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Comenzamos esta seccién con una colaboracion de la
profesora Dolores Santa Marfa sobre la utilizaci6n de la
Resonancia Magnética Nuclear en Quimica para la
obtencién de informacién muy precisa sobre la estructu-
ra de las moléculas, en el apartado de Problemas meto-
dolégicos de la Ensefianza de las Ciencias. Esta técnica
es de gran utilidad debido, principalmente, a ser un
método no invasivo, que necesita cantidades muy
pequefias de las muestras para obtener una informacion
muy exhaustiva, y a que es muy versitil, teniendo
amplias aplicaciones en campos tan diversos como la
Ciencia de los Materiales, la Biologia y la Medicina,
entre otros. Debido a todo ello, esperamos que ofrecer
una visién general de los fundamentos y las aplicaciones
de esta técnica sea de gran utilidad para su estudio por
parte de los alumnos.

En el apartado de Taller y Laboratorio incluimos
como experimento casero el experimento de la masa
oscilante, de realizacién muy sencilla, pero que requiere
de la aplicacién de diferentes modelos y aproximaciones
para su andlisis. Como experimento histérico, se descri-
be la importancia de los colorantes quimicos y sus apli-
caciones en la tecnologia cientifica: microscopia de epi-
fluorescencia, laseres de colorante, ...

En el apartado de Nuevas Tecnologias en Ensefnianza
contamos con diversas colaboraciones: la primera dedi-
cada a la ensefianza de la Cristalografia y la Mineralogia
en la UNED a través de internet. Los profesores Garcia

del Amo y Gavrilenko nos ofrecen una descripcion deta-
Ilada de 1a web educativa sobre Cristalografia y Minera-
logia en el servidor de la UNED (CristaMine), que con-
tiene cinco cursos, en los que se ha combinado, de
manera muy diddctica, textos e imdgenes. Estamos
seguros de que cualquier persona interesada en el tema
disfrutard con este material.

La segunda colaboracién estd dedicada al uso de la
Ciencia y la Tecnologfa para la conservacién del medio
ambiente, el mantenimiento de los recursos naturales y
el desarrollo social, bajo el prisma de la ética y la soli-
daridad. El profesor Segundo Jiménez, Numerario de la
Real Academia de Farmacia, nos presenta, de manera
consistente y documentada, una nueva forma de educar
adaptada a las nuevas tecnologias emergentes, que per-
mita un desarrollo sostenido respetuoso con el medio
ambiente, a escala internacional.

La tercera colaboracion es una reflexion acerca de la
utilizacién de las nuevas tecnologias en la ensefianza,
del profesor Manuel Criado, donde hace especial hinca-
pié en que no nos dejemos llevar por las facilidades que
nos proporcionan las nuevas herramientas, olvidando
los contenidos. Este tema nos preocupa a muchos profe-
sores; sus opiniones nos pueden ayudar en la reflexion
que al respecto todos debemos hacer.

Y, finalmente, como viene siendo habitual, incluimos
las recensiones de algunos libros y de un video, que nos
han hecho llegar profesores de nuestra Facultad.

PROBLEMAS METODOLOGICOS DE LA ENSENANZA DE LAS CIENCIAS

RMN: Una herramienta util en Quimica

INTRODUCCION

Probablemente, para los quimicos, la Resonancia Mag-
nética Nuclear (RMN) es la herramienta més poderosa
para la determinacion estructural de moléculas y, aunque
no proporciona los detalles precisos de la técnica de difrac-
cién de rayos X, se pueden deducir de forma répida datos
sobre la estructura e incluso aspectos tridimensionales de
las moléculas con cantidades muy pequefias de muestra.
Ademds, es una técnica no invasiva y también tiene apli-
caciones en otras ramas de la Ciencia, como en Biologia,
Medicina, Ciencias de los Materiales o Geologia.

La importancia que tiene esta técnica espectroscopi-
ca se manifiesta en su estudio en diferentes asignaturas
de primer y segundo ciclo de los Planes de Estudio de
la Licenciatura en Quimicas. Por ello, quiero agradecer

a la Direcci6n de esta revista la posibilidad que se me
ha brindado para ofrecer una visién muy general de esta
técnica, que espero ayude al alumnado a una mejor
comprension de la misma.

DESARROLLO HISTORICO

Las primeras sefiales de resonancia fueron observadas
en 1945 por dos grupos diferentes de fisicos: por un lado
Bloch observé una sefial procedente de los protones del
agua, y por otro lado, Purcell, la de los protones de una
cera de parafina. Por estos descubrimientos les fue otor-
gado el Premio Nobel de Fisica en 1952.

Posteriormente, en 1950, una serie de cientificos
observaron que los nicleos de una misma especie podian
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absorber energia a distintas frecuencias, descubriendo
asi el desplazamiento quimico y las constantes de aco-
plamiento como herramientas estructurales.

Por otro lado, los problemas asociados con el niicleo
de C, debido a su baja abundancia natural, no se resol-
vieron hasta la introduccién de los espectrémetros de
transformada de Fourier, a finales de la década de los
sesenta. También en esta década se empez6 a aplicar el
efecto nuclear Overhauser en el anélisis estereoquimico.

Ya en la década de los setenta el avance mas impor-
tante se consiguié con la introduccién de los imanes
superconductores, con los que se alcanzaron altos cam-
pos magnéticos, que combinados con la transformada de
Fourier hizo que la espectroscopia de carbono-13 fuera
una técnica rutinaria.

En la década de los ochenta se desarrollaron las técni-
cas de multipulsos en una dimensién y la RMN en dos
dimensiones, con las que se obtuvieron un gran nimero
de datos estructurales con menos cantidad de muestra y
en menos tiempo.

En la década de los noventa continu6 el desarrollo de
nuevas secuencias, siendo la técnica de pulsos de gra-
dientes de campo la que proporciona espectros de mejor
calidad y en tiempos mas cortos. También en esta déca-
da se empezaron a aplicar métodos analiticos acoplados
a la RMN, como la cromatografia liquida.

EL EXPERIMENTO DE RMN.
FUNDAMENTOS FISICOS

La RMN estudia la estructura molecular a través de la
interaccion de un campo magnético de radiofrecuencias
Bi con un conjunto de nicleos que se encuentran bajo la
accién de un fuerte campo magnético B,. Segiin esta
definicién, para poder comprender los principios bdsicos
de la RMN es necesario introducirse en el estudio de sus
fundamentos fisicos.

La mayoria de los nicleos atémicos, debido al movi-
miento de giro sobre su eje, poseen un momento angular
P, cuyo valor depende del nimero cuéntico de espin
nuclear I. Por otro lado, como el niicleo también presen-
ta carga, el movimiento de la misma lleva asociado un
momento magnético |, que se encuentra relacionado
con el momento angular a través de la constante gi-
romagnética vy, que es caracteristica de cada is6topo.

P =\/1(1+1) h/2n

I = nimero cuéntico de espin
nuclear (0, 1/2, 1, 3/2.....6)

h = constante de Plank
(6,6256 1037 s)

Momento magnético
u =P

u="Y\I(1+1) b2

Por tanto, aquellos nicleos con espin nuclear cero no
poseen momento magnético y no daran sefial en RMN.
Esto ocurre con aquellos is6topos que tienen tanto el
nimero masico como el nimero atémico pares, como es
el caso de los nicleos de 12C y '¢0.

La interaccién de un nicleo con un campo magnético
externo, denominado B, se suele describir por una com-
binacion de las mecanicas cldsica y cudntica. Segiin la
mecédnica cudntica, esta interaccién provoca que el
momento magnético adopte un cierto dngulo, cuya com-
ponente en la direccién del campo viene dada por la ecua-
cién representada en la figura 1. En total puede haber
2I+1 orientaciones posibles de los momentos magnéticos.
En la figura 1 se ha representado la situacion para nicle-
os con espin nuclear 1, como el deuterio, para los cuales
hay tres posibles orientaciones. Por tanto, se puede decir
que los nucleos se comportan en el interior de un campo
magnético como si fuesen unos pequefios imanes.

Desde el punto de vista de la mecdnica clésica, la inte-
raccion entre el campo y el momento magnético de un
nicleo provoca que éste realice un movimiento de pre-
cesion en la direccién del campo. Convencionalmente,
en un sistema de coordenadas cartesianas, este movi-
miento se representa como un vector moviéndose en la
superficie de un cono.

A la frecuencia o velocidad de precesién se le deno-
mina frecuencia de Larmor, su valor depende de la

Precesion de unnicleo - - Representacionenun

caysada porel campo - sistema de coordenadas:
magnético estitico B, 0 Cartesianas
L= ymbl2s m = numero cuantico magnético (I, I-1,.......-I)

(2I+1)valoresdem T——» (21+1)
orientaciones posibles

Valores de m

Isétopo  Espin  Orientaciones

H 172 2 +1/2,-1/2
2H 1 3 +1,0, -1
255 3/2 4 +3/2,+1/2, -1/2, -3/2
170 5/2 6 +5/2, 4372, +1/2, -1/2, -3/2, -5/2
108 3 7 +3,+2.+1.0,-1,-2. -3
z z
B, B,

1 "‘ %'
1, Yh2m o F lﬁl’lcleos con I =ﬂ &

-1
D\

Orientaciones de los
momentos magnéticos

Momento magnético

Figura 1. Orientaciones de los momentos magnéticos
para diferentes niicleos.
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intensidad del campo aplicado y de la constante giro- Tabla 1. Propiedades de algunos niicleos
magnética del niicleo, y representa la condicion de reso-
nancia, puesto que es justamente la frecuencia de obser- | |nycleo Espin Abundancia Y Frencuencia RMN
vacién de RMN. Natural (x107rad T's') (MHz)By= 94T
'H 12 99,98 26,7522 400,000
CONDICION DE RESONANCIA 'H 1 0,015 4,1064 61,402
v.= 4 g wB 3 19,58 2,8747 42,986
L 0
e 2n UB 32 8042 8,5727 128,335
Frecuencia de Larmor
BC 12 1,108 6,7283 100,577
Como se observa en la Tabla 1, a 9,4 teslas cada 4N 1 99,63 1,9324 28,894
nicleo tiene su frecuencia de resonancia caracteristica. SN 1/2 0,37 27126 40,531
Ademis, a la hora de hablar de la sensibilidad de un 70 52 0.037 8 BEE 1977
niicleo para ser observado por RMN hay que tener en d T ’
cuenta dos factores: la constante giromagnética y la PF 172 100 25,1815 376,308
abundancia natural. Por ello, el nicleo de protén (‘H) es 08P 12 4,7 -5,3190 79.460
el mas f4cil de observar y se suele hablar de sensibilidad .\ '
respecto a este nicleo, al que se le asigna el valor de 1. P12 100 10,8394 161,923
Otros nicleos sensibles son el °F y el 3!P; sin embargo, 03Rh 172 100 -0,3468 12,590
nicleos como los de *C y N son poco sensibles. 1 Tesla = 10* Gauss

La energia asociada a cada una de las posibles orien-
taciones del momento magnético viene dada por la
siguiente ecuacion:

E= -I’Lz BO HZ:m'Yh/ZTC
mvyh
E=- By
21

A los estados de energia se les denomina niveles Zee-
man. Por ejemplo, los niicleos con spin nuclear '/> tienen
dos niveles de energia, designados como estados o
(menor energia) y B (mayor energia).

La diferencia de energia entre dos niveles adyacentes,
AE, es directamente proporcional a la intensidad del
campo magnético y al valor de la constante giromagné-
tica. Este hecho es muy importante en RMN, ya que la
sensibilidad de un experimento de RMN aumenta cuan-
to mayor sea la separacion entre los niveles de energia.

Asi pues, para que haya transiciones de espin es nece-
sario aplicar una radiacién electromagnética cuya fre-
.ouencia sea igual a la frecuencia de Larmor del nicleo,
‘que ‘sdbemos que es del orden de megaherzios y, por
ttanito, ‘coitesponde a la region de radiofrecuencias.

Condicién de resonancia

vh Y

B, vp=—_ B,
i

21
AE=h v;,

Lia‘cuestién que uno se plantea llegado a este punto
es: como se distribuyen los niicleos en una muestra
macroscopica entre los niveles de energia? La respuesta

viene dada por la mecénica estadistica de Boltzmann,
cuya ecuacion para nicleos de espin '/2 es:

Ecuacion de Boltzmann

-AE / kgT

vh

_AE .
kg T

N _

B
N 0

2nk, T

o

N = Poblaciones

Para protones, y también otros niicleos, las poblacio-
nes en los dos niveles de energia son casi iguales a tem-
peratura ambiente, y sélo existe un débil exceso de
nticleos en el nivel de més baja energia. Por ello, al irra-
diar, de los dos procesos posibles, absorcién y emision,
el proceso dominante es el de absorcion dando lugar a
una sefial en el espectro.

Por tanto, cualquier factor que aumente el nimero de
niicleos en exceso en el nivel de mds baja energia, hard
que el nimero de procesos de absorcién aumenie y, con
ello, la intensidad de la sefial. Por consiguiente, la sensi-
bilidad de la técnica de RMN aumenta:

— A mayor nimero de nicleos presentes (concentra-

cién y abundancia natural).

— Al aumentar Bo.

— A mayor .

— Al disminuir la temperatura.

Para poder entender c6mo se obtiene un espectro de
RMN es necesario volver a la descripcién clésica. Si se
suman todas las componentes en el eje z de los momen-
tos magnéticos individuales se obtiene una magnetiza-
cién macroscépica neta Mo. A esta magnetizacion se la
denomina magnetizacioén longitudinal y juega un papel
muy importante en la descripcion de los experimentos
de RMN de pulsos.
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Por ofro lado, experimentalmente, para irradiar los
nicleos se coloca una bobina transmisora a lo largo del
eje X, a través de la cual se hace pasar una corriente
alterna de radiofrecuencias, de manera que se genera un
campo magnético B; polarizado linealmente [figura 2
(a)]. Existe una componente de este campo que oscila
circularmente en el plano XY y es la que va a interac-
cionar con los momentos magnéticos, pues oscila en la
misma direccién y a la misma velocidad de precesién
de los nicleos. Como resultado [figura 2 (b)], los
momentos magnéticos entran en lo que se denomina
coherencia de fase cambiando de orientacién, lo que
provoca que la magnetizacién macroscépica My se des-
place hacia el plano XY un cierto dngulo 6. Por tanto,
ahora se tiene una componente de la magnetizacién en
dicho plano, denominada magnetizacién transversal,
que es la que va a dar lugar a la seifial en el espectro,
puesto que los aparatos de RMN se construyen de forma
que la bobina receptora de las sefiales se sitda a lo largo
del eje Y.

(@) z z
BGL BDL
ey y s
— * B,

X

Componente de B, que oscila a

B, polarizado linealmente
la frecuencia de Larmor

o~

Antes de la irradiacién de B, Durante la irradiacién de B,

Figura 2. a) Generacion del campo B,. b) Interaccién de M, con el
campo B, oscilante a la frecuencia de Larmor:

ESPECTROMETROS DE FT.
ESPECTROSCOPIA DE PULSOS

Los primeros espectrometros comerciales fueron los
de onda continua, en los que el espectro se registraba
punto a punto, bien alterando la intensidad del campo, o
bien, variando la frecuencia del transmisor. Pero estos
espectrometros solo eran adecuados para registrar espec-
tros de niicleos sensibles.

Con el desarrollo de los imanes superconductores se
pudo disponer de campos magnéticos altos y, por tanto,
de aparatos cada vez mds sensibles. No obstante, el
avance mds importante que permitié observar nicleos
poco sensibles se consiguié con la introduccién de la
espectroscopia de pulsos.

En el método de pulsos todos los nicleos de una
misma especie se excitan simultdneamente mediante un
pulso de radiofrecuencias de alta intensidad, lo que
supone, respecto a la técnica de onda continua, una
reduccion significativa en la duracién del experimento.
Ademdés las sefiales obtenidas son digitalizadas permi-
tiendo mejoras en la resolucion y en la sensibilidad.

Para excitar a la vez todas las frecuencias de un
nucleo, el generador, que opera a una frecuencia mono-
cromatica, actda durante un tiempo corto denominado
pulso. Con este pulso, que es del orden de microsegun-
dos, se obtiene una banda de frecuencias efectivas que
abarca la cantidad comprendida en el intervalo vo+1/7,y
Vo-1/7,,.

Asi, cuando se aplica un pulso de radio frecuencia en
la direccién del eje X, el vector magnetizacién M, se
desplaza de su posicién de equilibrio un cierto dngulo
que se denomina dngulo de pulso. Si el pulso tiene una
potencia y duracién adecuadas, podrd mover la magneti-
zacion sobre el eje Y: a este pulso se le denomina pulso
de 90° y generard la maxima sefial para la deteccién.

-

| Mo Angulo de pulso f< -
x 8, T~y
Pulsode 90° ? Pulso de 180° Z
ey = *y
Maxima sefial para My—-o0
la deteccion No se detecta sefial

En el momento en el que se desconecta el pulso, la
magnetizacion tiende de nuevo a su posicién de equili-
brio debido a que los niicleos empiezan a transferir su
energia de excitacién al entorno. A este proceso se le
conoce con el nombre de relajacion. Asi pues, después
del pulso de 90°, la magnetizacién transversal empieza a
disminuir hasta alcanzar el valor de cero en el equilibrio.
Como el detector se enciende justamente cuando el
pulso se desconecta, es decir, cuando se inicia el proce-
so de relajacion, a la bobina receptora le va a llegar una
corriente de tipo sinusoidal. A esta corriente inducida se
le denomina caida libre de induccién o FID y es una
funcién matemdtica en el dominio del tiempo.
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(FID)

Por tanto, los elementos esenciales de un experimen-
to de pulsos son: el tiempo que hay que dejar para que
los niicleos se encuentren relajados, el 4ngulo de pulso
para la excitacién y el tiempo de adquisicién de los datos
para obtener la FID.

TIEMPO PARA LA
_ RELAJACION

L “n

ADQUISICION
DE LA FID

Cuando las muestran estin diluidas, o si la sensibili-
dad del nucleo es baja, la sefal que se obtiene después
de un solo pulso es muy débil. Por este motivo, la
secuencia arriba descrita se repite n veces hasta obtener
una relacién sefial-ruido satisfactoria.

Para transformar la informacién que contiene una
FID, obtenida en el dominio del tiempo, en datos en el
dominio de las frecuencias, es necesario aplicar la trans-
formada de Fourier. De esta manera se obtendra el
espectro con los correspondientes picos que representan
las frecuencias de resonancia de los nicleos.

Tiempo
o
TTT.
i | Unv\}qvf‘tjﬂ\,ﬁf’\&iﬁ‘vi"‘df‘v"\!\f'wmf\,-\n‘,-mv,\ -

! ﬂ FT

Frecuencia (Hz)

Figura 3. Espectro de '"H RMN a 90 MHz del CH:I: obtenido en el
dominio del tiempo (FID) y en el dominio de las frecuencias.

Se puede afirmar, de lo comentado hasta ahora, que el
proceso de relajacion va a tener un papel muy importan-
te en la espectroscopia de RMN, y son varias las razo-
nes:

— porque es el que va a dar lugar a la FID de la que
se obtiene el espectro,

— porque es determinante a la hora de seleccionar el
angulo de pulso y el tiempo entre pulsos,

— porque también influye en la anchura de las sefiales
Y,

— porque se puede obtener informacién sobre detalles
estructurales.

En la figura 4 se ha representado a la magnetizacion
que se estd relajando en un determinado momento des-
pués de terminado el pulso. Este movimiento hacia su
posicion de equilibrio fue estudiado por Bloch y explic6
el proceso mediante dos tiempos de relajacién distintos
que describen las variaciones de My, My y M; en funcién
del tiempo: el tiempo de relajacion longitudinal T; o
tiempo de relajacion de espin-reticulo y el tiempo de
relajacién transversal T, o tiempo de relajacién espin-
espin.

Ecuaciones de Bloch

dM,  M,-M,
dt T, T, < T,
v, M, M, M,
& T, & T

Comparado con otras particulas la relajacion de los
nicleos es muy lenta, especialmente en aquellos con
espin nuclear !>, y puede variar desde unos cuantos
segundos hasta incluso horas.

Figura 4. Evolucion de M.,.
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Hay varios tipos de interacciones intra e intermole-

culares que convierten la energia de excitacion en ener- v, = . B, = . (1-6) B,

gfa térmica y, por tanto, son las responsables de que los 2n ¢ 2=m

nucleos se relajen. Para nicleos con espin !/2 la més
importante es la interaccion dipolo-dipolo. La magni-
tud de esta interaccion aumenta con particulas que tie-
nen grandes momentos magnéticos, por ello los niicleos
de protén son los mds eficaces para producir la relaja-
cién dipolo-dipolo de los nicleos a los que se encuen-
tran unidos.

Hasta el momento se ha tratado a los niicleos como
entes aislados y se ha ignorado el efecto que pueden pro-
ducir los electrones que los rodean. De hecho, el campo
magnético externo provoca un movimiento de precesion
de los electrones de forma que se induce un pequefio
campo magnético en sentido opuesto al campo aplicado.

Orientacién de  Precesion de la Campo
un nucleo densidad magnético
con m;=+1/2 electronica inducido

Por ello, el campo efectivo Be. que recibe el niicleo
es siempre menor que el campo aplicado, es decir, el
nicleo se encuentra apantallado. Este efecto, aunque es
pequefio, puede medirse y viene determinado por la f6r-
mula abajo indicada, donde G es la constante de apanta-
llamiento, cuyo valor serd mayor a medida que aumente
el nimero de electrones que rodeen al nicleo.

Betec = Bg - Bing Bi,q=0B,

U

=B, -0B,=(1-0) B,

efec

B

efec

Por esta razén, y afortunadamente, las frecuencias de
resonancia de nicleos de una misma especie, por ejemplo
protones, podrdn ser diferentes, ya que su densidad elec-
trénica puede verse modificada por el entorno quimico.

Asi, la frecuencia de resonancia de un niicleo con alta
densidad electrénica, porque esté préximo a sustituyen-
tes dadores de electrones, serd menor y dard una sefial
situada en la parte derecha del espectro (ver figura 5).
Por el contrario, aquellos nicleos préximos a sustitu-
yentes que atraigan electrones se dice que estidn desa-
pantallados, ya que el campo efectivo que experimentan
es mayor y dardn sefiales a la izquierda del espectro.

Nucleo con alta
densidad electronica

!

Nucleo apantallado

4

Nucleo con baja
densidad electronica

Nucleo desapantallado

O menor

@ G mayor
Bmﬁmenor B, 4 mayor
B, mayor B_.. . menor

efec

4 g
| ‘ L

v; mayor  Frecuencias V; menor
4_

Figura 5. Dependencia de las frecuencias de resonancia con el
entorno quimico.

Como se comentara més adelante, existen otros factores
que van a contribuir a que un ntcleo se encuentre m4s o
menos apantallado.

DESPLAZAMIENTO QUIMICO Y CONSTANTES
DE ACOPLAMIENTO

En la figura 6 se muestra el espectro de protén de
una muestra que contiene una mezcla de bromoformo,
bromuro de metileno, bromuro de metilo y tetrametil-
silano (TMS). La posicién de cada pico se puede dar
en frecuencias y, de este modo, se puede decir que bajo
la accion de un campo magnético de 2,1 Teslas (90
MHz) las frecuencias de resonancia de los protones
aparecen a los valores indicados en la figura. Pero
como se trata de nimeros grandes, y ademads las fre-
cuencias serdn diferentes si la intensidad del campo
varia, en RMN se utiliza una escala relativa donde se
mide la diferencia de frecuencias entre las sefiales de
la muestra y la de un compuesto que se toma de refe-
rencia. En el caso de las espectroscopias de 'H y 13C se
utiliza el tetrametilsilano.

De esta forma, se define una magnitud, el desplazamien-
to quimico 3, que hace que el valor de una sefial medida en
aparatos con diferentes intensidades de campo sea igual.
Esta magnitud se expresa en partes por millén (ppm).

Desplazamiento quimico

vm’lcleo ~ Vaieleo referencia 106

o=

(ppm)

vespectrémetro
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Av(Hz  6ldHz  MIH: AT Ol ducir pequefios campos magnéticos. Estos campos debi-

v (Hz) 90000614z 90.000441Hz 90.000.237 Hz 90.000.000 Ha dos a los grupos vecinos pueden sumarse o restarse al

CHBr, CHBr, CHsbr campo local que experimenta el niicleo y se encuentran

(CH,),Si (TMS)
682 | 490 | 263
N N N

7 17 17 1717 1T 1T T/ ,
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 Escalad(ppm)

Av (Hz) 900 810 720 630 540 450 360 270 180 90 0 By=90MHz

Figura 6. Desplazamiento quimico.

El desplazamiento quimico para el compuesto de
referencia, el TMS, es por definici6n cero, puesto que de
este modo la diferencia de frecuencias es cero. De acuer-
do con la escala 9, los desplazamientos quimicos de los
protones de la figura 6 son 2,63, 4,90 y 6,82 ppm.

En las figura 7 y 8 estdn representados los intervalos
en donde aparecen los niicleos de 'H y *C mds caracte-
risticos. Se observa que en algunos casos hay grandes
diferencias en los desplazamientos quimicos y pueden
identificarse facilmente.

Co. H
R/ ~ T/ \
H \ CH—NH,
CH—QO BT
o
—CH—CI(Br) R
—CH—NR, I

ppm &

Figura 7. Intervalos de aparicion de los niicleos de 'H mds
caracteristicos.

—C~—N,
/
\C_:C/ —C=0
—7C—C1(Br)

—CH\~

0 e
g
<N —CH,
T T I T T T T T I T FTrT e r e [P TT T e
200 150 ppm, 5 100 50 a

Figura 8. Intervalos de aparicién de los niicleos de '’ C
mds caracteristicos.

Ya se ha comentado que el desplazamiento quimico
depende de la constante de apantallamiento G y que es
funcién de la densidad de carga que rodea al nicleo.
Pero también hay que tener en cuenta que en la molécu-
la hay otros lugares con densidad de carga, como pueden
ser otros d4tomos o los propios enlaces y que van a pro-

representados en la ecuacion global por los siguientes
términos:

O = Ojocal + ON + Or + Oc + O;

on — Anisotropia magnética de los grupos vecinos

or — Corriente de anillo en los arenos

6. — Efecto de los campos eléctricos intramoleculares
producidos por grupos polares

o; — Efectos de las interacciones intermoleculares
(puentes de hidrégeno, efecto de los disolventes)

Asi pues, existen muchos factores que van a influir en
el desplazamiento quimico de un nicleo y por ello la
espectroscopia de RMN es muy ttil para la determina-
cién de estructuras, pues cualquier pequeflo efecto que
modifique el campo efectivo que recibe un niicleo hara
que su frecuencia sea distinta de las del resto de su
misma especie.

Ademds del desplazamiento quimico, otra importante
fuente de informacién para la determinacién estructural
se obtiene de las constantes de acoplamiento entre nu-
cleos. Este acoplamiento se genera por la interaccion de
los dipolos magnéticos y produce un desdoblamiento de
las sefiales. Este tipo de acoplamiento se denomina aco-
plamiento indirecto, ya que tiene lugar a través del enla-
ce quimico. En la figura 9 se ha representado el espectro
resultante del acoplamiento entre dos nicleos A y X,
ambos con espin nuclear /2. En la parte inferior se mues-
tran las transiciones de espin que dan lugar a las cuatro
lineas en el espectro. Se observa que la energia requeri-
da depende de la orientacién que adopte el momento
magnético del otro niicleo. En este caso cada linea se ha
desdoblado en dos, siendo la separacién, en hercios
(Hz), la constante de acoplamiento */, que es la misma
medida en ambas partes del espectro y donde n indica el
nimero de enlaces que separan a ambos nucleos.

SRR

A
i AE

Figura 9. Acoplamiento entre dos niicleos A y B con espin '/2.
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El nimero de lineas de un multiplete se denomina
multiplicidad y se calcula de acuerdo con la expresion
general (2nl+1) (2n’I+1)....., donde n y n’ representan el
nimero de nicleos equivalentes e I el espin nuclear de
esos nucleos. Cuando el espin es /2, que es lo més fre-
cuente, el nimero de sefiales y la intensidad relativa de
cada una de ellas se calcula segin los coeficientes del
desarrollo binémico obtenidos a partir del tridngulo de
Pascal:

n=0 1 Singlete

n=1 1 1 Doblete

n=2 1 2 1 Triplete

n=3 1 3 3 1 Cuadruplete
n=4 1 4 6 4 1 Quintuplete

Un ejemplo de acoplamiento entre nicleos es el
espectro de F de la molécula de clorotrifuoretileno
(figura 10), en el que se observan las constantes de aco-
plamiento entre los dtomos de flior. Hay tres constantes
de acoplamiento diferentes, una a dos enlaces, %/ya,
denominada constante de acoplamiento geminal, y dos a
tres enlaces, 3Jax y 3Jmx, denominadas constantes de
acoplamiento vecinales cis y trans. Por tanto, se deduce
que ¢l valor de estas constantes no sélo depende de la
distancia internuclear sino también de la estructura
molecular.

Para que los multipletes se analicen de acuerdo con
las reglas que se han comentado se tiene que cumplir
que la diferencia, en hercios, entre los desplazamientos
quimicos de los niicleos que se acoplan sea mucho
mayor que la constante de acoplamiento. En estos casos
se habla de espectros de primer orden.

Pero cuando esta condicién no se cumple la intensidad
de los multipletes se altera y, a veces, pueden aparecer
lineas adicionales; en estos casos se habla de espectros de
orden superior, y hay que recurrir a célculos de la meca-
nica cuéntica para poder determinar los desplazamientos
quimicos y las constantes de acoplamiento. En la actua-
lidad se utilizan programas de ordenador que vienen pro-
vistos de un sistema de iteracién que adapta los pardme-
tros hasta conseguir un espectro tedrico idéntico al
experimental, obteniendo un listado de todos los despla-
zamientos quimicos y constantes de acoplamiento.

Hay muchos factores que influyen en la magnitud de
la constante de acoplamiento, pero en general los mds

Multiplicidad para A, My X: (n+1) (n’+1)= (1+1) (1+1)= 4

F(A)(d.d) F(M)(d.d) F(X) (d.d)
V=76 Hz /CS\UMX =116 Hz ﬁ){u“"
WUpx =56 Hz . U
A (MF Pl
/C——C
(AF F(X)
1 1 1 1 A 1 V: 1
1000 1050 oo 1150 1200 1250 1300 1350 1400 1480

Figura 10. Espectro de ’F-RMN del clorotrifluoroetileno.

importantes se encuentran representados en esta ecua-
cién:

ol O Y2 Vo fo fo Fl(Angulo)

Asi, la constante es proporcional a los valores de las
constantes giromagnéticas de los niicleos, a la fraccion
de cardcter s de los orbitales que interaccionan y tam-
bién es funcién del dngulo de enlace. En la figura 11 se
muestran algunos ejemplos: en el caso de las moléculas
de etano, etileno y acetileno, la constante de acopla-
miento C-'H a un enlace es mayor a medida que
aumenta el cardcter s del orbital hibrido empleado en el
enlace; la constante a dos enlaces 3'P-'H cambia radical-
mente dependiendo del dngulo de enlace; y en las cons-
tantes a tres enlaces hay que tener en cuenta el dngulo
diedro como se aprecia en la molécula de ciclohexano,
en la que el acoplamiento entre los protones en posicion
axial es mayor por ser el dngulo diedro de 180°.

Cuando los nicleos estidn separados por muchos enla-
ces, los acoplamientos sélo se observan en determinados
casos (figura 12), entre otros: cuando entre los nicleos
hay miiltiples enlaces; si la molécula es rigida y los
nicleos forman parte de una geometria en W; o cuando
se encuentran préximos en el espacio.

Tipo \J(Hz) o
aracter s

Wy —1¥

1H 151 280 H//H‘ J ) n

H—3C  110-270 . ed! =y

TH—P  140-1115 / Ve N\

13C—1 _ i H H

Jlg jF 165 a-350 o o »

P -1002-500| |, i) 195 e i

13c—13C 35

l!C:lSC 70 ’ L .
Angulo de enlace Angulo diedro

BC=BC 170 gu

llc—lsN 4-18 (CHy), H

- J H

PCEEN 17 | ,Pt\CH ml/ﬂa

BC—31p 48-56 (Cgl) L,CN I'k

BC=3P  50-95 R . . 9HHzB

BC=BIP  150-200 Js =17Hz Jaa™ T

BNEBN 14 % ans = 205 Hz Moo 3py ®2-5Hz

Figura 11. Algunas constantes de acoplamiento representativas y
ejemplos de su dependencia con ciertos factores.

. . . Enlaces miltiples
Niicleos proximos en el espacio
3 S JE08)
- ~~~HH06
o g~
c .
CH, ¥ H, F
=0 5J=8
F
Geometria en W . .
Orientacion del par de electrones
e T % solitarios del nitrogeno
i =2,0 61
. =0 1
H m /\ /—3\ JOH
N =N
OP(OCH,), aH

Figura 12. Algunos factores que influyen en las constantes de
acoplamiento a larga distancia.
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Elementos de un espectrémetro de pulsos

En la figura 13 se indican los elementos que forman
parte de un espectrémetro de pulsos.

En un dewar denominado imdn se encuentra el solenoi-
de que genera el campo magnético. Las bobinas de emi-
sién y deteccion se encuentran en su interior, en un dispo-
sitivo, llamado sonda, por donde se introduce la muestra.

Para conseguir altas intensidades de campo, el sole-
noide se construye con aleaciones de metales como nio-
bio-estafio o niobio-estafio-tdntalo, que tienen la propie-
dad de ser superconductores a temperaturas muy bajas.
Por ello, la bobina se introduce en un dewar con helio
liquido, en cuyas paredes existe un vacio casi perfecto.
El exterior de este criostato estd a su vez rodeado por
otro que contiene nitrégeno liquido (figura 14).

Hay dos dispositivos, uno para transmitir y otro para
detectar la sefial del nicleo de deuterio. Estos elementos
constituyen el denominado lock de frecuencia-campo 'y
se utilizan para mantener el campo magnético estable,
realizando un experimento de deuterio de forma conti-
nua y automatica. Por esta razén, la muestra se disuelve
en un disolvente deuterado. También es muy importante
que el campo sea homogéneo y esto se consigue median-
te unas bobinas, denominadas shims, que se encuentran
situadas en el interior del imén.

Por otro lado, como las sefiales que se recogen en la
bobina son de intensidad muy débil, éstas se amplifican
mediante un preamplificador antes de que llegen al

l

| Transmmnr |
S ¥ il o
RF
Gradientes

¥

Instrucciones

Interfaz Espectrémetro

l ; ; shim i
Regulacion
Temperatura

Figura 13. Elementos de un espectrémetro de pulsos.

- |Nitrégeno liquido (77 K)

Tubo central a
temperatura
ambiente

Helio liquido (4 K)

Bobina
superconductora

Muestra

Sonda

Figura 14. Interior de un imdn y fotografia de un 800 MHz.

detector. Una vez en este punto las sefiales analdgicas se
vuelvan a amplificar y se convierten en digitales
mediante un convertidor (ADC).

Otros elementos son el de regulacién de la temperatu-
ra y de forma opcional se puede instalar una unidad de
gradientes de campo.

TECNICAS DE RMN

En aquellos casos de espectros simples la interpreta-
cién de los mismos se puede realizar sin dificultad, pero
pueden darse diversos factores que compliquen o bien la
obtencién de un espectro o, en algunos casos, la asigna-
cién de las sefiales. Por ello, se han ido desarrollando
diversas técnicas para facilitar tanto la obtencién como
la interpretacién de un espectro.

Ast, con la utilizacién de espectrémetros de alto campo
se consigue aumentar la intensidad de las sefiales de
niicleos poco sensibles, como el 1*C o el N, y ademas, se
incrementan las diferencias de los desplazamientos qui-
micos de los nicleos acoplados, pudiendo convertir
espectros de orden superior en espectros de primer orden.

También se pueden conseguir espectros de primer
orden utilizando los denominados reactivos de desplaza-
miento, que suelen ser complejos de tipo quelato de
iones lantdnidos con beta dicetonas que, por ser com-
puestos paramagnéticos, producen grandes cambios en
los desplazamientos quimicos. Por lo general, provocan
un desplazamiento de las sefiales hacia campos bajos,
como se observa en el ejemplo de la molécula de 2f3-
androstanol de la figura 15.

Si el reactivo de desplazamiento es quiral, se puede uti-
lizar para distinguir enantiémeros, ya que por RMN dan
sefiales idénticas. Al afadir el reactivo quiral se forman
complejos diastereoisémeros que dan espectros diferentes.

<ca;»c~c—/cz;—T~c<CH3>,

Complejo de Europio o Ty
con dipivaloilmetano £
¥ 19 e
HO CH,3 11
10
2 f-androstanol —» 7~ ¥—7g
L~ L T
3 4 5 6 7
2 f-androstanot (0,73 104 M) |CH;-19 CH,-18
+40 mg Eu(dpm), f
GHCl, m&z !
Fan Hap Flip Fly ﬁ?\m M i \
B U U W NS Wt
0y CH3-19 CH,-18

[ 2Bandrostanol (0,73 104 M) | oy g,
3
|

T v — T T —y

T — T \ T T
%0 120 00 80 60 4,0 2,0 0

Figura 15. Espectros de 'H-RMN del 2B-androstanol con y sin el
empleo del reactivo de desplazamiento Eu (dpm)s.
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Un método muy utilizado para simplificar espectros
que contienen multipletes complejos que pueden dificul-
tar la asignacién de las sefales y ademds reducen su
intensidad debido al acoplamiento, consiste en desaco-
plar el nicleo causante del mismo irradiando la muestra
con un segundo campo magnético. Por tanto, en este tipo
de experimentos es necesario utilizar dos frecuencias,
una de observacién y otra de desacoplamiento. Por ello,
también se conocen como experimentos de doble reso-
nancia y pueden ser de dos tipos:

Desacoplamiento Nicleo que se observa
Homonuclear ~ y desacopla el mismo
(Ej.: 'H)
Desacoplamiento Nicleo que se observa
Heteronuclear diferente al que se desacopla

(Bj.: °C {'H})

Ademas, con el desacoplamiento se produce el deno-
minado efecto nuclear Overhauser, o efecto NOE, que
puede definirse como el cambio en la intensidad de una
sefial cuando se irradia las transiciones de otro nicleo
proximo en el espacio. La relajacién dipolo-dipolo es la
unica que debe considerarse en el efecto NOE; por tanto,
la magnitud de dicho efecto depende de la distancia inter-
nuclear, produciendo en la mayoria de los casos un
aumento en la intensidad de las sefiales. Asi, en los desa-
coplamientos homonucleares el NOE puede llegar a pro-
ducir un aumento de hasta un 50%, y en el caso de los
experimentos de carbono-13 con desacoplaniento de pro-
tén hasta un 200%.

En la figura 16 se muestra un ejemplo de un experi-
mento con desacoplamiento homonuclear, conocido
con el nombre de NOE diferencia, que se utiliza para
determinar los nicleos de protén que se encuentran
proximos en el espacio, es decir, para determinar la
estereoquimica de una molécula. Este experimento
requiere dos tipos de espectros: uno normal y otro en el
que se irradia a la frecuencia de un determinado protén

H, o H;
H o
(CH3),CHO,C CH)N,
HO 9
h Irradiacién a la
| A frecuencia de H,
v.__«;ﬁ - S :
| H Irradiacion a la
o I " frecuencia de H,
N B T
.
}J_ 3 4\& " &
N N .
I T I I | { 1 1 T T I T I 1
47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 37 36 35 34 Ippm

para observar el efecto NOE sobre los niicleos vecinos.
La resta de las dos FIDs proporciona, después de la
transformada de Fourier, un espectro en el que sélo
aparecen los picos que dan respuesta positiva por el
efecto NOE.

Otra alternativa para aumentar la intensidad de las
sefiales de niicleos poco sensibles consiste en transferir
la superior diferencia de poblacién existente en el nicleo
de protén, debido a su alta constante giromagnética, al
nicleo poco sensible con el que se encuentra acoplado.
A este fenémeno se le conoce como transferencia de la
polarizacion o transferencia de la poblacién, y forma
parte de una gran cantidad de experimentos como el
INEPT (Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization
Transfer) o el DEPT (Distortionless Enhancement by
Polarization Transfer).

En estas técnicas la transferencia de la magnetizacién
viene determinada por el acoplamiento entre el protén y
el niicleo X. Este método supera en efectividad al efecto
NOE, ya que la intensidad del pico puede llegar a incre-
mentarse en un factor de 4 para el nicleo de *C y de 10
para el de N. El experimento DEPT sirve para deter-
minar las multiplicidades y, por ello, es muy {til en la
espectroscopia de carbono-13, ya que permite diferen-
ciar grupos CHs, CH, y CH.

En la figura 17 se muestran dos espectros de !SN-
INEPT de la molécula de monofosfato de adenosina.
Como se observa, el INEPT se caracteriza porque el des-
doblamiento de las sefiales debido al acoplamiento con
los protones estd en antifase.

Todos los experimentos mencionados hasta el
momento pertenecen a la espectroscopia en una dimen-
sién (1D). La extension a dos o mds dimensiones surge
porque en muchos sistemas moleculares con la espec-
troscopia 1D no se pueden resolver espectros que pre-
sentan acoplamientos débiles y solapamientos aprecia-
bles de los multipletes.

Los principios de la espectroscopia en dos dimensio-
nes se muestran en la figura 18, con un ejemplo de corre-

NH,

" J-50Hz

R e e T S,
.](prln

294 2296 -29% 2300 -302
N-9

| DLINLINLIL I (L L L

-130 -150 -170 -190 =210  ppm

Figura 16. Experimentos de NOE diferencia del aziicar
representado.

Figura 17. Espectros de PN-INEPT del monofosfato de adenosina.
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. i OTRAS APLICACIONES DE LA RMN
Preparacién | Evolucién Mezcla Deteccion
H L M_, Hasta la década de los setenta, la RMN era casi exclu-
o | i IR PP ' sivamente competencia de los quimicos. Como ya se ha
: | ! % L mencionado, con la introduccién de la RMN en dos

FT(,) .

St,t) ——=p FT(’ Dy
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Figura 18. Experimento de correlacion de desplazamientos
quimicos 'H->C (XHCORR).

lacién de desplazamientos quimicos 'H-"*C (XHCORR).
La segunda dimension se introduce con una segunda
variable de tiempo, el tiempo de evolucién t;. De esta
forma, se obtiene una sefial funcién de dos variables de
tiempo que, después de dos transformadas de Fourier, da
lugar al espectro en dos dimensiones, funcién de las fre-
cuencias f; y f.

En la figura 19 se indican las principales correlacio-
nes que se pueden establecer con las técnicas bidimen-
sionales, indicando en cada caso el nombre del experi-
mento, y en las figuras 20 y 21 se muestran dos ejemplos
de espectros 2D.

dimensiones se pudo abordar el estudio de biomoléculas
més complejas. Aparte de la deterrminacién estructural,
la RMN en bioquimica es una excelente fuente de infor-
macién acerca de las propiedades dindmicas de las bio-
moléculas, y también permite conocer cémo las molécu-
las bioldgicas interaccionan en la naturaleza.

La RMN durante su desarrollo ha sido una técnica
para muestras en disoluci6n, hasta el punto que crecié
el mito de que era imposible obtener espectros de soli-
dos. La razén era que los espectros mostraban lineas
muy anchas que dificultaban su interpretacion y redu-
cian la informacién de los mismos. Hoy en dia, y gra-
cias a técnicas recientes como el desacoplamiento de
protones de alta potencia, el giro de la muestra alrede-
dor del 4ngulo magico (MAS) y la técnica de la polari-
zacion cruzada (CP), los espectros que se obtienen para
los s6lidos son comparables en resolucién a los de
disoluciodn.

La RMN de alta resolucién para sélidos se puede
utilizar como técnica complementaria a la cristalogra-
fia, permite estudiar compuestos inestables en disolu-
cién o insolubles, es muy util para detectar y estudiar

IIII J Illl 'H-'H COSY
H H H
||. JI | .J | 'H-'H TOCSY
XX =X
H H
IIJ | IH-X HMQC
- S . IH-X HSQC
H
| J IH-X HMBC
LS X
J
X +—®x X-X INADEQUATE
NOE
m NOESY
| l ROESY
XX

Correlacién entre protones que interaccionan a través
del enlace.

Correlacién entre protones en un sistema acoplado.

Correlacién heteronuclear a través de la constante
de acoplamiento a un enlace.

Correlacién heteronuclear a través de nicleos acoplados
a larga distancia.

Correlacién homonuclear para nicleos con baja
abundancia natural (<20%).

Correlaciones entre protones que interaccionan
a través del espacio.

Figura 19. Principales correlaciones establecidas con la espectroscopia en dos dimensiones (2D).
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Figura 20. 'H-'"H COSY de la Andrografolida.
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Figura 21. '"H-C HMQC del heterociclo representado.

el polimorfismo y una de las apli-
caciones mas interesantes es el
estudio de los aspectos dindmicos
en estado sélido.

La Resonancia Magnética de
Imagen (RMI) es una de las herra-
mientas mas importantes hoy en
dia en biologia y medicina. Es un
método no invasivo y extremada-
mente sensible a los tiempos de
relajacién de los protones del agua
en los diversos tejidos. También
tiene aplicaciones no médicas que
incluyen la imagen de materiales e
incluso cambios de estos materia-
les en tiempo real, como por ejem-
plo, el proceso de secado del
cemento o la cantidad de disolven-
te admitida por los polimeros.
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