD recordings have to
be carried out to finish completely the study (see 6.2.4. section). In this case, I
want to go further and also to analyze the complexes formed between (all-R)-
18c6H,4 crown ether and the R/ S-enantiomers of cysteine.

2.2) Spontaneous resolution of 1H-indazole family
2.2.a) 1H-indazole derivatives

In these times, it is unknown how to design compounds with spontaneous
resolution, but it is possible explain it by analogy. Some indazoles present a
remarkable property: upon crystallization, chiral supramolecular structures are
formed from achiral monomers in terms of chiral helices or catemers.

It is known that 1H-indazoles [5,6,31] crystallize in different structures as
dimers, cyclic trimers or catemers (chains), in this last case by forming
helices that can be of two types: P (right-handed helix) and M (left-handed
helix). Both enantiomeric chains are usually found in the crystal (racemates,
centrosymmetric crystallization group), but in some cases, the crystal contains
only one chain (conglomerates, non-centrosymmetric crystallization group)
[32]. When a compound crystallizes as a conglomerate (spontaneous resolution),
it often means that the compound crystallizes as a catemer in which only one
enantiomer is present in the unit cell for a given crystal that can be separated
manually [32].iEror! Marcador no definido. [y this doctoral thesis, I have focused on this

case (see Fig. 2).
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Although M and P enantiomers have the same probability to be formed, a
50:50 mixture of crystals is never formed [33]; due to ripening processes related
to the different size of the crystals, an enantiomer always predominates in each
crystallization experiment. As the number of crystallizations becomes very large

the ratio of the two enantiomers becomes close to one.

Therefore, these catemers of 1H-indazoles are good candidates to understand
the spontaneous resolution phenomenon of chiral structures, that is, how a
system is able to crystallize in a chiral structure where one of the P or M helices
is in excess (enantiomeric excess, e.c.) [5,6,31]. It is important to stand out that
the role of the N-H:+-N hydrogen bonds are crucial to understand the helicity
of their crystalline structures.

The difficulty of the structural analysis of this type of compounds is thus
clear. A complete strategy is outlined to determine the structures and
configurations (M or P helices) of the enantiomers (helices) forming the
conglomerates based on the different solid state vibrational spectroscopies that 1
have mentioned previously, that is, the sensitive (VCD) and not sensitive (FIR,
IR and Raman) to chirality ones, together with quantum chemical calculations

(DFT).

R? —— Cyclamers, trimers and some dimers
e s
R—- N Racemates
N
H Catemers
1H-indazole
Conglomerates
Figure 2. Scheme of the formation of different structures in the solid state of

1H-indazole and its derivatives.

The subject of spontaneous resolution of achiral molecules has become very
relevant because it is related to the origins of life [1,5,32]. Moreover, 1H-

indazoles are very relevant from the medical point of view [34].

Previous to the beginning of this doctoral thesis, the research group where 1
have done it analyzed the 1H-indazole (refcode INDAZL) [5]. In this thesis, the
following compounds have been studied: 3-trifluoromethyl-4,5,6,7-tetrafluoro-
1H-indazole (refcode LIDGEL) [6], (4S,7R)-7,8,8-trimethyl-4,5,6,7-tetrahydro-
4, 7-methano-2H-indazole (refcode LABHEB) [35] and 3-methyl-1H-indazole
(refcode LIDFUA) [6]. INDAZL and LIDGEL form conglomerates, whereas
LIDFUA crystals are achiral and LABHEB crystals are chiral trimers. The
monomers of INDAZL, LIDGEL and LIDFUA are achiral, and the
LABHESB ones are chiral (see Fig. 3).
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=
— HsC Hy N—H
The monomer The crystal Example 3 \SN'
is chiral is chiral —
CHs LABHEB

Camphol[2,3-c] pyrazole or
(4S,7R)-7,8,8-trimethyl-4,5,6,7-

4
RS i R® / tetrahydro-4,7-methano-2H-indazole
t@:é,N 2 CHg
R6 N Example E:Eé
h The crystal N LIDFUA
7 H —_ ,
R \ N

is achiral 3-Methyl-
H 1H-indazole
The monomer

is achiral \ F CF3
F
The crystal EXample ©j\\,N N
is chiral — N E N\
H FEH

INDAZL LIDGEL

1H-indazole  3-trifluoromethyl-
4,5,6,7-tetrafluoro-
1H-indazole

Figure 3. Different possibilities found in 1H-indazoles crystals.

For this part of the work, it was necessary the collaboration of Profs. José
Elguero and Ibon Alkorta (computational part) from Instituto de Quimica
Médica (CSIC, Madrid) [36], and Profs. Rosa Claramunt and Concepcién Lépez
(synthesis and sample preparation), from Departamento de Quimica Organica
(UNED, Madrid) [37]. They have a broad experience in the synthesis and
characterization of indazoles [38-40].

Other studied 1H-indazole derivatives are 3-(perfluoroethyl)-4,5,6,7-
tetrafluoro-1H-indazole (refcode YODJIM) and 3-(petfluoropropyl)-4,5,6,7-
tetrafluoro-1H-indazole (refcode YODJOS) [31]. They crystallize as
conglomerates (achiral monomers). The same procedure was carried out for
them, with the additional study of the crystalline structures by solid state NMR
technique (Rosa M. Claramunt) and by X-ray crystallography by Michel
Etienne and his group, from Laboratoire de Chimie de Coordination du CNRS
(LCC), in Toulouse (France).

These studies open a door to the study of spontaneous resolution of achiral
molecules. In this last study, the absolute configuration of the crystalline
structures could be determined by VCD and X-ray crystallography and even, the
absolute configuration of the two enantiomeric helices (P and M) for each
compound with the VCD technique. We have provided a useful
methodology for studying this kind of systems.
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2.2.b) 1H-benzotriazole

Looking for another example of spontaneous resolution, two polymorphs
of 1H-benzotrizole are studied, o and B ones. a polymorph crystallizes in a non-
centrosymmetric crystallization group and $ in a centrosymmetric one, the first
one being chiral and forming conglomerates (tefcode BZTRAZ) and the
second one achiral (refcode BZTRAZO01). The two polymorphs are
characterized by X-ray crystallography, solid state NMR and IR-Raman-
VCD spectroscopies, together with quantum chemical calculations. Once
again, collaboration with Prof. José Elguero, Prof. Ibon Alkorta and Prof. Rosa
Claramunt was necessary, with the additional help in this case of Maria Gdaniec,
Fco. Javier Zufiga, Dolores Santa Marfa and Felipe Reviriego. All the results
obtained up to now for this work can be seen on 6.1.4. section. They are in
progress and, therefore, the work is not finished.

2.2.c) 2-propyl-1H-benzimidazole

Additionally, 2-propyl-1H-benzimidazole (refcode OHUZUO) compound is
being studied in a collaboration work with Prof. José Elguero, Prof. Ibon
Alkorta and Prof. Rosa Claramunt again and with the additional help of Pilar
Cabido (sample preparation), Aurora J. Cruz-Cabeza (calculations) and
Francisco J. Zuniga (X-ray crystallography).

According to X-ray crystallography, this compound should be achiral,
because P and M helices are present in equal amounts in the crystal. But I
recorded the VCD spectra of a variety of samples of different nature and
crystallization origins and they always resulted in identical VCD spectra
(the same enantiomer was always in excess). We tried to explain it by quantum
chemical calculations with the help of Aurora Cruz-Cabeza, who carried out
PBC (periodic boundary conditions) calculations for them by reproducing the
experimental IR and VCD spectra. We were able to conclude that the origin
of the chirality in this structure related to the packing of the hydrogen-
bonded chains, but we do not know why an enantiomeric excess of the
same enantiomer was always obtained. For this reason, this work is still in
progress (see 6.1.5. and 6.1.6. sections).

We want to carry out more VCD recordings of different recrystallized
samples and a successful method used in YODJIM and YODJOS work, ze.,
to recrystallize the crystals in a solvent by removing the solvent using a
magnetic stirrer and a N flow.
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In the following table the molecular structures of the 1H-indazole
derivatives, 2-propyl-1H-benzimidazole and 1H-benzotriazole compounds are

shown.
1H-indazoles derivatives
Published [6] Published [31] Published [31]
F Ccr CF,CF4 CF,CF,CFg
F { F F {
N Y N
F N F N F N
E H F H E H
LIDGEL P3; YODJIM P3, YODJOS P2,2:2;
catemer catemer catemer

1H-benzotriazole

2-propyl-1H-benzimidazole

1H-indazole derivative

Under analysis

Under analysis

Published [35]

N \>_\\ N—H
N ~ 7/

V N CH, N

N H

BZTRAZ P2,
catemer

OHUZUO P2:2:2;

LABHEB P2,
catemer

chiral trimers

Table 2. Structures of the studied or in progress 1H-indazole derivatives, 1H-
benzotriazole and 2-propyl-1H-benzimidazole.

4. Conclusions

1)  Chirality and conformational landscape of buildings blocks
with biological and some atmospheric interest

a) Amino acids

The conformational preferences of L-Phe, L-Tyr, L-Ser, L-Threo, L-Cys
and L-Val at different protonation states have been studied from theoretical and
experimental points of view. Thus, on the one side, the complex energy
surfaces of the molecular systems were described correctly using quantum
chemical calculations. On the other side, we have recorded the IR, Raman and
VCD spectra of these amino acids (only IR and Raman for I-Phe, I-Tyr and L~
Ser) in aqueous solution at different pH values as well as in the solid state
(I-Phe and L-Tyr only in the solid state, ze., zwitterion). The spectra at different
pH conditions displayed quite distinct features. For this reason, we focused on
the zwitterionic, cationic and anionic forms of these amino acids that exist at pH
values of 6.00 (neutral), 1.00 (strongly acid) and 13.00 (strongly basic),
respectively.
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In all the cases, PCM formalism was used to take into account the solvent
effects, except in the case of [-Val, where DFT calculations in PCM-water
(implicit model) and in PCM plus water explicit molecules (hybrid model)
were accomplished. They allowed us to highlight properly the differences in the
ability for predicting the experimental spectra using one and another theoretical
approach. Thus, the agreements between the recorded and simulated IR, Raman,
and VCD spectra were noticeably improved with the inclusion of the valine-
water hydrogen-bonding interactions; this combined use of both models
(implicit plus explicit) for the treatment of the solvent influence was especially

relevant for the reproduction of the complex VCD signatures.

b) Carbohydrates
D-ribose and 2-deoxy-D-ribose

The most stable set of conformers of each form of D-ribose and 2-deoxy-D-
ribose was determined thanks to an exhaustive analysis of the quantum chemical
calculations. Five possible configurations for both carbohydrates were studied:
open-chain, a-pyranose, B-pyranose, a-furanose, and p-furanose forms. A
large number of conformational minima were obtained, especially for the open-
chain configurations. In the two molecules studied, the «-pyranose conformers
are the most populated, followed by the 3-pyranose ones. Only B3LYP results
indicate the presence of significant populations of open chain and furanose
forms, in contrast with the results obtained using the M06-2X hybrid functional.

According to our results for these types of molecules, the M06-2X
functional is recommended, instead of the B3LYP one, in order to obtain
better results with regard to the estimation of their relative populations and the
interpretation of their IR, VCD, and Raman spectra.

The experimental and theoretical spectra agree well for both carbohydrates.
The implicit model reproduces well the experimental spectra, but there are some
spectral regions in which the agreement is improved when an explicit
molecule of water is added to continuum solvent calculations.

The IR, Raman and VCD spectra in solution and in solid phase show
evidence of the major presence of «- and B-pyranose forms, with the first
ones in major proportion as much for D-ribose as for 2-deoxy-D-ribose, with an
o/B ratio of 3:1, approximately, according to the theoretical calculations.
Besides, IR-Raman spectroscopies throw light on the presence of open-chain
forms in solution in the case of 2-deoxy-D-ribose, because of the presence of a
weak band at 1650 cm!. By VCD technique the existence of open-chain forms
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was not rechecked because of too weak VCD signals. Furanose forms could be
present, but it was not possible to observe any spectral feature which could be

unambiguously assigned to the presence of furanose structures.

A general contribution of the shown studies ( a) amino acids and b)
carbohydrates) is the illustration of that chiroptical (VCD) and non-chiroptical
(IR-Raman) techniques in combination with quantum chemical calculations are
an attractive methodology to explore the structural behavior of highly flexible
chiral biological molecules and their conformational distributions in an

aqueous environment.
Glycolaldehyde

We have conducted the first Raman spectroscopic study, combined with
high-level quantum chemical calculations, of the aldo-enediol and aldo-
enediolate tautomerisms of glycolaldehyde, the simplest sugar related
molecule.

The recorded Raman spectra of aqueous solutions of glycolaldehyde at
neutral and basic pH values displayed quite distinct features. For this reason,
the study was focused on the vibrational modes associated to them, which were
closely related to the formation of enediol/enediolate, the increase in the
concentration of aldehyde forms and the decrease in the amount of hydrated
aldehyde and dimer structures of glycolaldehyde, namely, the C=C, C=0, C-C
and C-O stretchings, CH, scissoring and COH bending normal modes, among

others.

High-level ab initio calculations (MP2/aug-cc-pVDZ) allowed us to
propetly explain the spectral differences, since the theoretical spectra agreed well
with the experimental ones. On the one hand, the glycolaldehyde molecule exists
as three different structures in aqueous solution at neutral pH, that is,
hydrated aldehydes, aldehydes and dimers, with a respective ratio of
4:0.25:1, approximately. On the other hand, together with the previous
proportion of hydrates and dimers, a ratio of .1.5:1 aldehyde:Z-enediolate
was enough to reproduce the experimental Raman spectrum in basic medium.
Through this analysis, the complex energy surface of the system under study was
correctly described. We conclude that aldo-enediol tautomerism never
happens via neutral medium; however, the inclusion of a basic reagent
promotes the existence of aldo-enediolate tautomerism.
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In addition, this methodology can also be useful for the study of the
enolization of other carbohydrates and for the exploration of their

conformational landscapes.
c) Terpenes
R-(+)-limonene oxide, R-(+)-pulegone and y-terpinene

Systematic and detailed conformational studies using microwave
spectroscopy for R-(+)-limonene oxide, R-(+)-pulegone and y-terpinene in
the gas phase have been accomplished for the first time. Analysis of the
experimental data aided by high-level quantum chemical calculations
allowed us to characterize the conformational landscapes of these relevant
atmospheric species. For limonene oxide, four equatorial and one axial
conformations were identified, referring the position of the isopropenyl
group. The observed conformers include cis and #rans forms. For pulegone,
one equatorial conformer was detected. In the case of y-terpinene, two
equatorial conformers were found. y-Terpinene was also studied by IR and
Raman spectroscopies in the gas (only IR), liquid and solid phases, also
finding that these two conformers were present.

For limonene oxide, the observation of an axial conformer with similar
abundance as some equatorial conformers challenges assumptions that
equatorial forms are generally more stable, and reflects the delicate balance of
forces at play in limonene oxide, which include attractive interactions
involving the epoxide ring, dispersive interactions involving the isoproprenyl

group, and steric effects.
R/ S-Camphor

We recorded the NMR and VCD spectra in CCls solution and VCD ones in
nujol mulls of mixtures of R/Scamphor with different enantiomeric
excesses. Linear regressions were carried out by plotting AAbs. vs. enantiomeric
excess. For solution, results from NMR and VCD agree. For nujol mulls,
preliminary VCD results show a reasonable linear response. The VCD analysis in
nujol mulls need to be checked but the results are promising. The work is not
finished because we want to interpolate the AAbs. of a sample with unknown %
ee in the linear regressions in solution and in the solid state. The main result
concerns the determination of enantiomeric excess of solid samples,
camphor in this case, which would be of interest for many other systems
presenting chirality in the solid state.
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d) Colchicine (alkaloid)

The IR, Raman and VCD spectra of four samples of colchicine (two
racemic and two (-)-samples) were recorded in solution as well as in the solid
state, and all bands, excluding overtones and combinations, were assigned based
on scaled B3LYP/6-311++G(d,p) calculations. Eventually, we compared the
VCD spectra trecorded in CHCl; and nujol/fluorolube mulls with those
calculated for the four samples studied in this work. That comparison allowed
the determination of the absolute configuration of colchicine crystals as well as

its configuration in solution.

2)  Supramolecular chirality and molecular recognition
2.1) Molecular recognition and enantiomeric preference

A combination of IR and VCD spectroscopies with quantum chemical
computations has been employed to characterize the microscopic framework
underlying the chiral recognition of the protonated serine by the crown ether
host (all-S)-18c6H4. The study has been focused on some of the vibrational
modes more closely related to the host-guest H-bonding interactions, namely,
the C-O and C=0O stretching modes, and on the C-O-H bending mode. While
the IR spectra of the (5-18c6H4)-(I-SerH*) and (5-18c6H4)-(D-SerH™)
complexes show minor differences from each other, their corresponding VCD
spectra display quite distinct features. This finding has allowed us to monitor
the chiral recognition of L-SerH™ relative to D-SerH* by the crown ether:
the chiroptical response recorded for a thin film obtained from a solution
equimolar in the crown ether and in each of the two serine enantiomers leads to
a VCD spectrum resembling the complex of I-SerH*.

The computations performed at different levels of density functional theory
(B3LYP and M062X functionals) predict low energy conformers in which the
crown ether maintains a roughly bowl-like shape. The docking of the protonated
serine then involves a tripodal coordination of its R-NH;3* protonated amine
group with the oxygen atoms of the central ether ring, and of its ~—COH and
—COOH end groups with the side carboxylic arms of the crown ether. The most
stable theoretical conformations for the complex of each serine enantiomer (01L
and 01D in Figure 2 of the article) lead to simulated IR and VCD spectra in
good agreement with experiments. Importantly, the computation
corroborates the preferential binding of I.-SerH* by §-18c6H4 and attributes the
chiral recognition to the formation of host-guest H-bonds with favorable
distances and orientations.
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A general contribution of the present study has been the illustration of the
potential of the combination of IR-VCD spectroscopies and computational
techniques for the elucidation of the conformational landscape of flexible chiral
molecules and their H-bonded networks in complexes with specific
enantiomeric guests. We hope that this contribution encourages further work
in this direction on related inclusion supramolecular systems.

2.2) Spontaneous resolution of 1H-indazole family
a) 1H-indazole derivatives

Polycrystalline samples of LIDGEL, YODJIM and YODJOS have been
studied in detail by a combination of X-ray crystallography (except for
LIDGEL), solid state NMR techniques (except for LIDGEL), non sensitive (IR
and Raman) and sensitive (VCD) to chirality vibrational spectroscopies, and
quantum chemical calculations. The analysis of low-frequency region (700-30
cm™') in the FarIR and Raman spectra deserves a special mention since it has
been of valuable importance to determine the presence of catemers in the
crystals of these compounds.

After a detailed analysis of their VCD spectra, we concluded that the
configurations of the catemers corresponding to YODJIM and YOD]JOS were
M and P helices, respectively, when the crystals were obtained by repeated
sublimations, and the opposite P and M helices when a recrystallization in
acetone by removing the solvent using a magnetic stirrer and a N flow was
used. Although dimer, trimer, tetramer and pentamer models predicted
adequately the experimental FarIR, MIR, Raman and VCD spectra of crystals of
YODJIM and YODJOS, the pentamer model improved the agreement
significantly. In the case of LIDGEL, we concluded that the configuration of
the catemer was a P helix. In addition, the experimental spectra were also better
reproduced by the calculated highest-molecular-weight oligomer, 7.e., tetramers.

With this technique well in hand, it should be possible to select a single
crystal, increase its size by crystal growth, and then determine its absolute
configuration. This work illustrates the importance of using synergistically
different solid state experimental techniques, such as NMR, IR, Raman and
VCD, combined with quantum chemical calculations for the elucidation of
the structures and the chirality, including the absolute configurations, of

crystalline supramolecular organizations.

For LABHEB, a similar methodology was followed, by using IR (including
FarIR), Raman and VCD spectroscopies. Trimers were the only ones present in
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the crystal. Our results are in agreement with the absolute configuration
previously determined for this species from crystallographic and solid CPMAS
NMR studies. The solution spectra showed a major proportion of monomers,
especially for the most dilute solutions, but evidence of possible oligomeric
structures was found for the more concentrated solutions. The analysis of the
low frequency region (700-25 cm) in the Raman and Far-IR spectra provided
important information in order to determine the presence of trimers in the
solid phase.

b) 1H-benzotriazole

o polymorph of 1H-benzotriazole compound (BZTRAZ) has also been
characterized by a combination of solid state NMR techniques, non sensitive
(IR and Raman) and sensitive (VCD) to chirality vibrational spectroscopies,
and quantum chemical calculations. After a detailed analysis of its VCD spectra,
we concluded that the absolute configuration of the catemer corresponding to «

polymorph is M helix.
c) 2-propyl-1H-benzimidazole

For this compound, we followed the same strategy above mentioned, ze., IR
(including FarIR), Raman and VCD, together with quantum chemical
calculations. We could conclude that the origin of the chirality in this structure
related to the packing of the hydrogen-bonded chains, but we do not know
why an enantiomeric excess of the same enantiomer was always obtained. For
this reason, this work is still in progress.
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GLOSARIO

AC: Absolute Configuration.

AIM: Atoms in Molecules.

ATR: Attennated Total Reflectance.
aug-cc-pVnZ: angmented  correlation-
consistent and polarized valence n-zeta.
AWG: Arbitrary Waveform Generator.
BCP: Bond Critical Point.

BO: Born-Oppenbeinmer.
BVOCs:  Bioggenic
Componnds.

CB: Circular Birefringence.
CBS: Completed Basis Set.
CC: Conpled Cluster.

CD: Circular Dichroism.
CICT: Centro de
Cientifico-Téenica.
CP-FTMW:  Chirped-Pulse
Transform Microwave spectrometer.
DFT: Density Functional Theory.
€.€.: exceso enantiomeérico.

ECD: Electronic Circular Dichroism.
FC: Frozen Core.

FID: Free-Induction Decay.

FIR: Far Infrared.

FT-IR: Fourier Transform Infrared.
FT-Raman: Fourier Transform-Raman.
Gn: Gaussian-n.

GTO: Gaussian Type Orbital.

HEAT: High Accuracy Extrapoled Ab
initio Thermochemistry.

HF: Hartree-Fock.

IC: Interaccion de Confignraciones.
IEF-PCM: Integral Equation Formalism-
Polarizable Continuum Model.

IR: Infrared.

KS: Kobhn-Shanm.

Volatile  Organic

Instrumentacion

Fourier

L.C.A.O.: Linear Combination of Atomic
Orbitals.

LB: Lambert-Beer.

LB: 1 inear Birefringence.

LCP: Left Ciirenlarly Polarized.
LDA: I ocal Density Approximation.
MM: Molecular Mechanics.

MPn: Moller-Plesset.

MW: Microwave.

NL/LDA: Non-Local/local Density
Approximation.

ORD: Optical Rotatory Dispersion.
Post-HF: Post- Hartree-Fock.
RHF: Restricted Hartree Fock.
RMN: Resonancia Magnética Nuclear.
ROA: Raman Optical Activity.

SCF: Self-Consistent-Field.

STO: Siater Type Orbital.

UHEF: Unrestricted Hartree-Fock.

VA: Vibrational Absorbance.

VCD: Vibrational Circular Dichroism.
LIA: Lock-In Amplifier.

LP: 1inearly Polarized.
MB-MWFT: Molecular Bean-Microwave
Fourier Transform spectrometer.

MIR: Mid Infrared.

INBO: Natural Bond Orbital.

INIR: Near Infrared.

INP: Non-Polarized.

PBC: Periodic Boundary Conditions.
PEM: Photoelastic Modulator.

RCP: Right Circularly Polarized.
SEM: Scanning Electron Microscope.
SMS: Solvation Model 8.

SOAs: Secondary Organic Aerosols.
Wn: Weizmann-n.

ZPE: Zero Point Energy.
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