Fundamentos de RMN

La materia estd hecha de atomos y moléculas, los cuales estdin conformados principalmente
por electrones y dentro de sus nucleos por protones y neutrones. Los nucleos, ademas de tener
masa y carga, poseen espin nuclear y momento magnético, propiedades que no son correctamente
explicadas por la fisica clasica, pero bajo las condiciones adecuadas, estas propiedades proveen a los
cientificos de una valiosa herramienta para conocer y entender la estructura microscépica de las

substancias sin alterarla.

A través de pulsos de radiofrecuencia y dentro de un campo magnético constante y muy
intenso, nucleos magnéticamente activos, como 'H, PC, "N, F, *'P, '"Pt, etc, pueden absorber
radiacion electromagnética que va comunmente desde los 10 a 900 MHz. La frecuencia de
absorcion (ec. 1) es funcion de la constante giromagnética (y,), de los diferentes nucleos (isétopos)
y de la intensidad del campo magnético (B,) al cual fueron sometidos. Este fendmeno es la base de
la espectroscopia de RMN, al igual que muchas técnicas espectroscopicas, su espectro es un gréfica
de intensidad de emisién en funcion de su frecuencia de absorcion.

Uy = Z—;BO ec. (1)

Por ejemplo, un conjunto de nucleos de espin ¥2 sometidos a un campo magnético intenso
tienden a comportarse como imanes y adoptan una de las dos posibles orientaciones, a, a favor de
campo By (atraccion) y B, en contra del campo magnético (repulsion). La diferencia de energia (AE)
entre los dos estados depende de la intensidad del campo magnético By, a mayor intensidad del B,
mayor diferencia energética entre los estados. Figura 1.

Entonces, para que el fendmeno espectroscodpico se lleve a cabo, es necesario que nucleos
en el estado a seas excitados, por pulsos cuantizados de radiofrecuencia, al estado B. Esto es, la

frecuencia de resonancia de la ecuacion 1 debe igualar a la AE de la figura 1.
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Figura 1. Esquema de los niveles energéticos para espines nucleares de ¥ como funcién del campo magnético externo.

Dado que solo las transiciones o = P son observadas, la sensibilidad del experimento
dependerd de la diferencia en distribucion de los nucleos (N y Np) entre estos los dos estados, la
cudl es calculada por la distribucién de Boltzman (ec. 2)

I;—i = e_AE/kT (ec. 2)
donde k es la constante de Boltzman, T la temperatura del sistema y AE es la diferencia de energia
entre los dos estados. Del analisis de la ecuacién 2 puede concluirse que a mayor campo magnético
mayor diferencia poblacional y por consecuencia mayor sensibilidad. Por ello, se ha buscado

afanosamente construir espectrémetros con campos magnéticos cada vez mas intensos.

La senal de RMN

Una seial de RMN es el resultado de la relajacion del sistema (relajacion transversal)
posterior a su excitacion. La magnetizacién transversal decae lentamente con el tiempo, este
fenomeno se conoce como decaimiento homogéneo y es funcién del tamano de las moléculas y
tipo de nucleos que las conforman. La magnetizacién transversal aunque es muy pequena, es
detectable ya que esta oscilando a una frecuencia bien definida. A través de las ecuaciones de
Maxwell es posible asociar el campo magnético generado por la rotacion de la magnetizacion
transversal con una corriente eléctrica cercana. La corriente eléctrica es generada por una bobina
que se encuentra perpendicular al campo magnético, esta recoge la informacién generada por la
precesion transversal a través de un detector sensible de radiofrecuencias. El resultado es una senal

o FID (Free-Induction Decay). Figura 2.
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Figura 2. Induccién de una seiial de RMN
Hasta este momento se ha considerado que un mismo tipo de nucleos absorben la misma
energia (poseen la misma frecuencia de resonancia); sin embargo, en una molécula estos ntcleos
pueden tener distintos entornos magnéticos, estas pequefas variaciones originan que los nucleos
posean una frecuencia de resonancia ligeramente diferente. El resultado es la suma de todos los
FID “s individuales y se le conoce como interferograma. El cual resulta muy sencillo interpretar si
se encuentra en funcién de las frecuencias. La conversion es posible porque tiempo y frecuencia se
encuentran relacionados entre si. Para realizar la conversion, es necesario realizar la transformada

de Fourier (TF):

g(v) = T f()e™dt ec. (3)

S
donde f(t) corresponde al espectro en el dominio del tiempo, y g(v) al espectro en el dominio de
las frecuencias, g(v) en una funcién compleja que consiste de una parte real y una parte imaginaria
y difieren entre ellas 90°. La componente imaginaria es obtenida en modo de dispersion y la
componente real es obtenida en modo de absorcion. En principio, cualquiera de ambas partes
puede ser usada para mostrar el espectro, pero comunmente los espectros en 1D son representados
por la parte real. El resultado de aplicar la TF al FID es un espectro como el que se observa en la

figura 3.
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Figura 3 Transformada de Fourier del interferograma.
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Desplazamiento quimico (3a)

Como ya se comento, las frecuencias de resonancia de un mismo isdtopo son ligeramente
diferentes. Estas pequenas diferencias son las que permiten identificar, por ejemplo, a los protones
del CH;, de los protones del CH, y del OH en el espectro de RMN-'H del etanol. La frecuencia de
resonancia o frecuencia Larmor (v;) de un ntcleo se define como:

v, = %(1—0‘)80 ec. (4)

donde By es el campo magnético al que fue sometida la muestra, ¥ es la constante giromagnética
del nucleo A y 6 que se conoce como la constante de apantallamiento, cuyo valor depende de la
densidad electronica que rodea al nucleo. Sin embargo, como se observa en la ecuacion 4, las
frecuencias de resonancia dependen de la induccion del campo magnético externo al que fueron
sometidos los nucleos y eso hace impractica la interpretacion de las sefiales en los espectros. El
desplazamiento quimico (8,) es una expresion independiente de la intensidad de By, se reporta en

ppm y mide el desplazamiento relativo a un compuesto estdndar, se calcula como:

V A = Vieferencia 6
dalppm)= —— x10° ec. (5)

espectrémero

donde Va, Vigoenciar ¥ Vespeerimeno SO, las frecuencias del nucleo A, de referencia y del espectrometro
respectivamente. En experimentos de RMN-"H se emplea comunmente el tetrametilsilano (TMS)

como compuesto de referencia y se le asigna un desplazamiento quimico &pys = 0.

El desplazamiento quimico es una de las herramientas bdsicas para el andlisis
conformacional de moléculas organicas por RMN. Por ello, resulta de gran importancia analizar

detalladamente dicho fenémeno.

Acoplamiento escalar ("]ax)
El acoplamiento es el intercambio de informacion magnética que surge entre los nucleos
activos de una molécula y se manifiesta a través de dos mecanismos: 1) Directo o dipolar, si la

interaccion surge solo entre los nucleos involucrados a través del espacio. 2) Indirecto o escalar, si
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la interaccion se transmite a través de los electrones de enlace. En RMN de liquidos, el primer
mecanismo es comunmente eliminado por los movimientos rdpidos que las moléculas poseen en
disolucion, mientras que el segundo estd presente en la mayoria de las moléculas y es el

responsable de la multiplicidad de las sefales en los espectros.

El acoplamiento escalar se manifiesta en los espectros como un desdoblamiento en las
sefiales de los nucleos acoplados (fig. 4). El fendmeno surge por pequefas variaciones en sus
frecuencias de resonancia originadas por el efecto Zeeman. La constante de acoplamiento corresponde
a la diferencia de frecuencias generada por el desdoblamiento, su valor es independiente de la
frecuencia del espectrometro y se reporta en Hertz (Hz), se denota como "J,x donde n es el namero

de enlaces que separan a los nucleos involucrados y A, X son los tipos de nucleos acoplados.
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Figura 4 a) Seiial de un niicleo no acoplado, b) Seial de un niicleo acoplado.

Las magnitudes de las constantes de acoplamiento dependen del tipo de nucleos
involucrados, de la distribucion electronica y de la conformacion molecular. Por ello, la medicion
de las constantes de acoplamiento y su correlacién con la estructura han sido herramientas muy

importantes en la determinacién estructural y objeto de estudio desde hace mas de cinco décadas.

La Resonancia Magnética Nuclear puede ser completamente explicada a través de la fisica
cuantica, sin embargo, este andlisis no es simple ni sencillo. En el presente texto introduce de
manera muy general el fenomeno de la RMN con el objeto de familiarizarse con el lenguaje y los

conceptos basicos para el andlisis estructural.

El desplazamiento quimico (8,) y el acoplamiento escalar ("],x) se analizardin con mayor

detalle durante el taller ya que son herramientas clave para el analisis estructural de moléculas.
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Glosario

» Experimentos homonucleares en 2D

COSY (Correlation Spectroscopy): Experimento que indica la correlacion entre dos protones
que se encuentran acoplados escalarmente entre ellos. Si la constante de acoplamiento es pequefa
la correlacion es pequena. Si la constante de acoplamiento es grande, a pesar de existitr mas de 4

enlaces de distancia entre los nucleos involucrados, la correlacion existe y es intensa.

DQ-COSY (Double Quantum Correlation Spectroscopy) o DQF-COSY (Double Quantum
Filtered Correlation Spectroscopy): Experimento muy similar al COSY, solo que es 4 veces
menos sensible, pero la intensidad de la sefial de la diagonal se reduce en un factor de 8. Ideal para

observar correlaciones cerca de la diagonal.

TOCSY (Total Correlation Spectroscopy) o HOHAHA (Homonuclear Hartman Hanh

Experiment): Experimento que muestra la correlacion de nucleos que se encuentran formando

un sistema de espin.

NOESY (Two dimensional Nuclear Overhauser Spectroscopy): Experimento que muestra
el efecto nuclear Overhauser entre dos protones. La intensidad de la sefial depende de la masa
molecular del compuesto. Este efecto es factible observarlo dado que requiere un tiempo muy
largo que permita el intercambio de informacion sobre la proximidad de los nucleos que se

encuentran cerca a través del espacio. A este tiempo se le llama de mezclado.

EXSY (Two dimensional Exchange Spectroscopy): Experimento similar al NOESY con

tiempos de mezclado mayores a los utilizados en este experimento.

ROESY (Rotating-frame Overhauser Enhancement Spectroscopy): Experimento que
muestra el efecto en el marco rotante de coordenadas, similar al NOE, solo que este efecto NO

depende de la masa molecular del compuesto.

» Experimentos heteronucleares en 2D

HETCOR (Heteronuclear Correlation Spectroscopy): Experimento que detecta al nucleo
menos sensible y muestra la correlacion a un enlace de distancia entre nucleos distintos; esto es,

muestra que nucleos estan acoplados a un enlace de distancia.

COLOC (Correlated spectroscopy via Long range Coupling): Experimento de deteccion
directa que determina las correlaciones a larga distancia entre protén y un heteronucleo. No

suprime las correlaciones a un enlace de distancia.
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LRHETCOR (Long Range HETCOR): Experimento de deteccion directa que muestra las
correlaciones a dos y a tres enlaces de distancia entre nucleos diferentes. Suprime las correlaciones

a un enlace de distancia.

FLOCK (Multiple Bird long Range Correlation Spectroscopy): Experimento de deteccion
directa que muestra la correlacién a dos o a tres enlaces de distancia entre nucleos diferentes.

Suprime las correlaciones a un enlace de distancia.

HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Correlation): Experimento que detecta al
nucleo m4s sensible y muestra la correlacién a un enlace de distancia entre nucleos distintos via

coherencia cuantica multiple.

HSQC (Heteronuclear Single Quantum Correlation spectroscopy): Experimento de
deteccion indirecta que muestra la correlacion a un enlace de distancia entre ntcleos distintos via

coherencia cuantica sencilla.

HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation): Experimento que detecta al ntcleo
mas sensible y muestra la correlacion a dos o a tres enlaces de distancia entre nucleos distintos via

coherencia cuantica multiple.
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Algunos niucleos magnéticamente activos

Table 1.2 A selection of nuclear isotopes and their properties. A complete listing of nuclear spins, gyromagnetic
ratios and Larmor frequencies (omitting the sign) may be found on the website www.webelements. com.

Ground-state Natural Gyromagnetic ratio NMR frequency at 11.74T

[sotope spin abundance /% y/10° rads ' T-1 (w°/2m)/ MHz
H 1/2 ~100 267.522 —500.000
’H 1 0.015 41.066 —76.753
*H 1/2 0 285.349 —533.320
0B 3 19.9 28.747 —53.718
up 3/2 80.1 85.847 —160.420
13C 1/2 1.1 67.283 —125.725
uUN 1 99.6 19.338 —36.132
5N 1/2 0.37 —27.126 +50.684
70 5/2 0.04 —36.281 +67.782
F 1/2 ~100 251.815 —470.470
BNa 3/2 ~100 70.808 —132.259
TA] 5/2 ~100 69.763 —130.285
2Gj 1/2 4.7 —53.190 +99.336
3p 1/2 ~100 108.394 —202.606
3] 3/2 75.77 10.610 —48.990
7C1 3/2 2423 8.832 —40.779
Cu 3/2 69.17 71.118 —132.577
5Cu 3/2 30.83 76.044 —142.018
1E';’Ag 1/2 51.84 —10.889 +20.239
mAg 1/2 48.16 —12.518 +23.268
129X e 1/2 244 —74.521 +139.045
207 Ph 1/2 22.1 55.805 —104.603
IZC 0 98.9

160) 0 ~100
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Acoplamiento escalar (Diagramas de arbol)

a) Constantes de acoplamiento iguales

2) s b)
1
Desdoblamiento debido a Jsp 191
Desdoblamiento debido a Jsq 114363411
Desdoblamiento debido a Jgg 1 16 515102010155 61 .

T : 3 : 3 1 Multiplicidad

b) Constantes de acoplamiento diferentes

A

Desdoblamiento debido Jxg
Desdoblamiento debido Jag

Desdoblamiento debido Jxc
Desdoblamiento debido Jac
Desdoblamiento debido Jxp

Jag > Jac
Jx = Jxc > Ixp

Double-double-triplet: J = 4.0, 3.0, 1.5

H,
2.25 ppm

4 Hz Doublet:
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