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TALP, un nou meétode de determinacio d'estructures cristal-lines
de farmacs i compostos moleculars per difraccio de pols
TALP, a new method for solving crystal structures of pharmaceutical

and molecular compounds by powder diffraction

Oriol Vallcorba, Jordi Rius i Carles Miravitlles
Institut de Ciéncia de Materials de Barcelona (ICMAB-CSIC)

Resum: La difraccio de pols és una eina molt potent per a la determinacio d'estructures cristal-lines de compostos tant ionics

com moleculars quan no es disposa de monocristalls. Pel que fa als segons, les millores en els métodes en I'espai directe dels

darrers anys permeten tractar estructures cada cop més complexes malgrat les limitades resolucions espacials (dh) de les da-

des, sobretot per a molécules organiques. En aquest treball, es descriu i s'utilitza un nou métode en I'espai directe, TALP, en el

qual es combinen algoritmes de cerca (aleatoria o assistida amb la funcio de rotacio) amb afinaments per minims quadrats ra-
pids de les coordenades atomiques. Les intensitats del diagrama s'extreuen amb un procediment en tres passos i el model mo-
lecular es defineix a partir de les coordenades atomiques, restriccions de distancia i enllagos de Iliure rotacio. TALP ha resolt
estructures amb tretze angles de torsid i amb més d'una molécula independent a la unitat asimétrica a partir de dades de di-
fraccio de pols de laboratori i utilitzant models teorics. Com a exemple, s'explica la redeterminacio pas a pas d'una estructura

ja coneguda, la de I'(S)-ibuprofén, amb TALP.

Paraules clau: Difraccio de pols, difraccid de raigs X, radiacid sincrotronica, determinacio estructural, estructura cristal-lina,

compostos moleculars, farmacs.

Abstract: Powder diffraction is a powerful tool for solving crystal structures of ionic and molecular compounds when no single
crystals are available. The recent development of direct-space methods allows the resolution of complex structures of molecu-
lar compounds, despite the limited d-spacing resolution of the data for these materials and especially organic molecules. This
paper describes the new direct-space multisolution method TALP and its application. It combines random or rotation func-

tion-assisted search algorithms with fast least square minimizations of atomic coordinates. Diffraction intensities are deter-
mined by a three-step procedure and the molecular model is defined in terms of atomic coordinates, distance restraints and
free rotation bonds. TALP has solved structures containing thirteen torsion angles and more than one independent molecule

in the asymmetric unit from laboratory powder diffraction data and calculated molecular models. By way of example, the
step-by-step TALP redetermination of the known structure of (S)-ibuprofen is presented.

Keywords: Powder diffraction, X-ray diffraction, synchrotron radiation, structure determination, crystal structure, molecular

compounds, pharmaceuticals.

Introduccio

nguany fa cent anys que el fisic alemany Max
von Laue i els seus col-laboradors van mesurar el
primer patro de difraccid irradiant cristalls de
sulfat de coure amb raigs X. Aquesta descoberta
es pot considerar el tret de sortida de la
cristal-lografia actual, ja que, poc després, es
formulava la llei de Bragg i es resolia la primera
estructura cristal-lina. L'evolucié de la cristal-lografia durant
aquests cent anys |'ha convertit en un camp interdisciplinari
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i fonamental per a la caracteritzacio de materials i compostos
moleculars de totes les mides i complexitats.

Per resoldre I'estructura cristal-lina d'un compost, cal obtenir-
lo com a cristall. En el cas dels raigs X, si els cristalls sén prou
grans (aprox. 15-100 pm), les estructures es resolen amb la
técnica de monocristall. No obstant aixo, en el cas de molts
compostos moleculars (majoritariament organics), és dificil
obtenir-los prou grans i cal recorrer a la técnica de difraccio
de pols. La determinacio estructural a partir de dades de pols'
€s més complicada que amb dades de monocristall, ja que les
tres dimensions del patrd de difraccio col-lapsen en una sola.
Per als compostos moleculars, s'utilitzen normalment els me-
todes anomenats en 'espai directe, que consisteixen en
I'optimitzacio d'un model molecular dins la cel-la unitat
minimitzant-ne les discrepancies entre el diagrama calculat



a partir del model i I'observat experimentalment. Aixi, doncs,
el procés de resolucio es pot formular com un problema d'op-
timitzacio d'una funcid de cost expressada amb els parame-
tres que descriuen la posicio i la conformacié del model dins
la cel-la, ja que el calcul del diagrama teoric és rapid i directe.
L'éxit en I'aplicacio d'aquests métodes dependra de diversos
factors, principalment: 1) la qualitat de les dades de difraccié
(resolucio, solapament de pics, orientacio preferent, aspectes
instrumentals); 1) la complexitat de I'estructura (angles de
torsid, Z', ocupacions parcials, atoms pesants, dissolvents), i
i) el model (descripcid, exactitud i completesa). Un cop s'ha
resolt I'estructura, aquesta es pot afinar utilitzant el métode
de Rietveld.?

La nostra aportacio en aquest camp es basa en el desenvolu-
pament d'un nou métode en I'espai directe (TALP) que permet
resoldre estructures moleculars a partir de dades de difraccio
de pols. Aquest meétode combina algoritmes de cerca general
i local amb afinaments per minims quadrats rapids (FLS, fast
least squares) de les coordenades atomiques. Aquests FLS
s'han adaptat i optimitzat a partir d'un algoritme d'afina-
ment de Rietveld amb restriccions desenvolupat préviament
al grup de recerca.* TALP pot treballar amb dades de raigs X
de laboratori, de difraccid d'electrons, de neutrons i de sin-
crotrd. Amb referéncia a aquest ultim cas, es volen explotar
les noves possibilitats que ofereix el detector posicional ins-
tal-lat a la linia de ciéncia de materials i difraccio de pols
(MSPD) del sincrotro Alba en I'estudi de compostos molecu-
lars. Juntament amb els programes de resolucié per métodes
directes XLENS® i d'extraccio d'intensitats i determinacio del
grup espacial DAJUST® s'ha implementat TALP en un progra-
ma d'ordinador que amplia el conjunt de programari desen-
volupat i ofert pel nostre grup de recerca per explotar les
dades de difraccio de pols.

Fonaments

La funcio global minimitzada a TALP és:

on Sy és el residual que mesura les diferéncies entre les inten-
sitats netes observades i calculades sobre totes les reflexions
H del diagrama:

Sy = Z Wi (Yobs i — Yi)? (2)
i

amb wy com la inversa de la intensitat mesurada a 26y. Les
intensitats observades (y,psn) S'obtenen a partir d'un procés
de tres passos que es realitza amb el programa DAJUST. La
intensitat calculada d'una reflexio resolta h a 26y, es calcula
com:

Yh = € juQnlFul? (3)

on Qy, és el valor de la funcio de perfil al centre de la reflexio;
Jjn i Fn son la multiplicitat i el factor d'estructura, respectiva-
ment, i ¢, un factor d'escala. Per a una reflexid no resolta (k)

a 20y, la intensitat es calcula com:

Yie= ¢l Fl? + ¢ )
1(k)

i AI? (4)

on el sumatori s'estén a totes les reflexions 1 no resoltes que
contribueixen a k.

D'altra banda, TALP utilitza restriccions de distancia per des-
criure el model molecular i es defineix Sk (equacio 1) com el
residual:

1
Sg = Z ?(dobs,j - di)z (5)
j

J

entre les distancies interatomiques esperades d,ps; (amb les
respectives variances 012) i calculades del model molecular
generat. El factor k controla el pes relatiu del residual de les
restriccions Sg a M. Aquest procediment s'ha adaptat i millo-
rat a partir d'un altre desenvolupat anteriorment en el grup de
recerca per realitzar afinaments de Rietveld rapids.*

El metode TALP

Els requisits previs per aplicar el métode TALP son: 1) les dades
experimentals d'intensitat (yopsn) i la informacio del perfil tal
com s'ha comentat a l'apartat anterior, i 1) un model molecu-
lar obtingut mitjancant calculs (per exemple, mecanica mole-
cular) o a partir d'estructures similars ja publicades.

El metode consisteix a fer una serie d'assaigs independents
que consten de tres etapes consecutives (figura 1):

1) Cerca general, que consisteix en la generacio de N,,g
models que es minimitzen amb un nombre cicles de FLS (N,)
després de comprovar que no hi ha solapament molecular.
Aquesta cerca pot ser aleatoria (REM), on els models generats
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Model inicial
l Cerca general l
Exploracié aleatéria Exploraci6 assistida
(REM) (AEM)

Cerca local per
increments (LIS)

amb perfil fix (FPR)

v

Model final (Qtriar)

Afinament de Rietveld J

FiGurA 1. Esquema d'un assaig de TALP.

son aleatoris en posicio, orientacid i conformacio, o bé pot ser
assistida (AEM) per la funcid de rotacid, que troba les orienta-
cions més probables del model a partir d'un fragment conegut
i simplifica el procés de cerca a la generacio aleatoria de la
posicio i conformacio, unicament. La qualitat dels models afi-
nats per FLS es mesura de la forma segiient:

s 1/2
_ Y
Xrare = (NH F Nt~ P) (6)

on Ny és el nombre total de reflexions; Ny, €l nombre total
de restriccions, i P, el nombre de parametres afinats.

2) Cerca local per increments (LIS), on s'afina el model de me-
nor xraLp provinent de la cerca general a partir de I'aplicacio
d'increments de mida variable sobre la posicio, orientacid i
conformacio. Es realitzen N iteracions, on a cadascuna d'e-
lles s'apliquen els increments sequits d'un nombre concret de
cicles FLS (N,). A diferéncia de la cerca general, cada iteracio
comencga amb el model que ha donat la millor y7ap fins al
moment i no amb un model completament aleatori.

3) Afinament de Rietveld amb perfil fix (FPR), on s'apliquen
trenta cicles d'afinament de Rietveld amb restriccions sobre el
model resultant de I'etapa de cerca local. S'utilitza tot el dia-
grama de pols per tal de millorar la precisio dels parametres
estructurals. D'aquesta forma, al final de cada assaig, s'obté
una proposta d'estructura amb la respectiva figura de merit
(Qwrial) que serveix com a indicador:

R
f
Qtria = R Bl (7)

wp,model—free

0N Ryp,model-free €S €l residual obtingut de I'ajust del perfil sen-
se model i Ry, I'obtingut al final de I'afinament de Rietveld
amb perfil fix (FPR). En abséncia d'impureses i amb un perfil
ben ajustat, el valor de Qyiar ha de ser molt proper a 1 per a
les solucions correctes.

Exemple de resolucio
d'una estructura cristal-lina:
'(S)-ibuprofén

En aquest apartat s'exemplificara pas a pas la resolucié d'una
estructura cristal-lina ja coneguda: I'(S)-ibuprofén (figura 2),
un dels antiinflamatoris no esteroidals per excel-léncia.” Per
tal de mantenir I'objectivitat de I'exemple, s'ha triat aquesta
estructura de complexitat moderada i s'han utilitzat les dades
d'un experiment de difraccio de raigs X en geometria de
transmissio realitzat per Florence i els seus col-laboradors,®
disponibles a la xarxa.®

Encaix del perfil

El primer que cal fer és trobar els parametres de la cel-la (in-
dexar) utilitzant, per exemple, el métode de les dicotomies'™ o
el de les permutacions™ i trobar el grup espacial analitzant les
extincions sistematiques. Seqguidament, cal afinar aquests pa-
rametres de cella i extreure les intensitats del diagramai la
informacio del perfil, procediment que es coneix com a encaix
del perfil (pattern matching, en anglés). Per obtenir la Ilista
d'intensitats i parametres del perfil adient per a TALP, s'utilit-
za el programa DAJUST, tal com s'ha comentat a I'apartat «Fo-
naments». Aquest programa també ens ajuda en la determina-
cio del grup espacial, ja que proporciona un ranquing dels
més probables a partir dels parametres de cel-la i les dades.
L'(S)-ibuprofén cristal-litza en una cel-la monoclinica amb si-
metria P24, un grup espacial no centrosimetric. El volum de la
cella és de 1.245 A3, capag¢ d'encabir quatre molecules, si es

0 02
Ct C5 C6
c2 R, c7 cio
C4 NP c1
c3 vl
1 ce cs c13
(S)-ibuprofen c12

FIGURA 2. Model molecular numerat de I'(S)-ibuprofén generat per calculs de mecanica

molecular.



considera el pes molecular i una densitat estimada al voltant
d'1,2 g/em3. Considerant que el grup espacial P2, té una mul-
tiplicitat de 2, deduim que hi ha dues molécules d'ibuprofén
no equivalents a la unitat asimétrica (Z'= 2), una de les prin-
cipals dificultats en la resolucié d'aquesta estructura.

Model molecular

El segon requisit és |a preparacié del model molecular. Hom
obté el model inicial a partir de calculs simples de mecanica
molecular amb el programa CS Chem3D Pro (versio 12.0).

A partir d'aquest model, es prepara la llista de restriccions de
distancia. A la figura 2 es mostra el model molecular numerat,
mentre que les restriccions de distancia entrades es mostren a
la taula 1. A cadascuna d'aquestes restriccions, hom li assigna
una desviacid tipica per donar flexibilitat (d'un 1 % de la dis-
tancia, en el cas dels enllagos, i la corresponent a la variacié de
+ 2°, en el cas dels angles). Per exemple, la restriccio de distan-
cia C2-C4 es fixa en 1,518(15) A, i la C1-C4, en 2,494(67) A.
Per acabar de descriure el model, cal assignar quins son els en-
llacos que poden tenir lliure rotacio (FRB) per tal que la gene-
racio de models els tingui en compte a I'hora d'assignar valors
aleatoris o increments i, aixi, s'iteri la variacio conformacional.
Per a I'ibuprofén, considerem els enllacos de Iliure rotacid
C1-C2, C2-C4, C7-C10i C10-C11. Addicionalment, es poden
introduir restriccions planars; en el nostre cas, s'afegeixen

els dos plans formats pels atoms [C2,C4,C5,C6,C7,C8,C9,C10]

i els atoms [C2,C1,01,02], respectivament.

Taula 1. Especificacio de les restriccions de distancia corresponents als enllagos

i angles d'enllag per a I'(S)-ibuprofén

(N.=20) i els increments locals amb Ng = 3.000 (N, = 15).
D'aquests cent assaigs, s'ha obtingut un total de vint solu-
cions correctes, a les quals s'arriba a una Q= 1,094 amb molt
bon acord entre els diagrames calculat i observat (figura 3).
La durada mitjana d'un assaig en aquestes condicions és de
3,6 min i, per tant, el temps estimat per obtenir una solucio
és de 18 min (CPU Intel Core i7, 2,80 GHz).

o - Ycalc
680 - Yobs-Ycalc
1 Bragg position

Qtriar = 1,094

380 (S)-ibuprofen

Comptes (x 102)

(0 U TP TIOR8
A A A hennn ik .

Enllacos C6-C7 C7-C8 C8-C9 C9-C4
C4-C5 C5-C6 C4-C2 C2-C3
C2-C1 C1-01 C1-02 C7-C10
C10-C1 Cn-C12 C11-C13
Angles C5-C7 C6-C8 C7-C9 C8-C4
C9-C5 C4-C6 C5-C2 C9-C2
C4-C3 C4-C1 C3-C1 C2-01
C2-02 01-02 C6-C10 C8-C10
C7-Cn C10-C12 C10-C13 C12-C13
Aplicacio de TALP

En aquest punt, ja Unicament resta determinar les condicions
de I'experiment TALP. En aquest cas, s'han realitzat cent
assaigs utilitzant I'exploracio aleatoria amb N,y= 1.500

FiGura 3. Diferéncia entre els diagrames observat (punts vermells) i calculat (linia

negra) després de I'afinament de Rietveld amb el perfil fix.

Encara que TALP esta pensat com a programa de resolucio es-
tructural i caldria, doncs, un afinament final de I'estructura, les
solucions obtingudes després de I'FPR sdn prou exactes quant
a distancies i angles d'enllag, tal com es pot veure a la figura 4,
on es mostren solapades I'estructura de referéncia’ i la solu-
ci6 obtinguda amb TALP. La mitjana quadratica de les diferén-
cies entre les posicions atomiques entre les dues estructures
(RMSD) és de 0,103 A. Aquest fet indica que les desviacions
associades a les restriccions aporten prou flexibilitat al model
per arribar als valors correctes donant més pes a les dades de
difraccio, sempre que aquestes tinguin prou resolucid.

o\
b

FIGURA 4. Superposicid entre |'estructura de referéncia (negra) i la solucié obtinguda
amb TALP (taronja) per a I'(S)-ibuprofén.
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Les dues molécules d'ibuprofén independents a la unitat asi-
métrica son del mateix enantiomer, la qual cosa indica que el
compost és enantioméricament pur. TALP pot discernir si es
tracta d'una barreja d'enantiomers o d'un de pur, pero, sense
un centre quiral de referéncia, no se'n pot determinar la con-
figuracio absoluta.

Altres aplicacions de TALP

Per analitzar les possibilitats i la capacitat de TALP, s'ha provat
amb altres estructures conegudes i desconegudes (figura 5).
Les estructures cristal-lines de les molécules 2-13 s'han resolt
en temps d'entre 0,5 min i 1 h a partir de dades de raigs X de la-
boratori. En tots els casos, s'han utilitzat models i restriccions
provinents de calculs de mecanica molecular i no s'ha fet servir
cap tipus d'informacid sobre la conformacio, és a dir, s'han
tractat tots els casos com si fossin estructures desconegudes.

OTNHZ o OOH S;OHO o OH

[ S cl HZN/(THE\ o O
Q‘ 4jv S

~s7 Ly

NH
7 NH, NHEA~,
ZHZO NH, O o O
7 8

N=

N O m§
W:( L™ 6 A
Q NO, a, f-cd
/
Sy ; O, ‘c| /ffN Cd\cl

\\/o

FiGura 5. Algunes de les molecules a les quals s*ha aplicat TALP.

El compost de prova 14 és el més complex en termes de con-
formacio que s'ha resolt amb TALP. En aquest cas, ha estat
necessari utilitzar I'AEM, un model generat a partir d'estruc-
tures similars conegudes i condicions de cerca més dures per
tal d'obtenir tretze solucions en cent tirades (una solucio cada
5 h, aproximadament). Les estructures de 9,3 11'#i 12" han
estat resoltes per primer cop amb TALP i, fins ara, ja s'ha de-
terminat un total de nou estructures noves. TALP és efectiu
per resoldre estructures moleculars organiques i compostos
de coordinacid, encara que també ha donat bons resultats
amb altres tipus de compostos, com ara amb un reticle
metal-loorganic (MOF) de niquel.®

TALP també ha estat provat amb eéxit en la redeterminacig'®
d'estructures a partir de dades de difraccio d'electrons. A tall
d'exemple, utilitzant Gnicament quaranta-set reflexions, s'ha
obtingut I'estructura de la policaprolactona (figura 6) amb
una figura de meérit prou baixa, considerant el tipus de dades
(R =12,8%).

(0]

\L/\/\ M policaprolactona
O n R=128%

- 27”: obs — Featcl (sobre totes les reflexions i on
2 Fobs F = factor d’estructura)

FIGURA 6. Superposicio entre I'estructura de referéncia (negra) i la solucio obtinguda

amb TALP (taronja) per a la policaprolactona.

Conclusions

Actualment, la cristal-lografia, i concretament la difraccio de
raigs X, s'ha convertit en un pilar indispensable dins les cien-
cies experimentals, com la quimica, |a biologia o la ciéncia de
materials, a causa del seu ampli ventall d'aplicacions i la
capacitat de resoldre estructures cada cop més complexes.
Aquest fet encara ha esdevingut més notable en els darrers
anys amb I'expansio de les fonts de radiacid sincrotrd, que
permeten |'obtencié de dades d'una elevada qualitat. La ins-
tal-lacié del sincrotré Alba a Cerdanyola del Vallés n'és un
exemple i cal aprofitar seva proximitat i disponibilitat per
promoure la recerca de qualitat dins de Catalunya.

Una d'aquestes aplicacions és precisament la de TALP, |a de-
terminacio d'estructures de compostos moleculars per difrac-
ci6 de pols. La millora en els detectors i la poténcia computa-
cional dels darrers anys han obert noves possibilitats per als
metodes de resolucio en I'espai directe per tal de poder tractar
problemes cada cop més complexos. En el cas de TALP, s'han
resolt estructures de fins a tretze angles de torsié i amb més
d'una molécula independent a la unitat asimetrica a partir de
dades de difraccio de pols de laboratori i utilitzant models
teodrics. Aquests no son limits rigids, ja que, tal com s'ha
comentat, I'evolucio en les técniques, les fonts i els detectors



permet arribar cada cop més lluny. TALP és una eina que cal
tenir en compte en la quimica experimental a I'nora de resol-
dre estructures cristallines de compostos organics o organo-
metal-lics quan no es poden obtenir cristalls adients per a la
técnica de monocristall.
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