ANMAT-MED-FPA
134-00

473. ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA

NUCLEAR

Espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear para Muestras en
Solucién

Introduccién

La espectroscopia de Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) permite
visualizar ~ atomos individuales 'y
moléculas, tanto en solucion como en
estado sélido. La RMN es una técnica no
destructiva y proporciona una respuesta a
concentraciones molares que se puede
utilizar para elucidacion estructural y
cuantificacion.

De manera similar a otras
espectroscopias, la absorcion o emision de
energia electromagnética, se produce a
frecuencias  especificas y  provee
informacién  sobre  la  estructura
molecular. La diferencia de la RMN,
respecto a otras espectroscopias, radica en
que los niveles de energia, entre los que
ocurren las transiciones, se presentan
Unicamente cuando el ndcleo se sitla en
un campo magnético con intensidad Bo. Es
usual definir la direccién del campo T,
como la direccion [ de un sistema de
coordenadas fijo en el laboratorio, es decir
Oy = 0,0.

Los nlcleos atdmicos  poseen
momento magnético intrinseco [y
momento  angular de espin T
Fundamentos de mecanica cuantica
indican que se cumple la siguiente

relacion entre ambos vectores, fi = 0o,
en la cual y se denomina constante
giromagnética del nucleo y es igual para
todos los nucleos de un isdtopo dado,
independientemente de su posicién en una
molécula. EIl momento angular de una
particula con espin toma valores de la
forma:

(00 + D)

en la cual, | puede asumir valores enteros
0 semienteros y representa el valor del
espin nuclear.

La espectroscopia de RMN se basa en
el hecho de que algunos ndcleos, como los
nicleos de los atomos H, °C, 1°F, 3Ip,
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poseen nlmero cuantico de espin | #0. Al
ser colocados en un campo magnético
estatico T, = 1,01, la componente T
del vector momento angular de espin toma
ciertas orientaciones bien definidas
(200 + 1), con respecto a la direccién de
este campo, que corresponden a distintos
niveles de energia. Para la mayoria de los
is6topos analiticamente importantes con |
= 1, existen dos orientaciones posibles
que corresponden a dos estados de energia
distintos, paralela y antiparalelaa . El
momento angular de una particula con
espin es un vector y este vector puede
adoptar cualquier direccion en el espacio.
En presencia de un campo magnético
externo 5, el momento magnético del
espin se moverd alrededor del campo
externo formando un cono, manteniendo
constante el angulo entre el momento
magnético del espin y el campo externo.
Esto se denomina movimiento de
precesion. La frecuencia angular del
movimiento de precesién a menudo se
denomina frecuencia de Larmor, wo, Y Se
relaciona con el valor de (7, de la forma
wy=—00,.

Un campo magnético oscilante de
radiofrecuencia (B1), perpendicular a B,
provocara la resonancia cuando la
frecuencia del campo B; iguale a la
velocidad angular del movimiento
precesional del nucleo, produciendo
transiciones entre los niveles de energia
vecinos debido a la absorcion de radiacion
electromagnética a frecuencias
caracteristicas. Esta absorcién puede ser
detectada, amplificada y registrada en lo
que seria una linea espectral o sefial de
resonancia. De esta forma se generan los
espectros de RMN para compuestos con
nacleos de momento magnético distinto
de cero. Asi, un espectro de RMN aparece
como un conjunto de sefiales que
corresponden a los nlcleos que lo
originaron y son caracteristicas de su
entorno, nuclear y electrénico, dentro de
la molécula (Figura 1).
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Corrimiento quimico (ppm)

Todas las caracteristicas de la sefial
(corrimiento quimico, multiplicidad, ancho
de la linea, constantes de acoplamiento, e
intensidad relativa) proporcionan
informacion valiosa. La utilidad analitica
de la RMN se basa en la observacion de que
los mismos tipos de nlcleos, cuando se
ubican en diferentes ambientes
moleculares, presentan frecuencias de
resonancia distintas. La razon de esta
diferencia es que el campo efectivo,
asociado con un ndcleo particular, se
compone del campo externo provisto por el
instrumento y el campo generado por la
circulacién de los electrones circundantes.
Este Gltimo campo generalmente se opone
al campo externo y reduce la intensidad
general del campo en el sitio nuclear. Este
fendmeno se denomina apantallamiento. En
consecuencia, los ndcleos mas apantallados
tendran frecuencias de Larmor menores.

La separacién entre una sefial dada y la de
un compuesto de referencia se denomina
corrimiento quimico (8), es expresado en
partes por millén (ppm) y caracteriza el tipo
de ndcleos en términos de entorno
electrénico (Figura 1). El tetrametilsilano
(TMS) es la referencia de desplazamiento
quimico mas utilizada para espectros de
protones (*H) y carbono (**C). Es
guimicamente inerte, presenta solo un pico
(que esta mas apantallado que la mayoria de
las sefiales) y es volatil, lo que permite una
facil recuperacion de la muestra. Los
espectros de RMN convencionales se
presentan con un aumento en el
apantallamiento y una disminucién en el
desplazamiento quimico de izquierda a
derecha, debido a que los nucleos menos
apantallados tienen frecuencias de Larmor
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9&igura 1. Espectro de *H-RMN para el etanol
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mas altas que los nlcleos mas apantallados.
Se destaca que las sefiales de resonancia
que aparecen a la derecha del espectro
presentan un mayor apantallamiento
(tienen una mayor densidad electrdnica)
que las que aparecen a la izquierda, con
menor densidad electrénica y minimo
apantallamiento.

Con frecuencia las sefiales suelen
presentarse como conjuntos de picos
relacionados,  denominados  dobletes,
tripletes, multipletes; esta particion es
atribuida a la presencia de los campos
magnéticos pertenecientes a los nucleos
vecinos ya que, cuando dos nucleos
interactian, ocasionan una divisién
reciproca de sus resonancias (Figura 2). El
sistema de acoplamiento entre dos nucleos
se puede describir en términos de la
constante de acoplamiento de espin-espin,
J, que es la separacion entre los picos
individuales de un multiplete. Ademas, J es
independiente de la intensidad del campo
magnético Bo, se mide en Hz y las
constantes de acoplamiento, medidas en los
dos multipletes resultantes, son iguales. Se
pueden predecir el nimero de picos
individuales que se espera estén presentes
en un multiplete y las intensidades relativas
de los picos. EI nimero de picos se
determina mediante la expresién (2 nl + 1),
en la cual n es el nimero de ndcleos
idénticos ubicados en 4tomos adyacentes e
I es el espin del ndcleo que origina la sefial,
por lo que, para los protones con | = %, el
namero de picos estd dado por (n + 1).
Asimismo, la intensidad relativa de cada
pico en el multiplete se puede determinar
utilizando el tridangulo de Pascal.
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Equipamiento

Un espectrometro de RMN de alta
resolucién consta minimamente de las
siguientes partes:
- un iméan para generar el campo
magnético constante Bo;
- una sonda de temperatura controlada
para contener la muestra, para entregar
el pulso de radiofrecuencia y detectar la
radiacién emitida por la muestra;
- una consola electrénica.

El magneto de los equipos actuales
estd constituido por una bobina
superconductora sumergida en una
camara tipo Dewar conteniendo helio
liquido, la cual estd contenida en otra
camara Dewar llena con nitrégeno a
77,4 °K a los fines de mantener al helio
en estado liquido y evitar su
evaporacion.

La sonda, que constituye una de las
partes mas importantes del equipo,
consta de una o dos bobinas que emiten
pulsos de radiofrecuencia y se
encuentran en un circuito que contiene
varios elementos capacitivos, los que se
ajustan para permitir que la sonda
transmita y reciba a la frecuencia de
Larmor, para que los ndcleos puedan
entrar en resonancia. Un pulso de
radiofrecuencia a la frecuencia de
Larmor resulta en un campo magnético
aplicado (B1). Para inducir una
transicién, B, debe aplicarse de manera
perpendicular al campo estatico
generado por la bobina superconductora
del  magneto. La bobina de
radiofrecuencia no solo transmite el
pulso de excitacion, sino que también se
modifica electrénicamente para recibir
la sefial de radiofrecuencia de la
muestra.

Normalmente, la muestra se coloca
en un tubo de 5 mm de diametro
exterior, aunque se han disefiado sondas
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179Figura 2. Constantes de acoplamiento (J) en
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el espectro de 1,1,2-tricloroetano

gque permiten acomodar tubos de
mayores 0 menores dimensiones. Las
muestras se insertan o se extraen de la
sonda mediante un chorro de aire o
nitrogeno filtrado y seco.

La consola electronica es la
encargada de generar las diferentes
frecuencias de Larmor requeridas para
un experimento dado, amplificando y
transmitiendo dichas frecuencias a la
sonda, y detectando las sefiales
resultantes que se transmiten desde la
sonda de modo que se puedan usar para
crear un espectro de RMN. Ademas de
dichas funciones primarias, la consola
lleva a cabo muchas méas operaciones
las cuales son controladas en su
totalidad por una computadora, la que
realiza el proceso de transformada de
Fourier y también se utiliza para
procesar los datos posteriormente a la
adquisicion.

Los espectrometros
contemporaneos funcionan de acuerdo
con el principio de la transformada de
Fourier (FT), después de excitar la
muestra  con un pulso  de
radiofrecuencia de frecuencia, amplitud
y duracién apropiadas, que excita a
todos los nucleos simultaneamente,
seguido de un tiempo de relajacion de
corta duracion (para permitir que la
electrénica se recupere), la radiacion
emitida durante el retorno al estado
inicial se observa en forma de una curva
de decaimiento, denominada
decaimiento por induccion libre. La
transformacion de Fourier posterior da
el espectro en el dominio de la
frecuencia, proporcionando
informaciéon  sobre la  estructura
molecular.

Se debe corroborar que el
espectrometro de RMN funciona
correctamente, antes de realizar
cualquier corrida espectral. Las pruebas
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adecuadas para comprobarlo incluyen la
medicion de ancho de linea a la mitad
de la altura para picos definidos bajo
condiciones de adquisicién definidas,
de la relacion sefial-ruido (S/N) para
mezclas estandar y de la potencia y
reproducibilidad del pulso.

Preparacion de la muestra.

En general los experimentos de
RMN se realizan en soluciones diluidas
(alrededor del 1 por ciento) del analito
en un solvente apropiado, pudiéndose
agregar un estandar adecuado para la
calibracién del desplazamiento
quimico. El volumen final de solucion a
ensayar debe ser de 0,5 mL. Las
soluciones a emplear deben ser
completamente homogéneas y los
contaminantes s6lidos deben
eliminarse para  obtener  buenos
espectros. La muestra se coloca en un
tubo de RMN y la medicion debe
realizarse colocando el tubo en la sonda
de RMN.

Solventes

Hay disponibles diferentes solventes
deuterados para emplear en RMN. Para
la eleccion del solvente se tendran en
cuenta determinados criterios: el
solvente debe permitir la disolucion de
la muestra y no debe reaccionar con
ella, y sus sefiales no se deben
superponer con las sefiales de la
muestra. Algunos de los solventes
deuterados mas habituales son: agua
deuterada, acetona-ds, acetonitrilo-ds,
cloroformo-d,  dimetilformamida-ds,
metanol-d, y dimetilsulféxido-ds. Es
necesario  considerar  que  los
desplazamientos  quimicos  pueden
depender del solvente empleado, de la
concentracion de la muestra y la
concentracion de iones de deuterio, y
que las soluciones viscosas suelen dar
sefiales bastante amplias y con
resolucidn deficiente.

Patrones de referencia

Para poder calibrar los espectros de
RMN es necesario utilizar un patrén de
referencia. Para los espectros de H y
13C se suele utilizar, como compuesto
de referencia, el tetrametilsilano (TMS)
para las muestras disueltas en solventes
organicos. Para las muestras disueltas
en agua deuterada, se puede utilizar 2,2-
dimetil-2-silapentano-5-sulfonato  de
sodio (DSS) 0 3-
(trimetilsilil)propionato de sodio (TSP).

330
331
332
333
334
335
336
337
338
339
340

341
342
343
344
345
346
347
348
349
350
351
352
353
354
355
356
357
358
359
360
361
362
363
364
365
366
367
368
369
370
371
372
373
374
375
376
377
378
379
380
381
382
383
384
385
386
387
388
389

134-00

ANMAT-MED-FPA

Cuando se utilizan otros nlcleos como
5N, °F y 31p, se pueden emplear como
patrones de referencia nitrometano,
triclorofluorometano y &cido fosférico,
respectivamente. Ademas, los atomos
del solvente dan sefiales que se
identifican ~ facilmente  por  su
desplazamiento quimico y se pueden
utilizar para calibrar el eje de
corrimiento  quimico  (referencia
secundaria).

Identificacion

El principal uso de la espectroscopia
de RMN, en analisis cualitativo, es
cémo técnica de identificacion
estructural, debido a su especificidad
para detectar ciertos nicleos tales como
1H, 3C, 3P y 1°F. El espectro completo
de la muestra o una regidn espectral
distintiva del mismo se compara con el
espectro de un estandar de referencia o,
con menos frecuencia, un espectro
publicado de la muestra. Ambos deben
ser adquiridos utilizando el mismo
solvente y condiciones operativas, a la
vez que deben proporcionarse detalles
experimentales como, por ejemplo, la
referencia empleada para la lectura del
desplazamiento quimico. Cuando los
espectros de la muestra y del estdndar de
referencia exhiben las mismas sefiales
que se corresponden en los
desplazamientos quimicos,
intensidades, multiplicidades y las
constantes de acoplamiento  del
espectro, la muestra puede identificarse
como la misma sustancia que el
estandar de referencia. En casos
particulares, la comparacion
matematica, mediante el célculo del
coeficiente de correlacion, puede ser
apropiada. En ausencia de un estandar
de referencia, se puede usar una
referencia interna, cuya identidad haya
sido demostrada por RMN o métodos
alternativos. Asimismo, la comparacion
de espectros puede usarse para detectar
la presencia de impurezas, como
solventes residuales, que generan
sefiales no esperadas.

Para muestras desconocidas, el
analisis de  RMN, usualmente
combinado con otras técnicas analiticas,
es una herramienta valiosa para la
elucidacion estructural. Los
desplazamientos quimicos
proporcionan informacién del entorno
quimico de los nucleos. Existe una
amplia bibliografia de referencia con
tablas y reglas de correlacion para
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predecir los corrimientos quimicos.
Ademas, la multiplicidad de las sefiales
proporciona informacién estructural
importante. Experimentos de analisis
multidimensionales homonucleares o
heteronucleares determinan la
correlacién de acoplamientos y pueden
simplificar la interpretacion de
espectros complejos.

Andlisis Cuantitativo

La espectroscopia de RMN puede
ser utilizada como una técnica analitica
cuantitativa rapida y especifica, ya que
cuando se seleccionan las condiciones
experimentales apropiadas, las
intensidades relativas de las resonancias
son proporcionales a la poblacion de los
nacleos que ocasionan tales
resonancias. Para la obtencion de
resultados cuantitativos confiables, se
deben optimizar los pardmetros
siguientes: Resolucidn digital, Relacion
sefial-ruido, Regidn de integracion.

El  procedimiento de RMN
cuantitativo mas utilizado es el método
del estandar interno, en el cual el analito
y el material de referencia trazable se
colocan en un tubo de RMN, con el
solvente adecuado y se miden
simultaneamente. En este método, el
nimero de ndcleos se determina
mediante el fendmeno de RMN, lo que
significa que la cantidad molar de un
analito en una solucion se calibra
directamente con un material de
referencia. Se deben integrar los picos
apropiados, evitando el uso de picos
superpuestos o los que se deban a
protones susceptibles de intercambio,
tales como los unidos a O y a N. La
determinacion de la cantidad de analito
se deriva de la proporcionalidad basica
entre la intensidad del pico y la
concentracion del soluto.

Un analito puede ser cuantificado
por medicibn de los protones
seleccionados contra la sefial de un
estandar interno. La cantidad de analito
presente se calcula a través de la
formula siguiente:

oooooooo oo o

Anoo o 000 0°0 00

= = a d
A000 OO0 oo od 0°00

en la cual, A en el analito, Ei es el
estandar interno, PM es el peso
molecular y N° H es el nimero de
atomos de hidrogeno

Experimentos Bidimensionales
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Si bien la insercion de la técnica de
RMN, mediante los  espectros
unidimensionales de *H y *3C, brind6 un
gran aporte al analisis estructural, en las
Gltimas décadas se originé un avance
relevante con la introduccién de
experimentos de RMN bidimensionales
(2D). Su incorporacién aument6 en
gran medida el poder de la RMN para la
elucidacion estructural y amplié el
rango y la complejidad de los problemas
gue podrian abordarse. Los espectros
RMN, también conocidos como 1D,
tienen una dimensién de frecuencia y
otra de intensidad, mientras que la
RMN bidimensional (RMN  2D)
presenta dos dimensiones de frecuencia.
Las sefiales que normalmente se
observan en 1D dan informacion acerca
de un “ambiente quimico” en particular
(entorno quimico, cantidad y tipos de
nacleos presentes, cantidad de nicleos
cerca del sitio en estudio, entre otros),
aunque no pueden informar acerca de
cdmo esos sitios se conectan entre si, lo
cual resulta de gran utilidad si se desea
conocer la conectividad presente en la
estructura de una molécula. Esta
espectroscopia, que se fundamenta en la
aplicacion de diferentes secuencias de
pulsos, disefiadas de forma tal que, a
partir de la magnetizacion de los
nlcleos naturales mas abundantes, se
pueda transferir energia a los menos
abundantes y estos puedan ser
visualizados en  los  espectros
bidimensionales, a la vez que dicho
fenémeno sea posibilitado en funcion
del lugar que los distintos nucleos
ocupan en la estructura molecular.

La espectroscopia de RMN 2D
puede dividirse, a grandes rasgos, en
dos tipos de experimentos generales.
Dentro de cada uno de estos grupos se
encuentran numerosas metodologias
que permiten establecer correlaciones
entre atomos de manera tal que se pueda
armar una estructura molecular de
forma practicamente inequivoca. Los
dos grandes grupos de correlaciones
estudiadas a través de la RMN 2D, son
los experimentos homonucleares y los
heteronucleares, segln se
correlacionen, en ambas dimensiones
del espectro bidimensional, frecuencias
de un mismo ndcleo atdmico o de dos
nlcleos diferentes. Todo experimento
de RMN 2D tiene la misma secuencia
general y todas incluyen la deteccion de
H.
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508 Las técnicas bidimensionales, mas 526 HSQC. EI anélisis se empieza
509 comunmente empleadas, para la 527 generalmente por esta técnica debido a
510 asignacion estructural de moléculas 528 que en el espectro bidimensional resulta
511 organicas son las: 529 maés facil realizar la asignacion de las
512 o Heteronucleares: 530 correlaciones. En cada uno de los ejes
' 531 se grafican los protones (horizontal) y
513 HSQC: Heteronuclear Single Quantum 532 los carbonos (vertical),
514 Correlation Spectroscopy 533 respectivamente. Es un experimento de
. . 534 deteccion de protones y carbonos
212 (I—:H\/Ir:?:f.tiHneteronuclear Multiple Bond 535 directamente conectados (un enlace). Si
orretatio 536 bien es recomendable contar con los
517 e Homonucleares: 537 espectros unidimensionales respectivos,
i . 538 los mismos no son indispensables para
518 COSY: COrrelations SpectroscopY 539 la interpretacion y asignacién de la
519 Espectroscopia de Correlacion 540 correlaciéon. Los pares de protones
520 Heteronuclear. 541 asociados a un mismo carbono dan
521 Para realizar un experimento 542 cuenta de protones diastereotdpicos. De
522 heteronuclear, uno puede elegir 543 modo esquematico el espectro se
523 preparar, evolucionar o mezclar la 544 observa como se muestra en la Figura
524 magnetizacion tanto en el protén como 545 3.
525 en el carbono (el nucleo X).
546
1 2 3
1 | O o
B ; o o @ arriba (CH, CH;)
' (— §
: 2
: g
A e . 2
| protones \
El protén 1 esta directamente Protones 2y 3 se
conectado al carbono A encuentran en el mismo

carbono; por ejemplo,
2/3 es un par metileno (CH,)

548 Figura 3. Ejemplo de un espectro RMN-HSQC

549 HMBC. En cada uno de los ejes se 557 tiempos de mezcla, empleados en el
550 grafican los protones (horizontal) y los 558  experimento, se podrén ver
551  carbonos (vertical), respectivamente. Es 559  secuencialmente los atomos unidos a dos
552 un experimento de deteccién de protones 560 enlaces, tres enlaces, siendo posible llegar
553 que muestra los carbonos que se 561 a ver correlaciones hasta cinco o seis
554  encuentrana 2 o 3 enlaces de distancia de 562 enlaces. De modo esquematico el
555 los protones, mediante la conexién de 563  espectro se observa como se muestraen la
556  sistemas de spin. Dependiendo de los 564  Figura4.

565
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El proton 1 estd a 2 6 3 enlaces El proton 2 estd a 2 ¢ 3 enlaces

de distancia del carbono A

Espectroscopia de  Correlacién
Homonuclear. En ambas dimensiones del
espectro las  frecuencias  graficadas
corresponden al mismo nucleo,

generalmente H.

COSY. Es un método para encontrar
relaciones homonucleares, a través de un
enlace. El espectro resulta de la corrida de
una serie de experimentos, con un valor fijo
de t; cada vez. EI COSY para determinar la

de distancia del carbono A
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protones

A partir de las correlaciones
observadas puede inferirse que los
adtomos A, B y C pertenecen a un
mismo sistema de spin, dado que A
correlaciona con B y este con C,
mientras de D corresponde a un
nlcleo/s no acoplados con otros de la
molécula bajo analisis. Una variante
del COSY la constituye el TOCSY
(TOtal Correlated  SpectroscopY),
donde se observan todas las
correlaciones involucradas en uno de
los sistemas de spin presentes en la
molécula bajo analisis.

protones
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567 Figura 4. Ejemplo de un espectro RMN-HMBC
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composicion de cada sistema de spin, en
ambos ejes se grafican los espectros de H'y
las correlaciones observadas como picos
fuera de la diagonal tienen acoplamientos
de 2,3 enlaces entre protones. El objetivo de
los espectros COSY (45 o0 90) es asignar
los protones pertenecientes a cada sistema
de spin (conjunto de protones que
comparten acoplamientos entre enlaces (J))
presente en una molécula. De modo
esquematico el espectro se observa como se
muestra en la Figura 5.

Figura 5. Ejemplo de un espectro RMN-COSY

Resonancia Magnética Nuclear
para Muestras en Estado Solido

Introduccion

La RMN de sélidos se aplica tanto
para la determinacion estructural y el
empaquetamiento  molecular, como
para estudios de dindmica molecular.
Esta técnica puede dar informacion Gtil
sobre el nimero de moléculas en la
unidad asimétrica o sobre la simetria
del sitio molecular en la red, para
ayudar en el refinamiento de datos de
Rayos X en polvo cuando no estan
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disponibles los monaocristales
apropiados.  Alternativamente,  se
puede usar para medir distancias
internucleares en forma directa,
muchas veces con alta precisién. Para
solidos amorfos y desordenados, la
RMN de s6lidos provee una invaluable
informacion estructural que no puede
ser provista por otros métodos.

Debido a que la RMN es un método
excelente para la dilucidacion de
estructuras moleculares,
principalmente organicas, y que, en
principio, la intensidad de la sefial es
proporcional al nimero de nicleos que
la originan, resulta que la RMN de
solidos también es una técnica capaz de
distinguir diferentes polimorfos.

i) Eleccion de un ndcleo diluido,
como por ejemplo C, 1% abundante,
para evitar el acoplamiento dipolar
homonuclear (*3C,1*C).

ii) Desacople homonuclear,
remueve la interaccion dipolar
homonuclear en el caso de espines
abundantes como por ejemplo (*H,*H).

iii) Rotaciéon al angulo magico
(magic angle spinning, MAS) la cual
promedia la anisotropia del
apantallamiento quimico al valor
isotropico como en espectros de
solucion y, ademas, ayuda a reducir el
acoplamiento dipolar heteronuclear. La
rotacion de &ngulo magico implica
hacer girar la muestra por medios
mecanicos a un angulo de 54,7° (el
angulo magico) con respecto al campo
magnético estatico (Bo) a fin de simular
la rapida rotacion molecular en
solucién. Hacer girar una muestra
solida al angulo méagico para minimizar
el ensanchamiento de la linea requiere
que la muestra se haga girar mas rapido
(en Hz) que el ancho de la anisotropia
de corrimiento quimico.

iv) Desacople dipolar de protones.
Remueve las interacciones 'H-*C o
entre protones y otros nicleos diluidos,
como por ejemplo *H-°N.

v) Polarizacion cruzada. Esta
técnica de pulsos permite incrementar
de manera notable la relacién sefial
ruido (s/n) del espectro transfiriendo
magnetizacion desde los protones a los
carbonos u otros nucleos diluidos.

La relajacién hace referencia a
aquellos procesos que vuelven al
equilibrio la magnetizacion cuando
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ésta ha sido perturbada por un pulso de
radiofrecuencia. El  tiempo de
relajacion espin-red o longitudinal, T,
es la recuperacién de la componente de
la magnetizacion a lo largo del campo
externo Bo. Para *3C el T; es de varios
segundos, por lo cual, para repetir cada
experimento se debe esperar 5Ty, lo
cual en sélidos es mucho tiempo. Para
subsanarlo se disefio la técnica de
polarizacion cruzada y el tiempo de
repeticiobn para esta técnica esta
gobernado por T; 'H << T; ¥C. La
polarizacién cruzada es un
procedimiento de resonancia doble en
el que una cantidad abundante de *H 'y
una limitada de **C se hacen resonar
mediante la aplicacién simultanea de
dos campos de radiofrecuencia de
fijacion de espin (Bin y Bac), cuya
magnitud cumplira con la condicién de
correspondencia de Hartmann—Hahn,

vYcBic = yuB1n

Durante el tiempo de contacto se
transfiere magnetizacion de los *H a los
13C. Asi los 3C ganan magnetizacion,
respecto a la adquisicién por medio de
un Unico pulso, lo que genera un
aumento en la sensibilidad de hasta
cuatro veces y una reduccién en el
tiempo de repeticion de pulsos, lo cual
permite  un mayor ndmero de
adquisiciones por unidad de tiempo,
permitiendo una mejor relacion sefial-
ruido.

Equipamiento

A diferencia de los espectrémetros
para RMN en solucién, los de RMN en
estado solido necesitan estar equipados
con amplificadores de radiofrecuencia
de alta potencia, de 300W a 1000W.
También deben incluir pre-receptores y
filtros de alta potencia para H/*°F y
nacleos X. Deben venir provistos con
una unidad neumdtica para la rotacion
mecéanica de la muestra al angulo
maégico y, ademas, las velocidades de
rotacion deben estar usualmente entre
10y 100 kHz, dependiendo del tamafio
del portamuestra y de la sonda usada.
Los portamuestras son, generalmente,
cilindros de 6xido de zirconio, con
tapas en uno o en ambos extremos. Los
didmetros externos varian de los 0,7 a
los 7 mm. La diferencia entre estos
radica en el volumen de muestra que
pueden alojar y en la méxima velocidad
de rotacidn que pueden alcanzar. En la
practica, es habitual el uso de
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portamuestras de 4 mm de didmetro
externo con velocidad méaxima de
rotacion de 15 kHz, éstos son
particularmente aptos para espectros de
nucleos diluidos como los de *3C. Estos
rotores alojan una masa de muestra
entre 100 y 150 mg, cantidad apropiada
para nlcleos pocos abundantes. A su
vez, las tapas para contener los sélidos,
dentro de los rotores, poseen un disefio
de hélices que facilitan el giro de los
portamuestras a través de un sistema de
aire que se controla desde el software
del equipo. El tipo de material varia
segin las temperaturas de los
experimentos, pero en general para el
estudio de compuestos farmacéuticos u
organicos, consisten en materiales
poliméricos que ofrecen la resistencia y
durabilidad necesaria para llevar a cabo
diversas determinaciones. Para
experimentos a alta temperatura deben
utilizarse tapas de materiales ceramicos
como 6xido de zirconio.

La sonda para so6lidos consta de un
estator que contiene la bobina de
resonancia y cuyo eje longitudinal esta
inclinado respecto de la direccién del
campo Bo un angulo de 54°44°; el
denominado angulo magico. El iman
para solidos es de boca ancha (89 mm),
para permitir el acceso de las sondas
para solidos. Es de aclarar que existen
sondas para solidos adaptables a los
imanes de 54 mm, usados en RMN en
solucion.

Preparacion de la muestra

Para realizar el estudio de muestras
solidas el procedimiento difiere
considerablemente con respecto al de
solucién, ya que las mismas deben ser
rotadas a diversas velocidades en torno
al &ngulo magico, segln sea el nlcleo
y el tipo de experimento que se quiere
llevar a cabo. Un aspecto importante,
para que las velocidades sean
homogéneas y no originen desperfectos
durante los experimentos, radica en
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garantizar un adecuado empaque de la
muestra dentro de los rotores. En este
sentido, las muestras deben ser
perfectamente  pulverizadas, para
garantizar un tamafio homogéneo de
particulas, controlando que el material
quede perfectamente compactado,
llenando por completo el espacio
interno del rotor y dejando el espacio
suficiente para la introduccion de la
tapa. Esto se controla empleando un
piston que contiene una marca que
indica la altura a la que debe llenarse de
solido. En muchos casos, si la muestra
resulta insuficiente para el correcto
llenado del portamuestras, existen
rotores con paredes gruesas (que
reducen el diametro interno) o con
espaciadores especialmente disefiados
para tal fin. Ademas, en casos que se
necesite incrementar artificialmente la
masa de la muestra y alcanzar el
correcto llenado, las muestras pueden
ser mezcladas, para lo cual se busca un
compuesto que no contenga el nicleo
de interés. Por ejemplo, se puede
emplear sulfato de sodio o alimina
para llevar a cabo determinaciones de
13C cuando la muestra es insuficiente.

Una vez que la muestra esta
correctamente envasada en el rotor, se
procede a su introduccion en el imén
por el extremo superior ayudado de una
guia que, mediante un sistema de aire
comprimido, permitira su ingreso al
estator de la sonda para su giro en torno
al angulo magico. Como dicho angulo
se puede modificar, debe ser
controlado periédicamente empleando
bromuro de potasio, a los fines de
conocer exactamente en qué angulo se
esta trabajando mediante el registro de
experimentos de "°Br. De una manera
indirecta también se puede controlar el
angulo haciendo uso de una muestra de
glicina y minimizando el ancho de la
sefial isotrépica a 176,4 ppm a una
velocidad de giro especifica.



