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1. RESUMEN/ ABSTRACT

La sulfanilamida (SA, 4-aminobencenosulfonamida) es un farmaco antibacterial que
interfiere con la conversion del acido para-aminobenzoico(PABA) en folato, lo cual
previene la sintesis del acido félico (vitamina B9), que es esencial en multiples reacciones
de transferencia de carbono. Debido a su importancia, el principal objetivo de este
trabajo es la caracterizacidn estructural de la sulfanilamida y de sus correspondientes
complejos hidratados en las condiciones de aislamiento que proporciona la expansion
supersonica. Para la caracterizaciéon estructural se utilizan técnicas de microondas con
transformada de Fourier asistida con ablacién laser. Se detectd un Unico conférmero
para la molécula aislada, estabilizada por interacciones intramoleculares N-He e Q=S del
grupo sulfonilo. La orientacion del NH; del grupo anilinico es asignada inequivocamente
gracias a las constantes de rotacidn, reglas de seleccidn y la estructura hiperfina. El Unico
conférmero de sulfanilamida-agua observado adopta la estructura donde la
estabilizacién de la molécula surge por la formacién de tres enlaces de hidrogeno por
parte de la molécula de agua con la sulfanilamida. Ademas, el complejo sulfanilamida-
agua encontrado indica que la microsolvatacion altera la preferencia conformacional
forzando un cambio de la configuracion eclipsada hallada en la especie monomérica a la
disposicidn alternada en el complejo. Puesto que el proceso de acoplamiento molecular
es controlado por las diferencias de la energia libre de Gibbs entre el ligando solvatado
por el medio extracelular y la interaccién del ligando con el centro activo del receptor,
el trabajo se completa con un calculo de la sulfanilamida dentro del receptor
dihidroterato sintasa, incluyendo el modelo VSGB 2.0 para simular el medio biolégico.
Estos resultados estan en buen acuerdo con nuestros datos experimentalmente.

Sulfanilamide (SA, 4-aminobenzenesulfonamide) is an antibacterial drug that interferes
with the conversion of para-aminobenzoic acid (PABA) to folate, preventing the
synthesis of folic acid (vitamin B9), essential in multiple carbon transfer reactions. Due
toits importance, we characterize the structure of sulfanilamide and its hydrated cluster
in the isolation conditions of a supersonic expansion. To obtain its structure we use
Fourier transform microwave techniques assisted by laser ablation. A single conformer
of the bare molecule, stabilized by an N-HeeeO=S intramolecular interaction of the
sulfonyl group, has been detected. The orientation of the anilinic NH2 group is
unambiguously assigned thanks to the rotational constants, selection rules, and the
hyperfine structure. The single conformer of the sulfanilamide-water cluster observed
adopts a structure in which the stabilizing is arise from three hydrogen bonds between
water and sulfanilamide. The sulfanilamide-water cluster shows that microsolvation
alters the conformational preference forcing sulfanilamide to switch from an eclipsed
configuration of the monomer to a staggered disposition in the hydrated cluster.
Because the docking process is controlled by the difference in Gibbs free energy
between the ligands solvated by the extracellular medium and the ligand interacting
with the receptor’s active site, we made a calculation of sulfamilamide with the



dihydropteroate synthase receptor using the solvent model VSGB 2.0. The results are in
good agreement with our experimental data.



2. INTRODUCCION

2.1. Sulfanilamida

La sulfanilamida (SA, 4-aminobencenosulfonamida), cuya estructura se muestra
en el Esquema 1, es una molécula sintética descubierta en 1908.! En la década de
1930 se demostré que la sulfanilamida presentaba una actividad antibacteriana?y,
desde entonces, ha sido empleada como agente quimioterapéutico antimicrobiano
en el ambito clinico y veterinario.? Gracias a este descubrimiento a Gerhard Domagk
se le otorgd el Premio Nobel.
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Esquema 1. Izquierda: estructura quimica de la sulfanilamida. Derecha: estructura
guimica del acido para-aminobenzoico (PABA).

Estudios posteriores*” concluyeron que la gran semejanza estructural vy
electrénica de la sulfanilamida con el acido para-aminibenzoico (PABA) es lo que
confiere su comportamiento antibacteriano. Como puede observarse en el esquema
1, la diferencia entre estas dos moléculas reside en el cambio del grupo -COOH de la
PABA por el grupo -SO;NH2, uno de sus bioisoteros, en la sulfanilamida. Ambas
moléculas compiten por el centro activo de la enzima dihidropteroato sintasa (DHPS)
previniendo la sintesis del acido félico (vitamina B9), esencial en multiples
reacciones de transferencia de carbono, como por ejemplo en la sintesis de
aminodacidos (metionina e histidina), pirimidinas (timidina), purinas (adenina), o
formil-tRNA entre otros. Un ejemplo se muestra en el esquema 2, donde se
representa la sintesis del acido félico. Debido a que la funcién enzimatica de la DHPS
es de suma importancia en los organismos procariotas y eucariotas inferiores, ya que
no son capaces de captar folato del medio ni de transportarlo, su inhibicién
provocaria la muerte celular. En cambio, en eucariotas superiores, como los
mamiferos, esta enzima no esta presente. Por tanto, su accién antimicrobiana es
ideal para uso clinico y veterinario al matar bacterias sin afectar a los humanos.
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Esquema 2. Biosintesis del adcido tetrahidrofélico (forma reducida y activa del
acido folico). Imagen recogida de la referencia[8].

Adicionalmente, la sulfanilamida también presenta actividad inhibidora frente a
la familia de enzimas anhidrasa carbdnica (CA), la cual es incluso mas potente que
en otras sulfonamidas.’ La anhidrasa carbdnica se encarga de catalizar la
interconversion entre el didxido de carbono y el agua en los iones disociados del
acido carbénico, permitiendo mantener el balance acido-base en la sangre y en otros
tejidos, ademds de ayudar en el transporte del CO, fuera de los tejidos.!° La
inhibicién de este conjunto de enzimas tiene utilidad clinica como agentes de
antiglaucoma, diuréticos, antiepilépticos, en el manejo del mal de montana, Ulceras
gastricas y duodenales, hipertensién intracraneal idiopatica, trastornos neurolégicos
u osteoporosis.!*™1°

2.2.Relacién estructura-propiedad: sulfanilamida y su unién al centro
activo

Como se ha mencionado en el punto anterior, la sulfanilamida es una molécula
muy empleada en la actualidad. Pero, écual es el motivo por el cual ejerce sus
propiedades? ¢por qué actla como antibidtico? como se puede apreciar en el
Esquema 1 la sulfanilamida tiene dos grupos funcionales capaces de establecer
enlaces de hidrogeno, tanto dadores como aceptores, es decir, es un bioisdstero'®
del carboxilo. Estudios cristalograficos muestran que la capacidad donadora vy
aceptora de la sulfanilamida es lo que le permite unirse al centro activo de la DHPS,


https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_tetrahidrof%C3%B3lico

donde el NH; de la sulfonamida forma un enlace de hidrogeno con el carbonilo de |a
serina 219 (ser219), mientras que uno de sus oxigenos acepta un enlace de
hidrogeno entre el grupo guanina del residuo arginina 63 (arg63). La Figura 1
muestra la unién entre la sulfanilamida y el centro activo de la DHPS propuestos por
los estudios cristalograficos.’

[ Ser 219

San

Figura 1. Interacciones intermoleculares entre la sulfanilamida y la DHPS de la
E.coli. Imagen recogida de la referencia [7].

2.3. Importancia de la solvatacion

Por otro lado, hay que tener en cuenta que la sulfanilamida no llega al receptor
“por arte de magia”. El ambiente donde actua la sulfanilamida es el bioldgico,
encontrandose a pH fisioldgico en su forma neutra.l’ Asi, el proceso de unién entre
el receptor y el ligando esta controlado por la diferencia en la energia libre de Gibbs
entre los ligandos que se hayan inicialmente solvatados por el medio extracelular y
el ligando interaccionando con el sitio activo del receptor. Por lo tanto, el agua tiene



un papel importante como componente activo por su gran flexibilidad para formar
enlaces de hidrogeno. La Figura 2 muestra dos ejemplos de la importancia de la
solvatacion tanto para los ligandos como para las proteinas. Esto implica que la
interaccion de las biomoléculas con el agua pueda afectar en la estructura, dindmica
y funcién de la sulfanilamida, como sucede en otras moléculas en los equilibrios
conformacionales!® o tautomericos.’® Por lo tanto, se necesita un conocimiento
profundo de las interacciones, no solo dentro de la cavidad, sino también la
comprensién del proceso de microsolvatacién para comprender el proceso de
acoplamiento.

Glycophore Receptor
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Figura 2. a) Importancia de la solvataciéon en procesos biolégicos tales como el
dulzor (recopilado de la referencia [20]). b) Variacidon de la energia libre de Gibbs
durante el acoplamiento molecular ligando-receptor.



2.4. Disefio de farmacos en la actualidad: Acoplamiento Molecular

Una forma de dilucidar las interacciones dentro de la cavidad del centro activo es
mediante un proceso llamado acoplamiento molecular (Molecular Docking).
Consiste en un modelado computacional basado en la estructura que simula las
interacciones moleculares entre los receptores y los ligandos. Esto facilita la
comprensioén y prediccion de la orientacion de unién y afinidad de ambas moléculas
cuando interactian entre si para formar un complejo estable, es decir, en el proceso
de reconocimiento molecular. La informacion obtenida de la orientacién preferente
de las moléculas unidas se puede emplear para predecir el perfil de energia (como
la energia libre de unién), la fuerza y la estabilidad (como la afinidad de unién vy la
constante de unidn) de los complejos.2??

Hoy en dia, el acoplamiento molecular se utiliza a menudo para pronosticar la
orientacién de unién de moléculas pequeiias (candidatos a farmacos) a su objetivo
biomolecular (como pueden ser las proteinas, carbohidratos, o dcidos nucleicos
entre otros) con el objetivo de determinar sus parametros de unidn. Esto establece
datos para el disefio racional de farmacos (desarrollo de farmacos basado en la
estructura) de nuevos agentes con mejor eficacia y mayor especificidad.?? Por ello,
resulta ser una herramienta de gran utilidad al demostrar la viabilidad de varios
procesos, si se lleva a cabo antes de la parte experimental de cualquier investigacion,
pudiendo predecir la activacion o inhibicién de una enzima. Este tipo de informacién

puede proporcionar una materia prima para el disefio racional de medicamentos.?*~
26



3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

3.1. Justificacion

Todas las propiedades y usos bioldgicos de la sulfanilamida descritos arriba la
hacen una molécula interesante de estudio. A causa de que las propiedades de una
molécula estdn directamente relacionadas con su estructura, por ende, determinar
la disposicidn espacial de los dtomos, los principales grupos funcionales, asi como
comprender las fuerzas intramoleculares es un paso clave. Teniendo estos factores
en cuenta, determinar la estructura tridimensional de la molécula de forma aislada
es obligatorio para comprender las principales interacciones intramoleculares que
experimenta la molécula en ausencia de otras interacciones externas que pudiesen
alterar la preferencia conformacional. Este paso es importante ya que puede brindar
informacién adicional e importante para comprender el proceso de unién al centro
activo. Adicionalmente, al contener un atomo de azufre capaz de adoptar un amplio
nimero de estructuras de valencia, influye en las interacciones intra e
intermoleculares, asi como en las preferencias conformacionales, tal como se
observa en biomoléculas y drogas sintéticas.?’~%°

Debido a la relevancia de la sulfanilamida, se han llevado a cabo numerosos
estudios para determinar su estructura tanto en fases condesadas como en fase gas.
En fase condesada, se observaron por difraccién de rayos X cuatro polimorfos que
difieren entre si en la torsién de grupo sulfonamida3®=3>. Mediante las técnicas de
FTIR y RMN se encontré que la conformacién eclipsada es la que se haya cuando el
DMSO es el disolvente3®3’. En investigaciones llevadas en fase gas mediante
espectroscopia FTIR por aislamiento por matrices de Ar y Xe38, asi como los estudios
realizados mediante espectroscopia UV e IR, se encontrd una Unica conformacion.
Desafortunadamente, las cuatro estructuras estables del mondmero no muestran
diferencias en el espectro de IR y la asignacién se basa principalmente en las energias
calculadas. Incluso, un estudio reciente de espectroscopia por rotacidon no deja clara
la asignacién entre las dos estructuras eclipsadas.*® Asimismo, sus complejos de agua
presentan un espectro de IR similar con la Unica diferencia de la variacién de un solo
modo de tensidn en menos de 30 cm™. Por lo tanto, actualmente no existe una
determinacion estructural precisa de la sulfanilamida ni del complejo hidratado.

Con este fin, el grupo de espectroscopia molecular (GEM) ha desarrollado
técnicas que permiten la transferencia de moléculas termolabiles que se encuentran
en fase sdlida a fase gas. De esta forma y en combinacién con la expansion
supersonica, es posible observar los conférmeros mas estables en el espectro
obtenido mediante espectroscopia de rotacién, asi como su abundancia, para poder
determinar su estructura.*! A mayores permite medir el cuadrupolo nuclear, una
propiedad que facilita la determinacion*? y revelar los sutiles cambios de
polarizacién que ocurre tras una alteracién en el entorno del nucleo activo. Asi,
implementando la ablacién laser como introduccion de muestra al presentar la
sulfanilamida un punto de fusion de 165 2C y la expansién supersdnica que confiere
el entorno de aislamiento?? permitira el anélisis e identificacién conformacional del



mondmero. Al igual que se ha realizado esta misma estrategia en moléculas
relevantes estudiadas en el grupo GEM.4+4%6

Por otro lado, tal y como se ha mencionado en la introduccién, es de suma
importancia estudiar el rol que produce la solvatacion dentro de las propiedades de
la sulfanilamida. Por ello, seria interesante observar los efectos que causaria afiadir
moléculas de agua y ver las interacciones preferentes con la sulfanilamida al
incorporarse dentro de su estructura. Esto ofreceria una informacién inicial del
comportamiento en disolucidon. Afortunadamente, las expansiones supersoénicas
proporcionan un entorno adecuado para estudiar los procesos de microsolvatacion.
Esto nos permitira usar la misma metodologia tanto para el monémero como para
el complejo con agua.

3.2.0bjetivos

El objetivo principal de este trabajo es realizar un estudio rotacional de la
sulfanilamida. Para ello, se realizaran dos procedimientos: por un lado, se realizard
un estudio computacional que nos permitird obtener los conférmeros mas
relevantes, asi como obtener sus parametros espectroscopicos de interés; por otro
lado, se registrara el espectro rotacional de la sulfanilamida. Mediante la simbiosis
de estas dos vertientes, se dilucidaran las disposiciones que adopta la molécula en
un entorno libre de interacciones y se determinardn cuales seran sus conférmeros
mas estables. Esto nos dara una informacioén inicial de la molécula, unas pistas, para
entender su afinidad por el receptor.

Seguidamente, se empleard la misma estrategia para el complejo sulfanilamida-
agua que sirva como base al entendimiento del medio acuoso de la sulfanilamida.
De esta manera se emula el ambiente en el cual se encontrara la molécula en el
medio biolégico, comprendiendo que interacciones intermoleculares experimenta
con el disolvente y como la afectan en sus propiedades y estructura. Esto podria
permitir una evaluacién de las principales fuerzas que impulsan una molécula hacia
un receptor en una fase condensada donde el farmaco tiene su actividad.

Por ultimo, el trabajo se completara con un estudio de acoplamiento molecular
de la sulfanilamida con el centro activo empleando diferentes modelos, donde se
contemplen las interacciones con el disolvente y en ausencia de este. Gracias a ellos
nos propiciara un mejor conocimiento del proceso de interaccién y ajuste con la
enzima. Por otro lado, nos permitird validar los modelos de mecanica molecular
empleados en este tipo de estudios.



4. FUNDAMENTOS

4.1.Espectroscopia de rotacion

El principal objetivo de la espectroscopia molecular es proporcionar una detallada
caracterizacion de las moléculas y complejos moleculares con sus respectivas
propiedades estructurales y dindmicas. La espectroscopia de rotacién es
considerada dentro de la quimico-fisica como una de las técnicas espectroscdpicas
mas poderosas para la determinacién estructural. Esto es debido a que Las
constantes de rotacion, junto a las reglas de seleccién, ofrecen una informacién
estructural muy precisa.

Por estas razones, la espectroscopia de rotacién es una herramienta de gran
utilidad con un amplio rango de aplicaciones tal y como se muestra en la Figura 3. La
principal de cara a este trabajo es la determinacién estructural precisa, que permite
la identificacidn inequivoca entre distintas especies quimicas y conformacional.
Debido a la relacion estructura-propiedad, este nivel de detalle es muy importante.
A consecuencia de que los rangos de observacién de espectros de rotacién puros se
encuentran en el intervalo de frecuencias desde 1GHz a 1THz (desde microondas
hasta milimétricas)*’, también permite en colaboracién con los astrofisicos, la
exploracion de la composicién quimica del medio interestelar

Los unicos requerimientos que se tiene que cumplir para aplicar esta técnica es
gue las moléculas se deben encontrar en fase gas y presentar un momento dipolar
eléctrico permanente.

Microwave spectroscopy Other chemists

Simple preparation method Complex methods
(laser ablation, discharge etc.) (e.g. special solvents)

Molecules detected and
unambiguously identified Mass spectrometry

Bond lengths measured X-ray diffraction
Vibration frequency evaluated IR / Raman
Electron distribution probed NMR (if possible)

One technique Many techniques
(not especially expensive) '

Figura 3. Utilidad de la espectroscopia de microondas. Imagen recogida de la
referencia [48].

4.1.1.Modelo del rotor rigido

La espectroscopia de rotacién se fundamenta en la interaccién de la radiacion
electromagnética de microondas con los niveles de energia rotacionales de una
molécula. Entonces, para describir el espectro de rotacidén es necesaria la ayuda de



la mecdnica cuantica para formular un modelo matematico a partir del cual se
puedan obtener soluciones para los niveles de energia cuantizados. El sistema de
rotor rigido proporciona un buen punto de partida para una descripcion detallada
de la molécula en rotacién. Por lo tanto, una primera aproximacion para describir
los estados propios de rotacién de una molécula rigida que gira libremente se puede
obtener resolviendo la ecuaciéon de Schrodinger independiente del tiempo con el
hamiltoniano de rotor rigido que se muestra a continuacién.
Hyor = Ajg + le% + Cjcz
donde ]Z,flf y]AC2 son los operadores para la cantidad de movimiento sobre los ejes

principales y A, By C son las contantes de rotacion definidas como:
h h h

ar2l, Penzl,’ ¢ T anel,
siendo /4, Is ¥ Ic los momentos de inercia en los tres ejes principales de inercia de la
molécula. Se define por convenio que /a</gsIc.

Los valores de los principales momentos de inercia y, por tanto, los de las
constantes de rotacién dependen Unicamente de la geometria molecular (longitud
de enlace y dngulo de enlace) y de las masas atdmicas. Entonces, dependiendo de
los valores de los momentos de inercia en los ejes principales de inercia podemos
clasificar a las moléculas dentro los cuatro grupos reflejados en la Figura 4:

A=

Trompo esférico Lineal Trompo asimétrico
-
Trompo simétrico Trompo simétrico
oblate prolate

Figura 4. Clasificacion de las moléculas segin sus momentos de inercia.

Trompos esféricos: los tres momentos de inercia son iguales, Ia=Ig=Ic. Por ejemplo,
CHa o SFs. En este caso no es posible su estudio por esta técnica puesto que el
momento dipolar permanente es nulo al tener un centro de inversién.

Moléculas lineales: en este caso I4=0 vy Ig=Ic como el OCS. Para estos sistemas el
valor propio F(J) que se obtiene tras resolver la ecuacién de Schrodinger es:
2
FO)=g5JU+D=BJ+1)
donde B la constante de rotaciéon y J es numero cudntico de rotacién (J=0,1,2...).
Estos niveles suelen degenerar en la proyeccidon del momento angular sobre los ejes




fijos en el espacio (niUmero cuantico M). Sobre esta base los espectros de rotacién
se observarian transiciones distanciadas 2B.

Trompos simétricos: para moléculas las cuales un momento de inercia es Unico y
otros dos son iguales entre si. Se pueden distinguir entre tropo simétrico prolate
(CH3C=CH), cuando Ia<lg=lc, u oblate (benceno), donde Ia=Ig<lc. Para estos sistemas
sus niveles de rotacidn se encuentran degenerados 2J+1, debido a la proyeccién del
vector momento angular de rotacion sobre el eje de simetria (eje c¢). Entonces, un
segundo numero cuantico K aparece para etiquetar la degeneracion y toma valores
K=0,1, 2, ..., J. Ademas, la resolucién de valores propios se expresa como:

F(J,K) =BJ(J + 1) + (A — B)K?(prolate)
F(J,K) = BJ(J + 1) + (C — B)K?(oblate)

De tal forma se esperan ver progresiones de J'¢J" distanciadas 2B.

Trompos asimétricos: la mayoria de moléculas pertenecen a esta clasificacion y
son las mas comunmente estudiadas en espectroscopia de rotacién y todos sus
momentos de inercia son diferentes entre si, Ia</z<lc. La molécula de agua es un
ejemplo de este tipo de trompos. Este tipo de moléculas presentan una complejidad
considerable en su espectro rotacional puro, puesto que el Hamiltoniano para estos
sistemas no se puede resolver analiticamente, debido a que no hay una componente
interna del momento angular que sea una constante del movimiento, por lo que esta
proyeccion no conmuta con el hamiltoniano. Consecuentemente, un nivel de
rotacién dado ya no se etiqueta solo con los nimeros cuanticos J y K como en los
trompos simétricos, sino que implica el uso de un segundo numero cuantico K.
Entonces, un nivel de rotacion se denota como Jk.; k1, donde K.; y K1 corresponden a
los casos limites trompo simétrico prolate y oblate respectivamente, con los que se
correlaciona el nivel. Podemos observar en la Figura 5 el diagrama de correlacion,
gue muestra como casos limite los niveles de rotacién de los trompos simétricos
prolate y oblate. En el lado izquierdo del diagrama de correlacidon tenemos el limite
prolate, con la energia rotacional aumentando con Jy K. En el lado derecho tenemos
el limite achatado, en el cual la energia rotacional disminuye con K. El ordenamiento
aproximado de los niveles asimétricos del rotor puede obtenerse entonces uniendo
los niveles de los casos limite prolate y oblate.

Podemos determinar el caracter prolate y oblate de un trompo asimétrico
mediante el pardmetro de asimetria de Ray. Si el grado de asimetrias es k=-1 indica
que es prolate y k=1 oblate. La situacién de mayor asimetria es cuando k=0. Los
niveles de energia de los rotores asimétricos (k = -1 o k = +1) difieren de los trompos
simétricos limitantes esencialmente en que los niveles correspondientes a - Ky + K,
gue siempre son degenerados en el rotor simétrico, estan separados en el rotor
asimétrico.*

2B—A-C
A p—;
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Figura 5. Diagrama de correlacidn para los trompos asimétricos.

Para observar una transicidon rotacional, tiene que cumplirse la condicién de
Plank-Bohr. Ademas, se necesita que la integral de momento de transicién sea no
nula. Esta integral proporciona la probabilidad (relacionada directamente con la
intensidad) de una transicién entre un estado de partida (V") y un estado de llegada
(W) y puede ser calculada como sigue:

f Yu¥” +0

A partir de ella se concluyen las reglas de seleccidn que son las caracteristicas que
debe presentar una transicidon para que sea permitida (se produzca) o prohibida (no
ocurren). En el caso de la espectroscopia de rotacién la condicion mas importante es
gue tengan momento dipolar permanente distinto de 0. Los trompos asimétricos
pueden tener valores del momento dipolar distintos de cero para los tres ejes
principales de inercia. Siendo importante porque la rotacion alrededor de un
determinado eje de inercia tiene unos requerimientos en cuanto a la simetria de las
funciones de onda de los estados fundamental y excitado diferentes a las de
cualquiera de los otros dos ejes. Consecuentemente, se debe estudiar de forma
independiente las rotaciones alrededor de los tres ejes de inercia, dandose
transiciones tipo g, tipo b o tipo ¢, en funcién del eje de inercia alrededor del cual se
dé la rotacion.

Otra regla de seleccidn tiene que ver con la variacién del nimero cuantico J, que
tiene que ser AJ=0,+1. En el caso que AJ=0 implicaria que K-1 y K1 son los que deben
cambiar, sino no se produciria la transicidon. En cambio, si AJ=+1, tanto K.; como K3
pueden variar o no. Dependiendo de la 4/ las transiciones se clasifican dentro de una
rama de transiciones: AJ=-1 corresponden a larama P, AJ=0 a larama Qy a la rama
R cuando AJ=+1. También hay una restriccion frente a los cambios de K1 y K;
dependiendo del tipo de transicion. En las transiciones de tipo a K.; no varia, en



cambio, para las transiciones de tipo ¢ el que no se modifica es K1 y si cambian de
forma simultanea es para los de tipo b. Todas estas reglas de seleccién se encuentran
recogidas en la Tabla 1.

Regla seleccion

Transicion

Rama P Al=-1

Rama Q AJ=0

Rama R Al=+1

Transicion Momento dipolar AK, AK,

Tipo a a7 O 0,+2,.. =+1,%3,..
Tipo b up# 0 +1,+3,.. +1,%+3,..
Tipo ¢ e 0 +1,%+3,.. 0,%2,..

Tabla 1. Reglas de seleccién para trompos asimétricos.

Todas estas reglas de seleccién implican que son posibles solo ciertas
transiciones. Esto se traduce en que en los espectros aparecen patrones
reconocibles que se pueden asignar a cada uno de los tipos de transiciones
permitidas.

4.1.2.Distorsidn centrifuga

La consideracidn de que las moléculas se comportan como un rotor rigido es una
aproximacion bastante util en la interpretacién de espectros de rotacidon. No
obstante, este tratamiento es incompleto puesto que la estructura molecular no se
encuentra absolutamente rigida, sino que es flexible a causa de las vibraciones
moleculares y por la fuerza centrifuga ejercida por la rotacion. En consecuencia, las
distancias y dngulos de enlace se ven alterados. Siendo esta la razén que al
incrementar la excitacion rotacional la molécula se estire, aumentando a su vez la
distorsién centrifuga y resultando en un descenso en las constantes rotacionales,
como se puede apreciar en la Figura 6.
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Figura 6. Comparacién de los niveles de energia entre un rotor rigido y uno no
rigido. A consecuencia de la distorsion centrifuga los niveles rotacionales de J altos
se distancian en mayor medida entre ambos modelos.

A pesar de que se debe considerar la influencia de la distorsion centrifuga para
explicar las frecuencias de las transiciones de rotacién, este efecto representa una
pequefia fraccion de la energia rotacional (<100KHz para distorsion y >100 MHz para
las constantes de rotacién) explicada en el rotor rigido. Por esta razén en ocasiones
es tratada como una perturbacion del Hamiltoniano del rotor rigido (H:), siendo el
mas comun de estos Hamiltonianos el denominado como Hamiltoniano reducido de
Watson®0°1,

H = H, + H,

h* ~
Hq = ZZTaByﬁa]a Ig Jyls
donde a, B, v, 6 en el sumatorio puede adoptar cualquier valor de las coordenadas
a, b o c en los principales ejes del sistema. Debido a las propiedades conmutativas y
de simetria el nimero de términos se reduce a seis, donde 5 las que se pueden
determinar experimentalmente. Para este Hamiltoniano reducido hay dos
propuestas para trompos asimétricos, el asimétrico (A) y el simétrico (S).
En el caso del Hamiltoniano reducido de Watson A:

HE = -a T = anJ' 1% - ad s - 2877 (3 - 72) - 8203 - 12) + (3 -72)2]
donde 4j, Ajk, Ak, 67 y Ok son las constantes de distorsion centrifuga cuarticas. Esta
expresion es principalmente utilizada para rotores asimétricos. No obstante,
presenta problemas cuando se asemejan a sistemas muy prolates u oblates, a
consecuencia de que las constantes de rotacién y de distorsiéon centrifuga se
encuentran muy correlacionadas. Debido a que &k depende de B-C en el
denominador, lo que hace que obtenga valores muy elevados. Por esta razén, el
Hamiltoniano reducido de Watson S ofrece mejores resultados.

HO =—p, 1" = Dui’12 = Dt + dif” (2 + 1) + do( + 1)



siendo J+=(] » £ i] ¢) y donde Dy, Djk, Dk, d1 y d2 son las constantes cuarticas de
distorsion centrifuga.

Al realiza un ajuste por minimos cuadrados de las frecuencias observadas para
obtener las constantes de distorsidon rotacional y centrifuga. En particular, las
diferencias entre las frecuencias observadas y las frecuencias calculadas del rotor
rigido se toman como efecto de distorsidn. Las transiciones rotacionales con J y K
altos mejoran los valores de las constantes de orden superior, porque solo los niveles
de energia rotacional con nuimeros cuanticos altos dependen de las constantes
centrifugas de orden superior.

4.1.3. Acoplamiento de cuadrupolo nuclear

En los espectros de rotacidn se presenta una estructura hiperfina asociada a la
interaccion entre la distribucién de carga no esférica del nucleo con el gradiente de
campo eléctrico producido por la carga molecular en el nucleo. Este fendmeno
origina el acoplamiento del momento angular de espin nuclear (/) con el momento
angular de rotacién (/) dando como resultado la division del nivel de energia
rotacional, descrito por el nuevo nimero cudntico de momento angular total F =] +
IJ+I1-1,..,0,..|]-1|.Sin embargo, solo los nicleos con nimero cuantico de spin
(/) mayor a % son los que presentaran esta cualidad, como se ve reflejado en la Figura
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Figura 7. Representacion de las distribuciones de carga nuclear.

Una transicién de rotacidén se desdoblard en tantas componentes dependiendo
del valor del momento de spin nuclear del nucleo que este generando el
desdoblamiento y del nimero de nucleos con cuadrupolo nuclear, a mayor nimero
mas complejo es el analisis. Asimismo, la magnitud de este desdoblamiento, es decir,
la distancia entre las diferentes componentes en las cuales se desdobla cada una de
las lineas originales, dependera del momento de cuadrupolo nuclear y del gradiente
del campo eléctrico. En el caso de un Unico nucleo activo si el nimero cuantico J de
un nivel de rotacion es mayor que |, se producen 2I+1 niveles; pero si | es menor que
I, resultan 2 J+1 niveles.>3 Si hay dos nucleos con cuadrupolo tenemos dos posibles
esquemas de acoplamiento que elegir dependiendo de la amplitud del
acoplamiento®*~® como se ilustra en la Figura 8. En el caso que el acoplamiento de
un nucleo sea mucho mayor que el otro se aplicara el esquema de Bardeen-Townes,



donde el momento de spin (l1) de primer nucleo se acopla con J resultando en Fi1=J
+11,J+11-1,..., [J-11] y luego el momento de spin del segundo nucleo se acopla con
Fidando F=F1+ 1y, F1 + 12-1,..., |F1- I2|. Pero si el acoplamiento de ambos ntcleos es
similar se opta por aplicar el esquema de Foley donde ambos spines (l1 y I2)
primeramente se acoplan paradarl=1l1+1, l1+12-1,..., |11 - 12| y este se acopla con
J, obteniendo F=J+1,J+1-1,.., |J —I|. Para estos sistemas de acoplamiento las
reglas de seleccidn son AF = 0, 1., teniendo en cuenta que para el del rotor rigido
AJ =0, £1 y condicién de que no cambie el spin nuclear (Al = 0).
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Figura 8. Esquemas de acoplamiento para sistemas con dos nucleos con
cuadrupolo nuclear. a) Bardeen-Townes, b) Foley, c) Diagrama de energia de la
estructura hiperfina que surge de dos espines nucleares | = 1 para la transicion
rotacional 303-20>.

El Hamiltoniano rotacional de la molécula empleado para el analisis del espectro
se compone por el Hamiltoniano del rotor rigido (H:) adicionando un término que
tiene en consideracién el cuadrupolo nuclear (Hq)

H=H, + H,

— quij E _
Hq = 2)(2] — DI2I = D [3UD? +51 12J2]




Siendo eQ el momento de cuadrupolo nuclear gj(i,j=a,b,c), un tensor que
representa el gradiente de campo promedio en la direccidon del eje en el que J tiene
proyeccion maxima en el sistema de ejes cartesianos. Este coeficiente se relaciona
con la constante de acoplamiento de cuadrupolo nuclear x; = eQgij que son los
parametros con los cuales se ajusta en el analisis de la estructura hiperfina y de la
magnitud de desdoblamiento. Este tensor presenta la forma siguiente en los
principales ejes de inercia:

Xaa Xab Xac
X =\|Xba Xbb Xbc
Xca Xcb  Xcc

Puesto que el **N presenta un momento cuadrupolar bajo, las componentes no
diagonales del tensor no son significativas en el andlisis, por ende, solo son
determinadas las componentes diagonales experimentalmente. Las componentes
diagonales deben satisfacer que Xaa + Xbb + Xcc= 0. Esta condicidn indica que hay
solamente dos elementos diagonales independientes, lo cuales pueden
determinarse.

Las constantes de acoplamiento son muy sensibles al entorno electrénico en las
proximidades del cuadrupolo y a la orientacién de los ejes de inercia. Por esta razoén,
y a pesar de que supone una dificultad adicional en el anilisis, las constantes de
acoplamiento del cuadrupolo nuclear son una herramienta util para la identificacion
inequivoca de diferentes especies quimicas y confdrmeros con constantes de
rotacion similares.

4.2.Métodos computacionales

Los cdlculos computacionales son herramientas poderosas y necesarias en la
espectroscopia rotacional y otros campos espectroscépicos. Son fundamentales en
el analisis conformacional y estructural de los experimentos, proporciondndonos
valiosa informacidn sobre las propiedades estructurales y dindmica de las moléculas
y complejos. Por lo tanto, nos permiten racionalizar, interpretar y predecir los
resultados experimentales con una inversidn razonable de tiempo.

En general, antes del registro de los espectros de microondas se realiza una
busqueda conformacional investigando las posibles configuraciones estables de la
especie de estudio. Hay diversos métodos que permiten la optimizacién geométrica
aplicando distintas aproximaciones, tal y como se muestra en la Tabla 2, donde se
muestran diferentes metodologias. A partir de la estructura calculada es posible
extraer informacion sobre la energia del sistema, frecuencias de vibracién,
superficies de energia potencial, pardmetros espectroscépicos u otra informacién
relevante.

En este apartado se resumiran brevemente las propiedades de los métodos de
calculo empleados en el desarrollo de este trabajo.



Método Fundamento ;alnlcga(::lg:a Ventajas Desventajas Ejemplos
bilidad
Mecanica s | Gran rapidez. Muy Ajos AMBER,
Molecular quencnales v $-10 eficientes en fases delnmﬂa@a por ol REBO,
MM) interaccién atomos condensadas potencial MM ReaxFF
( seleccionado
g Lentos.
Ecuacion de 2 Exactitud y HF, MP2,
Ab Initio Schrodinger y a:c;::os precision at:izr:jgs: s:osnmn?S CCSD,
Funcién de Onda controlable . uy CCSD(T)
complicados de usar
Teoria del En general, mas E’gmizz‘;ﬁﬁ;os B3LYP
Funcional Teoremas de Kohn- 1-10° rapidos que ab No hay pautas BLYP.
de la Sham y Densidad &omos initio pero su oz rynp cicar ng1'
Densidad Electronica aplicabilidad es " paal © te | PBE :
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Ecuacion de Errores no
Gran rapidez.
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Electrénica J inestables

Tabla 2. comparacién de las distintas metodologias de calculo.

4.2.1.Mecanica molecular

Los métodos de calculo de Mecdnica Molecular (MM) describen al sistema de
estudio mediante la mecanica cladsica/newtonianay, por ende, no se tiene en cuenta
la energia electrdnica ni efectos cudnticos. Trata a los &tomos como esferas unidas
por muelles (los enlaces). Esta metodologia evalua la energia mecanica involucrada
en distorsionar la estructura molecular, cambiando longitudes de enlace, realizando
torsiones, girando, etc, ademas de evaluar las fuerzas intermoleculares.

Para la utilizacién de estos cdlculos se requiere de una estructura molecular
inicial, ademas de un conjunto de datos iniciales, tales como los giros y torsiones,
constantes de fuerza de los enlaces, etc. Esta informacion se encuentra recopilada
en una base de datos dentro del programa empleado y es usada en la
parametrizacién para modelar sus propiedades quimicas. El conjunto de pardmetros
obtenidos empiricamente para describir las interacciones entre atomos y las
funciones de potencial utilizadas forman el campo de fuerzas (FF, force field) en el
gue se basan este tipo de métodos. La seleccidon de un campo de fuerza adecuado
es el punto mas importante en MM, ya que diferentes métodos producen resultados
muy distintos. Los campos de fuerza experimentales utilizados en MM estan
disefiados para reproducir un conjunto particular de tipos atémicos o pardmetros
moleculares especificos. Algunos de los campos de fuerza tipicos son MM+
(Molecular Mechanics, Allinger 1977), AMBER (Assisted Model Building and Energy
Refinement, Weiner 1984), BIO+CHARM (Chemistry at Harvard Macromolecular
Mechanics, Karplus 1983), OPLS (Optimized Potentials for Liquid Simulations,
Jorgensen 1988) y MMFFs (Merck Molecular Force Field). Este ultimo es el utilizado
en este trabajo puesto que fue disefiado para moléculas organicas pequefias y
farmacos. El campo de fuerzas MMFFs incluye términos cruzados sin truncamiento,
consiguiendo una mejor representacién de los sistemas moleculares tanto de las
energias como de las interacciones no enlazantes. Por lo tanto, es adecuado para
estudiar moléculas en fase gaseosa y condesadas.>’>8



La aplicacion de estos métodos de calculo presentan la ventaja del bajo coste
computacional, lo que implica que es capaz de estudiar sistemas de un amplio
numero de dtomos en poco tiempo. Debido a estas cualidades de la mecanica
molecular es un punto de partida para hacer una busqueda conformacional
barriendo la superficie de energia potencial (PES). Obteniendo de esta manera una
primera aproximacion de las estructuras mas probables en poco tiempo y
dificultando la perdida conformacional que se haria por intuicion quimica. Sin
embargo, la baja precisidn de los resultados de MM no es un problema grave en este
contexto, ya que todas las estructuras generadas en la busqueda conformacional se
reoptimizan posteriormente utilizando métodos de alto nivel.

4.2.2.Métodos basados en la resolucién de la funcidon de onda

Al contrario que los cdlculos de mecdnica molecular, los métodos de célculo ab
initio emplean la mecanica cuantica para describir el sistema molecular, implicando
gue aportan una informacién mds precisa del sistema. Se fundamentan en resolver
la ecuacidn Schrodinger directamente, es decir, sin introducir ningin parametro
experimental, aplica Unicamente las constantes universales y aproximaciones
matematicas. Por esta razén, estas metodologias de calculo son bastantes costosas
computacionalmente.

La primera aproximacion es la aproximacion de Born-Oppenheimer>®, donde se
asume que los nucleos no se mueven en relacion con los electrones porque los
electrones, al ser ligeros, se mueven mucho mas rapido que los nucleos. Asi, los
nucleos se mueven por la accion del potencial creado por los electrones.
Consecuentemente, se considera separar la contribucién electrénica y nuclear en la
funcién de onda. Posteriormente, se introduce la aproximacion de Hartree-Fock
(HF)®°, donde se supone que los electrones se mueven independientemente unos de
otros. Especificamente, la repulsién entre pares individuales de electrones se
reemplaza por la repulsion entre un electrén dado y una nube de carga promedio de
todos los demds electrones. Esta aproximacién sobrestima la correlaciéon electrén-
electrén (repulsion); como resultado, la energia de HF es mads alta que la energia
real, no solo debido al principio de variacidén sino también a la sobreestimacién de
las interacciones cuando se trata mas de un electron simultaneamente. Por lo tanto,
esta aproximacidn tiene problemas cuando se calculan sistemas donde las fuerzas
dispersivas son las interacciones dominantes, como los complejos débilmente
enlazados. Con el desarrollo del método HF, la teoria de perturbaciones de Mgller-
Plesset (MP)® (MP2, MP4, etc.) primero toma la correlacién electrdnica como la
"perturbaciéon” de la solucién HF. MP2 suele ser el método mas comun para obtener
resultados de alta precisién porque es suficiente y menos costoso en comparacién
con otras teorias de perturbaciones de alto orden (MP4, etc.).

4.2.3.Teoria del Funcional de la Densidad (DFT)

En contraste con los métodos basados en la resolucion de la funcién de onda, la
Teoria Funcional de la Densidad (DFT) busca calcular la densidad electrénica. Esto
hace que sean calculos muchos mas répidos. Los célculos DFT se basan en el Teorema



de Honenberg-kohn®%%3, que establece que la energia del estado fundamental de un
sistema es un funcional de la densidad electrdnica. Sin embargo, no proporciona una
expresion para la energia, por ello, se aplican las ecuaciones de Kohn-Sham®*®° para
determinar la energia.

La mayoria de los DFT se centran en obtener una mejor definicion y solucién para
la energia de correlacion de intercambio. Para ello, se combinan parte del
intercambio exacto de HF con el resto de los pardmetros ab initio o empiricos en el
cuarto término. El funcional de correlacion de intercambio mas popular es el B3LYP,
gue mejora muchas propiedades moleculares, como la longitud del enlace y las
frecuencias vibratorias que no se describen bien en calculos simples ab initio. Sin
embargo, el funcional B3LYP tiene una limitacién, ya que ignora por completo las
interacciones de largo alcance, como las fuerzas de dispersion y las interacciones -
Tt. Sin embargo, la correlacion de electrones de largo alcance que se omite en estos
funcionales también puede ser crucial.

Para solventar estos problemas y mejorar la precisidon de los calculos DFT se
introdujo la correccién de dispersién funcional de la densidad (DFT-D)®,
especialmente la correccién DFT-D3BJ®’ (dispersién de Grimme). Proporciona una
mayor precisién, rango de aplicacién y menor empirismo, que es crucial para calcular
con precision las constantes de rotacion. Las principales modificaciones respecto de
los métodos anteriores son los coeficientes de dispersidén especificos para pares de
atomos y radios de corte, ambos computados por primeros principios. La principal
desventaja es que la correccion no es dependiente o no afecta a la estructura
electrénica. Es adecuado para sistemas como complejos de Van der Waals e
interacciones intramoleculares que suelen tener lugar en problemas
conformacionales. También existe la implementacién de Ila funcién de
amortiguamiento Becke-Johnson (BJ)®8, que no solo tiene un procedimiento de
ajuste empirico mas sofisticado, sino que también contiene mas ingredientes fisicos
y hace que los resultados calculados se acerquen mas a los valores experimentales.
Este ultimo mejora las interacciones no covalentes, efectos de dispersion
intramoleculares, asi como geometrias y energias de enlace de complejos. La ventaja
de usar DFT-D3BJ es que puede lograr la precision CCSD(T) de optimizar estructuras
a bajo costo.

4.2.4.Bases de calculo

Una base de célculo es un conjunto de funciones que se utiliza para describir los
orbitales atémicos, lo que permite aproximarse a las funciones de onda reales.

Las funciones gaussianas generalmente se utilizan para imitar los orbitales de tipo
Slater (STO) debido a la simplicidad de los cdlculos matematicos.

La seleccién de un conjunto base adecuado es crucial. Por ejemplo, uno de los
conjuntos basicos de valencia desdoblada de Pople®, 6-311++G(d,p), empleada para
este trabajo. Una base de valencia desdoblada utiliza solo una funcién de base para
cada orbital atédmico (AO) central y una funcidn de base mas grande para los AO de
valencia. Aqui, "6" denota los orbitales atdmicos centrales, y una funcion basica esta
formada por seis funciones gaussianas; el “311” es la triple zeta de valencia, lo que



significa que los AO de valencia estan descritos por tres orbitales, donde el primer
orbital estd formado por tres funciones gaussianas, y el segundo y el tercer orbital
estan formados por una funcién gaussiana. Las funciones de polarizacién se denotan
con “*” o0 “(d, p)”, donde la “d” afiade funciones d para atomos pesados y el “p”
funciones p para los atomos de hidréogeno, ayudando en una mejor descripcion de
los cambios en la densidad electrdnica de un dtomo en un entorno molecular. Las
funciones difusas son funciones del mismo numero cuantico angular que los
orbitales de valencia, pero de menor exponente, permitiendo extender las regiones
espaciales mas alejadas de los nucleos. Se marcan con el signo +, donde el primero
indica que se afaden funciones difusas para los &tomos pesados (para el carbono se
afiaden funciones s y p de menor exponente) y el segundo afiade una funcién difusa
(s) para cada 4tomo de hidrégeno.

4.3.Técnicas espectroscopicas

4.3.1. Ablacién laser

Uno de los requerimientos de la espectroscopia de rotacion es que las moléculas
de estudio se encuentren en fase gas. Esto es un problema para moléculas con
puntos de fusidon altos y baja volatilidad o fragiles térmicamente, ya los métodos
convencionales de vaporizacion (calentamiento) no posibilitarian su estudio. Es el
caso de moléculas tan relevantes como los aminoacidos o los azucares, por nombrar
algunos. Una solucion consiste en utilizar la ablacion laser (LA), la cual consiste en
incidir un pulso laser de alta energia sobre una muestra sélida focalizado en una
pequeiia area, resultando que las moléculas absorban esa energia y se desprendan
del material sin deteriorarse. El grupo de espectroscopia molecular (GEM) tiene una
amplia experiencia en la utilizaciéon de esta técnica, demostrando que la aplicacidn
de pulsos laser permite la vaporizacién de cualquier tipo de muestras sdlidas. Esto
ha posibilitado el estudio de un sin fin de moléculas como los aminoécidos’®, bases
nitrogenadas’?, edulcorantes, neurotransmisores’?, farmacos’? , hormonas*, entre
otras moléculas de interés bioldgico.

4.3.2.Expansién supersdnica

Una vez en fase gas, necesitamos un sistema de introduccion de la muestra en el
sistema experimental. Para ello emplearemos la técnica de la expansion supersdnica
o adiabdtica que confiere unas condiciones idéneas para estudios en fase gas’4”>.
Consiste en una camara de estancamiento con un gas a alta presién, donde se
encuentra la muestra, que a través de un orificio (nozzle) se conecta a una cdmara
de vacio que, al ser abierto, genera un flujo de masa hacia la cavidad. Este flujo
provoca que las particulas del gas portador colisionen con las moléculas de la
muestra y lleven la misma velocidad, transformando la energia electrdnica,
vibracional y rotacional en traslacional del gas portador. Esto provoca un
enfriamiento de la muestra, lo cual aumenta la poblacién de los niveles
fundamentales e incrementa las intensidades de las transiciones, a la vez que
simplifica los espectros. Por esta razén, el gas portador debe ser un gas inerte sin



grados de libertad rotacionales y vibracionales como los gases nobles. Otra de
caracteristicas de la expansidn supersonica es la capacidad de otorgar un entorno
libre de colisiones implicando que las especies dentro en la expansién no van a estar
influenciados por interacciones intermoleculares con el entorno que alteren su
estructura. Finalmente, la expansion supersénica permite colisiones a tres cuerpos,
lo que permite la generacion y caracterizacion de especies con interacciones
intermoleculares de diferente naturaleza y entidad (complejos de van der Waals y
con enlace de hidrégeno).

4.3.3.CP-FTMW

La técnica de microondas de transformada de Fourier de trino de frecuencias de
banda ancha (Chirped-Pulse Fourier Transform Microwave, CP FTMW) fue
desarrollada por Brooks Pate y colaboradores en 2006 en la Universidad de
Virginia’®. Este espectrometro presenta la ventaja de adquirir un rango amplio del
espectro en un tiempo relativamente corto con respecto a otros espectrémetros con
una alta resolucién y sensibilidad, haciéndolo mucho mas eficiente la busqueda de
las distintas especies coexistentes en el chorro supersénico. El fundamento de la
técnica consiste en la generacién de un barrido lineal de frecuencias (trino de
frecuencias, chirped en inglés) que amplificado permite la polarizacién macroscépica
de las moléculas, excitdndolas. A continuacidn, se deja un tiempo para se desexciten
emitiendo radiacion, siendo recogida por un detector y amplificada. La obtencién de
la sefial es en el dominio del tiempo vy, posteriormente, se convierte en el dominio
de frecuencias mediante la transformada de Fourier.

El orden en el que opera un CP-FTMW es el siguiente: la muestra es introducida
en fase gas mediante una valvula pulsada al tanque de alto vacio (103 -107 hPa),
produciéndose la expansion supersdénica. Simultaneamente, se genera el pulso de
polarizacién del barrido lineal de frecuencias mediante el generador de onda
arbitraria (AWG) de 24GS/s y se amplifica utilizando un Tubo de onda progresiva
(traveling wave tube, TWT). Seguidamente, la potencia de polarizacion se ajusta con
un atenuador variable. El pulso amplificado es introducido dentro del tanque
mediante una antena de banda ancha. Consecuentemente, esta radiacidon
amplificada interacciona con el jet supersénico, polarizando macroscépicamente a
las particulas. Tanto la vdlvula como el AWG estdn sincronizados temporalmente
mediante un generador de pulsos (digital delay generator). En el instante que cesa
el pulso de radiacién, el sistema molecular se relaja emitiendo energia en forma de
radiacion. Esta emisién denominada FID (Free Induction Decay) es registrada por una
segunda antena. A continuacién, esta sefal FID es amplificada y recogida en el
dominio del tiempo mediante un osciloscopio digital de 50GS/s. Este proceso se
repite varios miles de veces con el objeto de ir acumulando los espectros para
aumentar la relacién sefial/ruido, es decir, minimizar todas las sefiales de origen
aleatorio que se recogen en la deteccién aumentando las sefiales coherentes
procedentes de la emisién molecular. Tras este proceso, se realiza la transformacion
de Fourier se obtiene el espectro en el dominio de frecuencias. Para lograr una



mayor reproducibilidad, todos los componentes del equipo se encuentran
sincronizados a un patrén estandar de rubidio de 10 MHz”’.

En nuestro laboratorio existen varios espectrémetros CP-FTMW no-comerciales,
gue funcionan en diferentes rangos de frecuencia. Los utilizados en ese trabajo son
la configuraciéon de bocinas de 2-8GHz y el sistema de parabdlicas de 6-18GHz. En el
primero, la disposicion de las dos antenas/ bocinas es perpendicular con respecto al
jet supersonico, ilustrado en la Figura 9a, mientras que en el sistema de parabdlicas
el posicionamiento es coaxial (Figura 9b).
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Figura 9. a) Esquema del espectrémetro CP-FTMW de bocinas que opera en el
rango de 2-8GHz. b) Vista lateral del espectrémetro LA-CP-FTMW donde se aprecia
el conjunto parabdlico.

4.3.4. MB-FTMW

Una de las deficiencias del CP-FTMW es que no consigue la suficiente resolucién
para poder resolver la estructura hiperfina producida por el acoplamiento de
cuadrupolo nuclear, dificultando su correcta identificacién. Por esta razdn, es
necesario un equipo de mayor resolucién capaz de resolver la estructura hiperfina
como el espectrémetro de microondas con transformada de Fourier de haz
molecular (Molecular-Beam Fourier Transform Microwave, MB-FTMW).

El funcionamiento de este sistema sigue esencialmente los mismos principios que
los anteriormente descritos en el otro equipo diferencidandose en que en este ultimo
presenta un resonador de Fabry-Perot y, en vez de utilizar un AWG, se emplea un
sintetizador de onda fija. El resonador de Fabry-Perot consiste en dos espejos
esféricos de alta reflectancia colocados uno enfrente del otro dentro del tanque
donde ocurre la expansidon supersdnica. Uno de estos estos se encuentra fijo
mientras que el otro es movil, lo cual permite ajustar la distancia entre ellos y
seleccionar con elevada precisidn la frecuencia de polarizacién a la cual se sometera
la muestra. La radiacion de microondas es generada por un sintetizador de
microondas monocromatico y se introduce al resonador mediante una antena
posicionada en el espejo fijo. Esta radiacion emitida por la antena viaja hasta al otro
espejoy es reflejado, llegando al otro espejo y revotando de nuevo. Este movimiento



de vaivén de la radiacion ocasiona un proceso de interferencia, que al cumplirse la
condicién de resonancia de la cavidad (longitud de los espejos es igual a un multiplo
de semilongitudes de onda de la radiacién electromagnética), sera constructiva. Esto
conlleva a la generacién de una onda estacionaria dentro de la cavidad de mayor
intensidad que la inicialmente emitida por la antena, por ende, no es necesario
emplear amplificadores. Por otra parte, los multiples pasos de la radiacion a través
de la muestra favorecen que un mayor nimero de particulas se exciten, lo cual se
verd reflejado en un aumento de la intensidad de la sefal. La resolucién que
podemos a llegar con este sistema es subdoppler siendo posible ver la distribucidn
de velocidades de las moléculas en direccion a favor y en contra de la radiacion,
implicando que una sefial la veamos como un doblete donde la frecuencia real es el
promedio de ambas componentes Doppler.

Las etapas de este equipo,’®”° ejemplificado en la Figura 10, consisten en primero
emitir el pulso molecular (expansion supersénica). Luego se emite la radiacién de
microondas producida por el sintetizador, lo cual provoca la polarizacién de las
moléculas. Una vez cesado el pulso de excitacién, las moléculas emiten radiacién
coherente espontdneamente a las frecuencias de resonancia correspondientes a
cada transicién. Pasado un tiempo, se detecta y amplifica la emision molecular por
un método superheterodino. La seial se registra en el dominio del tiempo v,
mediante la transformacién de Fourier, da lugar al espectro de rotacién en el
dominio de frecuencias.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1.Panorama conformacional de la sulfanilamida

Para facilitar la identificacion de los conférmeros de la sulfanilamida presentes
durante la expansidn supersdnica, se procede a realizar una busqueda conformacional
exhaustiva. Inicialmente, empleamos un método de mecanica molecular con el
programa Schrédinger-Maestro®, el cual nos proporcionara una base de estructuras
posibles que puede adoptar la molecula dentro de un marco de energias dado. En la
busqueda conformacional se utilizaron dos algoritmos: el “Large scales Low Mode” (el
cual usa modos de frecuencia para crear las nuevas estructuras) y el método de Monte
Carlo, usando un campo de fuerzas MMFFs y con una ventana energética de 31kJ/mol
considerando la molécula en fase gas (sin disolvente). Como resultado se obtuvieron un
total de 3 estructuras. Posteriormente, las geometrias resultantes por mecdnica
molecular se optimizan con metodologia MP2 y B3LYP-D3(BJ) con una base de Pople 6-
311++G(d,p). Al aplicar este procedimiento se redujo el nUmero de estructuras a dos.
Sim embargo, a consecuencia del método de busqueda del programa (sampleado de los
modos) ha sido necesario un ajuste manual del grupo NH de la anilina en las estructuras
optimizadas para obtener otras dos estructuras que también se optimizaron.
Finalmente, se obtienen un total de 4 posibles estructuras para el mondmero
representadas en la Figura 11.

Figura 11. Las cuatro conformaciones mas estables de la sulfanilamida calculadas a
B3LYP-D3(BJ)/6-311++G(d,p ).

Las cuatro estructuras obtenidas se muestran en la Figura 11 y pueden clasificarse
como eclipsada (eclipsed, e, a partir de ahora) cuando la orientacién de los hidrégenos
del NH; del grupo sulfonamida esta en oposicidn al anillo aromatico o, en otras palabras,
su direccidn va en conjuncidn con los oxigenos, o alternada (staggered, s, desde este
instante) que es la contraposicidn de la eclipsada, es decir, se encuentra direccionado
hacia al anillo aromatico. Adicionalmente, cuando la amina fendlica (anilina) apunta al
mismo lado que la sulfonamida la categorizamos como arriba (up, u) o al contrario como
abajo (down, d). Esta nomenclatura se ha elegido para respetar la nomenclatura de
otros trabajos en la literatura.®

Por otro lado, la optimizacion geométrica, ademas de ofrecer las estructuras nos
otorga las constantes de rotacién, momentos dipolares constantes de cuadrupolo y las
energias, que seran de gran ayuda para la identificacion conformacional una vez



obtenido el espectro rotacional. Estos valores se encuentran recopilados en la Tabla 3.
A partir de esta informacidn podemos hacernos una cierta idea de las caracteristicas que
presentara nuestro espectro experimental. Por ejemplo, las cuatro especies presentan
constantes de rotacidén muy préximas y energias no muy elevadas, por ende, se esperan
sefiales de todas ellas y que estén muy cercanas entre si. A mayores, todas ellas
presentan un momento dipolar en el eje a bastante alto lo cual facilitard su
identificacion.

Tabla 3. Parametros espectroscépicos y tedricos para los cuatro conférmeros mas
estables del monémero de la SA, junto con las energias calculadas.

Mondmero (B3LYP-D3(BJ)/ MP2)
Pardmetro e-d e-u s-d s-u
A 2553/2556 2553/2555 2554/2557 2554/2557
B 559/561 559/561 558/560 558/560
C 508/510 508/510 507/508 507/508
[ual 4.8/4.1 4.8/4.0 7.0/6.4 7.0/6.4
[us] 0.1/0.1 0.1/0.1 0.0/0.0 0.0/0.0
Jucl 2.2/1.9 3.8/4.0 2.8/2.4 4.4/4.5
Xaa, NA 2.66/2.54 2.51/2.34 2.68/2.57 2.52/2.34
Xbb, NA 2.22/1.94 2.23/1.95 2.21/1.94 2.24/1.95
Xco NA -4.88/-4.48 -4.74/-4.29 -4.89/-4.50 -4.76/-4.29
Xaa, NS -2.57/-2.45 -2.59/-2.57 -5.01/-4.66 -5.01/-4.70
Xbb, NS 0.88/0.88 0.91/1.06 1.79/1.70 1.80/1.71
Xco NS 1.69/1.57 1.68/1.51 3.22/2.96 3.22/2.96
AE 0/0 26/28 141/26 202/94
AEzpe 0/4 23/0 229/144 270/226
AG 0/81 37/0 472/427 507/512

A, By C son las constantes rotacionales medidas en MHz. ug, Us ¥y Uc S€ corresponden con los valores de las tres
componentes del momento dipolar expresadas en Debyes (recordar que 1 D = 3.33564-10-34 C:m). Xaa, Xbb Y Xcc SON los
elementos de la diagonal principal de la matriz tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear. AE representa la
energia relativa. AEzpe se trata de la energia relativa incluyendo la ZPE. Por dltimo, la AG es la energia libre de Gibbs
calculada a 298 K. Todas las energias estan expresadas en cm.

5.2.Panorama conformacional de la sulfanilamida-H:0

En el caso del cluster monohidratado se siguid el mismo procedimiento de modelado
gue para el monédmero. De las 20 estructuras obtenidas inicialmente por mecanica
molecular, se redujeron a 9 después de la optimizacidn. Al igual que para el monémero,
se tuvo que aplicar nuevamente un ajuste manual del grupo amino. Finalmente, se
obtuvieron un total de 16 conférmeros.

La Figura 12 recoge los conférmeros mds estables, por debajo de 500 cm™, que son
los relevantes de cara al experimento. El resto de conféormeros se hayan recopilados en
la FiguraAO1 y TablaAO1 del anexo. Fijdndonos en la geometria molecular nos damos
cuenta de que todas ellas se basan en la estructura monomeérica, pero interaccionando
con el H;0. De las cuatro estructuras del mondmero, las pequefias variaciones en la
posicién que ocupa el agua entre esas configuraciones conllevan a un aumento en el
numero de estructuras. Los seis conférmeros mas estables se catalogan cuatro de ellos
como eclipsados (dos “up” y dos “down”) y los otros dos son alterados. En todos ellos el
agua se posiciona junto al grupo sulfonamida entre el NH; y el S=0 formando una



especie ciclo de seis miembros. La diferencia estructural que presentan las
configuraciones eclipsadas es la orientacion del H,O: en la estructura e-WIl el hidrogeno
estd direccionado hacia fuera de la molécula, mientras que en la estructura e-WIll se
dirige mas hacia el anillo aromatico.

i e-d-WIil

i ﬁ J Q q,
: - 5
e-u-Wil

Figura 12. Las seis estructuras mas estables de la sulfanilamida-agua calculadas a
nivel B3LYP-D3(BJ)/6-311++G(d,p).

Los parametros estructurales de las estructuras mas estables del complejo
sulfanilamida-agua se recogen en la Tabla 4. Todos presentan momentos dipolares
apreciables en los tres ejes de inercia. Sin embargo, al igual que en el mondmero el
momento dipolar en a es sustancialmente el mas alto, por ende, este tipo de
transiciones serdn las que se esperan observar preferentemente. Adicionalmente, estas
seis estructuras son casi isoenergéticas, por lo que se espera que todas ellas aparezcan
en el espectro.

Tabla 4. Parametros espectroscopicos y tedricos para los confdrmeros mas estables
del cluster sulfanilamida-agua, junto con las energias calculadas.

Sulfanilamida-H,O(B3LYP-D3(BJ)
Pardmetro W-s-d W-s-u Wi-e-d Wi-e-u Wil-e-d Wil-e-u
A? 1407 1407 1467 1466 1922 1901
B 506 506 475 475 410 412
c 404 404 396 396 365 366
[1al 5.1 5.0 34 3.3 5.1 5.0
s/ 2.9 3.0 1.9 2.4 2.6 2.7
fuel 1.4 3.0 0.8 2.4 1.0 2.6
Xaa, NA 2.66 2.49 2.77 2.21 2.69 2.41
Xob, NA 2.18 2.26 1.67 1.93 2.16 2.24
Xeo NA -4.83 -4.75 -4.44 -4.14 -4.85 -4.65
Xaa NS -3.99 -3.99 -2.35 -2.37 -1.73 -1.83
Xob, NS 0.78 0.78 1.3 1.30 -0.77 -0.54
Xeo NS 3.21 3.21 1.05 1.07 2.50 2.38
AEP 0 41 154 159 243 263
AEzpe 0 28 55 59 114 128
AGY 283 304 0 3 18 6

A, By C son las constantes rotacionales medidas en MHz. ug, Us y Uc S corresponden con los valores de las tres
componentes del momento dipolar expresadas en Debyes (recordar que 1 D = 3.33564-10-34 C:m). Xaa, Xbb Y Xcc SON los
elementos de la diagonal principal de la matriz tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear. AE representa la
energia relativa. AEzpe se trata de la energia relativa incluyendo la ZPE. Por ultimo, la AG es la energia libre de Gibbs
calculada a 298 K. Todas las energias estan expresadas en cm-L.



5.3 Preparacion de la muestra y simulacidn del espectro rotacional

Este proceso se llevd a cabo a la vez que se realizé la labor computacional. En el
desarrollo experimental se ha empleado una muestra comercial de sulfanilamida
(Cymit). El punto de fusidn de esta muestra es de 1652C, implicando que, por métodos
convencionales de vaporizacidon, como el calentamiento, no van a generar el suficiente
numero de particulas gaseosas para realizar el espectro de microondas y de su complejo
con agua. Por este motivo, se optd por utilizar la ablaciéon laser como sistema de
vaporizacion de muestra. Para ello, se mezclé un polvo finamente dividido del
compuesto con una pequeiia cantidad de aglomerante comercial. A esta mezcla se
introdujo a un troquel y con una prensa hidraulica se ejercid presidn para conseguir una
barra compactada y sélida. La barra se deja en la linea de vacio durante dos o tres
semanas.

Mientras tanto y una vez obtenidos los pardmetros espectroscépicos de las
estructuras mas relevantes, procedemos a prepararnos para la realizacidn experimental.
Lo primero es elegir la zona éptima de trabajo. Para ello, efectuamos una simulacién del
espectro en el rango 2-18GHz empleando las constantes de rotacidn calculadas para el
conférmero mds estable, recogidas en la Tabla 3, y considerando que la temperatura de
rotacidén que se consigue durante la expansion supersoénica es de 2k. Con estos datos el
programa calcula la funcidn de particién de rotacidn necesaria para poder evaluar la
distribucién de poblacidn de los niveles de rotacion que dara cuenta de las intensidades
de las transiciones.

Otro de los factores a tener en consideracidn en la simulacién del espectro son el tipo
de transiciones que posiblemente sean observables. En nuestro caso, existe un
momento dipolar significativo en los ejes a y ¢, por ende, las transiciones de tipoay ¢
son las esperables en el espectro. La simulacion espectral se realizé con las transiciones
de tipo a que son las de mayor momento dipolar en todos los conférmeros y por su
patrén caracteristico, lo cual nos ayudard durante el proceso experimental saber que
todo funciona adecuadamente. El espectro resultante se muestra en la Figura 13.
Concluimos a priori que la zona adecuada del espectro corresponderia para la regién
espectral de 2-16GHz. Como en el grupo GEM tenemos dos espectrémetros que operan
de 1.5-6.5GHz y 6-18 GHz, respectivamente, emplearemos ambos espectrémetros de
banda ancha.
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Figura 13. Simulacion de espectro de la sulfanilamida para las transiciones de tipo a
en la regidn de 2-18GHz.

5.4. Espectro rotacional de banda ancha

Una vez transcurridas unas semanas, se coloca la barra en la tobera de ablacién de
un espectrometro de microondas de transformada de Fourier de banda ancha (LA-CP-
FTMW). Se utilizaron dos espectrometros distintos, uno que opera en la zona de 1.5-
6.5GHz y otro que opera en la zona de 6-18 GHz. Una vez transcurridas unas semanas
de secado de la muestra, el primer paso a dar consiste en transferir moléculas de
sulfanilamida neutra de un sdélido a gas a través de un pulso laser de picosegundos (15
mJ, 20ps). Luego sometemos a las especies que se encuentran en la pluma de ablacién
a una expansién supersoénica empleando un flujo de nedn como gas portador a una
presién de estancamiento de 10 bar, con la finalidad de enfriar a las moléculas a los
niveles fundamentales electrdnicos, vibracion y rotacionales simplificando los
espectros. La generacion de pulsos de excitaciéon de alta energia se manejé con un
generador de onda arbitraria y un amplificador TWT que permitio la polarizacién de las
moléculas en el rango de frecuencias deseado. Se promediaron un total de 92000
decaimientos de induccién libre individuales (4FID en cada ciclo de valvula, a una tasa
de repeticién de 2 Hz) en el dominio del tiempo para la region de baja frecuencia y
128000 para la regidn de alta frecuencia. Posteriormente se aplicé la transformada de
Fourier para adquirir el espectro de banda ancha en el dominio de frecuencias mostrado
en las Figura 14.
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Figura 14. Panel superior: Espectro de rotacidon de banda ancha experimental de la
sulfanilamida en la regién de frecuencias 1.5-6.5 GHz, remarcando las transiciones de
tipo a de la progresién R ()’ €& J”). En tridngulos verdes se indican las transiciones
observadas del isotopologo de 34S. Panel inferior: Espectro de rotacion de banda ancha
experimental en la regidén de 6-14 GHz (este espectro fue optimizado para el complejo
con agua). Las estrellas rojas indican las transiciones del mondémero vy los triangulos
azules las correspondientes al complejo con agua.



Una observacion que se aprecio durante la realizacion del experimento fue que en el
instante que se elimind la influencia del laser, implicé la desaparicion de la mayoria de
las lineas que se encontraban en el espectro. Adicionalmente, algunas de las
transiciones rotacionales vistas presentaban signos de estructura hiperfina debida a la
presencia de dos nucleos de *N con momento de cuadrupolo eléctrico distinto a cero
(/=1). Por estas dos razones podemos justificar que el espectro debe corresponder a la
sulfanilamida.

5.5 Analisis del espectro

5.5.1. Sulfanilamida

Después de la adquisicion del espectro de rotacion procedemos con su andlisis. Como
indica la Tabla 5 los cuatro conférmeros presentan un momento dipolar elevado en el
eje a de inercia. Entonces, la estrategia a seguir consiste en aprovechar el patrén
caracteristico de las transiciones de tipo a pertenecientes a larama R, que se encuentran
separadas B+C siendo este tipo de progresiones practicamente independiente de la
constante A. Por lo tanto, beneficiandonos de esta peculiaridad seguimos la estrategia
de buscar este tipo de progresiones con una separaciéon B+C=1060 MHz, surgiendo de
los valores tedricos de los distintos conférmeros que aparecen en la Tabla 5. Gracias a
esta metodologia conseguimos observar un patrén aproximadamente cada 1078 MHz
correspondientes a una primera especie rotamérica, indicada con estrellas rojas en la
Figura 14. De esta forma conseguimos un set preliminar de constantes rotacionales
determinadas mediante la utilizacién del modelo del rotor rigido®! empleando distintos
softwares®2®3. Debido a este primer conjunto de constantes rotacionales nos ayudd en
la deteccidn de otra serie de progresiones del tipo ¢ de las ramas R y Q, que fueron
posteriormente fueron adicionadas al ajuste y permitieron concluir las constantes de
rotacién de forma mas precisa (sobre todo la A porque con solo transiciones de tipo a
esta constante rotacional estaria indeterminada). El ajuste se concluyd con un total de
109 transiciones rotacionales asignadas de ambos espectros, que se encuentran
recogidas en la TablaAO2 resultando en unas constantes de rotacién iniciales A=2610.6,
B=565.0y C=513.5 MHz.

Finalizado la caracterizacién del primer rotdmero, aun quedaban nuevas lineas
débiles que, como se mencionard mas adelante, pertenecen a los isotopdmeros. No
obstante, ninguna de estas lineas pertenece a la sulfanilamida, concluyendo que solo
presenta un conférmero dominante.



Tabla 5: Comparacion de los pardmetros espectroscépicos de los rotameros
caracterizados con los valores tedricos predichos para las estructuras mas estables del
mondmero

EXPERIMENTAL SA TEORIA (B3LYP-D3(BJ)/ MP2)

Parametros | Rotamero | (LA-MB-FTMW) e-d e-u s-d s-u
A® 2610.4103(21)8 2553/2556 | 2553/2555 | 2554/2557 | 2554/2557
B 565.02163(30) 559/561 559/561 558/560 558/560
C 513.47983(26) 508/510 508/510 507/508 507/508
[ual Observed 4.8/4.1 4.8/4.0 7.0/6.4 7.0/6.4
[us] Not Observed 0.1/0.1 0.1/0.1 0.0/0.0 0.0/0.0
[uc/ Observed 2.2/1.9 3.8/4.0 2.8/2.4 4.4/4.5
Xaa,A 2.4901(56) 2.66/2.54 | 2.51/2.34 | 2.68/2.57 | 2.52/2.34
Xbb, A 1.8486(75) 2.22/1.94 | 2.23/1.95 | 2.21/1.94 | 2.24/1.95
Xeo A -4.3386(75) -4.88/-4.48 | -4.74/-4.29 | -4.89/-4.50 | -4.76/-4.29
XaoS -2.4632(36) -2.57/-2.45|-2.59/-2.57 | -5.01/-4.66 | -5.01/-4.70
Xbb, S 1.3060(64) 0.88/0.88 | 0.91/1.06 | 1.79/1.70 | 1.80/1.71
Xeo'S 1.1572(64) 1.69/1.57 | 1.68/1.51 | 3.22/2.96 | 3.22/2.96
AE? - 0/0 26/28 141/26 202/94
AEzpe€ - 0/4 23/0 229/144 | 270/226
AG? - 0/81 37/0 472/427 | 507/512

Ne 32 - - - -

o 2.5 - - - -

A, By C son las constantes rotacionales medidas en MHz. g, s y Uc Se corresponden con los valores de las tres
componentes del momento dipolar expresadas en Debyes (recordar que 1 D =3.33564:10-3* C:m). Xaq, Xbb Y Xcc SON lOS
elementos de la diagonal principal de la matriz tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear. AE representa la
energia relativa. AEz¢ se trata de la energia relativa incluyendo la ZPE. Por ultimo, la AG es la energia libre de Gibbs
calculada a 298 K. Todas las energias estan expresadas en cm™. N es el nimero de lineas del ajuste. o es la desviacion
RMS del ajuste en KHz. Los nimeros entre paréntesis son el error estandar en unidades de los ultimos digitos.

5.5.2.Especies isotdpicas

A consecuencia de que la espectroscopia de rotacién es muy sensible con la
distribucién de masas dentro de la molécula, por ende, nos permite distinguir entre
especies isotdpicas de una misma molécula (isotopdlogos). Lo cual nos ha permitido
identificar dentro del espectro de rotacién los isotopédmeros de 34S y 13C, ver Tablas A03-
A06. Como se puede apreciar en la Figura 15, se determinaron unas intensidades
relativas del 4.3% para el 3*S, y 1.1% para el 13C con respecto a la especie parental. Estos
resultados estan en buen acuerdo con las abundancias isotdpicas naturales esperadas.
No obstante, también se observa en la Figura 15 que dos isotopdlogos de *3C presentan
una intensidad aproximada del 2%. Este hecho implica que esos isotopdlogos tiene el
doble de intensidad que el resto de carbonos cuya abundancia es del 1%, a razon de que
por simetria esos C se encuentran en posiciones equivalentes. Lo cual demuestra que en
el nivel vibracional v=0 la sulfanilamida pertenece al grupo puntual de simetria Cs.
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Figura 15. Seccion experimental del espectro rotacional de banda ancha de la
sulfanilamida donde se muestra una comparacion entre la transicion de rotaciéon
80s¢707 para los isotopologos de 3C y 3%S de la conformacion eclipsada de la
sulfanilamida.

Pudimos caracterizar y obtener las constantes de rotacién de los distintos
isotopédmeros mostrados en la Tabla 6. Sin embargo, para el isotopédmeros *3C (C1) no
fue posible su medicidn a consecuencia de encontrarse muy proximo al centro de masas
de la molécula, implicando que sus constantes de rotacidn son muy semejantes a las del
parent. Por lo tanto, las lineas que tendrian que ser observables para este isotopdmero
se encuentran contenidas en las del parent. Debido a la falta de mediciéon de este C, de
los Ny O no fue posible concluir la estructura de sustitucidn (rs) de la molécula. Esto nos
impide conocer con mayor precision la disposicidon espacial que ocupan los distintos
nucleos dentro de la molécula en el minimo de la curva de energia potencial.

Tabla 6. Parametros

rotacionales encontrados de los isotopdlogos de Ia
sulfanilamida.

Especie | Parental/Cy 3g 13C,/13C, BT /R T

A? 2610.4103(21) | 2609.397(255) | 2589.792(287) | 2590.101(298) | 2609.44(50)

B 565.02163(30) | 560.90647(109) | 564.78626(130) | 562.48032(134) | 560.3892(187)

C 513.47983(26) |510.09077(105) | 512.52626(126) | 510.62989(115) | 509.65463(172)
Xea1 2.4901(56) 2.49001(56) 2.49001(56) 2.49001(56) 2.49001(56)
Xob,1 1.8486(75) 1.8486(75) 1.8486(75) 1.8486(75) 1.8486(75)
Xeo1 -4.3386(75) -4.3386(75) -4.3386(75) -4.3386(75) -4.3386(75)
Xaa,2 -2.4632(36) -2.4632(36) -2.4632(36) -2.4632(36) -2.4632(36)
Xbb,2 1.3060(64) 1.3060(64) 1.3060(64) 1.3060(64) 1.3060(64)
Xeo.2 1.1572(64) 1.1572(64) 1.1572(64) 1.1572(64) 1.1572(64)
Ne 32 49 35 32 18

o 2.5 37.9 38.3 35.9 44.1




5.6 Espectro de LA-MB-FTMW: andlisis de la estructura hiperfina

Una vez que las constantes de rotacion son determinadas, se debe de continuar con
la identificaciéon conformacional. Como se menciond en el apartado 5.1 las posibles
configuraciones que puede adoptar la sulfanilamida aislada son la e-d, e-u, s-d y s-u. A
consecuencia que son muy similares al Unicamente diferenciarse en las posiciones de
los hidrégenos en las aminas. Esto implica que dicha pequena diferencia no cause un
cambio significativo en la distribucién de masas y, por ende, que sus constantes
rotacionales sean casi idénticas. Este hecho se confirma con la gran similitud de los
valores predichos recogidos en la Tabla 5. Por lo tanto, las constantes de rotacion por si
solas no permiten una identificacién conformacional inequivoca. Afortunadamente, los
elementos diagonales del tensor de acoplamiento del cuadrupolo nuclear de cada uno
de los *N se pueden utilizar como una asignacién precisa, ya que dependen en gran
medida del entorno quimico de cada &tomo de nitrégeno. Los dos nucleos N de los
grupos amina de la sulfanilamida tienen un momento cuadripolar distinto de cero (I=1),
que interactua con el gradiente del campo eléctrico en el sitio de estos nucleos, lo que
da como resultado una estructura hiperfina para todas las transiciones rotacionales®*.
Del analisis de las constantes de acoplamiento de cuadrupolo nuclear (xas, Xbb Xcc)
aportan informacién del entorno electrénico de los nucleos de nitrégenos, siendo esta
como su huella digital, lo cual nos cerciora de cual es incuestionablemente la estructura.
En el caso que nos incumbe, los conférmeros de la sulfanilamida, esta informacién es
crucial ya que da las orientaciones de los dos grupos NH», y nos permitira diferenciar
entre las configuraciones eclipsada y alterada, como podemos apreciar en la Figura 16.

Por esta razdn, el segundo paso fue medir una seleccidn de transiciones rotacionales
usando nuestro espectrometro de haz molecular (MB) con transformada de Fourier que
opera en la zona de 2-8GHz (LA-MB-FTMW)® para resolver la estructura hiperfina.
Elegimos este espectrdmetro porque a menores valores de J las componentes de
cuadrupolo nuclear se encuentran mas separadas y puesto que se midieron transiciones
de tipo a, que cominmente su estructura hiperfina es mas colapsada, por lo que es
preferible medir a menor frecuencia. Se midieron un total de 32 componentes para el
rotdmero | (ver Tabla A08) y del analisis aparte de determinar el cuadrupolo se
determinaron con mayor precision las constantes de rotacién (ver Tabla 5). Un hecho a
mencionar es que en los espectros aparecen todas las transiciones como dobletes,
debido a la configuracién paralela entre haz molecular y la radiacidon de microondas que
crea el efecto Doppler. Por lo tanto, la medida de la frecuencia de resonancia se
determindé como la media aritmética de los dos componentes Doppler. La Figura 16
muestra un ejemplo de los resultados, mostrando la transicién 4146313 del rotdamero
encontrado para la sulfanilamida.
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Figura 16: Transicidon 414¢313 del rotdmero encontrado para el mondmero de la
sulfanilamida. Se muestra una comparacién entre la estructura hiperfina experimental
y la predicha para las configuraciones eclipsada y alternada.

Una vez determinado experimentalmente las constantes de cuadrupolo nuclear se
compararon con las predichas para cada conféormero. Los valores finales se presentan
en la Tabla 5. Como se puede apreciar hay un excelente acuerdo entre los valores
experimentales y tedricos de las constantes de acoplamiento de cuadrupolo nuclear
para el rotamero | con la configuracién sulfanilamida eclipsada (SA-e). Asi, podemos
decir sin ambigliedad que la especie principal de la sulfanilamida es la conformacién
eclipsada. Por otro lado, existen dos posibles configuraciones eclipsada (u y d) con
constantes de rotacidn y constantes de cuadrupolo nuclear semejantes, implicando que,
por este medio, no sea posible su distincién.

5.7 Asignacion conformacional: resolviendo el problema

Para discernir entre ambos conféormeros, exploramos la dependencia de la intensidad
con el poder de polarizacion en un régimen lineal, como ocurre en el MB-FTMW. Como
se observa en la Tabla 5, la configuracién e-u tiene el mismo momento dipolar en los
ejes principales de inercia a y ¢ (relacién 1:1), mientras que para la configuracion e-d el
momento dipolar en el eje a es aproximadamente el doble con respecto al del eje ¢
(relacién 2:1). Por lo tanto, se hizo una comparacion del efecto que provoca el cambio
en la potencia de polarizacion en las transiciones de tipo a y c. Los resultados, que
aparecen en las Figuras 17 y 18, demuestran que al atenuar la potencia de polarizacion
Unicamente las transiciones de tipo a estdn presentes. En cambio, en caso de aumentar
la potencia de polarizacién hay un incremento en transiciones de tipo a y aparecen las
de tipo c. Ademads, el aumento adicional de la potencia de polarizacién satura las
transiciones de tipo a y aumenta las transiciones de tipo ¢ hasta que también se alcanza
la saturacion. Esta dependencia se espera para una situacion en la que ug>uc concuerde
bien con la configuracion e-d. De hecho, estimamos el doble del momento dipolar para
las transiciones de tipo a con respecto a las transiciones de tipo ¢, en excelente acuerdo
con el valor predicho. Por lo tanto, los experimentos apuntan a la configuracion e-d
como el conférmero detectado experimentalmente.
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5.8 Perdida conformacional

Teniendo en cuenta las energias relativas, existen cuatro conférmeros de la
sulfanilamida los cuales deberian estar presentes en el experimento por ser lo
suficientemente estables, pero solamente se ha detecta una Unica estructura. En
consecuencia, las otras tres estructuras deben de haberse perdido durante la expansion
supersonica®®8’. Como se aprecia en la Figura 19, las distintas estructuras se diferencian
en las inversiones de los NH,. La inversién resultante del NH; anilinico proporciona las
estructuras u o d. Por lo tanto, ambas estructuras son similares en energia. Ademas, se
espera que la barrera de interconversiéon entre ambas sea baja, siendo plausible que
durante la expansion supersoénica suceda una relajacién conformacional debido a las
colisiones con el gas portador. Este hecho impediria la deteccién de las especies menos
estables. Para resolver esta incdgnita, procedimos con un cdlculo de la superficie de
energia potencial (SEP) para estimar la barrera de interconversién empleando nuestra
metodologia. El resultado de este analisis, que se encuentra recogido en la Figura 19a,
muestra que la barrera energética que conecta con las configuraciones u y d es inferior
a 100cm?, confirmando la interconversién conformacional. Adicionalmente, las
conformaciones eclipsada y alternada estan conectadas por la inversion del S-NH.. Si se
procede por la misma metodologia empleada con anterioridad la barrera energética es
superior a 1000 cm™ (ver Figura 19b). No obstante, esta no es la forma precisa de
determinar este tipo de barreras y volvimos a estimar la barrera ubicando el estado de
transicion por el cual transcurririan ambos estados mediante el algoritmo QST3%8, La
barrera de interconversién estimada es ~500 cm™ (ver Figura 19c), encontrandose este
valor en el limite de la interconversion conformacional. Esto implica que el proceso de
interconversiéon sucede a través de la inversién S-NH; y no por una rotacidn, al ser el
camino de menor energia. Por lo tanto, esta barrera energética no indica que se
produzca una interconversién total, pero si puede ocurrir una interconversién parcial.
Este hecho, junto a la menor estabilidad de este conféormero, explicaria su no deteccion.
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Figura 19.(a) SEP de relajacidn para la rotacién del angulo diedro C-C-N-H del SA. Este
barrido indica que la interconversién entre los conférmeros u y d es menor de 100 cm”
!.(b) SEP de relajacion para la rotacién del angulo diedro C-S-N-H del SA. Este barrido
indica que la interconversion entre los conférmeros eclipsada y alterada es superior de
1000 cm™. (c) Interconversidn entre las configuraciones eclipsada y alterada de la SA a
través del estado de transicion empleando el método QST3. Todos estos cdlculos fueros
realizados usando B3LYP-D3(BJ)/6-311++G(d,p). En (b) y (c) solo se expone la porcion
relevante del grupo funcional de la molécula implicado para una mejor visualizacién.

5.9 Sulfanilamida monohidratada

Se volvid a repetir el experimento en otras condiciones para medir su complejo
monohidratado en la zona de 6-14GHz (ver Figura 14). Procediendo de manera
semejante al caso del mondmero, nos centramos en encontrar los seis conférmeros del
complejo de la sulfanilamida con agua. En todos los conférmeros existe un valor alto del
momento dipolar en el eje a y por eso utilizamos la misma estrategia que en el caso de
mondmero.

Se identificd rdpidamente una progresion de transiciones de tipo a de la rama R
separadas B+C=908 MHz. El ajuste inicial proporciond unas constantes de rotacién de
mayor precision que produjeron una prediccion mas exacta del espectro de rotacion, lo
gue nos permitié agregar al ajuste transiciones de tipo b y ¢ pertenecientes a la rama R.
En total se midieron 107 transiciones empleando un andlisis de rotor semirrigido,
porque algunas de las transiciones se encontraban a menores frecuencias a las



predichas. Por ello, fue necesario introducir en el ajuste correcciones cuarticas de
distorsién centrifuga. Las constantes rotacionales experimentales finales se muestran
en la Tabla7. Todas las transiciones rotacionales medidas se recogen en el anexo Tabla
AO07.

Tabla 7: Comparacion de los parametros espectroscépicos de los rotameros
caracterizados con los valores tedricos predichos para las estructuras mas estables del
cluster con agua.

EXPERIMENTAL SA-W TEORIA(B3LYP-D3(BJ)
Parametros | Rotamero Il (LA-CP-FTMW) s-WI e-WII e-WIlI
A? 1411.3989(64) 1407 1467 1922
B 504.6184(13) 506 475 410
C 403.6054(13) 404 396 365
[Ual Observed 5.1 3.4 5.1
[us/ Observed 2.9 1.9 2.6
Jucl Observed 1.4 0.8 1.0
A -0.02045(262) -0.02 -0.15 -0.04
A -0.326(49) -0.11 0.13 1.30
Ax -0.067(179) -0.11 -2.32 -14.44
Xaa, A 2.66 2.77 2.41
Xbb,A 2.18 1.67 2.24
XeoA -4.84 -4.44 -4.65
Xaa,S -3.99 -2.35 -1.83
Xbb, S 0.78 1.30 -0.54
XeoS 3.21 1.05 2.38
AE? 0 154 263
AEzp° 0 55 128
AGY 283 0 6
NE 107
o 67.5

A, By C son las constantes rotacionales medidas en MHz. g, s y Uc S€ corresponden con los valores de las tres
componentes del momento dipolar expresadas en Debyes (recordar que 1 D = 3.33564:10-34 C:m). Xaa, Xbb Y Xcc SON lOS
elementos de la diagonal principal de la matriz tensor de acoplamiento de cuadrupolo nuclear. AE representa la
energia relativa. AEz¢ se trata de la energia relativa incluyendo la ZPE. Por ultimo, la AG es la energia libre de Gibbs
calculada a 298 K. Todas las energias estan expresadas en cm™. N es el nimero de lineas del ajuste. o es la desviacion
RMS del ajuste en KHz. Los nimeros entre paréntesis son el error estdndar en unidades de los ultimos digitos.

Al eliminar las lineas de rotacién del monédmero encontrado anteriormente para los
isotopdlogos y para el complejo con agua recién identificado, en el espectro no
guedaron sefiales significativas sin asignar, lo que sugiere que no hay mds especies

presentes.

Como se indicd anteriormente, para este complejo con agua hay una gran variedad
de estructuras: son las mismas estructuras que el mondmero pero con una molécula de
agua unida a la sulfonamida, siendo la configuracidon alternada la mdas estable.
Afortunadamente, debido a la diferencia en la posicidon del agua, el cambio en las
constantes rotacionales es suficiente para distinguir entre conférmeros , no teniendo
gue recurrir a medir el cuadrupolo nuclear. Al comparar los pardmetros rotacionales



experimentales con los tedricos presentes en la Tabla 7, los resultados afirman
inequivocamente que el agua prefiere interactuar con la configuracién alternada en la
sulfanilamida. Ademas, no solo las constantes rotacionales experimentales son
practicamente idénticas a las tedricas, si no que otro motivo es la mayor semejanza
entre las constates de distorsion centrifuga tedrico-experimental. Concluyendo que la
estructura preferente para el cluster con agua es la especie s-WI (alternada), que
ademas es el conférmero de mayor estabilidad.

Al igual que ocurria en el caso anterior solo se observd una Unica especie
microsolvatada. Nuevamente, se puede explicar la ausencia de la configuracién
eclipsada por la interconversiéon conformacional. En consecuencia, inicialmente
realizamos una exploracidn de la PES entre las distintas configuraciones eclipsadas (ver
Figura 20a), estimando una barrera de energia infima (28 cm™) siendo suficiente la
energia procedente de del v=0 para sobrepasarla. De igual forma que en el caso del
mondmero evaluamos la barrera a través de la inversidon de S-NH; como se aprecia en
la Figura 20b. En esta ocasion la barrera de interconversién es de 383 cm (inferior a la
encontrada para el mondmero), lo cual explica la presencia de un Unico conférmero en
la expansidn supersonica.
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Figura 20. (a) Interconversién entre las conformaciones alternada y eclipsada del
complejo sulfanilamida-agua a través del estado de transicién empleando el método
QST3. La barrera estimada es de 380 cm™ (b) PES de relajacién de la rotacién del dngulo
diedro H-O-H-O del SA-agua. En este PES apreciamos que la interconversion entre los
conférmeros e-WI y e-WII es inferior de 28 cm™. Todos los calculos fueron realizados
con metodologia B3LYP-D3(BJ)/6-311++G(d,p).



5.10 Interacciones intramoleculares

Una vez identificada cual es la estructura del monémero, a partir de ella podemos
extraer informacidn relevante sobre las interacciones intramoleculares dentro de la
molécula. El caso de la sulfanilamida es especialmente interesante, porque la
configuracion alternada presenta una estabilizacién adicional debida a la interaccidon N-
Heeerr, mientras que la configuracidon eclipsada pierde esa interaccidon a favor de dos
interacciones N-Heee(O=S mas direccionados y con mejor solapamiento. Los calculos
usando la metodologia B3LYP estiman que el conférmero con interaccién N-Heeert es
230 cm™! menos estable, mientras que en el caso de utilizar la metodologia MP2 el valor
es similar pero algo menor (144 cm™). Entonces, a partir de los resultados
experimentales podemos confirmar que la interaccion N-Heee(Q=S aporta una mayor
estabilidad frente a la N-Hee ey,

5.11 Interacciones intermoleculares

En las estructuras mads estables para el complejo de la sulfanilamida con agua, el agua
actlia como un doble donor: por un lado actiia como donante de protones a la molécula
de sulfanilamida a través de un enlace de hidrégeno OHeee(O=Sy, por otro lado, procede
como aceptor de protones con el NH de la sulfanilamida a través de un enlace de
hidrégeno NHee Q. Esta disposicion permite que el complejo forme una red ciclica de
hidrégeno y confiere a la molécula, tanto para la configuracion eclipsada como a la
alternada, una gran estabilidad. Curiosamente, entre ambas configuraciones se observa
la alternada vy, por lo tanto, deberia ser mas estable, en contraposicion a la molécula
aislada donde la eclipsada es la mas estable.

Debido a que es muy interesante comparar la situacién entre ambas configuraciones
para explicar tal estabilizacién, llevamos a cabo un analisis por NCI8%°°, La comparacién
puede verse en la Figura 21, y confirma la estabilizacién de ambas configuraciones
mediante una fuerte red cooperativa de enlaces de hidrogeno N-Heee(Q-Heee(O=S, La
imagen también indica que la configuracién alternada presenta una interaccién
intermolecular C-Heee(Q adicional que estabiliza preferente la configuracion alternada
sobre la eclipsada.

Finalmente, también cuantificamos la preferencia de la configuracién alternada
mediante el cdlculo de energias de disociacién (Do) de ambas configuraciones. La forma
alternada tiene una energia de disociacién de 39.0 kJ mol?l, mientras que la
conformacion eclipsada de 33.6 kJ mol™? confirmando la estabilizacién adicional de la
forma alternada. Ademas, comparando estos resultados de energias de disociacidn con
compuestos semejantes (Tabla 8), podemos concluir que la interaccién entre la
sulfanilamida y el agua es considerablemente fuerte.
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Figura 21. Comparacién entre las configuraciones eclipsada (izquierda) y alternada
(derecha) del complejo de la sulfanilamida-agua, donde se muestran los resultados del
anadlisis de las interacciones inter- e intra-moleculares usando NClplot. a) Vista
isométrica, b) de perfil y c) de planta. La superficie roja corresponde a fuerzas de
repulsién fuertes, las superficies azules a fuerzas no covalentes de fuertes atraccion y
las superficies verdes a una interaccién atractiva débil.

Tabla 8. Comparacion de las energias de enlace de la sulfanilamida-agua con sistemas
similares.

Especie Energia/Do (k) mol?) Método Referencia
SA-agua alternada 39.0 B3LYP-D3(BJ)/6-311++G(d,p) | Este trabajo
SA-agua eclipsada 33.6 B3LYP-D3(BJ)/6-311++G(d,p) | Este trabajo

Acido Benzoico-agua 30.5 B3LYP/6-311++G(2fd,2pd) Ref?
Fenol-agua 23.9 MATI Ref*?
Indol-agua 20.4 MATI Ref%?




5.12 Implicacion biolégica

Estos resultados son muy emocionantes ya que hay un cambio conformacional de
una configuracion eclipsada cuando la molécula estad aislada, a una conformacién
alternada cuando se introduce agua. Por lo tanto, una sola molécula de agua actia como
un selector conformacional. Motivados por estos hallazgos, contrastamos nuestros
resultados con los cdlculos de Acoplamiento Molecular (Docking). El Acoplamiento
Molecular se utiliza para posicionar la estructura 3D generada por ordenador de
pequeiios ligandos en una estructura receptora en una variedad de orientaciones,
conformaciones y posiciones evaluando las fuerzas intermoleculares. Este método es de
gran utilidad en el descubrimiento temprano de farmacos, su desarrollo o la quimica
médica, entre otros, y proporciona informacion sobre el reconocimiento molecular. Se
puede utilizar para generar ideas sobre la conformacién 3D de compuestos o
macromoléculas, interacciones proteina-ligando y para hacer predicciones sobre
actividades bioldgicas. De hecho, el Acoplamiento Molecular se ha convertido en una
parte integral del disefio de farmacos asistidos por computadora (CADD, por sus siglas
en inglés) y su descubrimiento (CADDD)?.

Se sabe que la sulfanilamida interacciona con el receptor de la DHPS. Por ello,
descargamos la enzima DHPS (pdb: 1aj0)°* con una resolucién de 2 Angstrom. Debido a
que la estructura de la DHPS se obtuvo mediante cristalografia de rayos X, fue necesaria
una preparacién de la proteina® previa a su optimizacion. Seguidamente, para la
optimizacién, se optd por emplear un campo de fuerzas OPL3 junto al modelo VSGB®®,
El VSBG es un modelo de modelizacidn estructural de proteinas de alta resolucién que
incluye implicitamente un modelo del disolvente, asi como correcciones basadas en la
fisica para enlaces de hidrdgeno, interacciones m-m, interacciones de autocontacto e
interacciones hidrofébicas. Por esta razén es adecuado para el modelaje de estructuras
proteicas de alta resolucion y para tratar la descripcidon continua de la solvatacién. Como
se puede ver en la Figura 22, la optimizacidn mediante este modelo predice con éxito
una interaccion entre la sulfanilamida y el residuo Ser219 con la cual se sabe que
interactua. Ademas, el modelo sugiere que la sulfanilamida se sitia en la orientacién
alternada cuando se incluye la solvatacion. Por otro lado, en la Figura 22 también se
muestra como la misma optimizacién empleando un modelo de sin disolvente (es decir,
en vacio) da un acoplamiento en el que la sulfanilamida estd en la conformacion
eclipsada. Es interesante ver que se observa el mismo resultado tanto en nuestros
resultados usando espectroscopia rotacional en fase gaseosa, como en la modelizacién
en fase condensada. Por lo tanto, nuestros resultados también confirman la importancia
de utilizar modelos de Ultima generacidn tales como el modelo de solvataciéon VSGB, que
son relevantes para modelar estructuras de proteinas de alta resolucién, lo que permite
una solucién mds adecuada para abordar problemas "reales", como el modelado de
funciones bioldgicas, descubrimiento de estructuras basada en farmacos, o disefio de
farmacos.
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Figura 22. Panel izquierdo: comparacién entre la estructura obtenida
experimentalmente de la sulfanilamida en condiciones de aislamiento (abajo) y su
estructura acoplada dentro del centro activo de la 1aj0, tal y como es encontrada en el
cristal®® y minimizada con ausencia de disolvente (arriba). Panel central: representacion
visual 2D de las interacciones de la sulfanilamida dentro del centro activo de la 1aj0.
Panel derecho: comparaciéon entre las estructuras obtenidas experimentalmente del
complejo sulfanilamida-agua en condiciones de aislamiento (abajo) y su estructura
acoplada dentro del centro activo de la 1aj0, tal y como es hallada en el cristal®* y
minimizada con el modelo VSGB (arriba).

A partir de estos resultados, podemos hacer una pequefia discusion sobre la posible
implicacion biolégica en la migracién de la sulfanilamida desde el medio biolégico al
receptor, ejemplificada en la Figura 23. Por ejemplo, a pesar de que la configuracién mas
estable de la sulfanilamida es la forma eclipsada, esta disposicion puede implicar
problemas. Debido a que el grupo S-NH; apunta hacia el area circundante, esto podria
conllevar a una menor posibilidad de que la molécula alcance su receptor proteico, al
reaccionar el grupo S-NH; con otras moléculas en el medio. Sin embargo, en el momento
gue las moléculas de agua interactuan con la sulfanilamida, esto puede ocasionar un
cambio conformacional variando la configuracién de la forma eclipsada a la alternada,
“protegiendo” el grupo funcional amino y disminuyendo la reactividad de Ia
sulfanilamida. De hecho, como hemos mostrado arriba, la energia de enlace de la
configuracion alternada es inusualmente alta. Otro argumento para corroborar esta
propuesta es que la sulfanilamida se protona en el NH de la parte anilinica en disolucién
y, en cambio, en fase gas la protonacién se lleva a cabo en el S-NH»%’. Después de la
solvatacion, el complejo de la sulfanilamida-agua se aproxima al receptor en la
conformacidn alternada y finalmente soltara el agua uniéndose al receptor. Por lo tanto,



puede ser que el agua actie como un escudo para proteger la molécula durante el
trayecto de la sulfanilamida hasta llegar al receptor. De hecho, los procesos bioldgicos
son el resultado de minimizaciones de las energias libre de Gibbs.
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Figura 23. Esquema simplificado del posible trayecto de la sulfanilamida desde el medio
extracelular hasta el centro activo de la DHPS.



6. CONCLUSIONES

Hemos caracterizado la especie monomérica de la sulfanilamida y su complejo con
una molécula de agua en condiciones de aislamiento en fase gas utilizando técnicas de
ablacién laser combinadas con espectroscopia de rotacidén. Esto nos ha permitido la
identificacion inequivoca de su estructura intrinseca, permitiendo evaluar las
interacciones intra- e intermoleculares que las gobiernan.

Para cada especie, hemos encontrado un solo conférmero que coincide con las
especies predichas como las mds estables. El resto de los conférmeros estables se
pierden debido a la relajacién conformacional ocurrida en el proceso de la expansién
supersonica.

Observamos que con afadir tan solo una molécula de agua se produce un cambio en
la disposicion conformacional. Esto nos ha llevado a pensar que quizas el agua actle
como un escudo en fases condesadas del ambiente biolégico protegiendo a
sulfanilamida en su camino hasta llegar al receptor. Comprobamos que este cambio
conformacional también ocurre al realizar un modelado de acoplamiento molecular
entre la sulfanilamida y su receptor cuando se aplican modelos con solvatacién implicita
de dltima generacion.
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FTMW.
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transiciones del monédmero y los triangulos azules las correspondientes al complejo
con agua


https://es.wikipedia.org/wiki/%C3%81cido_tetrahidrof%C3%B3lico

Figura 15. Seccion experimental del espectro rotacional de banda ancha de la
sulfanilamida donde se muestra una comparacién entre la transicién de rotacién
80s&707 para los isotopologos de 3C y 3* S de la conformacidn eclipsada de la
sulfanilamida.

Figura 16: Transicidn 414¢313 del rotamero encontrado para el mondmero de la
sulfanilamida. Se muestra una comparacién entre la estructura hiperfina
experimental y la predicha para las configuraciones eclipsada y alternada.
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Este barrido indica que la interconversidn entre los conférmeros u y d es menor de
100 cm™. (b) SEP de relajacién para la rotacion del dngulo diedro C-S-N-H del SA. Este
barrido indica que la interconversién entre los conférmeros eclipsada y alterada es
superior de 1000 cm™. (c) Interconversion entre las configuraciones eclipsada y
alterada de la SA a través del estado de transicién empleando el método gst3. Todos
estos calculos fueros realizados usando B3LYP-D3(BJ)/6-311++G(d,p). (b) y (c) solo
se expone la porcién relevante de la molécula para una mejor visualizacidn.

Figura 20. (a) Interconversidn entre las conformaciones alternada y eclipsada del
complejo sulfanilamida-agua a través del estado de transicion empleando el método
gst3. La barrera estimada es de 380cm™ (b) PES de relajaciéon de la rotacion del
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(derecha) del complejo de la sulfanilamida-agua, donde se muestran los resultados
del analisis de las interacciones inter- e intramoleculares usando NClplot. a) vista
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Figura 22. Panel izquierdo: comparacion entre la estructura obtenida
experimentalmente de la sulfanilamida en condiciones de aislamiento (abajo) y su
estructura acoplada dentro del centro activo de la 1aj0’, tal y como es encontrada
en el cristal® y minimizada con ausencia de disolvente (arriba).Panel central:
representacion visual 2D de las interacciones de la sulfanilamida dentro del centro



activo de la 1aj0’. Panel derecho: comparacién entre las estructuras obtenidas
experimentalmente del complejo sulfanilamida-agua en condiciones de aislamiento
(abajo) y su estructura acoplada dentro del centro activo de la 1aj0’, tal y como es
hallada en el cristal®* y minimizada con el modelo VSGB (arriba).

Figura 23. Esquema simplificado del posible trayecto de la sulfanilamida desde el
medio extracelular hasta el centro activo de la DHPS.
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9. ANEXO

Figura AOX. Algunas de las estructuras menos estables de sulfanilamida-agua calculadas mediante B3LYP/6-
311**G(d,p) D3(BJ) y su energia relativa al minimo global.

Will-e-d WIV-e-u WiIl-s-d
AE=870 cm™! AE=947cm™? AE=1091 cm!

< <
WV-e-d WVI-e-d WVIil-e-d
AE=1237 cm? AE=1633 cm'! AE=1659 cm™

Tabla AO1. Parametros espectroscdpicos y energéticos de los conformeros mas altos en energia del complejo con agua.

Especie e-d-WIII  e-u-WIV sd-WIl e-d-WV e-d-WVI e-d-WVII
AC 1365.8 1133.8 1345.2 1802.0 1648.4 1755.0
B 508.2 534.4 516.9 361.5 374.8 358.9
c 469.8 393.2 457.4 323.0 369.9 358.7
{ual 4.7 -4.0 8.1 7.3 -2.0 0.5
s/ 0.7 1.8 2.4 0.7 -0.3 -1.2
Juel 0.0 -2.5 1.1 2.1 0.0 5.6
Xaa, NA 2.70 2.61 2.74 2.59 1.71 1.39
Xob,NA -4.92 2.22 -2.46 1.98 -3.69 1.73
Xeo NA 2.22 -4.84 -0.28 -4.58 1.98 -3.13
Xaa,NS -3.09 -2.86 -4.55 -2.89 -4.39 -1.27
Xob,NS 1.65 0.25 1.89 1.16 2.78 1.52
X, NS 1.45 2.61 2.66 1.73 1.61 -0.25
AF? 1144 1201 1302 1644 1905 1933
AEzpc* 870 947 1091 1237 1633 1659
AGY 1144 691 1008 665 784 729




Tabla A02. Frecuencias y residuales medidos (en MHz) para las transiciones rotacionales del rotamero I utilizando
el espectrometro LA-CP-FTMB.

! ! 4 "

J' K—l K ) J” K—l K 1 Vobs Vobs - Vcal
1 1 0 0 0 0 3175.558 -0.064
2 1 1 1 1 0 2208.585 0.039
2 1 1 1 0 1 4305.700 0.033
3 0 3 2 0 2 3231.695 -0.042
3 1 3 2 1 2 3157.551 0.042
3 1 2 2 1 1 3312.222 0.010
3 2 1 2 2 0 3239.375 0.014
3 2 2 2 2 1 3235.518 0.014
3 1 2 2 0 2 5461.852 0.013
4 0 4 3 0 3 4304.363 -0.044
4 1 4 3 1 3 4209.059 0.031
4 1 3 3 1 2 4415.175 0.040
4 2 3 3 2 2 4313.251 -0.006
4 2 3 4 1 3 5958.213 0.067
5 0 5 4 0 4 5373.322 -0.048
5 1 5 4 1 4 5259.590 0.034
5 1 4 4 1 3 5517.008 -0.030
5 2 3 4 2 2 5409.582 0.078
5 2 4 4 2 3 5390.359 -0.010
5 3 3 4 3 2 5395.762 0.066
5 4 2 4 4 1 5394.643 -0.001
5 2 4 5 1 4 5831.447 -0.029
6 0 6 5 0 5 6437.663 -0.045
6 1 6 5 1 5 6308.940 -0.051
6 2 5 5 2 4 6466.643 -0.037
6 2 5 6 1 5 5680.448 -0.082
7 2 6 7 1 6 5505.994 0.002
8 2 7 8 1 7 5308.782 0.033
9 2 8 9 1 8 5089.941 0.005

10 2 9 10 1 9 4850.980 -0.002
11 2 10 11 1 10 4593.660 0.003
12 2 11 12 1 11 4320.141 0.010
6 2 4 5 2 3 6499.966 -0.003
6 1 5 5 1 4 6617.646 0.028
7 1 7 6 1 6 7357.157 -0.005
7 0 7 6 0 6 7496.702 0.001
7 2 6 6 2 5 7542.059 0.037
7 2 5 6 2 4 7594.869 0.061
7 3 4 6 3 3 7558.286 0.075
7 3 5 6 3 4 7556.878 0.076
7 4 3 6 4 2 7554.286 -0.009
7 5 3 6 5 2 7552.907 -0.007
7 1 6 6 1 5 7716.553 -0.008
5 1 4 4 0 4 7858.135 0.226
2 2 0 1 1 0 8346.013 -0.119
2 2 1 1 1 1 8396.418 -0.297
8 1 8 7 1 7 8404.021 0.060
8 0 8 7 0 7 8549.908 0.036
8 2 7 7 2 6 8616.259 0.002
8 3 6 7 3 5 8638.163 -0.001
8 3 5 7 3 4 8640.974 -0.003
8 2 6 7 2 5 8694.363 0.016
8 1 7 7 1 6 8813.495 -0.006
6 1 5 5 0 5 9101.634 -0.531
3 2 1 2 1 1 9376.649 -0.284
9 1 9 8 1 8 9449.298 0.019
3 2 2 2 1 2 9526.503 -0.256
9 0 9 8 0 8 9597.005 0.007
9 2 8 8 2 7 9689.182 -0.037
9 4 5 8 4 4 9715.740 -0.044
9 5 5 8 5 4 9712.782 -0.030
9 3 7 8 3 6 9720.027 -0.018
9 3 6 8 3 5 9725.203 0.016
9 2 7 8 2 6 9798.715 0.081
9 1 8 8 1 7 9908.043 0.009
7 1 6 6 0 6 10381.271 0.242
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Tabla A03. Frecuencias y residuales medidos (en MHz) para las transiciones rotacionales del isotopdmero de 34S
del rotdmero I utilizando el espectrémetro LA-CP-FTMB.

J ’ Kil :_1 J " Kill K-:-,l Vobs Vobs - Vcal
4 1 4 3 1 3 4180.469 -0.037
5 0 5 4 0 4 5336.377 -0.007
5 1 5 4 1 4 5223.998 0.046
5 1 5 4 1 3 5477.823 0.001
5 2 4 4 2 3 5352.895 0.004
6 0 6 5 0 5 6393.617 0.003
6 1 6 5 1 5 6266.322 -0.013
6 2 5 4 2 4 6421.772 -0.005
7 0 7 6 0 6 7445.715 0.018
7 2 6 6 2 5 7489.677 -0.046
7 2 5 6 2 4 7541.061 0.067
7 1 6 6 1 5 7661.922 0.027
8 1 8 7 1 7 8347.451 0.094
8 0 8 7 0 7 8492.080 0.017
8 2 7 7 2 6 8556.652 0.074
8 1 7 7 1 6 8751.230 0.038
9 1 9 8 1 8 9385.742 0.006
9 0 9 8 0 8 9532.567 0.049
9 2 8 8 2 7 9622.184 -0.016
9 2 7 8 2 6 9728.670 0.093
9 1 8 8 1 7 9838.173 0.010
10 1 10 9 1 9 10422.628 0.018
10 0 10 9 0 9 10567.213 0.052
10 2 9 9 2 8 10686.417 -0.024
10 3 7 9 3 6 10735.322 0.019
10 2 8 9 2 7 10829.123 0.045
10 1 9 9 1 8 10922.369 -0.006
11 1 11 10 1 10 11457.914 -0.029
11 0 11 10 0 10 11596.446 0.022
11 2 10 10 2 9 11749.144 -0.015
11 3 8 10 3 7 11815.600 0.009

11 2 9 10 2 8 11933.380 0.025
12 1 12 11 1 11 12491.707 -0.030
12 0 12 11 0 11 12621.048 0.013
12 2 11 11 2 10 12810.173 -0.046
12 3 10 11 3 9 12877.363 -0.051
12 3 9 11 3 8 12898.272 -0.062
12 2 10 11 2 9 13040.533 0.030
12 1 11 11 1 10 13080.573 -0.023
13 1 13 12 1 12 13524.012 -0.013
13 0 13 12 0 12 13641.922 0.027
13 2 12 12 2 11 13869.459 -0.035
8 3 6 7 3 5 8577.896 0.031
8 3 5 7 3 4 8580.546 -0.008
10 3 8 9 3 7 10726.913 -0.000
11 3 9 10 3 8 11802.006 -0.031
11 1 10 10 1 9 12003.323 -0.034
13 3 11 12 3 10 13952.857 -0.040
13 3 10 12 3 9 13983.914 -0.043




Tabla A04. Frecuencias y residuales medidos (en MHz) para las transiciones rotacionales de los isotopdmeros de
13C,=13Cs rotamero I utilizando el espectrometro LA-CP-FTMB.

! ! 4 "

J' K—l K ) J” K—l K 1 Vobs Vobs - Vcal
6 1 6 5 1 5 6299.407 -0.029
5 1 4 4 1 3 5512.680 -0.038
5 2 3 4 2 2 5404.192 -0.011
5 0 5 4 0 4 5366.679 -0.023
4 1 4 3 1 3 4202.741 -0.027
8 0 8 7 0 7 8537.560 0.034
8 1 8 7 1 7 8391.008 0.056
8 1 7 7 1 6 8806.062 0.019
9 1 9 8 1 8 9434.502 0.034
9 0 9 8 0 8 9582.456 0.041
9 2 8 8 2 7 9677.780 -0.097
9 1 8 8 1 7 9899.330 -0.015
10 1 10 9 1 9 10476.405 0.011
10 0 10 9 0 9 10621.322 0.057
10 2 8 9 2 7 10899.642 0.017
10 1 9 9 1 8 10989.671 -0.001
11 1 11 10 1 10 11516.677 -0.027
11 0 11 10 0 10 11654.645 0.044
11 2 10 10 2 9 11816.371 -0.061
11 2 9 10 2 8 12011.893 0.028
11 1 10 10 1 9 12076.479 -0.032
12 1 12 11 1 11 12555.363 -0.042
12 0 12 11 0 11 12683.287 0.037
12 2 10 11 2 9 13126.909 0.034
7 0 7 6 0 6 7486.450 0.019
7 2 6 6 2 5 7533.433 0.006
7 2 5 6 2 4 7588.246 0.077
7 1 6 6 1 5 7710.262 0.032
8 2 7 7 2 6 8606.317 0.006
10 2 9 9 2 8 10747.937 -0.030
10 3 7 9 3 6 10800.409 0.011
11 3 9 10 3 8 11872.726 0.019
12 2 11 11 2 10 12883.078 -0.050
12 3 9 11 3 8 12977.742 -0.042
13 0 13 12 0 12 13708.183 -0.036



Tabla A05. Frecuencias y residuales medidos (en MHz) para las transiciones rotacionales de los isotopdmeros de
13C3-13Cs rotamero I utilizando el espectrémetro LA-CP-FTMB.

J ’ Kil K:_]_ J " Kill K-:-,l Vobs Vobs - Vcal
5 1 5 4 1 4 5231.762 0.012
5 0 5 4 0 4 5345.9831 -0.038
5 1 4 4 1 3 5490.7481 -0.010
6 1 6 5 1 5 6275.511 -0.065
6 0 6 5 0 5 6404.635 -0.047
7 0 7 6 0 6 7457.942 0.030
7 2 6 6 2 5 7504.210 0.070
8 0 8 7 0 7 8505.245 0.029
8 1 8 7 1 7 8359.318 0.049
8 1 7 7 1 6 8771.176 0.017
9 1 9 8 1 8 9398.937 0.030
9 0 9 8 0 8 9546.392 0.001
9 1 8 8 1 7 9860.267 0.030
10 0 10 9 0 9 10581.626 0.038
10 1 10 9 1 9 10436.975 -0.001
10 2 9 9 2 8 10706.315 -0.049
11 1 11 10 1 10 11473.428 -0.020
11 0 11 10 0 10 11611.354 0.046
11 2 10 10 2 9 11770.760 -0.013
11 1 10 10 1 9 12029.102 -0.028
12 1 12 11 1 11 12508.327 -0.003
12 0 12 11 0 11 12636.335 -0.016
8 3 6 7 3 5 8595.227 -0.010
8 2 6 7 2 5 8652.605 0.080
9 2 8 8 2 7 9640.332 -0.023
10 2 8 9 2 7 10855.718 0.035
12 2 11 11 2 10 12833.397 -0.047
12 3 10 11 3 9 12903.790 0.005
12 3 9 11 3 8 12926.387 -0.026
13 1 13 12 1 12 13541.653 -0.007
13 0 13 12 0 12 13657.723 0.018
13 2 12 12 2 11 13894.190 -0.051

Tabla A06. Frecuencias y residuales medidos (en MHz) para las transiciones rotacionales de los isotopomeros de
13C4rotamero I utilizando el espectrometro LA-CP-FTMB

J ’ K:]_ K:_]_ J " K:']_ K:_ll Vobs Vobs - Vcal
7 0 7 6 0 6 7439.174 -0.001
8 0 8 7 0 7 8484.741 0.075
9 0 9 8 0 8 9524.308 0.045
9 1 8 8 1 7 9829.338 0.069
10 1 10 9 1 9 10413.578 0.006
10 0 10 9 0 9 10558.100 0.039
10 1 9 9 1 8 10912.561 0.032
11 1 11 10 1 10 11447.997 -0.026
11 0 11 10 0 10 11586.490 0.003
12 1 12 11 1 11 12480.912 -0.027
12 0 12 11 0 11 12610.230 -0.029
8 1 8 7 1 7 8340.138 0.041
8 1 7 7 1 6 8743.293 0.028
10 2 9 9 2 8 10676.909 -0.040
11 2 10 10 2 9 11738.734 -0.004
12 2 11 11 2 10 12798.848 -0.027
12 3 9 11 3 8 12886.663 0.010
12 1 11 11 1 10 13068.773 -0.114



Tabla A07. Frecuencias y residuales medidos (en MHz) para las transiciones rotacionales del rotamero II utilizando
el espectrometro LA-CP-FTMB.

J ’ Kil K:_]_ J " Kill K-:-,l Vobs Vobs - Vcal
7 3 4 6 3 3 6448.807 0.213
7 2 5 6 2 4 6635.755 0.069
8 0 8 7 0 7 6813.917 0.098
8 2 7 7 2 6 7170.192 0.006
8 3 6 7 3 5 7318.686 0.039
8 3 5 7 3 4 7408.802 0.013
8 1 7 7 1 6 7462.613 0.014
3 3 1 2 2 0 7507.873 -0.026
9 1 9 8 1 8 7563.386 -0.040
6 2 5 5 1 4 7565.108 -0.363
9 0 9 8 0 8 7610.924 0.069
8 2 6 7 2 5 7616.914 0.009
9 2 8 8 2 7 8035.138 0.011
7 2 6 6 1 5 8184.506 0.107
9 3 7 8 3 6 8232.431 -0.009
9 4 6 8 4 5 8245.525 0.066
9 4 5 8 4 4 8257.785 0.040
9 1 8 8 1 7 8317.371 -0.032
10 0 10 9 1 9 8328.290 -0.031
10 1 10 9 1 9 8378.405 -0.059
9 3 6 8 3 5 8387.216 0.061
4 3 2 3 2 1 8399.474 0.117
4 3 1 3 2 1 8402.269 0.156
10 0 10 9 0 9 8409.605 -0.001
4 3 2 3 2 2 8438.717 -0.202
4 3 1 3 2 2 8441.640 -0.036
9 2 7 8 2 6 8585.915 -0.023
10 2 9 9 2 8 8890.802 0.056
10 3 8 9 3 7 9140.937 -0.015
10 1 9 9 1 8 9145.949 0.021
11 0 11 10 1 10 9160.437 -0.023
11 1 11 10 1 10 9190.790 -0.037
10 4 6 9 4 5 9199.311 -0.017
11 0 11 10 0 10 9210.552 -0.051
11 1 11 10 0 10 9240.951 -0.019
5 3 3 4 2 2 9260.327 -0.023
5 3 2 4 2 2 9271.376 0.069
10 3 7 9 3 6 9382.449 0.005
5 3 2 4 2 3 9387.779 -0.016
10 2 8 9 2 7 9537.288 -0.051
11 2 10 10 2 9 9737.294 0.039
11 1 10 10 1 9 9952.645 -0.019
12 0 12 11 1 11 9983.194 0.008
12 1 12 11 1 11 10001.277 -0.029
12 0 12 11 0 11 10013.484 -0.069
12 1 12 11 0 11 10031.564 -0.107
11 3 9 10 3 8 10042.403 0.008
6 3 4 5 2 3 10073.570 -0.020
11 4 8 10 4 7 10102.382 -0.007
6 3 3 5 2 3 10106.135 0.087
11 4 7 10 4 6 10152.441 0.050
4 4 1 3 3 0 10334.808 -0.027
4 4 0 3 3 1 10335.223 -0.023
6 3 4 5 2 4 10336.364 -0.036
6 3 3 5 2 4 10368.892 0.033
11 3 8 10 3 7 10388.806 -0.001
11 2 9 10 2 8 10466.878 -0.045
12 2 11 11 2 10 10575.306 0.025
12 1 11 11 1 10 10745.428 -0.035
13 0 13 12 1 12 10799.821 -0.009
13 1 13 12 1 12 10810.510 -0.001
13 0 13 12 0 12 10817.915 -0.034
7 3 5 6 2 4 10825.118 0.044
13 1 13 12 0 12 10828.609 -0.021
7 3 4 6 2 4 10904.655 0.045
12 3 10 11 3 9 10935.301 0.029



AANFRP WO UNNUDPDWOFOWWHEHNNADMNDMPAMNUIWHOFHFEFWNWWNWRADMDOG

AR PO U~ NOO®

WWNFRF WO ARANNURARWORFWNHEFNNWWRADMUNOOFHENNNWNNWWDRAOLM

NI UV UIN = NN

11008.614
11120.061
11243.501
11246.518
11324.319
11370.891
11396.787
11403.887
11405.775
11508.059
11532.615
11618.904
11623.347
11629.569
11677.631
11955.524
11957.485
12105.241
12146.987
12158.848
12229.949
12246.158
12319.950
12346.873
12396.105
12423.178
12426.767
12429.390
12691.288
12879.840
12903.790
13049.021
13091.330
13157.779
13234.326
13235.863
13378.397
13904.817
13908.189
13909.923
13917.835

-0.033
-0.043
-0.047
0.067
-0.021
-0.046
0.008
0.005
-0.014
0.031
0.070
0.016
0.011
0.000
-0.082
0.031
0.006
0.032
0.012
0.194
-0.009
-0.056
0.095
0.024
-0.041
0.042
0.026
0.021
-0.038
-0.007
-0.097
-0.019
-0.002
-0.034
0.054
0.056
-0.068
0.040
-0.003
-0.093
-0.038



Tabla A08. Frecuencias y residuales medidos (en MHz) para las componentes de la estructura hiperfina nuclear de
cuadrupolo del rotamero I utilizando el espectrometro LA-MB-FTMB.

0 ; , , 0 0 2 2
J’ -1 +1 ! F J” -1 K +1 I F Vobs Vobs - Vcal
3 1 2 2 3 2 0 2 1 2 5462.734 0.003
3 1 2 3 2 2 0 2 2 1 5460.758 0.001
3 1 2 3 3 2 0 2 3 2 5460.914 0.003
3 1 2 3 4 2 0 2 3 3 5462.309 -0.002
3 1 3 4 3 2 0 2 3 2 5462.115 0.001
3 1 3 4 3 2 0 2 3 3 5462.866 -0.000
3 1 3 4 4 2 0 2 3 3 5461.958 -0.004
3 1 3 4 5 2 0 2 3 4 5461.910 -0.003
4 1 4 3 2 3 1 3 2 1 4209.095 0.002
4 1 4 4 4 3 1 3 3 3 4208.993 -0.005
4 1 4 4 4 3 1 3 3 4 4209.144 -0.002
4 1 4 5 5 3 1 3 4 4 4208.900 0.001
4 1 4 5 6 3 1 3 4 5 4209.007 0.003
4 2 3 3 3 3 2 2 3 2 4312.841 -0.003
4 2 3 3 4 3 2 2 3 4 4313.105 -0.005
4 2 3 4 3 3 2 2 3 3 4313.671 -0.002
4 2 3 4 5 3 2 2 3 4 4313.593 -0.000
4 2 3 5 4 3 2 2 3 3 4313.407 0.002
4 2 3 5 5 3 2 2 4 4 4312.924 -0.002
4 2 3 5 6 3 2 2 4 5 4313.256 0.001
5 0 5 4 5 4 0 4 3 4 5373.424 0.002
5 0 5 5 4 4 0 4 4 3 5373.404 0.004
5 0 5 5 6 4 0 4 4 5 5373.438 0.003
5 0 5 6 6 4 0 4 5 5 5373.331 -0.003
5 0 5 6 7 4 0 4 5 6 5373.350 0.000
5 2 3 4 4 4 2 2 3 3 5409.331 -0.001
5 2 3 4 5 4 2 2 3 4 5409.511 -0.001
5 2 3 5 4 4 2 2 4 3 5409.663 0.001
5 2 3 5 5 4 2 2 4 4 5409.463 0.001
5 2 3 5 6 4 2 2 4 5 5409.643 0.000
5 2 3 6 6 4 2 2 5 5 5409.345 -0.000
5 2 3 6 7 4 2 2 5 6 5409.526 0.003




