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RESUMEN

La resonancia magnética nuclear (RMN) estructural es una herramienta de
elucidacion molecular (permite conocer la composicion y estructura de las moléculas), que
se vale de la orientacion magnética de los nucleos atomicos al ser expuestos a un potente
campo magnético externo.

En el caso de las moléculas organicas, existen diferentes técnicas RMN que
permiten conocer la relacion de adyacencia entre pares de dtomos hidroégeno-hidrégeno,
hidrégeno-carbono, pero la técnica ideal seria aquella que permitiera establecer la relacion
de adyacencia entre carbono-carbono, la cual de hecho existe, pero tiene las desventajas de
ser poco sensible, laboriosa, requiere cantidades de muestra que no siempre son faciles de
obtener en productos naturales, solventes apropiados para disolver las muestras, absorbe
tiempo y dinero considerable.

El objetivo del presente trabajo fue desarrollar un algoritmo, que mediante la
aplicacion del algebra lineal y la teoria de grafos, permitiera combinar matematicamente
espectros 1H-1H COSY, HETCOR (HSQC, HMQC) y HMBC, que son mas sencillos de
obtener, para producir espectros RMN de correlacion de *C-">C y se estableciera por lo
menos de manera teodrica si su obtencion ahorraria tiempo y esfuerzo. Para el efecto se
digitalizaron manualmente espectros de correlacion RMN reales de moléculas ya
elucidadas, que luego se combinaron matematicamente para obtener espectros de
correlacion *C-">C y finalmente se determiné si la estructura derivada de anélisis del
espectro obtenido por el algoritmo coincidia con la estructura ya elucidada por los métodos
convencionales de analisis.

Se llego a la conclusion de que el método propuesto cumple con el objetivo,
perdiendo en muy raras ocasiones sefiales de correlacion importantes y simplificando de

gran manera el trabajo de elucidacion por parte del analista.



INTRODUCCION

Los espectros RMN de correlacion permiten establecer la relacion posicional y
espacial entre dos dtomos de una molécula, por lo que son muy utiles para establecer la
estructura inequivoca de una molécula. Para el estudio de moléculas organicas, el espectro
INADEAQUATE (Incredible Natural Abundance DoublE QUAntum Transfer Experiment)
resultaria ideal, ya que permite establecer la relacion de adyacencia entre dos 4tomos de °C
vecinos en una molécula; desafortunadamente como el isétopo de *C no es abundante, la
posibilidad de que dos 4tomos de "*C estén vecinos en una molécula es remota; lo que se
traduce en que se necesiten mayores cantidades de muestra para cubrir la posibilidad, y mas
tiempo para detectar la correlacion; por tales razones la obtencion del espectro no es
practica.

La presente investigacion tiene como proposito el disefio de un algoritmo tedrico
que permita obtener la informacion que proporciona un espectro de correlacion Carbono-
Carbono (INADEQUATE) a partir de la combinacién matematica de espectros RMN de
correlacion reales mas sencillos de obtener. La importancia de desarrollar estd nueva
técnica serd que la obtencién de espectros de correlacion homonuclear de isétopos de °C se

convierta en un analisis de rutina.



ANTECEDENTES
1.  CAMPOS MAGNETICOS:

Los campos magnéticos son originados por cargas en movimiento. Por ejemplo la
rotacion de los electrones sobre su propio eje. La densidad de flujo magnético o induccion
magnética es el vector del campo magnético fundamental y es denotado por B.!

Para comprender que es B, imaginemos una carga de prueba positiva Q que se mueve en el
espacio a una velocidad v y que en determinado momento pasa por el punto P. Si se observa
una fuerza F perpendicular a v que actia sobre Q, entonces se dice que un campo
magnético B perpendicular a F esta presente en ese punto P. La fuerza F que experimenta

la carga Q puede calcularse mediante la Ecuacion 1:'

Ecuacion 1

F=QvxB=QvBsen0

La ecuacion indica claramente que el vector F es tanto perpendicular a v como a B.

En la Figura 1.1 se muestra la direccion de los vectores F, v y B.

Figura 1.1:
B

/F

Si se considera una espira (lazo, circulo de un medio conductor s6lido) delgada de
corriente I fluyendo por un circulo de area A, para distancias grandes comparadas con el

radio de la espira se encuentra que (Ecuacion 2):'



Ecuacion 2

B = pop
21X’

Donde py es la permeabilidad del espacio libre, x la distancia al centro de la espira
perpendicular al plano de la misma. La ecuacion anterior es similar a la expresion para el
campo eléctrico debido a un dipolo eléctrico (E=k,p/y*), donde p es el momento del dipolo

eléctrico. Es mas, el momento de torsion sobre un lazo de corriente es (Ecuacién 3):'

Ecuacion 3

=1,A xB

Donde I es la corriente a través del lazo y A el area del mismo. La frecuencia con
que aparecia el producto IA dio lugar a desarrollar el concepto de momento dipolar
magnético (p), el cual tiene una magnitud igual al producto IA y una direccion

perpendicular al plano de la espira de corriente (Ecuacién 4).'

Ecuacion 4

p=IA

La espira delgada de corriente es el dipolo magnético que actia como un iman
ligero. Una barra magnética suspendida en un campo magnético externo tiene una
orientacion preferida, como una brijula en el campo magnético terrestre. Para sacar la
aguja de su posicion de equilibrio se necesita un gasto de energia. En conclusion, un dipolo
magnético (p) tiene una orientacion de minima energia con respecto a un campo magnético
aplicado externamente y la energia potencial (V) de interaccion entre pu y B viene dada por

(Ecuacion 5):'

Ecuacion 5

=-peB=-puBcosO




Donde 0 es el angulo entre py B y la orientacion de minima energia ocurre cuando
tanto p como B tienen la misma direccion.

2. FUNDAMENTOS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR -RMN-

Los ntcleos atomicos de los elementos tienen propiedades mecanicas y propiedades
eléctricas®, y para comprender el fenomeno de la RMN se deben de comprender primero
estas dos propiedades.

2.1  Propiedades Mecanicas.

Si se considera al nicleo como una masa rigida en movimiento rotacional respecto a
un eje imaginario, entonces necesariamente existe un momento angular I, que en mecanica
cuantica se conoce como espin nuclear. Un nucleo posee dos nimeros cudnticos de espin; 1
y My, los cuales son andlogos a s y mg del electron. Los valores del momento angular de

espin nuclear vienen dados por (Ecuacion 6):'

Ecuacion 6

|=[Zd+D]"* h

y los valores de I, estan regidos por (Ecuacion 7):'

Ecuacion 7

=M

Con M={-I,-I+1....I-1,1}

El espin nuclear es la resultante de los momentos de espin y angular orbital de los
neutrones y protones (cada uno con un numero cuantico de espin de '%2) que componen los
nucleos, y varia de un elemento a otro y de un is6topo a otro, dependiendo de las
caracteristicas masa-carga de los atomos.*® Sus valores estan dados por las siguientes
reglas:

2.1.1 Nucleos con Numero de masa A impar, independientemente de su numero

atomico Z tienen un espin nuclear 7 igual a un numero impar dividido 2.?



2.1.2  Si el nimero masico y el nimero atdbmico son impares, entonces el valor de I es
cero.’
2.1.3 Si el nimero masico es par y el nimero atdmico es impar, entonces el valor de 1

es un namero entero.’

2.2 Propiedades Eléctricas.

Los nticleos atomicos poseen carga, y como ésta se encuentra en movimiento,
también posee un momento magnético nuclear asociado. Es importante mencionar que los
neutrones dentro del nicleo también tienen momento magnético a pesar de que no poseen
carga, encontrar una explicacion a este fendmeno ain es un gran reto para la fisica. Ademas
un ndcleo puede poseer un momento eléctrico cuadrupolar, eQ, si no posee una distribucion
uniforme de carga sobre su superficie, el vector eQ depende de la direccion del

acercamiento del ntcleo a una carga dada.

2.2.1 Elfenémeno de RMN.
Si se considera una carga nuclear rotando sobre una oOrbita circular de radio r (Figura 2.1),

su

periodo viene dado por T=2zr
v

Entonces la corriente generada vendria dada por Figura 2.1

I,=Q =Qv Como p=I,A= p=nr’ly = nr* Qv=0vr
T 2ar 2nr 2

Como el momento angular orbital es L=mvr = v= L/mr por lo

que podemos escribir la Ecuacion 8:'



Ecuacion 8

n=0QrL =QL

2mr 2m

El momento angular orbital se relaciona con el momento de espin mediante la

Ecuacion 9:!

Ecuacion 9

L=gNI

Donde gy es el factor nuclear. De la sustitucion de la ecuacion 9 en la 8 se obtiene
gnel = pn, y podemos escribir la Ecuacién 10:**

2m,

Ecuacion 10

n= gn¢ =Y
I 2m,

Donde vy es la constante magnetogirica y puede interpretarse como una medida de la
fuerza magnética del nuclido. El hecho de que gn no sea un nimero sencillo, indica para
muchos que el nucleo tiene estructura interna. En la ecuacion 10, al despejar p y sustituir 7

por sus posibles valores, se obtiene la Ecuaciéon 11.!

Ecuacion 11

p=gne[I(I+D]*2h

2m,

El magnetén nuclear Py esta definido como PBn = eh/2m,, entonces p puede ser
expresado como
- 12
p=gn Bn[I(1+1)]
En presencia de un campo magnético, los nucleos se alinean en un niimero discreto

de orientaciones debido a que los estados energéticos se encuentran cuantizados (Figura



2.2), y la energia necesaria para sacar a p de su posicion de equilibrio que es E=- peB

puede expresarse como en la Ecuacion 12:'

Ecuacion 12

E=-gneloB= gne[I(I+1)]*heB=-gxpn BM;
2m, 2m,

Lo que indica claramente que el espaciado entre los distintos niveles energéticos
aumenta al aumentar la intensidad del campo magnético B como se muestra en la Figura
2.2.

Figura 2.2

30 30 —

10 | 1=1n | 10 I=1

Para un espin de ntimero cuantico (I) existen (2I+1) estados de espin posibles,*

como se muestra en la Figura 2.3.

Figura 2.3
A
A A E
E E 32
{ 2 ! /2
+1/2 0 12
+
+3/2
1=1/2 =1 1=3/2

Observemos que AM==1, por lo que (Ecuacion 13) solo ciertas frecuencias son

absorbidas por el nuclido y son capaces de alterar la direccion de p.



Ecuacion 13

E=[gn|Bn oB

Para determinar esas frecuencias (llamada frecuencia de Larmor del nucleo en honor a su

descubridor)’ debe recordarse que AE=hv, por lo que (Ecuacion 14),"*

Ecuacion 14

v=|gn|Bn *B = yB
h 2=

Para un espectrometro RMN que opere a 18.8 T (Teslas), la frecuencia de
resonancia del proton es de aproximadamente 800MHz, lo cual cae en la region de
radiofrecuencia del espectro electromagnético.

Si se considera una coleccion de nuclidos con espin 'z bajo la accion de un campo
magnético externo, los nuclidos pueden orientarse de una forma a, paralela al campo o de
una forma  antiparalela al campo. La forma a, tiene ligeramente menor energia, por lo que
existe un exceso de nuclidos en esa forma. Dicho exceso de poblacion puede ser estimado

por la distribucion de Boltzman (Ecuacion 15):°

Ecuacion 15
N, = e FRT

Ng

Donde N, representan el nimero de nucleos que se encuentran en las respectivas
orientaciones posibles. Las diferencias entre los niveles energéticos de espin son
sumamente pequefias y por ello la diferencia de poblaciones es de apenas 1 en 10* aun en
los mayores campos magnéticos existentes. Este diminuto exceso de poblacién se
distribuye completamente al azar alrededor de un cono de precesion paralelo al eje Z, lo

cual genera un vector de magnetizacion a lo largo de este ¢je (Figura 2.4).
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Figura 2.4: Magnetizacion neta a lo largo

del eje z en un cono de precesion.

3. Desplazamientos Quimicos

Si la Ecuacion 14 solamente diera las frecuencias de absorcion para los nucleos, la
técnica RMN no tendria mucho interés. Lo realmente trascendental es que el campo
magnético real experimentado por un nucleo de una molécula, depende de la densidad
electronica que lo rodee, ya que los electrones también producen un campo magnético que
tiene direccion contraria al campo magnético aplicado y su magnitud es proporcional a este.
La contribucién electronica al campo magnético de un nticleo dado i es — 6;By, donde la
constante de proporcionalidad o; se denomina constante de apantallamiento para el nucleo i.

De manera que la Ecuacién 14 se convierte en la Ecuacién 16:'

Ecuacion 16

vi=|gn|Bn eB(1- ;) = yB(1- G))
h 2n

La variacion de v; debida al entorno electroénico del nucleo se denomina desplazamiento
quimico, el cual se define como (Ecuacion 17),' donde la constante de apantallamiento de

referencia corresponde a la del tetrametilsilano (TMS), (CH3)48i.3’4
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Ecuacion 17

8i=(6rer6i)X106

4. RMN de Onda Continua -OC- y RMN de Transformada de Fourier -TF-

La relacion sefial-ruido S/R es muy pequeiia en la RMN, debido a:

4.1 La pequena diferencia de poblaciones entre el estado base y el excitado.’

4.2 Es dificil discernir entre una sefial verdadera y una fluctuacién de la senal

debida al sistema de amplificacion del equipo.’

43  Que el nuclido tenga una baja abundancia natural o una relacion

magnetogirica desfavorable.’

Una soluciéon a los problemas mencionados es la acumulacion coherente de

espectros, lo que hace aumentar la sefial con el nimero de acumulaciones n

mientras que el caracter aleatorio del ruido hace que este crezca solo con Vn. Asi, la

relacion sefial ruido crece con el nimero de acumulaciones segin: S/R = n/\n = Vn.

Sin embargo, esto no seria practico en la técnica tradicional de RMN a onda

continua (RMN-OC), pues la adquisicion de un espectro individual toma varios

minutos y la acumulacion de unos pocos cientos de espectros demoraria varias
horas. La limitacion fundamental radica en que, en la RMN-OC, la mayor parte del
tiempo se emplea en medir la linea base del espectro que no contiene informacioén

util. Este tipo de espectroscopia donde se mide la respuesta a una frecuencia y

obtenemos el espectro secuencialmente, se denomina espectroscopia monocanal. En

la RMN-TF, se emplea un solo pulso de rf de una sola intensidad y con una
duracion definida, lo suficiente larga para excitar todos los nicleos simultdneamente

y luego se mide la respuesta de todos los nticleos mediante un interferograma, por lo

que se denomina espectroscopia multicanal.’
5. Pulsos de RF en RMN:

Un "'pulso”” consiste en aplicar una onda de radiofrecuencia (rf) de amplitud y
duracion (t,) definida a todos los nucleos en un campo magnético dado.” El campo
electromagnético producido por el pulso de radiofrecuencia, impone un torque al vector de
magnetizacion nuclear en una direccion perpendicular a la direccion del pulso. La

velocidad con que se mueve el vector de magnetizacion es proporcional a la fuerza del
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pulso (YB1/27m) y el angulo 0 que se aleja (Mo de Bo) conocido como angulo de nutacion, el

que depende tanto de la amplitud del pulso como de su duracion, segiin la Ecuacion 18.34°

Ecuacion 18

0=360 (yB,/2m) t,

Un pulso de 90° equivale a igualar las poblaciones, a=p, haciendo a M,=0, pero
debido al torque impuesto por B; hay un agrupamiento de p con una proyeccion neta sobre
el eje y cuando By esta dirigido sobre el eje x., entonces se dice que los espines poseen
coherencia de fase. Unicamente la magnetizacion sobre el plano x-y, es la capaz de inducir
sefial en la cubierta de deteccién (Figura 5.1).>° Los pulsos de 180° invierten las

poblaciones de manera que f>a pero no inducen magnetizacion sobre el plano x-y.

Figura 5.1. Coherencia de Fase

La idea de aplicar secuencias de pulsos de diferente dngulo de fase es sumamente
importante, ya que de ello depende la informacion que obtenemos de ellas. A la forma de
repetir los pulsos y la combinacion de los datos colectados en forma apropiada se le llama
ciclacion de fase.’

Después de un pulso de 90° el momento magnético del nucleo se encuentra
orientado sobre el eje y, fuera de su posicidon de equilibrio (cuando el campo magnético esta
orientado sobre z y el pulso se da sobre el eje x), este vector magnético rotatorio induce un
voltaje variable en la espira que rodea la muestra del mismo modo que lo haria el magneto
rotatorio del dinamo de una bicicleta. Una vez cesa el pulso, el vector de magnetizacion
tenderd a restablecer su posicion de equilibrio, perdiéndose magnetizacion en el plano x-y y

aumentando sobre el eje z nuevamente. Este proceso de regreso a la posicion de equilibrio
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se llama relajacion y es el responsable del decaimiento de induccién libre (FID), que es el
decaimiento exponencial de la sefial de RMN en el tiempo, como se muestra en la Figura
5.2.°4
Figura 5.2
I/Voltios

/\ [\ (g an t/segundos

V\/V\/V\/‘

6. NOMENCLATURA DE SECUENCIAS DE PULSOS
Todos los experimentos de RMN pueden ser descritos en términos de secuencias de
pulsos, lo cual es una notacion pictorica que representa las secuencias de pulsos de
radiofrecuencias y gradientes de campo, utilizados para manipular los espines nucleares, a
fin de obtener determinada informacién del sistema. Por ejemplo, un pulso de 90°x
significa que el espin nuclear a sido obligado a girar 90 grados en torno al eje x (sus
coordenadas en X no cambian), de manera que el espin queda orientado en la direcciéon de y
y su campo asociado en la direccion de x. Pictoricamente, el pulso es representado por una
barra obscura sobre la cual se suele escribir su duracion y direccion. El sistema de
representacion resulta andlogo al pentagrama musical, en el cual también se representan los
tipos de sonidos y su duracion. Los gradientes de pulsos son representados por
semielipses.’*
7. LA GENERACION DE LA SEGUNDA DIMENSION
La Figura 7.1a, muestra un pulso de radiofrecuencia (rf) seguido de la observacion
de su respectivo FID, la transformada de Fourier de ¢ en v produce un espectro
unidimensional. En la Figura 7.1b, se aplica un pulso, después de un tiempo tj, se aplica
otro pulso y se observa el FID en funcion de t;. La transformada de Fourier en funcion de t;

(como tUnica variable) sigue produciendo un espectro unidimensional.
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Figura 7.1
FID
A/\ NAN
\/VV\/V VvV
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[\/\/\/\/\/\
\/vav
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v

(b)

Si repetimos el experimento de la Figura 7.1b, con la diferencia de que cada vez
que repitamos el experimento aumentamos ligeramente el tiempo t; entre los dos pulsos, los
FID seran diferentes cada vez, pero estaran conectados por una funcion de dos variables de
tiempo, t; y t. Si efectuamos la transformada de Fourier de f{t;,¢;) integrando con respecto
a t; y t; obtenemos un espectro de dos variables de frecuencia, vy y v, el cual es un espectro
bidimensional.'

Todas las secuencias de dos dimensiones tienen el mismo formato basico, el cual
puede ser subdividido en cuatro periodos: Preparacion, evolucion, mezcla y deteccion. ™

El periodo de evolucidon proporciona la clave para la generacion de la segunda
dimension y se analizard pictoricamente en cada experimento.

El periodo de deteccion es andlogo al de cualquier experimento monodimensional,
en el cual se colectan todos los FID de los espines excitados al final de las secuencias de
pulsos. El proceso de deteccion envuelve el muestreo o digitalizacion del FID a intervalos
regulares de tiempo, los cuales deben cumplir con la condiciéon Nyquist. El Teorema de
Nyquist establece que para muestrear una sefial oscilatoria, son necesarios por lo menos dos

puntos por longitud de onda. Por ejemplo una sefial de f Hz debe muestrearse a una
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velocidad de por lo menos 2f. En términos del ancho espectral (AE) podemos calcular los

intervalos de tiempo (IT) a los que es necesario muestrear una onda segiin la Ecuacion
19.3,4

Ecuacion 19

8. TIPOS DE EXPERIMENTOS BIDIMENSIONALES
8.1 COSY-90 (COrrelation SpectroscopY): Correlaciona espines homonucleares
acoplados. Es tipicamente utilizado para correlacionar protones vecinales
(acoplados a 2 o 3 enlaces), o unidos a carbonos adyacentes, pero puede ser usado

para cualquier nuclido altamente abundante. Pictéricamente, su secuencia de pulsos

es’ (Figura 8.1):

Figura 8.1

X
I i

8.2 DQF-COSY: (Double Quantum Filtered COrrelation SpectroscopY)

Correlaciona espines homonucleares acoplados. También es utilizado para
correlacionar protones a 2 o 3 enlaces. Presenta mucha mejor resolucion que el
experimento COSY basico ya que los singletes se suprimen y se aumenta la claridad
del espectro en las cercanias de la diagonal. Informacion adicional puede ser
extraida del andlisis de la estructura fina de los picos. La secuencia pictdrica de

pulsos para este experimento es la siguiente’ (Figura 8.2):
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Figura 8.2
D D
I 0 I

8.3 Delayed-COSY (Espectroscopia de Correlacion Retardada): Correlaciona

espines homonucleares con pequefias constantes de acoplamiento. Es utilizado para
identificar correlaciones de protones a través de multiples enlaces (mas de tres), por
lo cual también es llamado Long-range COSY. Su secuencia pictorica de pulsos es
la siguiente’ (Figura 8.3):

Figura 8.3

X

I A )
<« I
/\/\/\/\

VVVV\/

8.4 TOCSY (TOtal Correlation SpectroscopY): Correlac10na espines homonucleares
acoplados y aquellos que residen en el mismo sistema de espines, pero que pueden
no mostrar acoplamientos mutuos. Emplea la propagacion de la magnetizacion a lo
largo de cadenas continuas de espines y constituye una poderosa técnica para el
analisis de espectros complejos de proton. La secuencia de pulsos de este

experimento es la siguiente:*** (Figura 8.4)

Figura 8.4

Tm

x
'H t;
J <«—» spin-lock, \ [\
/\ AN

\]UVVV\/
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Donde la secuencia de fijacion en y (Spin-locky) en su forma mas simple, es una
secuencia de pulsos de 180° separados por periodos infinitesimalmente pequefios, (8)**
(Figura 8.5).

Figura 8.5

o o o d
| | | |

8.5 INADEQUATE: Su nombre se deriva de “Incredible Natural Abundance DoublE
QUAntum Transfer Experiment”. Correlaciona espines homonucleares acoplados de
baja abundancia natural (menor del 20%), por ejemplo °C, *Si, '"”Sn, "™W. Se
utiliza cominmente para correlacionar centros carbonados adyacentes, pero tiene
muy baja sensibilidad. Cuando se trabaja con un isétopo poco abundante, las
probabilidades juegan un papel importante. La cantidad de isotopos activos
presentes serd considerablemente pequena., la probabilidad de que dos de estos
isotopos estén en la misma molécula es escasa., y de que se encuentren en
posiciones adyacentes en la misma molécula, es remota. Para complicar ain mas el
problema, debe tomarse en cuenta la interferencia causada por parejas resonantes
dominantes con similares acoplamientos homonucleares y que no proveen
informacion sobre la conectividad de los dtomos. Para suprimir estas senales que
carecen de valor informativo, se utiliza una filtracion cuantica doble. Por todas estas
razones, la técnica es poco sensible, requiere de tiempos de adquisicion largos (24
horas o mas) y solventes apropiados que disuelvan elevadas cantidades de muestra,
asi como de agentes que aceleren la velocidad de relajacion de espines de centros
cuaternarios como acetilacetonato de cromo, oxigeno disuelto y trietilentetramin-
hexaacetato de gadolinio. La secuencia de pulsos de este experimento es la
siguiente®* (Figura 8.6):

Figura 8.6

t

=

a
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8.6 ADEQUATE: También conocido como INEPT-INADEQUATE. A fin de mejorar
la sensibilidad de la técnica INADEQUATE, se ha combinado la secuencia de
pulsos de la técnica INADEQUATE con la secuencia INEPT (Insensitive Nuclei
Enhanced by Polarisation Transfer), a fin de producir una transferencia de fase de
las correlaciones carbono-carbono hacia los hidrogenos directamente enlazados. El
experimento muestra entonces las correlaciones de un hidréogeno (que como es mas
abundante conduce a un experimento mas sensible) con el carbono al que esta unido
y al vecino de este. El experimento es ligeramente mas sensible que
INADEQUATE pero tiene el inconveniente que la obtencion de un espectro tipico
toma entre 15 a 24 horas. Los algoritmos matriciales del presente trabajo explican
muy bien como se pueden mezclar secuencias de pulsos para obtener experimentos

hibridos. Su secuencia pictorica de pulsos es la siguiente:* (Figura 8.7)

Figura 8.7
X X y X X X
'H
X X X X X X X X X
13 |
C
t1 (Desacoplador)
I

¢+—— et —P¢+————rP¢+——r¢—rt———>

INEPT Generacion DQC  Codificacion Regeneracion INEPT
INADEQUATE Evolucion de Gradiente BcsqQc Reverso con
Decodificador

por Gradiente
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8.7 HMQC y HSQC: Las siglas HMBC significan en inglés "Heteronuclear Multiple
Quantum Correlation™ y las siglas HSQC “Heteronuclear Single Quantum
Coherence”. Estas técnicas son cominmente utilizadas para observar la correlacion
de un protén con el carbono al cual se encuentre directamente enlazado, pero
también pueden establecer correlaciones con nuclidos altamente sensitivos como '°F
y *'P. La diferencia entre los dos experimentos radica en que el HMQC es una
técnica mas robusta (menos sensible a imperfecciones experimentales) pero tiene
menor resolucion que HSQC y ademads este ultimo es mas flexible y permite
extender su secuencia segun sea necesario. En Ambas técnicas se irradia carbono y
se detecta hidrogeno. La secuencia de pulsos de HMQC es® (Figura 8.8):

Figura 8.8

+ x
X I‘ G 'Il)esacoplador

La secuencia de pulsos del experimento HSQC es*’ (Figura 8.9):
Figura 8.9

X X y X X X +x
A2 A2 A2 A2

'H

A
\4
—
—
—
—
—

X +x X X

Desacoplador

8.8 HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation): Con este experimento es

posible observar las correlaciones de un hidréogeno con carbonos que se encuentren

a dos o tres enlaces de distancia ("Jc.y, n=2,3), pero presentan un severo problema
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de ambigiiedad, ya que no es posible distinguir facilmente entre los carbonos que se
entren a dos y los que se encuentren a tres enlaces. El experimento es capaz de
captar correlaciones aun a través de heterodtomos presentes en el esqueleto. La
secuencia pictorica de pulsos se este experimento es la siguiente’ (Figura 8.10):

Figura 8.10

X X
H —» {\
A
[\/\/\l\r‘
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9.  TRES DIMENSIONES Y MAS ALLA

Un espectro de correlacion de RMN puede tener tantas dimensiones como se desee,
aunque solo sea posible graficar tres, es posible operar matematicamente infinitas. Asi, con
fines bioquimicos existen experimentos RMN capaces de desarrollar tres dimensiones, "°C,
’H y ""N. También pueden tenerse espectros 3D entre (°C, 'H, '"0). Es mas, pueden
tenerse por lo menos en teoria, cualquier triada de elementos que presenten fendémeno RMN
y tiempo como cuarta dimension.’
10. MATRICES

Una matriz no es mas que un arreglo o patréon ordenado de elementos, por ejemplo
las tablas de multiplicaciéon y division. Su concepto fue desarrollado por las investigaciones
de los matematicos Arthur Cayley y James Sylvester.® El desarrollo de Cayley se debio al
siguiente problema; supongamos que necesitamos cambiar las coordenadas de un punto en
un sistema coordenado Xy a otro sistema coordenado xy’, las coordenadas del punto en el
primer sistema se podrian correlacionar con las del mismo punto en el segundo sistema

mediante:
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x'= ax+by

y=cx+dy

Ahora supongamos que necesitamos cambiar nuevamente de sistema coordenado:

X"= Ax'+By’

y7= Cx"+Dy’

Si nos enfrentamos al problema de convertir las coordenadas de nuestro punto en el
primer sistema al tercer sistema coordenado directamente, podriamos aplicar el algebra
simple para obtener que:

x"’=(Aa +Bc)x+(Ab+Bd)y

y = (Ca+Dc)x+(Cb+Dd)y

Lo que descubrio Cayley fue que la primera transformacion puede expresarse por un

a b
c d>
A B
C D

arreglo numérico:
y la segunda por el arreglo:

Observo posteriormente que estos arreglos pueden operarse de forma similar a los

numeros reales para obtener resultados interesantes. Por ejemplo:
< A B> <a b> <Aa+Bc Ab+Bd>
X =
C D c d Cat+Dc Cb+Dd
Cayley y Silvestre extendieron su trabajo a espacios multidimensionales,

proporcionando a los cientificos una potente herramienta para trabajar este tipo de espacios,

aunque geométricamente sea imposible visualizar espacios de mas de tres dimensiones.*

10.1 Propiedades de las Matrices:
10.1.1 Igualdad de dos Matrices.” Se puede decir que dos matrices son iguales, si y

solo si, tienen las mismas dimensiones y si sus elementos correspondientes son

idénticos.
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10.1.2 Suma de Matrices.’ La suma de una matriz A de mxn con elementos a;;
(Renglon 1 columna j) y otra matriz B de mxn con elementos b;; es la matriz C
de mxn con elementos Cj=ajjt+bj;.

10.1.3 Multiplicacién de una matriz por un escalar. ° Si A=( a;j) es una matriz de
mxn 'y si a es un escalar, entonces la matriz mxn, aA, estd dada por aA=(a a;) es
decir que equivale a multiplicar cada elemento de A por a.

10.1.4 Teorema.® Secan A,B,C matrices de mxn y sean oy B dos escalares, entonces:
A+0=A; 0A=0.

10.1.5 Ley conmutativa para la suma de matrices.” A+B=B+A.

10.1.6 Ley asociativa para la suma de matrices.” (A+B)+C=A+(B+C).

10.1.7 Ley distributiva para la multiplicacion por un escalar.’ a(A+B)=aA+aB.

10.1.8 A=A

10.1.9 (a+B)A=0A+BA

10.1.10  Producto Escalar.’ Sean a=(a;...a,;) y b=(b;_b,) = a eb =X a;b;
i=1

10.1.11 producto de Matrices.” De una matriz A de mxn por una matriz B de nxp es la

matriz C de mxp

en que Cij= Zajby;.
k=1

10.1.12 El producto de matrices no es conmutativo.” AB#BA salvo en casos muy
particulares.
TEORIA DE GRAFOS

En 1736, el matematico Leonhard Euler publicé un articulo que trataba de resolver

un problema de apariencia trivial, como conocer un conjunto de sitios turisticos conectados

por puentes sin pasar dos veces por el mismo puente (Los Puentes de Koninsberg), y para

ello desarrollé las bases fundamentales de lo que hoy se conoce como la teoria de grafos.®

Esta teoria permite representar por medio de una matriz una figura de n vértices.” El

principio consiste en escribir en el encabezado de las columnas y las filas todos los vértices

de un grafo, luego escribir "1 en las intersecciones de las columnas y filas de los vértices

que son adyacentes y "0” en aquellos que no lo son.

10,11
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Actualmente se usa la teoria de Euler para resolver complicados problemas de

telecomunicaciones, informatica, fisica, matematica y quimica.

12,13,14,15,16,17,18

Ejemplo 11.1:

N p C|IN|O|P

c / N c| o 1 0|0
O N|1]o0]|1]o0

O] 0 1 0 1

Grafo A i 0 0 ! 0

Matriz de correlacion de A

Ya que la teoria de grafos es relativamente reciente, no se ha alcanzado consenso

con respecto a muchas definiciones, por ello a continuacion se presenta una lista de los

conceptos y definiciones extraidas de la referencia 8 que se utilizardn como punto de

partida en este trabajo.

11.1

11.2

11.3

Grafo no dirigido: Un grafo no dirigido G consiste de un conjunto V de
vértices 0 nodos y un conjunto E de lados o ramas tales que cada lado ecE
esta asociado a un par no ordenado de vértices. Si el lado e esta asociado a
un Unico par de vértices v 'y w, se escribe e=(v,w) o e=(w,v). En este
contexto e=(v,w) denota un lado de un grafo no dirigido y no un par
ordenado de niimeros.*

Grafo dirigido: Un grafo dirigido o digrafo G consiste en un conjunto V de
vértices y un conjunto E de lados tales que cada lado e < E est4 asociado a
un par ordenado de vértices. Si un lado esta asociado a un Unico par
ordenado de vértices vy w, se escribe e=(v,w) segln la direccion de la arista
o0 lado.? Se dice que un lado e=(v,w) de un grafo (dirigido o no) es incidente
en vy w. Se dice que los vértices v y w son incidentes en e, y también que
son vértices adyacentes. Si G es un grafo (dirigido o no) con un conjunto de
vértices V y un conjunto de lados E, se escribe G=(V,E) y por lo general V y
E se consideran conjuntos finitos.*

Lados Paralelos: Dos lados distintos €; y e; que inciden en el mismo par de

vértices.®®
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11.4 Lazos: Lados de la forma (v,v).*'"° Figura 11.1

/_\é Lazo

Lados paralelos /

11.5
11.6

— T

Grafo simple: Grafo que carece de lazos y lados paralelos.*"
Valencia: La valencia o grado de un vértice v, d(v), es el nimero de lados
incidentes en v. Por definicion, cada lazo de v contribuye en 2 a la valencia

de v.%°

Ejemplo 11.2: Equivalencia entre un grafo dirigido y una matriz.

11.7

11.8

11.9

A|B|C|D|E
¢ Alo[2]0]0]0
v\ B|{1|0|1]0]1
C|0]0]|0 1|1
D|{1]0[0]0]1
E|0(1]0]0|0
Grafo Dirigido

Matriz de adyacencia

Circuito Hamiltoniano: En un grafo G, es un camino que comienza y
termina en el mismo vértice, pasando solamente una vez por cada vértice.*
Circuito de Euler. Grafo que cumple con la propiedad de que al elegir
arbitrariamente un vértice puede recorrerse el grafo y terminar en el mismo
vértice sin pasar mas que una sola vez por cada lado. Todos los vértices
deben tener valencia par.'

Grafo de Similaridad. Se construye con vértices de la forma (v;,vavs...v)
donde vi es el valor de la propiedad i de un objeto. Luego para un par de

vértices v=(vi,vaV3...V) Y w=(w,wzws...w;) se establece una funcion s de la



11.10

11.11

11.12

11.13

11.14

11.15

11.16
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forma: s(vyw)= |vi-wi|+|v2-wi|t|vs-w;|+...|vi-w;|. Los valores de s(v,w) son
inversamente proporcionales a la similaridad de los vértices.®

Clase. Es una agrupacion de elementos que comparten una misma
propiedad. En base a la definicion 10.9, se dice que v y w estan en la misma
clase si v=w, 0 si existe una sucesion de la forma (v,v1),(V1,V2)yeeees (VW) .
Reconocimiento de Patrones. Consiste en utilizar propiedades de los datos
para agruparlos en clases. El reconocimiento de patrones tiene mucho
significado practico. Algunos ordenadores han sido programados para
detectar cancer mediante examen con rayos X, analizar fotografias tomadas
por satélite, reconocer texto y pronosticar el clima y fendomenos
atmosféricos.®

Subgrafo. Sean G=(V,E) y G'=(V'",E’) dos grafos. Si V'cV y E'cE, se dice
que G” es un subgrafo de G.*

Matriz de Incidencia. Forma de representar un grafo en una matriz en la
cual se asignan las marcas de los vértices a las filas y las marcas de los lados
a las columnas. Un elemento de dicha matriz es uno si el lado incide en el
vértice y cero en cualquier otro caso. Una columna que solamente posea un
nimero uno representa un lazo y puede ser sustituido por un numero dos
para representar el aporte real a la valencia del vértice. La matriz de
incidencia ofrece la ventaja de que se pueden representar lados paralelos y
lazos simultaneamente. Ademds en un grafo sin lazos, cada columna tiene
dos cifras uno y que la suma de cada fila da la valencia del vértice
correspondiente.’

Camino de longitud n de v a w. Es una sucesion de lados que vade vawy
la cual tiene n lados distintos entre si.*

Grafo Conexo. Grafo en que cualquier par de vértices v y w estan
conectados por un camino.?

Componente. Es un subgrafo conexo G° de G que tiene la siguiente
propiedad: Si G” es un subgrafo de G, y G es un subgrafo de G"’, entonces
G’=G"". En otras palabras, un componente de un grafo G es un subgrafo

conexo maximal de G.%!°
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11.17 Grafo ponderado. Es un grafo en el cual existen datos asociados a sus
lados. El valor w(i,j) asociado con el lado (i,j) se llama ponderacion.*'

11.18 Isomorfismos Los grafos G; y G, son isomorfos si existe una funcion
biyectiva f entre los vértices de Gy de G, y una funcion biyectiva g entre
los lados de G; y de Gy, tales que un lado e es incidente aVvy W en Gy, siy
solo si el lado g(e) es incidente a los vértices f(v) y f(w) en G,. Al par de
funciones f y g se les denomina isomorfismo. Ademas todo invariante de G,
es valido en G,. La Figura 11.18.1 ¢jemplifica un isomorfismo.*"

Figura 11.18.1

11.19 Invariante. Propiedad que se preserva ante isomorfismos. Por ejemplo, para
un grafo G, si n y m son enteros no negativos, las propiedades “tiene n lados”
y “tiene m vértices” son invariantes.*"

12 Teoremas

12.1  Un grafo tiene un circuito de Euler si y solo si es conexo y todos sus vértices
tienen  valencia par.®

12.2  Si G es un grafo con vértices {vy,vy,....vp}, la suma 0(v;)+0(v2)+....+3(vy) s
par.?

12.3  En cualquier grafo existe un nimero par de vértices con valencia impar.*

12.4  Un grafo tiene un camino de v a w (v#w) que contiene todos los lados y
vértices, si y solo si es conexo y vy w son los unicos vértices de G con
valencia impar.*®

12.5 Si G es un grafo, los componentes de G forman una particion de G.

Especificamente, si Gi=(V;,Ei), i=1,....,n es el conjunto de los componentes

de G, entonces G=(U"i| Vi, U"i-|Ej) y VINV=Z=ENE; sii#.*
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12.6  Los grafos G1 y G2 son isomorfos si y solo si para alguna ordenacion de los

vértices y lados sus matrices de incidencia son iguales.®

13.  Elucidacion Estructural Molecular Asistida por Ordenadores

La elucidacion estructural asistida por ordenadores tiene por objetivo, la generacion

libre de redundancias de todas las posibles estructuras moleculares que son consistentes con

un conjunto de datos espectroscopicos, con la minima participacion humana. A

continuacion se presenta una clasificacion y descripcion de los programas para ordenadores

que tratan de cumplir con el objetivo planteado.

13.1

13.2

Comparadores Espectrales. Programas que comparan el espectro de una
muestra desconocida con una base de datos en la memoria del ordenador,
para devolver la estructura y espectro que mas se le asemejan.

Mezclador Espectral. Programa o algoritmo que es capaz de mezclar
conjuntos de espectros previamente almacenados de acuerdo a reglas fisicas
y matematicas, con la finalidad de generar un tercer tipo de espectro que
contiene informacion estructural de mayor relevancia y que es mas facil de

interpretar. El presente trabajo pertenece a esta categoria.

13.3 Generador Estructural. Programas que en funcion de la informacioén que se

13.4

le proporciona, generan un conjunto de estructuras (en el caso ideal solamente
una) que cumplen con todas las caracteristicas solicitadas en base a criterios
humanos previamente programados.
Programas que utilizan teoria de grafos:
13.4.1 MOLGEN. Es un generador estructural que permite generar un
conjunto de isdémeros conexos que corresponden a una formula molecular,
que satisfacen las valencias de los 4tomos y que esta totalmente libre de
redundancias. Ademads se puede reducir el nimero de isémeros propuestos
imponiendo restricciones adicionales. Por ejemplo para CgH;cO, Molgen
propone 13190 isémeros conexos diferentes; si se le impone la restriccion de
contener un grupo carboxilo, solamente propone 39, si a esto se adiciona la
restriccion de contener un grupo isopropilo presentara solo 27. Algunas
veces debido al niimero astronémico de soluciones para un problema,

Molgen no es capaz de generar un conjunto solucidon de estructuras en
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tiempo razonable. Molgen se encuentra disponible en los siguientes sistemas
operativos: Silicon Graphics, Sun Solaris, Dec Alpha y Linux. Necesita de
40Mb de espacio en disco pero depende de la complejidad del problema. El
concepto matematico detrdas de Molgen es una mezcla de métodos
combinatorios y algebraicos.*

13.4.2 CISOC-SES (SAMS). Es un generador estructural que esta
construido alrededor del concepto de valencias insaturadas o “enlaces libres”
para esquivar problemas de asignacion de estados de hibridacion. Los
enlaces libres de cada componente son incluidos en la matriz de conexion de
enlace libre, la cual es la base del generador. La informacion esta codificada
de la siguiente manera: Pares de 4&tomos correlacionados estan representados
por ejemplo por 2 o 3 para datos obtenidos de un experimento HMBC; y
para el tipo de enlace, 1 si se trata de un enlace simple, 2 si se trata de un
enlace doble, etc., y 0 para datos del HMBC donde el tipo de enlace es
desconocido. El experimento H-H COSY es utilizado para construir las
correlaciones C-C a un enlace. Usando los espectros HMQC o HSQC en
combinacion con HMBC se obtienen las conectividades C-C a uno o dos
enlaces, y la probabilidad de que dos carbonos, correlacionados de esta
manera, estén conectados es de 0.5. El factor de peso es medido por esta
probabilidad y por ello la matriz de enlace libre representa tanto las
probabilidades y posibilidades de formacion de un enlace entre dos
componentes. El componente con el mayor factor de peso es elegido como
punto de partida para el proceso de generacion estructural. Cuando la
conexion es formada entre dos componentes, la matriz de enlace libre y el
factor de peso son dindmicamente actualizados. Los autores de CISOC-SES
también han determinado que la ruta mas rapida para completar estructuras
es generar esqueletos completos primero antes que determinar la naturaleza
de los enlaces (simple, doble, triple) y esto es una consecuencia directa del

concepto de enlace libre.*
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JUSTIFICACION
Los espectros RMN de correlacion *C-C son una potente herramienta para la elucidacion
inequivoca del esqueleto carbonado de una molécula organica. En la actualidad, la tnica
técnica que permite obtener los mencionados espectros es el experimento INADEQUATE,
sin embargo, éste presenta serias limitaciones que impiden que pueda utilizarse de manera
rutinaria. El experimento es poco sensible, requiere de considerables cantidades de muestra,
tiempos de adquisicion largos y solventes apropiados, lo que conduce a elevados costos.
Por lo anteriormente expuesto, se hace necesario desarrollar una nueva técnica que permita

la obtencion de tales espectros de una manera mas rapida y econdmica.
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OBJETIVO
Desarrollar los fundamentos matematicos de una nueva técnica que permita generar

espectros de correlacion RMN Homonuclear de carbono 13.
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HIPOTESIS
Es posible generar espectros de resonancia magnética nuclear de correlacion homonuclear
de "°C por medio de la combinaciéon matematica de espectros mds sencillos de obtener,

ahorrando tiempo y recursos econdmicos.
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MATERIALES Y METODOS
OBJETO DEL ESTUDIO.
UNIVERSQO. Espectros RMN reales de moléculas orgénicas.

MUESTRA. Se han seleccionado moléculas de productos naturales cuyos espectros RMN

19,20,21,22,23

bidimensionales estan disponibles en la literatura y que poseen riqueza de grupos
funcionales.

Sujeto 1: 15-AcetoxiCostunolido *'

Criterio de seleccion: Posee ésteres ciclicos y no ciclicos, dobles enlaces endo y
exociclicos.
Sujeto 2: Acido Geranilbenzoico (ACIDO 3-GERANIL-4-HIDROXI-5-(3",3"'-

DIMETILALIL)-BENZOICO)*

7
HOOC

Criterio de seleccion: Posee un grupo funcional carboxilo, un fenol, dobles enlaces

alifaticos y aromaticos y carbonos carentes de hidrogenos unidos a ellos.
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Sujeto 3: Riterella (C2-a-D-manopiranosil-L-triptéfano)*

Criterio de seleccion: Aminoacido metilado, aromatico y glicosidado. Posee aminas
secundarias.
Sujeto 4: Timol, 2-isopropil-Smetilfenol.

H;C._ _CH;

OH

CH;

Criterio de seleccion: Fenol con elevada relacion de carbonos cuaternarios, bastante

cercanos entre si.

MATERIALES
1. Papel
2. Lapiz
3. Ordenador de 300 MHz, procesador AMDKO06, 32 Mb RAM, 4.5G ROM.
4. Software especializado: ChemOffice, ACD Labs, Scientific Notebook.
5. Espectros RMN: COSY, HETCOR, HMQC, HSQC, HMBC (Todos de moléculas

reales).

METODOS
1. Transformar los espectros RMN-2D, COSY, HETCOR, HMQC, HSQC y HMBC a
sistemas matriciales. Escribiendo 1 cuando exista correlacioén entre dos atomos y 0
cuando no.

2. Crear matriz de conteo de hidrégenos unidos a cada carbono.



e

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.
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Crear matriz de conteo de enlaces encontrados. Sus valores inician con los valores
de la matriz del paso 2.

En funcion del desplazamiento quimico, crear la matriz de maximo niimero de
enlaces que puede tener cada carbono.

Aplicar [H-C]"*=[COSY]*[HMQC]~[HMQC]*[C-C]"

Aplicar [H-C]'**=([COSY])*x[HMQC]+[HMBC]~[HMQC]x[C-C]"”

Aplicar [C-C];=[C-C]"" + [C-C]"

Marcar elementos de la matriz que ocupan filas y columnas de carbonos no
hidrogenados.

Marcar filas y columnas de carbonos con desplazamiento quimico menor de
15ppm.

Marcar filas y columnas de carbonos con desplazamiento quimico mayor de 15
ppm y menor de 35ppm.

Marcar filas y columnas de carbonos con desplazamiento quimico mayor de 35
ppm y menor de 105ppm.

Marcar filas y columnas de carbonos con desplazamiento quimico mayor de 105
ppm y menor de 160ppm.

Marcar filas y columnas de carbonos con desplazamiento quimico mayor de 160
ppm y menor de 195ppm.

Marcar filas y columnas de carbonos con desplazamiento quimico mayor de 160
ppm y menor de 185.

Marcar filas y columnas de carbonos con desplazamiento quimico mayor de 185
ppm y menor de 220.

Sean Coa,CB,Cy,Co carbonos hidrogenados y  Ce,Ck,Cw,Ce  carbonos no
hidrogenados. Aplicar los siguientes argumentos 16gicos.

Si dos Ca y CB marcados en 9 muestran que (Ca,CB)=1, (Ca,Ce)=1,y (CB,Ce) =1y
no existe ningin otro carbono no hidrogenado que haga correlacion con Ca y CB
entonces transformar (Ca,Ce)=2 y (CB,Ce)=2.

Si Ca esta marcado en 9 y CB estd marcado en 10 y (Ca,CP)=1, (Ca,Ce)=1,
(CB,Ce)=1 y no existe ningun otro carbono no hidrogenado que haga correlacion

con Ca y CB, entonces transformar (Ca,Ce)=2 y (Ca,CB)=2.
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Si Ca esta marcado en 9 y CP esta marcado en 11 y (Ca,CB)=1, (Ca,Ce)=1 y
(CB,Ce)=0 entonces transformar (Ca,Ce)=2 y (CB,Ce)=2.

Si Ca y CP estan marcados en 10 y (Ca,CB)=1, (Ca,Ce)=1, (CB,Ce)=1, (Ca,Cop)=1,
(CB,Co)=1, identificar un (Ca,Cy)=2 o un (CB, Cy)=2 vy si se cumple que
(Cy,Co)=0, transformar (Ca,Ce)=2 y (CB,Ce)=2.

Si Ca, CB y Ce estan marcados en 11 y (Ca,CB)=1, (Ca,Ce)=0, (Ca,Ce)=0,
identificar un (Ca,Cy)=2 o un (CB, Cy)=2 vy si se cumple que (Cy,Ce)=1 y Cy no
muestra correlacion con ningtn otro C no hidrogenado marcado en 11 , transformar
(Ca,Ce)=2 y (CB,Ce)=2.

Si Ca, CB, estan marcados en 9 o en 10 y (Ca,CP)=0, (Ca,Ce)=1, (Ca,Cop)=1,
(CB,Ce)=1, (CB,Co)=1, transformar (Ce,Cp)=2 e identificar un (Ca,Cy)=2 y si se
cumple que (Cy,Ce)=1 transformar (Ca,Ce)=2 y (CB,Co)=2.

Si (Coa,CP)=1, (Ca,Ce)=1, (Ca,Co)=1, (CB,Ce)=0y (CB,Cop)=1, buscar (CB,Cy)=2,
si se cumple que (Cy,Ce)=1 y (Cy,Cop)=0, transformar (Ca,Ce)=2 y (CB,Ce)=2.

Si (Co,CP)=1, (Ca,Ce)=1, (Ca,Cop)=1, (CB,Ce)=1 y (CB,Cop)=1, buscar (CB,Cy)=2,
si se cumple que (Cy,Ce)=1y (Cy,Cp)=0, transformar (Ca,Ce)=2 y (CB,Ce)=2.
Restar 1 a todos los elementos de la matriz resultante.

Elevar al cuadrado la matriz obtenida en 25. El resultado deberia ocupar con
valores diferentes de 0 todas las posiciones ocupadas en la matriz 25 antes de haber
restado 1.

Sumar uno a los elementos de la diagonal de la matriz 25.

Todo elemento igual o mayor de 2, traducirlo en un punto rojo, y todo elemento
igual a uno en un punto azul. Los puntos rojos seran correlaciones a un enlace de

distancia (J1) y los azules correlaciones a dos enlaces de distancia (J2).

Nota: Debido a que solamente las matrices cuadradas cumplen con la ley de la potencia,

en los pasos 4 y 5 la suma por conveniencia esta definida como 1+1=1, 1+0=1 y 0+0=0.

Finalmente se demuestra que la matriz resultante contiene la misma informacion que un

espectro INADEQUATE.
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DISCUSION

Los resultados demuestran una buena correlacion buena entre las matrices de correlacion
B¢-3C producidas por el método planteado y las estructuras ya elucidadas por los métodos
tradicionales. No se observaron sefiales fantasma, es decir sefiales que representaran una
correlacion directa entre dos 4&tomos que realmente no existe. Tampoco se observaron falsos
negativos. Por tanto puede aseverarse que el método planteado proporcionaria espectros de
correlacion *C-*C de gran calidad para moléculas que posean alcoholes primarios,
secundarios, esteres alifaticos, lactonas, éteres, aminas primarias y secundarias, fenoles,
sistemas aromaticos, dobles enlaces alifaticos, carbonos cuaternarios adyacentes y acidos
carboxilicos; aunque la fiabilidad del método disminuye con el aumento de la proporcién de
carbonos cuaternarios adyacentes en la molécula. Cabe discutir que el algoritmo propuesto no
forma parte de un simulador espectral por las siguientes razones: Primero: No predice un
espectro de correlacion **C-*3C a partir de una estructura que se alimente al algoritmo. Segundo:
Cualquier perturbacion aleatoria experimental que se produzca durante la obtencion de los
espectros COSY, HMQC y HMBC se traduce en una perturbacion proporcional en la matriz
BC-C generada, es decir es sensible a variables experimentales. El procedimiento presente
trabajo es andlogo al obtener dos espectros UV-Vis de manera independiente de dos especies
quimicas diferentes, si las dos especies no interaccionan quimicamente una con otra, el espectro
de la mezcla seria el mismo que el que se obtendria de sumar punto por punto de ambos
espectros obtenidos de manera independiente. Por tanto si en el algoritmo se trabaja con
simulaciones de espectros el espectro *C-*3C es una simulacién pero si se trabaja con espectros
reales se obtiene un espectro *C-'*C real, cumpliéndose la ley de cerradura. Recordemos que se
dice que un conjunto G cumple con la ley de cerradura con respecto a la suma o la
multiplicacion, si para cualquiera dos elementos que pertenezcan a G, se cumple que al
sumarlos o multiplicarlos el resultado sigue perteneciendo al conjunto G, lo cual sucede

exactamente con los espectros RMN multidimensionales.
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CONCLUSIONES

El algoritmo planteado es capaz de producir espectros de correlacion “*C-*C ** de
buena calidad, casi independientemente del tipo de grupos funcionales presentes en la
molécula en menor tiempo que el experimento INADEQUATE.

Se demostr6 que [H-H]*x[H-C]* ~ [H-C]"x[C-C]"* =[H-C]*? , [H-C]™*3=[H-
C]"x[C-C]” donde [H-H]™ representa un espectro de correlacion hidrogeno-
hidrégeno a tres enlaces quimicos de distancia, [H-C]™ representa un espectro de
correlacion hidrégeno-carbono a un enlace quimico de distancia, [H-C]* representa un
espectro de correlacion hidrégeno-carbono a uno y dos enlaces quimicos de distancia,
[H-C]™** representa un espectro de correlacion hidrégeno-carbono a uno, dos y tres
enlaces quimicos de distancia, [C-C]™ representa un espectro de correlacién carbono-
carbono a un enlace quimico de distancia, [C-C]* representa un espectro de correlacién
carbono-carbono a uno y dos enlaces quimicos de distancia.

Las diferencias observadas entre los graficos de las matrices obtenidas y un espectro
INADEQUATE son: que las sefiales se observan como singletes y no como dobletes,
son totalmente simétricos, se observan y distinguen claramente correlaciones a dos
enlaces de distancia.

En una matriz equivalente a un espectro de correlacion RMN homonuclear la diagonal
presenta valores mayores que el resto de la matriz.

Toda matriz equivalente a un espectro de correlacion RMN homonuclear es reducible a
la forma escalonada.

Toda matriz equivalente a un espectro de correlacion RMN homonuclear tiene un

determinante diferente de 0.
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RECOMENDACIONES

1. Desarrollar un programa de ordenador acoplado a un instrumento RMN que utilice el
algoritmo planteado.

2. Desarrollar una interfase que permita el acoplamiento directo entre el programa de
ordenador y el instrumento RMN, para digitalizar de manera interna los espectros obtenidos
por el equipo.

3. Aumentar el nivel de los cursos de matematica con una unidad de Transformadas de Fourier
e implementar un curso con la unidades de algebra lineal, teoria de grafos, teoria grupos, y
un curso de programacion avanzada y quimica computacional en la carrera de Licenciatura

en Quimica.
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DEDUCCION DEL PRINCIPIO MATEMATICO

Hl—’Tz Hq i|2
Cl_CZ Cl_C2 C2
[H-H]B < [H-C]J 1 — [H_C]Jz

[COSY] x  [HMQC]

U

[ADEQUATE]



Deduccion del Principio Matematico

H, H, H, H-

C{_ C2 C:j__> C2 _C2

[H-C]''  x [C-C]"!

[H-C]"2

Por tanto [H-H]"® x [H-C}J'! = [H-C}?= [H-C]'! x [C-C]'!



Deduccion del Principio Matematico

L L B

GG
[H-C]'! x [C-C]*2 = [H-CJ]'123

(IC-CI")= [C-C]”



Riterella o C2-a-D-manopiranosil-L-triptofano




MATRIZ EQUIVALENTE AL ESPECTRO COSY
DE LA MOLECULA RITERLLA
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H-6
H-15,

H-13, H-13,
H-5 || H-15;
J H1

H

H-17 H-14

H-3
9 H-7

Cc-14

% C-14/H-5 C-14/H-3 0 ¢ I
C-17 = ! . [

C-8— * C-8/H-6 |C-8/H-9 % olC-B/H-*’ L

c-9 T C-9/H8 ¢y C-3/H-14 |

Cc-3 C-3/H-5 4 C-9/H-15 ® Q L

C-7/H-9 [
C-7 7. N L ) 1) 1L ] - 50

C7B1327 | ofas, | CoHs -

C-15 —— C-15/H-9 @ r
C-6/H-8 r 7

C-6—- @l |
100

C-13 i
C-5/H-31C.5/H-14 |-125

s C-1/H-15 Sal St

CTo—— CH] cumon B in t

e C-11/H-13,§ C-11/H-"6 éy @ ||
i C-4/H-3  C-4/H-14| [ -

3 C-16/H-17 H

C-12 C12/H13,, |G C-o/H-15 )
C-16 | Lppm
T T T T[T [T T T
ppm 7 5 3 2



Acido 3-Geranil-4-Hidroxi-5-(3”*,3"’-Dimetilalil)-Benzdico
ESPECTRO H-H COSY EN CDCl;
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Acido 3-Geranil-4-Hidroxi-5-(3”*,3"’-Dimetilalil)-Benzdico
ESPECTRO HMQC EN CDCl;

€2y C2"

C-6'

C2yC6

H-2
H-6
H-1'
HA1"
-2’
H2"
’ H-¢'
L L
C-10VH10"
C-5"/H-5" 87
L
C-17H-1" C-57H-5 C-9'/H-9'
C-1"/111" Q
H
C-4"/H-4"
C-4/H-4"
C2Yi.2"
CJ"/H—Z"Q Ol come
C-2/H-2
C-6/H-6

LAO




Acido 3-Geranil-4-Hidroxi-5-(3”*,3"’-Dimetilalil)-Benzdico
ESPECTRO HMBC EN CDCl;

H-2 y H-6
H-1"y H-1"
H-2"y H-2"
H-6"
l Jo
~10*/H-2’ C-5"/H-4" —
,qc.lo /H-2 C-10"/H-4' C-8'/H-9'
C-9'/H-8}
5 C-1'H-2 C-4"/HTZ"‘ Ry v
croor 3 Q cims g Ty ¢ P CSHAT ‘e
'/H-6' C-4'/H-10"
C4 o .C-4 /H-6 . '5 u. /
‘ C-4'/H-2" C-4'/H-5' Y
[
v
1 ' .
; '
S — 3 ' acrmr A
o= 3 - C-2"H-1” C-6'/H-9°
G2 C-2/H-6 ° TS
C-6 _ ' C-3'/H-10;, VY0
C-6/H-2 7H-
C-3VH-1' C-7H9
C-3"/H-1” R
C-3"/H-4
C-3"/H-5"
C-4/H-2 A C-d/H-1'
C'4/H'6 C_4/H_1ll
C-7/H-2 ! |
¥.C-7/H-6

r
||||||||||||v:t||r-|||||||||-|||r||||||||||x||||rvn||1|llvr|']||1|||r||||71

ppm 8 4 2







Propuesta de un Generador Teorico de Espectros de Correlacion RMN

Homonuclear de 3C.

Abraham Alejandro Vasquez Mencos
Escuela de Quimica, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia

Universidad de San Carlos de Guatemala

RESUMEN

La resonancia magnética nuclear (RMN) estructural es una herramienta de elucidacion molecular
(permite conocer la composicion y estructura de las moléculas), que se vale de la orientacion magnética de los
nicleos atomicos al ser expuestos a un potente campo magnético externo. En el caso de las moléculas
organicas, existen diferentes técnicas RMN que permiten conocer la relacion de adyacencia entre pares de
atomos hidroégeno-hidrogeno, hidrogeno-carbono, pero la técnica ideal seria aquella que permitiera establecer
la relacion de adyacencia entre carbono-carbono, la cual de hecho existe, pero tiene las desventajas de ser
poco sensible, laboriosa, requiere cantidades de muestra que no siempre son faciles de obtener en productos
naturales, solventes apropiados para disolver las muestras, absorbe tiempo y dinero considerable. El objetivo
del presente trabajo fue desarrollar un algoritmo, que mediante la aplicacion del algebra lineal y la teoria de
grafos, permitiera combinar matematicamente espectros 'H-'H COSY, HETCOR (HSQC, HMQC) y HMBC,
que son mas sencillos de obtener, para producir espectros RMN de correlacion de *C-"°C y se estableciera
por lo menos de manera teorica si su obtencion ahorraria tiempo y esfuerzo. Para el efecto se digitalizaron
manualmente espectros de correlacion RMN reales de moléculas ya elucidadas, que luego se combinaron
matematicamente para obtener espectros de correlacion *C-"C y finalmente se determiné si la estructura
derivada de analisis del espectro obtenido por el algoritmo coincidia con la estructura ya elucidada por los
métodos convencionales de analisis.

Introduccion Ademas conociendo la estructura molecular de
Para el estudio de moléculas organicas, el una substancia, se tiene la posibilidad por medio

espectro  INADEAQUATE (Incredible Natural de modelaje molecular de hacer modificaciones

Abundance  DoublE ~ QUAntum  Transfer artificiales sobre la estructura para potencializar

Experiment) resultaria ideal, ya que permite su actividad y disminuir sus efectos adversos.

establecer la relacion de adyacencia entre dos

atomos de '*C vecinos en una molécula; MATERIALES Y METODOS

desafortunadamente como el isétopo de "*C no es

abundante, la posibilidad de que dos atomos de OBJETO DE ESTUDIO.

BC estén vecinos en una molécula es remota; lo UNIVERSO. Espectros RMN reales de moléculas

que se traduce en que se necesiten mayores organicas.

cantidades de muestra para cubrir la posibilidad, y MUESTRA. Se han seleccionado moléculas de

mas tiempo para detectar la correlacion; por tales productos naturales cuyos espectros RMN

razones la obtencion del espectro no es practica. Pgi;ioiglllglzs;onales estan disponi‘ples en la literatura
La presente investigacion tiene como Ty que poseen riqueza de  grupos

proposito el disefio de un algoritmo tedrico que funcionales.

permita obtener la informacién que proporciona Sujeto 1: 15-AcetoxiCostunolido *'(Figura 1)

un espectro de correlacion Carbono-Carbono
(INADEQUATE) a partir de la combinacion
matematica de espectros RMN de correlacion
reales mas sencillos de obtener. La importancia de
desarrollar estd nueva técnica serd que la
obtencion de  espectros de  correlacion
homonuclear de isotopos de "*C se convierta en un
analisis de rutina, facilitando la elucidacion
estructural de moléculas de interés por su )
actividad biologica y potencial uso farmacologico. Figura 1




Criterio de seleccidn: Posee ésteres ciclicos y no
ciclicos, dobles enlaces endo y exociclicos.
Sujeto 2: Acido Geranilbenzoico (Acipo 3-
GERANIL-4-HIDROXI-5-(3"",3""-DIMETILALIL)-
BENZzOICO)* (Figura 2)

(Figura 2)
Criterio de seleccion: Posee un grupo funcional
carboxilo, un fenol, dobles enlaces alifaticos y
aromaticos y carbonos carentes de hidrogenos
unidos a ellos.

Sujeto 3: Riterella (C*-a-D-manopiranosil-L-
tript6fano)? (Figura 3)

OH
(Figura 3)
Criterio de seleccion: Aminoacido metilado,
aromatico y glicosidado. Posee aminas
secundarias.

Sujeto 4: Timol, 2-isopropil-5metilfenol. (Figura
4)

HsC_ _CHjs

OH

CHs
Figura 4.
Criterio de seleccion: Fenol con elevada relacion

de carbonos cuaternarios, bastante cercanos entre
si.

MATERIALES

1. Ordenador de 300 MHz, procesador
AMDKO06, 32 Mb RAM, 4.5G ROM.

2. Software especializado: ChemOffice,
ACD Labs, Scientific Notebook.

3. Espectros RMN: COSY, HETCOR,
HMQC, HSQC, HMBC (Todos de
moléculas reales).

DEDUCCION DEL PRINCIPIO

MATEMATICO
Hl—sz H, ;{2 Hl\Tz
Ci—Cs C|l—02 Ci—¢C,
H-H"® x [HE" = [H=C]"
Hy  H, Hy  H Hi, Ho
| | N\
Cr C, Ci—>Cy Ci—0Cy
[H_C]Jl x [C_C]Jl _ [H_C]JZ

Por tanto [H-H]” x [H-C]" = [H-C]"*= [H-

C]Jl % [C_C]Jl :[H'C]J2
}1\\7&&
ii_cz G

Ademas como:
_ [H_C]Jl,2,3

[T
— G —G GGG

[H-c1" < [c€)”
Entonces ([C-C]"")* = [C-C]"

METODOS

1.  Transformar los espectros RMN-2D,
COSY, HETCOR, HMQC, HSQC vy
HMBC a  sistemas  matriciales.
Escribiendo 1 cuando exista correlacion
entre dos 4tomos y 0 cuando no.

2. Crear matriz de conteo de hidrogenos
unidos a cada carbono.

3. Crear matriz de conteo de enlaces
encontrados. Sus valores inician con los
valores de la matriz del paso 2.

4.  En funcién del desplazamiento quimico,
crear la matriz de maximo ntmero de
enlaces que puede tener cada carbono.

5. Aplicar [H-C]”? =[COSY] x[HMQC]
~[HMQC]x[C-C]"

6.  Aplicar [H-C]"**  =(COSY])?
X[HMQCJ+[HMBC]  ~[HMQC]<[C-
C]

7. Aplicar [C-C]; =[C-C]™* + [C-C]*



8. Aplicar argumentos logicos sobre [C-
C]s para completar sefiales faltantes.

9. Restar 1 a todos los elementos de la
matriz resultante.

10. Elevar al cuadrado la matriz obtenida en
25. El resultado deberia ocupar con
valores diferentes de 0 todas las
posiciones ocupadas en la matriz 25
antes de haber restado 1.

11. Sumar 1 ala diagonal.

12. Todo elemento igual o mayor de 2,
traducirlo en un punto rojo, y todo
elemento igual a uno en un punto azul.
Los puntos rojos seran correlaciones a
un enlace de distancia (J1) y los azules
correlaciones a dos enlaces de distancia
J2).

Nota: Debido a que solamente las matrices

cuadradas cumplen con la ley de la potencia,

en los pasos 4 y 5 la suma por conveniencia
esta definida como 1+1=1, 1+0=1 y 0+0=0.

Finalmente se demuestra que la matriz

resultante contiene la misma informacion que

un espectro INADEQUATE.

RESULTADOS

Las matrices y espectros de correlacion
homonuclear *C-">C generados por el algoritmo
propuesto son congruentes con las estructuras
reportadas en la literatura. Como se muestra a
continuacion.

GRAFICO DE LA MATRIZ DE
CORRELACION [C-C]" DE LA
MOLECULA 15-ACETOXICOSTUNOLIDO
EQUIVA-LENTE A ESPECTRO
INADEQUATE
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Los puntos azules corresponden a correlaciones

BC-BC a un enlace quimico de distancia. Todas
las correlaciones  observadas en la grafica
conducen a elucidar la misma molécula reportada
en la literatura.

GRAFICO DE LA MATRIZ DE
CORRELACION [C-C]" DE LA
MOLECULA RITERELLA EQUIVA-LENTE
A ESPECTRO INADEQUATE
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Los puntos rojos corresponden a correlaciones
BC-C a un enlace quimico de distancia. Todas
las correlaciones observadas en la grafica
conducen a elucidar la misma molécula reportada
en la literatura.

GRAFICO DE MATRIZ DE CORRALON [C-
C]" DEL ACIDO 3-GERANIL-4-HIDROXI-5-
(37,3 "-DIMETIL)-BENZOICO
EQUIVALENTE A UN ESPECTRO
INADEQUATE
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Los puntos rojos corresponden a correlaciones



13C-13C a un enlace quimico de distancia. Todas
las correlaciones observadas en la grafica
conducen a elucidar la misma molécula reportada
en la literatura.

GRAFICA DE LA MATRIZ DE

CORRELACION
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CONCLUSIONES

1.

El algoritmo planteado es capaz de
producir espectros de correlacion
Be-Bc ' de buena calidad, casi
independientemente del tipo de
grupos funcionales presentes en la
molécula en menor tiempo que el
experimento INADEQUATE.

Se demostrdo que los espectros de
correlacion homonuclear respetan la
ley de la potencia, esto es por
ejemplo ([C-C]'"y’=[C-C]".

Se demostrd que [H-H]”x[H-C]" ~
[H-C]"x[C-C]" =[H-C]" , [H-
C]"**=[H-C]"'x[C-C]"?, donde [H-
H]"” representa un espectro de
correlacion hidrogeno-hidrogeno a
tres enlaces quimicos de distancia,
[H-C]" representa un espectro de
correlacion hidrégeno-carbono a un
enlace quimico de distancia, [H-C]"
representa un espectro de correlacion
hidrogeno-carbono a uno y dos
enlaces quimicos de distancia, [H-
C]"** representa un espectro de
correlacion  hidrégeno-carbono  a
uno, dos y tres quimico de distancia,

[C-C]" representa un espectro de
correlacion carbono-carbono a un
enlace quimico de distancia, [C-C]"
representa un espectro de correlacion
carbono-carbono a uno y dos enlaces
quimicos de distancia.

En una matriz equivalente a un
espectro de correlacion RMN
homonuclear la diagonal presenta
valores mayores que el resto de la
matriz.

Toda matriz equivalente a un
espectro de correlacion RMN
homonuclear es reducible a la forma
escalonada.

Toda matriz equivalente a un
espectro de correlacion RMN
homonuclear tiene un determinante
diferente de 0.
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