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En la técnica RMN vamos a estudiar la absorcién radiacion de radiofrecuencia por parte

de las moléculas cuando se encuentran situadas en un campo magnético externo.

El tipo de radiacion utilizada en esta técnica se encuentra mucho mas a la derecha del
espectro que la REM UV-Visible, por lo tanto tendra una longitud de onda mucho mas
elevada (4 a 900 MHz) pero una energia muy baja (son REM inofensivas). En esta
técnica estan implicados los nucleos de las moléculas situados en un intenso campo
magnético externo, con la finalidad de que aparezcan los estados energéticos del
nucleos y asi poder absorber la REM. Esto es debido a que ciertos nucleos atomicos
presentan espin y momento magnético, y al exponerlos a un campo magnético externo
hay un desdoblamiento de sus niveles de energia, un estado fundamental y un estado

excitado.

«Frecuencia creciente (v)
10 103 107 10" 10" 10" 101 10" 10 10° 1t 10° 10" vHz)
1 1 1 ) 1

|
Rayos 7 Rayos X | UV Infrarrojo | Microondas [FM AM Ondas de radio largas .

Ondas de radio
|
| 1 | | | 1 | | ! i | | |

R e 1 L 1 L 11T TV oS T N [V N 1 LN 1V S (LN [ R X )

- Longitud de onda creciente (3)—

Espectro visible I

O T T T T - |
400 500 600 00

Longitud de onda creciente (X) cn name—s

Es una técnica que nos va a dar basicamente informacion fisica, quimica ,electrénica y
estructural de las moléculas. No es una técnica util para todas las moléculas, deben de
tener elementos capaces de absorber RMN, los nucleos mas estudiados y utilizados son
1H 130 19F y 15N
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FUNDAMENTO

Los neutrones y protones del nucleo de un atomo y los electrones al girar sobre si
mismos y de manera circular provocan campos magnéticos (M), como pequefios imanes,
que llevaran asociados un determinado vector del momento angular con la misma
direccion y sentido. EI momento angular asociado a la particula se puede cuantificar y
se describe con el numero cuantico de espin (1) que tiene unos valores determinados
dependiendo del nucleo. Si el numero de protones y neutrones de un nucleo es par
diremos que el espin (I) es igual a 0, estos elementos se encuentran apareados,
exactamente como pasa con los electrones, y por lo tanto no se creard un campo
magnético y no tendra asociado un momento angular, este tipo de moléculas no seran
utiles en RMN.

Los tipos de movimientos de los protones y neutrones que podemos encontrar, y que en
combinacion de ambos genera el campo magnético son: la rotacion (giran sobre si
mismos) y la procesién (movimiento circular alrededor de un punto concreto a una

frecuencia determinada).

Tal y como se ha comentado anteriormente en RMN interesa basicamente el numero
cuantico de espin (I). No todas las particulas pueden absorber ondas radio, hay nucleos
que son activo para esta técnica y nucleos que no. Las moléculas que absorben RMN

deben tener un niumero cuantico de espin diferente a 0.

Los protones y los neutrones, cuando hay una combinacion de particulas, pueden
aparearse de manera que un elemento adquiere espin negativo y el otro espin positivo
y el espin neto total sera 0 y por lo tanto estas moléculas no seran capaces de absorber

radiacion y seran inactivas en RMN.

Los protones y neutrones de nucleos con numeros impares cuando se combinen tendran
un numero cuantico de espin I=1/2,como consecuencia del giro respecto de un eje, que
causa que actuen como pequenos imanes. Para estos nucleos existen dos estados de
espin, I= +1/2 y I=-1/2. En ausencia de un campo magnético, ambos estados tienen la
misma energia, un unico nivel energético por lo tanto no sera posible absorber RMN.
Cuando se someten a un campo magnético externo se formaran dos estados
energéticos, puede haber una transicion entre estos dos niveles por absorcion de REM

de ondas radio.
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Cuando se aplica un intenso campo magnético externo todo las particulas del nucleo se

pueden orientar sélo en las dos direcciones relativas al campo (I=+1/2 o -1/2), no se

pueden orientar a una direccién intermedia. La orientacion de un dipolo nuclear se puede

cuantificar con Iz.

Si en lugar de un unico nucleo y un momento magnético tenemos un grupo de nucleos

y varios momentos magnéticos podemos hablar del momento magnético total. Se define

como la suma de todos los momentos magnéticos individuales.

Los nucleos mas estudiados para esta técnica son *C o el 'H entre otros. En cambio

los nucleos C, 0 o *2S no son activo para esta técnica.
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FUNDAMENTO: Efecto Zeeman

Los elemento del nucleo si no se les aplica un campo magnético externo se encuentran
girando a todas direcciones, el espin esta orientado al azar. Pero cuando se les aplica
un campo externo, su momento magnético se orienta en una de las dos direcciones

posibles con respecto al campo magnético (Efecto Zeeman):

e Paralelo: el spin se orienta hacia arriba, en una posicion mas estable y menos
energética. |= +1/2. (poblacion alfa)
o Antiparalela: el spin se orienta hacia abajo, es una posicién inestable y mas

energeética. |= -1/2. (poblacién beta)

En esta situacion, para pasar de un estado energético a otro los elementos deben
absorber REM de la frecuencia de onda de radio=radiofrecuencia. Cada nucleo debe
ser irradiado con una REM de radiofrecuencia caracteristica que depende del campo

magnético externo aplicado y de la constante giromagnetica.

CONSTANTS GIROMAGNETIQUES

Nucli Relacié giromagnética (MHz/T)
H 2.6752-108
3¢ 6.7283-107
B 2.5181-108
3p 1.0841-108

FUNDAMENTO: Distribucion de las particulas

Como ya hemos hablado en otros temas, la distribucién de las particulas en un estado

fundamental o a un estado excitado se puede predecir con la ecuacion de Boltzmann.

Esta ecuacion representa la relacion entre la poblacién de particulas en un estado
fundamental y en un estado excitado. Se puede aplicar tanto en la espectroscopia UV-
Visible como en la RMN, la maxima diferencia entre las dos técnicas es en que en la
primera la mayoria de poblacion se encuentra en el estado fundamental a diferencia de
la técnica RMN donde la poblacién esta distribuida entre el estado fundamental y el
excitado, aunque las particulas tienen mas tendencia a colocarse en el estado mas
estable, el de menos energia. Este hecho provoca una baja sensibilidad de la técnica,
ya que no habra tantas particulas que puedan absorber REM, muchas ya estaran
excitadas. Una manera de mejorar la sensibilidad de la técnica es aumentando la
temperatura, habra mas diferencia en la proporcion de particulas entre los diferentes

estados.
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Si las particulas estan divididas mas o menos igual entre los dos estados cuando se
irradie REM vy las particulas vayan a un estado excitado sera muy facil que este nivel

superior quede saturado.

Por todas razones se debe irradiar con la energia necesaria y concreta para pasar entre

estados, una frecuencia de REM muy concreta y precisa.

N, -AE
— = e kT

La frecuencia de REM que se necesita para pasar de un estado alfa a un estado beta
se llama frecuencia de resonancia y el movimiento de los espin, de un estado
fundamental a un excitado, se llama movimiento de precision (se define exactamente
como numero de giros que por segundo que realiza un proton en relacién al campo

externo al que esta sometido).

La frecuencia necesaria para hacer esta transiciéon entre estados, que como ya se ha
visto debe ser muy concreta, se calcula igualando la ecuacion de diferencia de energia
entre los dos estado, esta ecuacion nos da la energia necesaria para la transicion, y la
ecuacion de energia de un foton E= h-v, donde v corresponde a la frecuencia. Por lo
tanto, la frecuencia de la REM para producir resonancia en un determinado nucleo

situado en un campo magnético BO es:
n=g Bo

(n=frecuencia de resonancia
g=constante giromagnética, caracteristica de cada elemento

Bo= fuerza del campo magnético externo)

Esta frecuencia de resonancia n es la necesaria para que los elementos absorban RMN
y haya una transicién entre niveles, se conoce como frecuencia de Larmor. Las

radiaciones con estas frecuencias se encuentran en la zona del espectro de RMN.

A parte de conocer la frecuencia exacta a la que debemos irradiar la muestra también
debemos controlar la energia, para evitar la saturacién del estado excitado o que no sea
suficiente para el salto. Para conocer la energia que necesitaremos debemos utilizar la
ecuacion de cuantificacién de la orientacion del espin I,. La energia sera igual a la

constante de giromagnetica del componente y al campo magnético aplicado.
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Por lo tanto para que tenga lugar la resonancia, el transito entre poblaciones, la REM
debera tener exactamente la energia exacta que separa los dos estados +2y -/%, y la

frecuencia coincida con la frecuencia de Larmor.

FUNDAMENTO: Campo magnético

Tal y como se ha visto, en la técnica de RMN los dos estados energéticos estan muy
cerca y las particulas distribuidas casi de manera equitativamente en los dos estado. El
campo magnético y la frecuencia son dos factores que influyen en la distribucion
poblacional de las particulas. Si se varian estos dos factores se puede aumentar la
separacion energética entre los dos niveles, y por lo tanto nuestra técnica sera mas

sensible.

Como mas potente sea el campo magnético mas separacion habra entre los dos niveles,
por lo tanto podremos decir que se aumentara la sensibilidad de la técnica. Aunque
nosotros aumentemos o disminuyamos la potencia del campo magnético es importante
que siempre se irradie con la energia suficiente para que tenga lugar la transicion entre

estados, sino se cumple la condicion la técnica no se podra llevar a cabo, .

A parte de la energia necesaria también es importante la frecuencia de la REM que vaya

a incidir, debemos utilizar la frecuencia de Larmor.

Para aumentar la sensibilidad de la técnica debemos usar la frecuencia de las ondas
de radiofrecuencia (frecuencia de Larmor) y podemos variar la intensidad del campo

magnético, esta segunda estrategia es mucho mas utilizada.
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INSTRUMENTACION: Espectrometros de RMN

Los espectrometros de RMN pueden ser de dos tipos: de lineas anchas o de alta

resolucion.

- Espectrémetro de lineas anchas: tienen imanes de baja intensidad, fuerza de
unas décimas de tesla y son mas simples y econdmicos que los de alta
resolucion.

- Espectrémetro de alta resolucion: emplean imanes con mas intensidad y fuerzas

que oscilan entre 1,4 y 14T. Nos dan los espectros de lineas anchas.

Actualmente existen dos tipos de espectrometro de alta resolucion: de onda continua y
de impulsos o transformada de Fourier. En los dos se mantiene la muestra en un intenso
campo magnéticos con elevada fuerza.
- Espectrémetro de onda continua: se mide la sefial de absorcion a medida que
se varia lentamente la frecuencia de la fuente.
- Espectrémetro de impulsos: la muestra se irradia de manera periodica con
bandas de REM. Los impulsos producen una sefial de domino tiempo que
gracias a la transformada de Fourier se convierte en una sefial con dominio de

frecuencia.
Antiguamente se usaban espectrémetros de alta resolucién que contenian imanes o
electroimanes permanentes para producir el campo magnético. Actualmente se usan
espectrometros de transformada de Fourier, el campo magnético lo proporciona unos

imanes solenoides superconductores.

Los instrumentos para la RMN deben tener siempre 3 partes:

MUESTRA DETECTOR

CAMPO MAGNETICO (Bo)

FUENTE DE REM
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1) Imanes: la sensibilidad y la resolucién de los espectros de la RMN dependen

basicamente de la fuerza y la calidad el iman. Existen dos tipos de imanes diferentes:

- Bobina superconductora=solenoides superconductores: se usan en los

instrumentos mas modernos y son capaces de alcanzar a campos magnéticos

muy elevados (14T). Para mantener sus caracteristicas se debe sumergir el iman

en un bafo de helio liquido. Este tipo de imanes presentan una elevada

intensidad de campo a parte de ser muy estables y tener bajo coste de
mantenimiento. Son utiles para el RMN de '* C (100-850MHz).

- Imanes permanentes: son sensibles a la temperatura, necesitan un buen

aislamiento y eficaz termostatizacién. No son utiles para periodos prolongados

de recogida de datos. Son Utiles para la técnica de RMN 'H.

2) Fuente de radiacion de radiofrecuencia: oscilador de cristal continua.

3) Detector de radiofrecuencia: Bobina receptora de radiofrecuencia, puede ser la
misma que sirve de transmisor (bobina unica) u otra distinta (método de las dos

bobinas).

La muestra la debemos colocar en una cubeta, que se encargara de ir rotando la
muestra para evitar que hayan interferencias y que se produzcan ensanchamientos

indeseables de las bandas.

Manipulacién de la muestra: las muestras deben de estar disueltas, si se utiliza la técnica
de RMN de protén el disolvente no debe contener protones, se utilizan como disolvente

agua deuterada o tetracloruro de carbono (CCls ).

Las partes del instrumento de Transformada de Fourier consisten en:

N

Campo magnético

N

Emisor de radiofrecuencia

W

)
)
) Antena receptora
) Generador de impulsos
)

(9]

Detector de la sefial conectado con un ordenador que permite hacer los

calculos matematicos para la Transformada de Fourier.

Estos instrumentos tal y como se ha comentado son capaces de transformar la sefal

en dominio del tiempo a la sefal en funcion de la frecuencia.
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ESPECTROS

Hay dos tipo de espectros de RMN:

- Espectros de lineas anchas: la anchura de banda de la fuente de lineas es
bastante grande como para enmascarar la estructura propia a causa entorno del
quimico. Cada iso6topo estudiado se asocia a un solo pico. Su uso es la
determinacion cuantitativa de los isétopos.

- Espectros de alta resolucion: para un determinada molécula se encuentran
varios picos, que corresponderan a la estructura de los grupos. La aparicién de
varios picos son a consecuencia del efecto del entorno quimico, los nucleos y

electrones vecinos que afectan a la sefal.

Los espectros de la RMN tienen en el eje de las X el desplazamiento quimico en ppm y

en el eje de las Y la intensidad.

El desplazamiento quimico, indica la posicién de la sefal en el eje de las X siempre
respecto a un compuesto de referencia, no es posible hablar de desplazamiento quimico
si no tenemos una referencia. En esta técnica se usa el tetrametilsilano =TMS como

compuesto de referencia, se encuentra en el desplazamiento 0 del eje de las X.

La intensidad (altura) también se puede normalizar teniendo el TMS como comparativa,

algunas veces el pico se puede desdoblar y esto se llamara desdoblamiento de espin.
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ESPECTROS: *H

e INTENSIDAD

La intensidad del pico es proporcional a la cantidad de protones equivalentes que tenga
la molécula. Como mas protones iguales entre ellos haya, mas intensa sera la sefial. Si
es una molécula con varios protones diferentes debemos saber que cada banda
correspondera a uno de ellos y la sefial mas intensa indicara el protén que esta en mas

proporcion.

Este concepto nos permite hacer un analisis cualitativo, aunque no se usa mucho ya

que puede haber interferencias del medio.

e DESPLAZAMIENTO QUIMICO

La posicion donde encontraremos cada pico en el espectro dependera del

desplazamiento quimico.

El desplazamiento quimico se puede definir como la posicion donde se encontrara el
pico del protén estudiado respecto al patrén (TMS). Este concepto viene relacionado

con el apantallamiento.

El campo magnético al que se somete un nucleo se ve reducido a causa de algun
campo magnético opuesto que se forma en la misma molécula. En las moléculas
complejas, los electrones dan vueltas alrededor del nucleo creando un campo magnético
contrario al campo magnético externo, este fenomeno reduce el campo magnético total.
Esta reduccion en el campo magnético se denomina apantallamiento, como mayor sea

la densidad de electrones mayor sera el apantallamiento.

Es practicamente imposible conocer con exactitud la intensidad del campo magnético y
su reduccion, mientras si que se puede determinar con exactitud los cambios de

intensidad de forma relativa utilizando un patrén interno que se mide a la vez.

En el caso del patréon el TMS todos los protones estan al maximo de apantallados, el S
es mas electropositivo que el C. Asi cuando se aplica un campo intenso este compuesto

proporciona un solo pico, intenso y bien separado, saldra a Oppm, desplazamiento 0.
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De que depende principalmente el apantallamiento:

- De la electronegatividad grupos vecinos.

- El campo magnético inducido por los grupos vecinos.

El desplazamiento quimico (d) es adimensional y se define como el desplazamiento

relativo en partes por millon:
d= (nr - n;) * 108

(n= constante de apantallamiento del nucleo de referencia H de los TMS

ni=constante de apantallamiento del nucleo considerado H del grupo)

Puesto que cada H de un grupo funcional tiene una constante de apantallamiento
diferente, tendra un desplazamiento quimico concreto, que nos permitira identificar los
diferentes tipos de H. Se utiliza principalmente esta caracteristica para identificar
diferentes grupos. Hay muchas graficas y tablas que correlacionan la estructura
quimica con el desplazamiento quimico. La mayoria de picos de los protones se

encuentran entre el intervalo de 0 a 13ppm.

T™MS

ppm

¢

+ Desplazamiento + Apantallamiento

En resumen los protones que estén mas apantallados por los nucleos vecinos saldran
mas a la derecha y cerca del TMS, a diferencia de los protones menos apantallados que

saldran a la izquierda del eje (+ desplazamiento).
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e DESDOBLAMIENTO ESPIN-ESPIN

El desdoblamiento de los picos o multiplicidad puede explicarse si asumimos que el
momento magnético de un nucleo interacciona con los momentos magnéticos de los
nucleos vecinos. Cuando tiene lugar esta interaccion hay un desdoblamiento de los
niveles de energia y multiples transiciones. La combinacion de los espines de los
nucleos originan aumento, disminucion o no tienen efecto sobre los campos magnéticos.
Estos cambios influyen sobre los nucleos vecinos, estos quedaran sometidos a la
influencia de diferentes campos magnéticos que daran lugar al despoblamiento de
espin. Es decir, que dependiendo de los nucleos vecinos habra un desdoblamiento del
sefal ya que la combinacion de estos puede provocar cambios en el momento

magneético.

Cada senial del proton se desdoblara en n+1 picos de los atomos vecinos, donde n son
el numero de protones diferentes que hay unidos directamente. Si un proton tiene n
protones equivalentes sobre el carbono vecino su sefial de absorcion se desdobla en

n+1 picos. N+1 se denomina multiplicidad.

Si es el caso que el numero de grupos vecinos que contienen protones son dos, la
multiplicidad vendra dada por (n+1)*(n+1) , las n representan el nimero de protones de

cada grupo vecino que estaran unidos al proton estudiado.

ESPECTROS: 13C

Se estudio por primera vez en 1957 pero se tardo bastante tiempo en poner en marcha

por la complicacion de la instrumentacion.

El espin nuclear del '2C es I1=0, por lo tanto no es util para la RMN, a diferencia del *C
que tiene un I=1/2. Por lo tanto podemos usar este elemento para la técnica de RMN.
La sefal de la técnica tiene poca intensidad a causa de la poca proporcion de estos
isotopos en el medio. Este inconveniente se puede superar utilizando imanes de alta

intensidad de campos o instrumentos de transformada de Fourier.

Esta técnica es util para conseguir informacion de la estructura de las moléculas
organicas. Los espectros de esta técnica aparecen a 220ppm de desplazamiento
quimica respecto al de referencia (TMS) , no hay superposicion de los picos y estos
picos no sufren desdoblamiento de espin-espin ya que es muy poco probable encontrar

dos atomo 13C vecinos en la misma molécula, todos los picos que salen son uUnicos.
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APLICACIONES

El uso de estas técnica es basicamente un estudio cualitativo, permitiendo identificar los

grupos que formaran molécula y la estructura. Esa informacion se obtiene con:

- Desplazamiento quimico: nos permite conocer el grupo funcional.
- Multiplicidad: permite conocer los grupos funcionales vecinos.
- Intensidad: segun la intensidad de la sefial podremos determinar el numero de

protones iguales en la molécula.

Su principal aplicacion sera la identificacion de las moléculas organicas, aunque muchas
veces esta técnica por si sola no es suficiente para identificar completamente un

compuesto, debemos utilizarla conjuntamente con otras técnicas.

Aunque no es tan habitual usarlo, esta técnica también nos permitira hacer un estudio
cuantitativo, gracias a la intensidad que el area de la banda equivale al numero de
protones de la molécula, y también podremos hacer un analisis de mezclas con la

integracion de bandas.

Altas aplicaciones que se le pueden dar a la técnica son:

Estudio de estereoquimica.
- Mecanismo de reaccion.
- Conformacion de proteinas y nucleétidos.

- RMN de imagenes (traumatologia, oncologia...)

En el caso de la técnica de "*C la aplicacion mas importante consiste en determinar la
estructura de especies organicas, estudiando el desplazamiento quimico de cada tipo

de carbono.
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Técnicas espectroscopicas: Resonancia magnética nuclear En cualauier momento  desde cualquie lugar

Aina Font i Barceld

RMN DE IMAGEN

Técnica instrumental que se usa para pruebas diagnésticas. Es una prueba muy util y

no invasiva para obtener informacién sobre la estructura interna del cuerpo.

Para poder obtener la imagen del cuerpo se dividen las areas en pequefios cubos de
la menor medida posible, denominados voxels. Para formar la imagen se codifica la
energia de los voxels en diferentes niveles de gris que determinaran la intensidad de
cada pixel. La calidad de la imagen vendra dada por la relajacion de los protones una

vez se deja de aplicar un campo magnético externo.

La intensidad del campo y el tiempo de aplicacién dependeran del tipo de tejido que se
quiera estudiar. La RMI es una técnica de resonancia 3D, se aplica el campo magnético

en tres dimensiones.

El funcionamiento de los instrumentos sera el mismo que ya se ha contado
anteriormente. Se debe aplica un campo magnético externo, dependiendo de este
campo y el momento magnético del nucleo, se determinan la energia y frecuencia
necesaria para separar la poblaciones en dos niveles bien diferenciados. Seguidamente
se aplicara un radiacion de radiofrecuencia justo a la frecuencia necesaria y con el
detector y el modelo matematico de la transformada de Fourier se observara la sefal

que acabara dando la imagen.
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