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1. Infroduccion.

En las dos ultimas décadas se ha desarrollado una gran variedad de experimentos de
pulsos en Resonancia Magnética Nuclear (RMN)?, con el objetivo de aumentar la informacion
estructural o la sensibilidad en esta espectroscopia, pues manipulando los espines nucleares por
diferentes caminos mediante uno o varios pulsos de radiofrecuencia se ha logrado extraer mas
informacién sobre ia esfructura molecular. Este proceso ha desencadenado una gran diversidad de
experimentos en varias dimensiones cuya informacién, en ciertos casos (excitaciones selectivas)2
lleva a la solucién de necesidades muy especificas, lo que ha hecho posible estudiar moléculas
complejas y con ello lograr la determinacion estructural

El incremento de estos experimentos sofisticados trae consigo la necesidad de abordar
diversos tratamientos tedricos que permitan explicar el comportamiento del sistema de espin cuando
es sometido a multiples irradiaciones

Muchos de los primeros trabajos fueron enfocados en términos del modelo vectorial
clasico%1214 debido a la simplicidad que ofrecia con respecto a los modelos mecanico—cuénticos En
este modelo ei sistema de espin se representa mediante una magnetizacion macroscopica, cuyos
movimientos son seguidos en un plano cartesiano de referencia rotante. Los puisos rotan al vector o
vectores de magnetizacidn hacia el plano xy. La precesion de cada vector se lleva a cabo alrededor
del gje z. Sin embargo, una de las limitantes de este modelo es que no considera interacciones tales
como acoplamientos escalares que involucren una transferencia de magnetizacion, las cuales son
procesos comunes en los experimentos n-dimensionales

Un tratamiento mecéanico~cuantico del sistema de espin cubre en su totalidad las limitantes
presentadas en el modelo vectorial Este tratamiento involucra la teoria de matrices de densidad. Por
medio de una representacion en matrices, el modelo, muestra solo los valores promedio del conjunto
de coherencias posibles Dado que todas las propiedades observables del espin pueden ser
calculadas, los valores promedios son suficientes para describir los componentes observables dei
conjunto de espines. Un conjunto de N espines 1/2 puede ser descrito en su totalidad por una matriz
de densidad de 2V x 2N en la cual los elementos de la diagonal corresponden a la poblacion del nivel
de energia y los elementos fuera de la diagonal representan la naturaleza de las transiciones entre
las coherencias correspondientes. Los efectos de los pulsos de radiofrecuencia y los periodos de
libre precesion que afectan a los espines dentro de una secuencia de pulsos estan determinados por
transformaciones unitarias de fa matriz de densidad Cada fransformacion unitaria de fa matriz de
densidad requiere la multiplicacién de dos matrices, involucrando para cada ftransformacién,
multiplicaciones de 2N x 2N x 2N nimeros complejos. El célculo es tal que el uso analitico de este
método es restringido al tratamiento de secuencias de pulsos sencillas en sistemas con pocos
espines Una de las ventajas del modelo mecanico cuéntico es que sistemas de espines que
presentan acoplamientos fuertes, pulsos imperfectos, efc, pueden ser descritos faciimente Sin
embargo, fa gran desventaja es la pérdida de la intuicion fisica del comportamiento del sistema de
espines Los efectos de rotaciones sucesivas en un vector son visualizadas facimente, pero los
efectos de una serie de transformaciones unitarias sobre una matriz no son evidentes

Para resolver estos inconvenientes, se ha utilizado et modelo de producto de operadores, -

114317 | cual combina la simplicidad del modelo vectorial asi como el caracter riguroso de la teoria
de matrices de densidad El costo por el empleo del producto de operadores es que se limita a
sistemas de espines gue presentan acoplamiento débil y a pulsos fuertes, ademas de no considerar
]



fenémenos de relajacion Aun asi, la mayoria de los fenémenos reales safisfacen estas restricciones
En el caso de presentarse fendbmenos debidos a acoplamientos fuertes y pulsos fuera de resonancia
(off-resonance) en el sistema de espin éstos pueden ser analizados mediante simulaciones por
computadora '



2. Fundamento Tedrico.
2.1 Producto de Operadores,

El producto de operadores describe el estado en el que se encuentra el sistema de espin en
términos de operadores de momento angular en un tiempo definido Formalmente, emplea matrices
cuyos elementos son los momentos angulares de cada espin; asi mismo, existe una matriz definida
para cada Hamiltoniano que afecta al momento angular del nucleo (pulsos, desplazamiento quimico,
etc ). A continuacién se explicara de manera més detallada el fundamento de este modelo

2.2 Movimientos en RMN,

Los movimientos de una magnetizacion en RMN son la precesion alrededor de un campo
magnético Si se coloca el sistema de tal forma que el observador se encuentre por arriba del gje z,
se aprecia que los vectores de magnetizacion describen un camino 0 movimiento circular. Por lo
tanto, las funciones exponenciales complejas son un medic adecuado para describir dichos
movimientos

Es importante mostrar las siguientes relaciones trigonométricas.

cos (—0) = cos 0

sen (—0) = —sen ©
exp(i0)y=cos O+ isen@
exp(—i0)=cos 0 —isend

Estas relaciones establecen que los movimientos de oscilacion presentes en el sistema
involucran tratamientos algebraicos que se ajustan a funciones del tipo coseno y seno.

Se sabe que, si una masa fiene un movimiento circular (figura 1) posee un momento anguiar
que, desde el punto de vista vectorial, es un vector en direccion perpendicular al plano de rotacion.

Figural Representacion vectorial del momento angular de una particula en movimiento circuiar

De acuerdo con lo anterior, el espin nuclear tiene un momento angular asociado,
denominado momento angular del espin, que dentro de un plano cartesiano estara definido por los
componentes x, ¥, z En mecanica cuantica existen operadores que representan estos ftres
componentes del momento angular def espin Si el momento angular se encuentra a lo largo del eje
X, ¥y ¢ z, los operadores que los representan son Iy, ly e [, respectivamente; asi se determina la
posicion en que se encuentra el espin en cualquier tiempo en términos de operadores de momento
angular



2.3 Formalismo del producto de Cperadores.

El estado en que se encuentra el espin se puede representar por una funcion de onda o por
un operador de densidad; generalmente se emplea este ultimo, cuya expresion, de acuerde con
Liouvifle von-Neuman es:

do /dt = ~i(H o - p H) [1]

donde H representa el Hamiltoniano bajo el cual el operador evoluciona, siendo en este caso, los
hamilfonianos de interés: acoplamiento, desplazamiento quimico y pulsos de radiofrecuencia. La
solucién a la ecuacion [1] en funcion del tiempo queda representada de la siguiente forma;

ao(t) = exp(—i H t) o(0) exp(i H ) (2]

donde £t H t se conocen como propagadores. Para una secuencia de pulsos habra varios
propagadores que representen al sistema Una vez considerada la dependencia del tiempo en ef
operador de densidad, se definen los términos observables Los términos observables son aquellos
que se encuentran alineados sobre el gje x 0 y. Se definen como:

My =Nyh Tt [Zlix o (B)] [3]
M, =Nyh Tt [Ehy ()] (4]

donde N representa el numero de espines por unidad de volumen y k es el tipo de espin involucrado
en el sistema (proton, carbono, etc) Las ecuaciones {3} y [4] se pueden representar como una
combinacién lineal de una bhase de operadores (Bs):

o (t) = Zbs (1) Bs [3]

donde la complejidad de los calculos depende en gran medida del grupo de operadores base
seleccionados. Si se seleccionan operadores base del tipo cartesiano, el operador de densidad se
expresa de una manera mas sistematica, en términos de productos de operadores:

By = 26- 11T (k) [6]

donde n es el nimero de espines con valor de % en el sistema, v representa los gjes x, yo z, k es el
espin involucrado, q se refiere al numero de espines presentes en el producto de operadores, as
define a los espines involucrados y toma el valor de 1 para cualquier nucleo q vy el valor de cero para
n-q espines El producto de operadores para niicleos de espin de %z son ortogonales

2.4 Operadores para un espin.

Los operadores son funciones matematicas que surgen de la mecanica cuantica y, como su
nombre Io indica, elios operan sobre funciones Dentro de la mecanica cuantica, los operadores
representan cantidades observables, tales como energia, momento angular y magnetizacion

Los operadores que representan el momento angular para un sistema de un espin
solamente son Iy, ly e Iz El estado de equilibrio estara representado por el operador Iz y los ofros dos
operadores tendran lugar sblo cuando un pulso de 90° sea aplicado al sistema en equilibric En
analogia con el modelo vectorial, un pulso de 90° genera una magnetizacion transversal sobre el

4



plano xy que en este caso esta representada por Ix e ly Por lo tanto, es necesario establecer los
Hamiltonianos que representen los diferentes factores que modifican la magnetizacién en una
secuencia de pulsos.

2.4.1 Hamiltoniano del pulso de radiofrecuencia.

La forma general del Hamiltoniano que representa un pulso de radiofrecuencia es:

Blioy

donde f3 representa el angulo con respecto al eje z, que forma la magnetizacion una vez que ha sido
aplicado dicho pulso y el término Ik & ly, indica la posicidn en el eje sobre el cual es aplicado el pulso
Esta posicién del pulso es también denominada fase del pulso. Asi, el Hamiltoniano Bl representa
un pulso de radiofrecuencia de 3 grados aplicado sobre el gie x (estos pulsos son usuaimente de
90°, 180°y 270° 0 -80°).

Si se aplica el Hamiltoniano del pulso de radiofrecuencia (Bk o y) con un angulo de 90° al
operador del momento angular del espin en el estado de equilibrio (Iz), se generan magnetizaciones
transversales sobre el plano xy (Ix 6 ly). Si el angulo es de 180° solamente se invierte el senfido de la
magnetizacion, es decir, pasa de |; a .

El efecto de los puisos de radiofrecuencia, puede ser expresado mediante movimientos
rotacionales alrededor del planc de referencia, tal como se muestra en la figura 2,

Pulso de radiofrecuencia Pulso de radicfrecuencia
sobre el ee X sobre el eje y
{2 P
B ‘\B s
- / \ ,
\ \ !X/-( 1y
BN T
X
1, -lz
(@ (b)

Figura 2. Movimientos rotacionales generados por la aplicacién de un pulso de radiofrecuencia (a) sobre el gje x y (b) sobre
eleje y Si el pulso es aplicado sobre el eje —x & -y la direccion de las rotaciones invierten su sentido respectivamente

Esto nos lleva a establecer que cuando el Hamiltoniano actua sobre el operador de
densidad, se genera un nuevo operador y, que se conoce siguiendo fas frayectorias circulares en
planos definidos. La interaccion del Hamiltoniano con un operador se define con base en la
expresion de Lioyville von—Neuman como: '

exp(—i {Hamiltoniano}t ) {Operador de densidad} exp( i {Hamiltoniano}t)
= cos (Operador del Hamiltoniano) {Operador de densidad}
+ sen (Operador del Hamiltoniano) {Nuevo Operador} (6]

Los movimientos rotacionales mostrados en la figura 2 permiten conocer el operador que se
va a generar tras aplicar un puiso de radiofrecuencia E! nuevo operador que se genere depende de

5



la posicion en la cual se encuentre el momento angular del espin (o la posicion de la magnetizacion
vista desde el modelo vectorial), ya sea sobre el gie x, y, 6 z

Para un sistema de dos espines, la formacion def nuevo operador estara definido por la tabla
1 (Seccion 2.5).

Los siguientes ejemplos recopilan lo ya mencionado, ademas de mostrar una analogia total
del modelo vectorial con el modelo de producto de operadores

Pulso de 45° aplicado sobre el gje x:

z z
A /" ,/'
< 450)( N
...... y “ Q y
t ]
< |
Bly
2 ——l f,cos{B} - Iysen(f
45°1y
Iz —cly fycos(45) - Iy sen (45)
Cperador de densidad Hamiltoniano Operador de densidad cos(Hamiltoniano)

Nuevo operador sen(Hamiltoniano)

De acuerdo con la figura 2, un pulso aplicado sobre el gfe x a la magnetizacion alineada
sobre el gje z genera un componente sobre el gie ~y. Por la ecuacion [6] se sabe cuales son los
terminos finales despues de la interaccion de los dos operadores. Se genera un nuevo componente
sobre el gje -y y prevalece parte de la magnetizacién sobre el gje z Estos resultados son los
mismos que se observan en el modelo vectorial, sélo que ahora expresados en témminos de
operadores modulados por funciones seno y coseno



Pulso de 90° aplicado sobre el gje x:

L 90°l

cos(90) = 0
sen(90) = 1

I |
/-
fcos(@) - ly sen ()
l:cos(90) - ly sen (90)

-]y

El pulso de 90° no genera dos componentes en el modelo vectorial, sino sélo una
magnetizacion sobre el gfe -y El modelo de producto de operadores genera dos términos en
analogia con la ecuacién [6], los cuales al asignarles el valor del angulo del pulso hace que el
termino en z se cancele y solo prevalesca el término sobre el gfe —y (igual que el vectorial) El
momento angular tras un pulso de 90° sobre el gje x se encuentra posicionade sobre el gje -y. De
igual manera cuando el pulso es aplicado sobre el eje y, genera los términos correspondientes.

Puiso de 90° aplicado sobre el eje y.

lzcos(@) + Ix sen (8)

lzcos(90) + Ix sen (S0)

lx

De la figura 2 se sabe que el efecto de un pulso en el gje y sobre la magnetizacion en el gfe
z produce una magnetizacion sobre el gje x. Cambiar la fase del pulso implica un cambio de fase de

la magnetizacion resultante



Cuando fa magnefizacidn se encuentra sobre el gje x y se aplica un pulso de 90° sobre este
mismo eje se tiene:

/’/ 900x o L
y — ?9)
' 90 -x l
D ——
I Ix

Esta es una regla importante, cuando el Hamiltoniano y el operador que interactuan tienen la
misma fase (son paralelos) no generan ningun operador nuevo No hay cambio en la posicion de la
magnetizacion 6 momento angular del espin.

La magnetizacion transversal generada tras la aplicacién de un puiso de radiofrecuencia
tiende a regresar al estado basal mediante un movimiento de precesion. Por lo tanto se tiene que
definir el Hamiltoniano de precesion que actua sobre el operador

2.4.2 Hamiltoniano del desplazamiento quimico o precesion.

Después de la aplicacién de un pulso, la magnetizacién transversal comienza a relajarse y a
girar alrededor del eje z, a una frecuencia definida por @ = YBeredivo, €n donde las diferentes
influencias debidas al entorno quimico que afectan al nicleo estan representados en Bfectivo™. El
analisis del sistema se hace sobre un plano cartesiano que rota a la misma velocidad o una muy
similar a Ia frecuencia de Larmor {wo = yBY); esto implica que el detector también rota a esta misma
frecuencia my. El detector “observa” solamente fa diferencia entre estas frecuencias, o — wy. A esta
diferencia de frecuencias se le conoce como frecuencia de precesién o desplazamiento quimico. La
diferencia entre la frecuencia de Larmor con respecto a la frecuencia del sistema rotante es la que
da origen al decaimiento de la induccion libre, FID {por sus siglas en inglés de “free induction
decay”).

El Hamiltoniano que define el desplazamiento quimico es:
QIt (7]

esto representa una rotacion con frecuencia Q alrededor del eje z (este ultimo representado por el
operador del momento angular I;) Como es de esperarse, este Hamiltoniano interacciona en los
tiempos de espera fijos o variables intercalados en las secuencias de pulsos

Al igual que los pulsos de radiofrecuencias, existen movimientos rotacionales definidos que permiten
determinar cual es el operador que se genera tras dejar evolucionar a la magnetizacion con respecto
al desplazamiento quimico Esto se representa en la figura 3

* Los efectos de relajacidn no son considerados



Faura 3 Movimientos rotacionales generados por la evolucién del momento angular con respecto al desplazamiento
. 'mico

Supongamos que al aplicar un pulso de radiofrecuencia sobre el eje —y, se genera un
momento angular sobre el efe -x (figura 2) y ésta evoluciona con respecto al desplazamiento
quimico La rotacion de este vector, de acuerdo con la figura 3, genera un nuevo término en el gfe -
y Si ahora el momento angular se encuentra sobre el gje y, la evolucion de esta magnetizacion con
respecto al desplazamiento quimico genera un término sobre el gfe ~x

Los siguientes ejemplos (figura 4) muestran la manera en la cual actua el desplazamiento
quimico sobre el momento angular del espin cuando se encuentra sobre el eje x ¢ y. Al mismo
tiempo, se hace la analogia del formalismo de producto de operadores con el modelo vectorial.

Qytl,
—_— I3 ,00s(R2t) + L1, sin(Qt)

Ily —— IIYCOS(Q 1t - Tyxsin(€2,6)

z

1 t
- " — ol R
CA2 =

x AT ey &7 e

Figura 4, Efezto de fa magnetizacion tras la evolucion con respecto al desplazamiento quimico Se muestra fa analogia que guarda el
modelo de £2ducto de operadores con el modelo vectgrial

El subindice numérico indica el espin sobre el cual esta actuando el desplazamiento
quimico, pues es muy comun que se estudien sistemas con mas de un espin (por ello el uso del
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subindice). Cabe sefialar que el operador Iz ho evoluciona con respecto al desplazamiento quimico,
es decir, cualquier expresion que esté alineada sobre el gje z quedaré inalterada tras verse afectada
por el desplazamiento quimico

La expresion [8] se refiere a una magnetizacion del espin 1 que esta girando en el plano x-y.
Liy cos(€21t) -1 1x sen(S2t) [8]

Cuando dos espines estan a pocos enlaces de distancia, se lleva a cabo entre ellos otro
fenémeno entre ellos llamado acoplamiento En la siguiente parte se mostraran los operadores que
involucran a dos espines en un sistema.

2.5 Operadores para dos espines.

El modelo de producto de operadores toma gran importancia cuando considera sistemas
acoplados, los cuales no podrian ser abordados desde el punto de vista vectorial. En este punto, el
producto de operadores describe de forma clara y simple fendmenos de ftransferencia de
polarizacion (intercambio de informacion entre dos espines acoplados)

Como se menciond anteriormente, los operadores para un solo espin son I, ly € [, Estos
tres operadores son suficientes para describir al sistema. Para dos espines, se requieren estos tres
operadores para cada espin Los operadores que corresponden a cada espin son:

espin 1: |1, liye |z
espin 2: Iz, lay € foz

Los operadores l1z ¥ l2, representan, respectivamente, magnetizaciones del espin 1y 2
alineadas sobre el gje z Los términos l1x, hy, |2 € by, representan magnetizaciones alineadas sobre
el efe x 6 y para el espin uno y dos. Puesto que la magnetizacion de un espin acoplado a otro
genera un dobiete en el espectro de RMN, el término I1« suele denominarse bajo este contexto, una
magnetizacion en fase del espin 1 alineada sobre el gje x. La expresion en fase significa que las dos
fineas del doblete tienen el mismo sentido (figura 4).

a) b)

JAWAN

Figura 5 Formas de la sefial en sistemas de dos espines acopfados La sefial en fase a) representa dos lineas de la misma
forma y con el mismo sentido La sefial en antifase b) se representa con dos lineas de igual forma pero de sentido opuesto

El termino liy representa una magnetizacion en fase alineada sobre el gje y La posicidn de
la magnetizacion da lugar a diferentes formas de las sefiales Generalmente, la sefial en modo de
absorcién se asociara a una magnetizacion alineada sobre el efe x y una sefial en modo dispersivo
aparecerd cuando la magnetizacion se encuentre alineada sobre el gje y. Como se verd mas
adelante estas formas de las sefiales estdn deferminadas por funciones coseno y seno
respectivamente



Existen cuatro operadores adicionales que representan magnetizaciones en antifase (figura
4)

2ixdor 2yl 2hizlx  2hizly [91

El @rmino 2inl2; representa la magnetizacion del espin 1 en antifase con respecto al
acoplamiento del espin 2

Estos términos son muy importantes en ef fendbmeno de RMN, ya que a través de ellos se
llevan a cabo los fenomenos de transferencia de polarizacion y sélo surgen cuando a la
magnetizacion transversal se le permite evolucionar con respecto al acoplamiento Estos no son
observables, pero se generan tras evolucionar con el acoplamiento quimico Los términos
observables en RMN son aquellos que se encuentran alineados sobre el plano de los ejes x 0 y (I,
ly, =lx, —ly} cualquiera, diferente a estos términos no son detectables

Tabla 1 Carta de conversibn para el modelo de producto de operadores La evolucion del Hamiitoniano (representado en la
fila superior con un tilde) cuando actda sobre un operader {columna izquierda sin tilde) define el estado del sistema El término Ees el
operador unitario

= T~ =

11x L1y [1z Tx sz 12 211212
l1x 12E -1z iy 1nE 112E 1RE +2l1yl2;
1y +1z 12E -l1x 12E 12E nE “2lixlaz
112 -ly +h1x 1nE 112E 112E 12E 1RE
I 11E 112F 12E 1RE Iy, +ay +2l1zlay
l2y 1R2E 1RE 12E +loz RE “lax ~2l1zlx
2z 112E 1RE 112 -ly +lox 1E 2E

2l1zl2: -2liylaz +214xl2z 1NE -2l1zlay +2l4zl2 1RE 1RE
2l1xl2; 12E 2l4zl22 +21yl2z =2laxl2y +2l1xl2 1nE +l1y
2ltyla, +2l1zl2z 12E -2lixl2; 2l1ylzy +2hylox 1E -hix

2l1zlax 2lylax +2l1xl2x 12E 12E -2l1zl2z +2l1zly +lay
2izl2y ~2l1yl2y +2l1xl2y 1RE +2l1zl22 112E -2lizlax -l2x

2laxlax 1R2E 215zl +2h1ylax 12E -2laxl2z +21xday 12E
2ixlyy 1RE 2l1zl2y +2hylay +2hyl2z 12E -2l1xl2x RE
2haylax +2l1zl2 12E -2lsxlax 1W"E -2l1yl2; +2l1ylay 1nE
2iylyy +2l1zk0y 12E -2lixlay +2l1yl22 12E -2hiylax 12E

Otros operadores que no son observables, pero que corresponden a coherencias cuanticas
muitiples son:

2lixlax 2hgly  2ladyy  2laylax [10]



Estos términos contienen dos elementos transversales, los cuales pueden ser convertidos a
magnetizaciones en antifase tras aplicar un pulso de 90° sobre uno de los espines y de ahi
evolucionar debido al acoplamiento y generar términos que se detectan.

Finalmente el término:
2hzl22 [11]

corresponde a un tipo particular de distribucién poblacional de no equilibrio, también denominado
operador de orden longitudinal de dos espines. Este término no es observable, pero puede generar
un término en antifase fras la aplicacién de un puiso de 90° en cualquiera de los espines y
postetiormente evolucionar con el acoplamiento para generar un término observable

2.5.1 Hamiltoniano del acoplamiento.

El acoplamiento es la interaccion entre dos o mas espines, la cual ocurre a traves de los
enlaces (acoplamiento escalar) o a través del espacio {acoplamiento dipolar) Nuestra atencion se
enfocara al acoplamiento escalar El Hamiltoniano que lo describe es el siguiente:

2nd1 2l [12]

al igual que el desplazamiento quimico, va actuar en los tiempos (fijos o variables) de las secuencias
de pulsos y no opera sobre componentes alineados en el gie z

También existe un diagrama que nos permite saber qué operador se genera tras la
evolucion del momento angular con respecto al acoplamiento en una posicién definida de! sistema
de coordenadas.

21, 21,1z
'2|y| 2z _IX 'ly 3 '2')(';;
Ix : 2|y|z 2|x]z S—— Iy
7t mJt

Figura & Movimientos rotacionafes generados por 1a evolucitn del momento angular con respecio al acoplamiento escalar

Consideremos los siguientes ejemplos:

21)i 2t Lizla,

a) l1x — l1x cos {71 ot) +  2lyle, sen (mJsot)
Operador de densidad Hamittoniano {operador de densidad} cos (Hamiltoniano}
+  (Nuevo operadoer) sen (Hamiltenianc)
b) 211]])21 IIzI2z
2l1xl2z — 2oz cOS (i)  +  liy sen (mdrat}
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211x|2y 2|1x|2y
2lsxl2 2ndy 2t ], 2laxlax
2|1yl2x - 2’1y|2x
211y|2y 2I1y12y
2I1z122 2l1zl2,

A diferencia de los pulsos de radiofrecuencia y del desplazamiento quimico, la evolucidn del
acoplamiento crea términos observables (figura 6) Solo el acoplamiento quimico permite el
intercambio de informacion de un nucleo a otro mediante procedimientos conocidos como
transferencia de polarizacidn y por ello se puede estudiar sélo a uno de los espines involucrados en
el acopfamiento y obtener como resultado final un término que contenga la informacién del espin con
quien lo esté, como se vera mas adelante en experimentos bidimensionales

De los ejemplos anteriores se puede notar que, en el inciso a) solamente operadores
transversales evolucionan bajo el acoplamiento quimico y en el inciso b) términos en antifase que
poseen un operador transversal y uno longitudinal evolucionan con respecto al acoplamiento para
generar un término observable Por Ultimo, en el inciso ¢) el producto de dos operadores
transversales asi como el producto de dos operadores longitudinales no se ven afectados por el
acoplamiento quimico. '

Dado que el operadores Iz, Ix e Iy conmutan entre si, fa evolucion del momento angular del
espin con respecto a pulsos de radiofrecuencia, acoplamiento y desplazamiento quimico pueden
tratarse en forma independiente al igual que para cada espin. Los Hamiltonianos que actuen sobre el
espin 1 sdlo lo haran sobre éste y no sobre el espin 2 y lo mismo ocurrira para los Hamiltonianos
que afecten al espin 2.

Con esta breve revision es posible analizar las secuencias de pulsos mas comunes en RMN.
Por lo tanto en la siguiente parte se presentara el estudio de algunas de ellas

2.6 Secuencia de pulsos Eco de Espin.

Esta secuencia de pulsos, propuesta por E L. Hahn'> y posteriormente con la variante de
Carr y Purcell'® permite la medicién del tiempo de relajacion T Su secuencia es la siguiente:

Figura 7 Secuencia de pulsos del “eco de espin’. El pulso de 90° es un pulso de inicic o lectura, el fizmpo © el pulso de 160° y el ofro
tiempo T conforman el eco de espin

El uso de esta secuencia se vuelve importante cundo se considera su efecto sobre muestras
que estan en un campo no homogéneo El efecto de esta inhomogenidad hace que nucleos
guimicamente idénticos sientan un campo efectivo diferente, por lo que precesionan a frecuencias
diferentes y no a una sola, teniendo como consecuencia una disminucidn en la intensidad de la sefal
registrada.



Consideremos un caso simple en el cual tenemos un solo tipo de espin en las condiciones
de campo antes mencionadas. Asumiendo que los pulsos de radiofrecuencia son aplicados sobre €l
eje —x, el pulso de 90° genera una magnetizacion transversal alineada sobre el gje y. En el siguiente
tiempo de espera la magnetizacion deberia precesar a una sola frecuencia, pero debido a las
inhomogeneidades del campo magnético se presentan diferentes frecuencias de precesion para el
mismmo tipo de espin {isocromatos) representadas por los vectores a, b, y ¢ (Figura 8). Estos vectores
se dispersan sobre el plano x-y El siguiente pulso de 180° invierte el sentidoc de las
magnetizaciones prevaieciendo la direccion de los movimientos rotacionales de cada vector. El
ultimo tiempo de espera permite que las 3 magnetizaciones se encuentren nuevamente alineadas
sobre el gje y pero ahora en sentido negativo. En este punto ha ocurrido un reenfoque de la
magnetizacion y se han eliminado los inconvenientes que presenta el someter un espin a un campo
magnético no homogéneo

-y 180°

Figura 8 Representacion del eco de espin mediante modelo vectorial con su correspondiente evolucion en diagrama de
fase Ef puiso de 80° genera una magnetizacion transversal que debide a inhemogenidades del campo, adopta diferentes
frecuencias de precesion El siguiente pulso de 180° y el tiempo de espera hacen que esos vectores converjan en el eje -y,
ocurriendo con eflo un reenfoque de la magnetizacion

Cada una de las frecuencias de precesién se agrupan en un mismo punto y ocurrird un
reenfoque de éstas Si ahora tenemos varios espines en un campo magnético homogéneo, cada
frecuencia de precesion sera el desplazamiento quimico del espin observado y ocurriria ef mismo
fendmeno descrito anteriormente; por io tanto, esta secuencia de pulsos logra un reenfoque del
desplazamiento quimico del espin
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2.6.1 Eco de espin mediante el modelo de Producto de Operadores.
2.6.1.1 Representacion por diagramas de arbol.

La secuencia del eco de espin es un bloque de puisos que se encuentra de manera
frecuente en los experimentos bidimensionales de RMN. Este tipo de experimentos ya no pueden
ser explicados por el modelo vectorial; por esta razén se vuelve importante analizar el eco de espin
mediante producto de operadores para saber qué papel juega la inclusion de esta secuencia en un
tren de puisos mas complejo.

Como se menciond anteriormente, el producto de operadores genera términos modulados
por cosenos ¥ senos La representacion de este modelo se puede hacer empleando un diagrama de
arbol® con el cual la notacion se hace mas simple, permitiendo con ello manejar con mayor facilidad
fa informacidn exiraida de la secuencia de pulsos.

Por ejemplo, consideremos el efecto de un pulso de radiofrecuencia aplicado en el gje x
sobre la magnetizacion en su estado de equilibrio 112

B Ik
lz ———  lzcosB - |Iysenf {13]

En la representacion de arbol la notacién es la siguiente:

[z

cos (V\fen ®) 14l

l1z —hy

Esta representacién es idéntica a la forma lineal mosirada en [13]. Los términos a fa
izquierda estan modulados por la funcién coseno y los términos a la derecha estan modulados por la
funcién seno. Esta representacion se vuelve mas conveniente cuando se trabaja con secuencias de
pulsos mas grandes. Los términos finales se ponen en forma completa (considerando todos los
efectos que estuvieron involucrades) y se procede a su andlisis

2.6.1.2 Eco de espin.

Se considerara solamente un espin aislado Por lo tanto, el Hamiltoniano de desplazamiento
quimico seré el unico que afectara a la magnetizacion en los tiempos de evolucion En el diagrama
de arbol se enmarca cada una de las etapas de la secuencia de pulsos para su mayor comprension.
E! subindice 1 hara referencia al nucleo de proton y el subindice 2 haré referencia al nucleo de
carbono-13
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Bt
T T
ab ¢ f
Hamittonianos bajo los cuales Operadores Explicacion del efecto
evoluciona la magnetizacion
|1z
Tt/2|1x Un puiso de 90° sobre el gje x (ver fi 2
. n pulso de 30° sobre el gjé x (ver figura
Pulso de 90° del espin 1 genera al operador - { ¢ )
apficado sobre el gja x
— 1y
Ol La evolucién del espin con respecte al
T 12. desplazamiento quimico {ver figura 3) en el
Desplazamiento tiempo T, genera un  nuevo término sobre
quimico del espin 1 ol eje x {d)
=1y l1x
7 |1y Un puiso de 180° en X, invierte el sentido del
operador y no afecta aquellos espines que
Pulso de 180° para el espin 1 tengan la misma fase que el pulso (g}
aplicado sobre el gje x
]1y l1x
Una nueva evolucion con respecto
Q1 E1z al desplazamiento quimico (ver
figura 3} en el tiempo 2t genera
Desplazamiento

nuevos termings (f)
quimico def espin 1

l1y —tix bix

[1y
Expresando cada uno de los términos obtenidos en su forma completa se tiene:
l1y (cos(€2t ) cos(Q )) - I (cOS(Qx ) S8R(21)) 18]
+ liy(sen(Qr) sen{Q1 ) + I1x {s&(Q Jcos(Qt ))

Los términos alineados sobre €l gje x se cancelan, conservandose (nicamente fos terminos
posicionados sobre el gje y.

Factorizando y empleando funciones trigonométricas:

020 + senip = 1
hy [cos?(Qt) + sen¥( )] >y [16]




Los términos que involucran al desplazamiento quimico se cancelan. Esto indica que la
magnetizacién del espin 1 no depende del desplazamiento quimico A este proceso se le liama
reenfoque de la magnetizacién con respecto al desplazamiento quimico, al igual que en el modelo
vectorial La intensidad de la sefial en esta secuencia no depende de la frecuencia a fa cual precese
el espin. En el ejemplo anterior se consideré Unicamente un espin nuclear en el sistema Sin
embargo, en una molécula interactuan mas de un nicleo. Por lo tanto se analizara ahora el eco de
espin con dos espines presentes en el sistema La siguiente secuencia considera el efecto de otro
nlcleo presente, que para este caso sera C-13

99° 180°
+ Pl

1

3

i

Figura 9 Secuencia de pulsos def Eco de Espin Con este bloque de pulsos se eliminan los términos debidos af acoplamiento y
desplazamiento quimico

Los pulsos de radiofrecuencia en la region de 'H sélo tienen efecto sobre los nucleos de Hy
no sobre los nucleos de 3C En los tiempos de evolucién 1, la magnetizacién evoluciona con
respecto al acoplamiento y desplazamiento quimico. No es necesario considerar el desplazamiento
de BC (espin 2} porque en el andlisis no aparece un operador transversal para este nucleo. Los
términos que existen del espin 2 son operadores longitudinales, pero éstos no evolucionan con
respecto al desplazamiento quimico

El anlisis mediante producto de operadores es el siguiente:

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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. . Operadores
Harr:tonianos bajo los cuafes P

eveiuciona fa magnetizacion

717/2 |1x hz

F 150 de 90° para elaspin 1 I
acicado scbre el gje x

_[1y
QTIH
Crsplazamiento quimico /\
ce zspin 1 |
-Iq 1x
s J‘CZHZ IQZ Y
Azzolamiento entre el
ascmty2
- -y 2l1xl2; fix 2l1yl2,
Fiis0 de 180° para el espin 1 I i l
acicado sobre ef gje x l‘iy 2|1x]2 I1x 2’1)('22
2 -
Q'L'lu
Cesplazamiento
gurmice del espin 1
-l1y 2l1xl2; 2lyl2z ly -2laylz; 2l1xl2,
7 J12liz |2z
Agzolamiento entre el
ascinly?

i1y -2|‘Ex|2z -l1x 2ll2z 211x|2z I1y Zlvlzz “hx l1x 2lyl2 f1y -2l1xl2z '211v|22 h1x 2:1x}22 ]1y
La expresion completa de los términos finaies en el diagrama de arbol es la siguiente:

+ 1y [cos(Qr)cos{rlt)cos(Qr)cos{ndt)] + |y fcos(Qr)sen({rJr)cos(Qt)sen(ntz)]
+ |y, {sen{Q1)cos(ndT)sen{Qr)cos(ndt)] + liy [sen{Qt)sen(ndt)sen(C2t)sen(rdt)]
- 212z fcos{Qr)cos{nJr)cos(Qt)sen(nit)] + 2l1xl2z [cos{Qr)sen{mdt)cos(Qt)cos(mlt)]
- 2lix2z [sen(Qr)cos(mlT)sen(Qr)sen(nlt)] + 2l1xkoz [sen{Q)sen(rdt)sen(Qr)cos(mlt)]

- l1x fcos(Qr)cos(rdr)sen(Qt)cos(rdt)] - lix feos{Qt)sen{ndt)sen{Qr)sen(ndt)]
+ |1« {sen{C2t)cos{rJT)cos(Q1)cos(mJT)] + 11 [sen(€2t)sen(ndr)cos(Q2T)sen(ndT)]

= 2l:yl2; [cos(Qt)cos(mdt)sen{Qr)sen(mlT)] + 2l4yl2; [cos{Qt)sen(rJt)sen(2t)cos(nt))
+ 2kl [sen{Q)cos(mdt)cos{Qt)sen(nd)] - 2l4yl2, [sen(Q7)sen{rlT)cos(Q2t)cos(ndz)]

Factorizando los términos {con fines de simplificacion, la expresion cos sen(H) sera
equivalente a cos(H)sen(H) donde H = mJt & Qr);

+ 11y {cos¥(Qt)cos(nlx)] — 2l1xl2z [cosq{Qr)cos sen{mdt)]
+ Iy [cos2(Qr)sen?(rdt)] + 2l1xl2; [cos?(Qz)cos senfmdt)]
+ iy [sen?(Qr)cosi(mdt)] = 2l1xlzz [sen?(Q2t)cos sen(rdt)]
+ iy [sen?(Qr)sennlt)] + 2lidl2z [sen?(Qt)cos sen(ndt)]
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- l1x {cos sen{Qt)cos(mlt)] — 2l1yl2z [cos sen{Qt)cos sen(ndt)] -
~ fix [cos sen(Qr)sen(rdz)] + 2l1yl2; [cos sen(Q)cos sen(mt)]
+ l1x [cos sen{Qt)cos(n)] + 2lyl2; fcos sen(Qt)cos sen(ndt)]
+ l1x [cos sen(Qt)sen(nlt)] — 2hyl2z [cos sen{Qt)cos sen(mJdt)]

Ordenando los términos restantes:
+ |1y cos(Qr) [cos(mdt) + senmdt)] + ly sen Q) [cosZ(nmdr) + sen(rdt)],
ordenando se fiene:
+ liy cos2(Qdt) + ly sen?(C27);
simplificando,
Iy [cos3(Q21) + sen?(Q27))
Utifizando fa identidad trigonométrica de la ecuacion [16], el resultado final es:
l1y [17]

Nuevamente se han eliminado los términos que involucran al desplazamiento quimico y se
cancelaron los correspondientes al acoplamiento. Esto significa que cuando apliquemos la secuencia
de la figura 9, la sefal generada para el proton no es modulada ni por el desp!azamlento quimico, ni
por el acoplamiento

Este resultado hace pensar que con tan sélo aplicar un pulso de 90° sobre el gje x a una
magnetizaciéon ubicada en el gfe z obtendriamos el mismo resultado {una magnetizacién en y), y se
podria omitir el pulso de 180° y los respectivos tiempos de espera t Sin embargo, por el analisis
descrito anteriormente, el pulso de 180° y los tiempos de espera eliminan los efectos relacionados
con el acoplamiento y desplazamiento quimico. Esto no se consigue con tan sélo aplicar un puiso de
90°. Es evidente que este pulso de 90° no se refiere a un pulso inicial, sino a uno que esté presente
dentro de un tren de pulsos

Otra modalidad del eco de espin es aplicar un pulso de 180° sobre un nucleo de carbono—
13, como se muestra a continuacion:

90° 180°
i -
1807

7

Figura 10 Secuencia de pulsos del Eco de espin heteronuclear En este caso ambos nlicleos se ven afectados por un pulso de 180°
con ello se logra eliminar los términos debidos a desplazamiento quimico y sélo prevalecen términos debidos al acoplamiento

Nuevamente en los tiempos de evolucidn se considera el efecto del acoplamiento y
desplazamiento quimico del proton.
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Hamiltonianos bajo los cuzles

evoluciona la magnetizacion Operadores
Pylso de 90° para el espin 1 aplicade sobre el gfe x ;z
Qfliz ‘!1y
Cesplazamients quimico del espin 1 /\
-|1y ' Vix
T J12|1 z lgz
Acoplamiento entre el espin 1y 2 ) )
-|1y 2)1xl2z hix 211yl2z
l | | | )
Pulso de 180° para el espin 1 aplicado sobre el gfe x |1y 2!1;(’21 I1X ~elylzz
s | 21 1'
Puso de 180° para el espin 2 aplicado sobre €l gfe hY '2|1xl2z iix fylz
Q‘Chz
Dasplazamiento quimico del espin 1
ly Sl 2l 2yl I ly 2Nyl 2l1gloz

v ACACA A AA AN A

Acoplamiento entre el espin 1y 2
My -2lixdze gy -2hylez 2glay - ly -2tz e Ly 20gloz by -2ixlze 2hylze -hx <2hudsz liy

Los términos obtenidos son 10s siguientes:

+ |1y feos(Qt)cos(mdt)cos{QT)cos(mit)] - 2l1xl2z feos(Q)cos(ndt)cos(Qt)sen(n7)]
+ [1y [sen{Qtjcos(rJT)sen{Qt)cos(nt)] - 2l1xdzz [cos(Qr)sen(mdrt)jcos(Crjcos(md )]
- l1y [cos(QT)sen(mt)cos(2t)sen(ndT)] — 2lixl2z [sen{Qr)cos(rmlr)sen($2 t)sen(th)]
— liy [sen{Qz)sen(rlz)sen(Qr)sen(ndt)] - 2l1xlaz [sen(€2t)sen(rJtt)sen(Qr)cos(nt)]
+ 1% [cos(Qr)sen{nJt)sen(Qt)sen(mdt)] + 2iyl2 {sen{Qt)sen(mJt)cos(Qt)cos(rlt)]
+ 1y [sen(Qr)cos(riT)cos(Qt)cos(mJT)] + 21yl [sen{Qt)cos(mtt)cos(Qr)sen(mlt)]
- lix [sen(Q21)sen(rJtt)cos(Qr)sen{ndT)] - 2lylz; [cos(Qt)sen(mdz)sen{Q)cos(rdt)]
- l1x [cos(Qt)cos(mdT)sen(Qt)cos(ndT)] - 2liylzz [cos{Qr)cos(m)t)sen(C2t)sen(mJT)]
Factorizando términos
v 1

l1y cos¥(mJt) [cos?(Qax) ¥ éénr?(Qr)]

- liysen¥{(rJr) [eo34(Qat) + sen?( Q) |
Ly

2l1xl2z sen cos(mlt) {cosHQt) + cosHQr) + sEiZ(C27) + sen?(Q)]

I
lxsen cos(Qr [cosz( ) ¥ 88027
J

mJ7)]



2hylaz [sen cos(Qr)sen cos(mdty * sen cos(zzr)sen cos(nJdt)]
—2lhe: [sen cos{€t)Sen cos(mlt) + sen cos(Q)sen cos{mJz)]

Ordenado lo anterior y utilizando entidades trigonoméfricas:

l1y [cos¥(rdt) — sen?(mJt)] — 2l1xl2: 2sen cos(rdt)
se sabe que cos(0) — sen?(0) = c0s20 y 2cosdsend = sen26, por lo tanto el resultado final es:
Iy cos(2rdt) — 2h1dl2; sen(2ndt)
Puesto que 2lixl2z no es observable, el término que defermina la sefial es:
l1y cOS{2mJ1) [18]

El resultado anterior significa que la sefial no esta en funcion del desplazamiento quirico,
pero si esta modulada por el acoplamiento Esta secuencia permite el reenfoque del desplazamiento
quimico del espin 1y 2

La ultima modaiidad del eco de espin se presenta en la figura 11,

Figura 11. Sacuencia de pulsos del Eco de Espin heteronuclear Sélo el nlicleo 2 (C-13) es excitade por un pulso de 180°; con elflo se
logra eliminar t&rminos debidos al acoplamiento y Unicamente prevalecen términos debidos al desplazamiento quimico

En este caso se aplica un pulso de 180° sobre el nucleo de C-13 El analisis es el siguiente:
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Hamiltonianos bajo los cuates

Acoplamiento entre &l espin 1y 2

; s Qperadores
evoluciona la magnetizacién peradore
’It/2 [1 X ‘
Pulso de 90° para el espin 1 aplicado 5obre el eje x :z
Q'Cliz "I‘]y
Desplazamianto quimico del espin | //\
-ly l1x
s J12|1z 122
Acoplamiento entre ¢l espin 1y 2 7
-liy 2hxlzz hix 2liyla
TCIZx ‘ 1 2| |
- 1
Pulse de 180° para el espin 2 aphicado sobre ¢l gje x 2‘1xl2z yl2z

Qrly,
Desplazamiento quimica del espin 1
-liy 1x 2|1x 2z '2|1 I22 1x Ity -ZHAIQZ 2/i<22

n J'c2l1? 2 /\ /\

ly 2z I 2lylzz 2|1x12z l1y zlfyh‘z e 1x 2|1y|22 I')’ 2ldz syl hx 2y, ly

La expresion completa de cada uno de los trminos se muestra a continuacion:

+ 2l1xl2z fcos(Qrjcos(mdr)cos(Qrlsen(nl)]
— 2l1ylz [cos{Qxt)sen(mJz)eos(Qr)cos(ndr)]
— 2lixlz [sen(Qrle cos(rdt)sen(Qrt)sen(nlt)]
+ 2liyl2 [sei{Qr)sen(mJt)sen(Qr)cos(mit))

— ly [cos(€2t)cos(mdt)cos(Qt)cos(ndT)]
— iy [cos{Qx)sen(mJr)cos(Qr)sen(rJt)}
+ |ty [sen(Qr)cos(mJt)sen(Q)cos(ndt)]
+ liy [sen(Qr)sen(mdt)sen({Qr)sen(rdt)]

+ l1x [cos{Q2t)cos(rt)sen(Qr)cos(ndz)) + 2l1ylaz [cos{C2t)cos(ndT) sen(Qr)sen(v:Jr

+ l1x [cos(Q2t)sen{rJt)sen(Qr)sen(ndt)] = 2l1ylzz [cos(Qr)sen{ndt)zen(C Jr)cos(mt))
+ I [sen{Qt)cos(mJt)cos{Qt)cos(nl7)] + 2hyl2: {sen(C2 1)cos(nJ'c cos{Qr)sen{nJr))
+ lix [sen(Qt)sen(mJdt)cos{Qr)sen(nz)) ~ 2l4yloz [sen(€2 7)sen{ndt)cos{Qr)cos{mlt))

Factorizando:

- l1y cos¥ Q1) [cos?(ml7) + sen(mdt)]

+ l1x cos sen(€2t) [cos(mJt) + sen(mlt)]
+ |ty sen2(Q7) [cos(ndt) + sen(nt)] ]

+ l1x cos sen(€2t) fcos(mdt) + senz(nj'c)
Aplicando entidades trigonométricas:
~ lty [cos{Q2t) - sen(Q1)] + lix [2c05{Q21)5en(Q21))
el resultado final es:
- l1y cos(2Q27) + lix sen(2Q27) [19]
Cuando utilizamos la secuencia de eco de espin sin aplicar un pulso de 180° en el espin 1

(protén) y aplicando un pulso de 180° en el espin 2 (carbono) se logra reenfocar el término
correspondiente al acoplamiento. La sefial que se registre va a depender de la frecuencia de
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precesion de los espines involucrados y no del acoplamiento entre elios Se puede decir que este
bloque de pulsos funciona como un desacoplador.

2.7 Experimentos bidimensionales.

Cuando el sistema es perturbado por un pulso como es el caso de experimentos
unidimensionales, se crea un estado fuera del equilibrio donde ocurren sblo coherencias cuénticas
simples (que corresponden a las magnetizaciones transversales, en modelo vectorial, o los
momentos angulares en el plano xy en producto de operadores). Las interacciones en el sistema de
espin dan lugar a varios procesos fisicos, por ejemplo, efecto nuclear Overhauser, transferencia de
polarizacidn, coherencia multiple cuantica, relajacion cruzada, efc. El estudio de estos fenémenos
proporciona informacién adicional a la solucion estructural, pero no pueden ser medidos
directamente por la aplicacion de un solo pulso.

Para que ocurran estos procesos es necesario introducir mas pulsos en la secuencia, en
periodos fuera del equilibrio y ofros periodos en el cuales la informacién de interés sea detectada
Este es el principio de los experimentos bidimensionales (2D), el cual fue propuesto por primera vez
por Jeener'®en 1971

La secuencia de pulsos de un experimento en 2D se divide en los siguientes bloques??20;
Preparacion ~ evolucion — mezclado - deteccién

Preparacion: en su forma mas simple consiste en un solo pulso que genera una
magnetizacidn transversal En secuencias mas complejas, se usa para generar ofras coherencias
tales como las cuanticas multiples o puede establecer supresion del disoivente entre otras

Evolucidn: tiempo (1) que se incrementa graduaimente Para cada incremento en ti, se
detecta un FID que depende de to. Las frecuencias que evolucionan en t generan sefiales que
aparecen en la dimensién F1 del espectro final en 2D

Mezclado: La coherencia es transferida de un espin a ofro Este periodo establece el tipo de
correlacion entre las dos dimensiones y como consecuencia la informacion en ef espectro de RMN
Dependiendo del tipo de experimento, este periodo consiste de uno a mas pulsos asi como de uno o
varios tiempos de espera.

Deteccion: el FID es detectado de forma convencional. Al final, la sefial obtenida es una
funcidn de dos tiempos variables t1 y t2.

El experimento en 2D méas simple que existe es “Correlation Spectroscopy” o COSY, pero
antes de analizar este experimento por producto de operadores se presenta como se espera la
forma de la sefial cuando ésta es modulada por las funciones seno o coseno

2.7.1 Forma de la sefial.

Al aplicar un pulso de 90° sobre el gje y a una magnetizacion en su estado basal se genera
una magnetizacion sobre el gje x, la cual gira sobre ei plano transversal De ahi la aparicion de una
componente sobre el gje y. Los equipos de RMN detectan ambos componentes mediante un



proceso conocido como deteccion de cuadratura'® Si se asume que el decaimiento es exponencial
con un tiempo constante To, las sefiales S«{t) y Sy(t} estan definidas por las siguientes expresiones:

Sx(t) = Acos(Qt)exp(—t/T3), Sy(t) = Asen(Qt)exp(~t/T2) [20]
donde A es un factor que da la intensidad absoluta de la sefial.

Estas dos componentes se combinan en la computadora para dar una sefial compleja en el
dominio del tiempo; a la cual, tras aplicarle una transformada de Fourier compleja genera sefales
cuyas formas estan en modo de absorcion o dispersién (Figura 12)

a} b)

Figura T2 Forma de la sefial en un espectro de RMN. a) sefial en moda de absorcion b) sefal en modo de dispersion

La sefial registrada es una mezcla de estas dos formas de tinea. En RMN es comun mostrar
las sefiales del espectro en modo de absorcion, las cuaies corresponden a la parte real del sistema y
estan moduladas por funciones coseno. La parte imaginaria produce sefiales en forma de dispersién
y estan moduladas por funciones seno

Cuando existe acoplamiento en el sistema de espines la sefial se presenta de la siguiente
forma (figura 13)

a) b) c) d)

A | i~
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Figura 13 Formas de la sefial en un especiro de RMN cuando existe acoplamiento. a) sefial en fase modo da absorcion b} sefial
en fase en modo de dispersion ¢} sefial en antifase en modo de absorcion d) sefial en antifase en modo de dispersion

La modulacién de la sefial en funcién del tiempo cuando hay acoplamiento ocurre
exclusivamente por factores de amplitud de la forma cos(nt) y sen{rJt) Cuando se tienen dos
espines, la transformada de Fourier sobre frecuencias moduladas por cos{nJt) genera un doblete en
fase en modo de absorcion, si se grafica [a parte real, 0 en modo dispersivo si se grafica la parte
imaginaria (Fig 13.a y 13b). Si la sefal estd modulada por la funcidn sen{mJ), tras hacer la
transformada de Fourier, se obtiene una sefial en antifase en modo absorcion o dispersién,
dependiendo de la parte real o imaginaria graficada (figura 13.cy 13.d).

Con esta informacion se puede predecir la forma de la seial en un espectro de RMN. Por
ejemplo:
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En el dominio del tiempo Espectro generado

cos(miat) I I
J12
sen(mJiat) I
Ji3 I
sen({mJiat) cos(rJiaf) - I J1.2 I"—J1.3“‘—"

2.7.2 Experimento COSY,

La parte méas importante para obtener informacion estructural y util del espectro mediante la
espectroscopia en dos dimensiones es la transferencia de polarizacion de un espin a ofro Existen
dos mecanismos por los cuales se logra: acoplamiento escalar (a fravés de fos enlaces) y ef
acoplamiento dipolar (a través del espacio).

En muchos experimentos multidimensionales la transferencia de polarizacion se lleva a cabo
a través de nicleos acoplados escalarmente, ésta se produce por la evolucion de) sistema de
espines bajo una serie de pulsos de radiofrecuencia y tiempos de libre precesién, como es el caso
del experimento COSY.

Este experimento es el més simple de todos los experimentos en 2D17.1920 y su secuencia de
pulsos se muestra en la figura 14:

t
|
1
i
]
1

1 ¢
IPreparacién! Evolucién ITiempode mezcladol Deteccidn I

Figura 14 Secuencia de putsos COSY (Correlation Spectroscopy) La secuencia consta $6lo de dos pulsos de 90°, un tiempo variable
o de evolucion, t, v un tiempo t2 o de deteccitn. Las sefiales defectadas indirectamente en 4 generan Iz dimension F1 del plano
bidimensional y las sefiales en t generan el plano F2 Ef intercambio de informacion entre los espines acoplados ocurre en el 0ttimo
pulso de 90°

La evidencia del proceso de transferencia de polarizacidn se presenta en las seftales que se
muestran en el espectro COSY fuera de la diagonal La unica forma de poder apreciar este paso es
mediante el modelo de producto de operadores.

Su anélisis se presenta a confinuacion considerando un sistema de dos espines y partiendo
del espin 1
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Puesto que los unicos términos observables son los que se encuentran sobre el plano xy,
solamente estos términos se representaran en su forma completa:

hix sen (Qut1) cos(md t) cos(Qute) cos(md f2)  [21]
l2x sen (Quty) sen(md ) cos(Qal) sen(md tz)  [22]
Iy sen (Cutr) cos(md tr) sen({Quty) cos(md t2) 23]
lay sen {Qit1) sen(wd t1) sen(Qaty) sen(ml &) [24]

La evolucion con respecto al acoptamiento genera términos en antifase (ver figura 6) tales
como 2lylz; los cuales pueden conducir a una magnetizacidn observable cuando evolucionan
nuevamente con respecto al acoplamiento El primer pulso genera una magnetizacion transversal
que evoluciona en t1 con respecto al acoplamiento y desplazamiento quimico Es en este fiempo t4
donde aparecen los términos en antifase generados por el acoplamiento. La evolucion def momento
angular con respecto al acoplamiento genera términos en antifase (ver figura 6)

Cuando se aplica el segundo pulso de 90° el operador 2lyyl2; se transforma en -2lizl2y Esto
quiere decir que el componente transversal del espin 1 se transformdé a uno longitudinal y ia
componente longitudinal del espin 2 pasé a ser fransversal. La magnetizacion en antifase del espin 1
ha sido transferida a una magnetizacién en antifase del espin 2 Tal proceso se denomina
transferencia de coherencia 0 de polarizacién y este es el punto mas importante dentro de la
secuencia de pulsos puesto que ocurre un intercambio de informacion entre los espines
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involucrados En el diagrama de arbol se muestra en que paso de la secuencia de pulsos ocurre el
fendbmeno Posteriormente -2l1.lpy evoluciona con respecto al desplazamiento quimico v
acoplamiento Este ultimo genera un término observable para el espin 2 (I« 6 fay) El andlisis de la
secuencia se inicio partiendo del espin 1 y al final hay términos observables tanto para el espin 1
como para el espin 2; por lo tanto deben existir #rminos en antifase con el fin de transferir
informacion de un espin a ofro por esta técnica y éstos van a generar una coherencia en fase (l1x 0
l1y) cuando evolucionen con ef acoplamiento

De los términos obtenidos del diagrama de arbol y expresados en su forma completa
podemos observar que las modulaciones fanto en t1 como en t2 involucran desplazamiento quimico y
acoplamiento; de ahi, los términos [21] y [23] corresponden a las sefiales sobre la diagonal, puesto
que tanto en ty como en t; estdn moduladas por el mismo desplazamiento quimico (el del espin 1).
Los términos [22] vy [24] que corresponden al espin 2, tienen modulaciones en t1 del desplazamiento
del espin 1 y modulaciones del desplazamiento del espin 2 en t; Es decir, el espin 2 contiene
informacién acerca de su desplazamiento quimico y ademas del despiazamiento del nucleo al cual
esta acoplado, espin 1 Estos términos generan una sefial fuera de la diagonal en el experimento
COSY con coordenadas (€21, £22) Cuando se realiza la transformada de Fourier en t se obtiene una
dimension F2 en la cual aparece el desplazamiento del espin 2 y cuando la misma operacion se
hace sobre t1, aparece una sefal que correlaciona con el desplazamiento del espin 1 en la
dimension F1.

2.7.3 Experimento HSQC.

Los primeros experimentos de correlacion heteronuclear basados en la observacion directa
de resonancias del niicleo X han sido reemplazados por experimentos cuya deteccién es sobre
proton Estos experimentos llamados de deteccion indirecta o inversa incrementan de forma
dramatica la sensibilidad, debido a que la observacion de un nucleo de gran sensibilidad es ufilizado
para monitorear los parametros espectrales del niicleo X 22

Este tipo de experimentos se basa en la deteccion del protén durante el tiempo {2 (tiempo de
deteccidn), mientras que los desplazamientos quimicos heteronucleares se detectan durante t
(tempo de evolucion) Con ello se elimina uno de los problemas mas comunes en RMN, la baja
sensibilidad para la deteccion de nicleos como 13C y 15N

Esto quiere decir que es posible observar el desplazamiento quimico de un nucleo cuya
constante giromagnética es baja via la observacion del nucleo acoplado cuya constante
giromagnética es alta, ganando con ello un incremento en la sensibilidad

Un ejemplo de este tipo de experimentos es el HSQC% (Heteronuclear Simple Quantum
Correlation). La secuencia de pulsos de este experimento se muestra a continuacion
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90 180 90 180

t=1/(aJ)

Figura 15 Secuencia de pulsos HSQC La secuencia consta de tres ecos de espin €n donde el primere reenfoca el desplazamiento
quimico de ambos ndclecs en los dos tiempos 1 inicizles; ef segundo effiting el acoplamiento y s0lo prevalece el desplazamiento
quimico de X en t; y el dlitimo ece elimina nuevamente el desplazamiento de ambos ndcleos y dnicamente prevalece el acoplamiento
en los 2 Liltimo tiempos =. Los primeros 5 pulsos (antes de ti} conforman un blogue INEPT? vy es aqui donde se lleva a czbo la
transferencia de fa magnetizacion del protén al heteronlicleo al que se encuenira unido

El analisis de esta secuencia mediante producto de operadores se simplifica de manera
notable identificando los ecos de espin presentes en la misma. Por ejemplo, e! primer eco que se
observa es el que estd después del primer pulso de 90°. Es un eco heteronuclear, es decir, cuenta
con un pulso de 180° en 1H y otro puiso de 180° en X, donde X para este caso es 13C

Como se menciond anteriormente un bloque del tipo:

180

180

reenfoca el desplazamiento quimico del espin 1 (1H) y 2 (13C) y los términos generados evolucionan
s6lo con la dependencia del acoplamiento. Esto implica que en los primeros dos tiempos <, el Gnico
Hamiltoniano que afecta a ia magnetizacion es el de acoplamiento

El siguiente eco que se observa en la secuencia es el que esta dentro de! tiempo 1, cuya
esfructura es;

Con este bloque se iogra: reenfocar el acopiamiento, reenfocar el desplazamiento quimico
del espin 1 y sdlo se manifiesta el efecto del desplazamiento del espin 2 Por lo tanto, en el tiempo ts
el tnico Hamiltoniano que actua sobre el momento angular es el del desplazamiento quimico del
espin 2
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El ultimo eco que se observa es el que esta después de los dos ultimos pulsos de 90° Al
igual que el primer eco observado, se trata de un eco heteronuclear y en anaiogia, en fos dos Gltimos
gempos t, ocurre un reenfoque de los desplazamientos de 1 y 2 y la magnetizacion en estos
seriodos solo se ve afectada por el acoplamiento E! diagrama de arbol de la secuencia se muestra a
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Al final de la secuencia, los unicos términos observables son los que se encuentran

glineados sobre el eje x Estos términos expresados en su forma completa se expresan de la
siguiente forma

l1x cos(mJ) sen(rdt) cos{€at1) cos(Quatr) cos{mdt) sen(mdt)
l1x cos{md) sen(mdt) cos{Quat) cos(Qati) sen(mJt) cos(mlt)
-l1x cos(mdt) sen(rdt) sen(Qatr) sen{Qats) cos(ndt) sen(mlv)
-l1x cos(rJz) sen(ndt) sen{Qaty) sen(Qath) sen{ndt) cos(mdr)
l1x sen(redr) cos(rdt) cos(Qatr) cos(Qetr) cos(mlt) sen{mlt)
lx sen(mJz) cos{mJt) cos{Qats) cos(Qati) sen{ndt) cos(nJr)
-l1x sen(mJr) cos(ndt) sen(Qat1) sen(Qats) cos(ndt) sen(rndr)
-l1x sen{nJt) coslmt) senlCth) sen(Qots) sen(mdt) cos(ndt)
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Factorizando:
l1x COs(Qat1) cos(Qate) [cos(mdt)sen?(rdt) + cos?(mdr)sen?(rtt) + cos(rJt)sen2(mlt) +cos(mlt)sen?(md))

-l1x sen(Qat1) sen(Qat1) [cos¥mlt)sen?(ndt) + cosdmr)sen?(ndt) + cos¥mdt)sen(rlt) +cosy(mdt)sen?(ndz)]

Sit=%J
l1x [COS(C2,t,) COS(Q,t)) ~ sen(€2,t;) sen(€,t,)]
lix [C0s%(€2t1) — s8Nt )]
fix COS(2Q2,t)) = Iy, COS(2mQL,) = [4, cOS(Ot,)

Antes de la adquisicion &l resultado final es:
lx COS(Ql4) [25]

Hasta este punto el espin 1 posee informacion, modulada en t, del desplazamiento quimico
del espin 2. Posteriormente, durante el tiempo de adquisicién (t), ia magnetizacion evoluciona
unicamente con respecto al desplazamiento de 1 ya que no existen términos que involucren al espin
2. El acoplamiento no se considera porque durante este tiempo estd encendido ¢l desacoplador
sobre el nucleo de carbeno. El resultado es:

l1xCOS{Qt1)

bx €OS{C2 1 )i COS(Q2 ) l1y COS(C2,ty) sen(Qyty)
Si la deteccion es sobre el gje x
l1¢ COS(Q2t1) COS(Q1t2) [26]

La expresién [26] indica que la sefial que va a generar &i espin 1 estd modulada por su
propio desplazamiento quimico en el tiempo tp, mientras que en t; es modulada por el
desplazamiento del nucleo al cual se encuenira acoplado, espin 2 La sefial de proton contiene
informacion del nucleo de carbono al cual se encuentra unido Con ésto se ha demostrado el
fundamento de los experimentos de deteccion indirecta, se registra la sefal del niicleo mas sensible
y se obtiene informacion del nucleo menos sensible al cual esta acoplado

Cuando se realice la transformada de Fourier en f2 y en t;, aparecerd una seftal que
correlaciona con el desplazamiento de proton y que al mismo tiempo correlaciona con el
desplazamientc de carbono Esta informacion es precisamente Ia que observamos en un espectro
HSQC

Hasta el momento el analisis por producto de operadores de las secuencias de pulsos nos
ha permitido conocer cdmo se encuentra la magnetizacién en cada punto de la secuencia de puisos
y como podemos manejar ia informacién que gueremos que se muestre en el espectro de RMN
Esto es de gran importancia si se pretende modificar o crear secuencias de puisos



2 8 Ciclacion de fases.

Los experimentos modermos en RMN consisten en la aplicacion de multiples pulsos de
radiofrecuencia y 12 deteccion de la sea resultante. Esta sefial es comunmente referida como una
magnetizacion transversal 0 coherencia cuantica simple, donde la patabra simple se usa para indicar
¢l cambio del estado de espin de alfa a beta de un solo niicleo Cabe mencionar que los diversos

niveles de coherencia son generados por los puisos de radiofrecuencia, pero solo ia coherencia
cuantica simple es la que & puede detectar.

Por 1o tanto, si un experimento consiste de varios pulsos Y varios tiempos de espera fijos 0
variables, entonces varios niveles de coherencia se pueden generar en el transcurso de la secuencia
y existir, al mismo tiempo, diferentes caminos de coherencia por los cuales el sistema de espin llega
como resultado final a una coherencia simple cudntica. St se pudieran registrar todas ias
coherencias que se manifiestan en Ia secuencia de pulsos, el espectro resultante seria muy
complicado y difict de interpretar

Es por esta razon que métodos como la ciclacion de fases o pulsos de gradientes s€ utilizan
para dirigir una determinada coherencia & través de un camino especifico durante la secuencia de
pulsos ¥ proporcionar, ¢on ello, un espectro interpretable

E} término ciclacién de fases se refiere al proceso de repetir varias veces una secuencia de
puisos COn una variacion sistematica de 1as fases relativas de los pulsos Y del detector. E! objetivo de
este método es suprimir 1as sefiales que no son de interés al finalizar ! ciclo, mientras que 1as
sefiales que se desean se sumen. Esto es valido solo cuando la fase de fa sefial es diferente a la de
a sefial que interfiere. 26-30

Cuando se aplica un pulso sobre ¢l gje X, ¥, =X ¥ s¢€ definira una fase de 0°, a0°, 180°,
270° para ese pulso, respectivamente La misma homenclatura aplica para 1a fase del receptor. Un
aspecto interesante €s que, en funcion de la fase del receptor, se puede modificar la forma de la
sefial en el espectro, figural6
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Figuratt Relacion entre la fase del receptor ¥ 12 magnetizacion &) i el detector tiene fa misma fase que 1a magnetizacion
o coherencia, se produce una sefial en fase positiva, b) st se encuenira et detector 80° fuera de fase con réspecto a la
magpetizacion detectada, s€ produce una seffal en dispersion, ¢) si et receplor ¥ la magnetizacidn tienen la misma fase
pera con signo opuesto se produce ura sefial en fase negativa, d} si se encuentra of detector 907 fuera de fase con
respecioata magnetizacion detectada, pero con el mismo signo, se produce ura sefial en dispersion negativa

Si fa magnetizacion generada y €l receptor tienen la misma fase se produce una sefial de
absorcién, mientras que si alguna de ellas se encuentra desplazada 90° se produce una sefial en
dispersion Por 10 tanto, podemos modular la forma de la sefial a nuestra conveniencia utiiizando
como aternativa la variacian de la fase dei receptor Generalmente se desean sefiales en modo de
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absorcion, por lo tanto al plantear un ciclo de fases se debe considerar que la fase del receptor tenga
la misma fase de |a sefial gue se detecta

Si la fase del pulso inicial se incrementa 90° en cuatro pasos y la fase del receptor se
mantiene constante se logra una cancelacién de la sefal, figura 17.

Figura 17. Cancelacién de la sefial por una alternancia de la fase sobre los pulsos de radiofrecuencia y manteniendo constante la fase
del receptor

De esta forma se logra la eliminacién de los artefactos presentes durante el tren de pulsos y
se mantienen las sefales de interés. Ciclaciones del tipo CYCLOPS y EXORCYCLE, formadas por
cuatro pasos, son ejemplos de esquemas comunmente usados para cancelar las imperfecciones
presentes en las secuencias de pulsos.

A continuacién se mencionan algunas de las reglas mas importantes:

El cambio en el nivel de coherencia se lleva a cabo sdlo a fravés de pulsos de
radiofrecuencia y pueden ser positivos o negativos. Por lo tanto, una coherencia al equilibrio sera
transferida a alguna otra por el primer pulso y asi por los siguientes pulsos hasta llegar al receptor.

La secuencia de niveles de coherencia que la sefial adopta durante la secuencia de pulsos
constituye el camino de coherencia. Una vez definido este camino se calculan las sefiales que son
sumadas y las que son canceladas por la ciclacion de fases

90° 180°

RF

Figura 18 Representacidn de! camino de- coherencia Los niveles de ccherencia cambian por la aplicacidn de pulsos de
radiofrecuencia Un pulso inicial de 90° genera dos coherencias: +1 y -1. Durante el tiempo de espera prevalecen eslos nivefes y un
pulso de 180° invierte el signo de ambas coherencias Por el método de ciclacion de fases se detectan las coherencias +1 y -1

El espin en el equilibrio promueve una coherencia cuantica simple; por lo tanto, estas son
las coherencias generadas por el primer pulso de radiofrecuencia y solo las coherencias simples, +1
y -1, son detectadas



Entre los problemas que presenta esta metodologia se pueden mencionar: 1} existe la
necesidad de completar un ciclo, lo cual establece ya un tiempo minimo requeride para un
experimento; 2) en experimentos bidimensionales o de mayor dimensién este tiempo minimo puede
ser demasiado largo, incluso mas largo de lo que se necesitaria para alcanzar la relacion sefial-
ruido deseada; 3) si existen sefiales intensas y la cancelacion no es adecuada, se genera una sefial
conocida como ruido t1 que es una cadena de ruido que corre paralelo a lo largo del eje de F1. En
soluciones acuosas el ruido t1 es muy intenso

Para resolver estos problemas se utilizan gradientes de campo
2.9 Gradiente de Pulso.

En los Ultimos afios, el uso de gradientes de pulsos®! 32 se ha ampliado en los experimentos
de RMN Al ser una técnica que permite seleccionar una coherencia en especifico, esta metodologia
ha permitido sustituir los procedimientos de ciclacion de fase 333

Un gradiente de pulso es la induccibn de un campo magnético (diferente at campo
magnetico, Bo, al cual estd sometido el sistema de espines) a lo largo de algunos de los ejes de
referencia, con una fuerza y duracidn definida En este caso, se considerara que el gradiente de
pulso es aplicado sobre el gfe z

Como se sabe, cuando los espines estan sometidos al campo principal B, se guarda una
homogeneidad magnética, ya que normaimente se considera B, constante El pulso de gradiente
tiene la funcion de hacer, de manera deliberada, que el campo magnético se vuelva no homogéneo
por un pequefic periodo. En este tiempo de no homogeneidad de campo la magnetizacion
transversal existente se desfasa a lo largo del eje z, es decir, se elimina o se pierde la
magnetizacion Esta magnetizacion se recupera por la aplicacion de un segundo gradiente de pulso
de signo opuesto.

Lo mas importante de este proceso es que el desfasamiento de la magnetizacién esta en
funcion del orden de coherencia y de la constante giromagnética del nicleo que estd siendo
afectado por el pulso de gradiente. Por ejemplo, una coherencia cuantica doble se desfasa 2 veces
mas rapido que una coherencia simple cuantica

Jr a} !l Ateestra de RM b) C)

,,4 .. Dobias para geeta
= ) o gradients In camon zs
Pateiorf ™ e o
R
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Figura 19. Efecto del gradiente de pulso  a) Disposicion de la bobina que genera el gradiente de campo con respecto al campo Bo y la
muestra de RMN b) Bl gradiente de pulso tiene su efecto a lo largo def eje z ¢) Una magnetizacion transversal se desfasa tras aplicar
un gradiente de pulso Esta sé recupera por la aplicacion de otro gradiente

En el proceso de desfasamiento, fa magnetizacion adquiere una dependencia espacial de la
fase, la cual para cualquier punto en la muestra esta dado por:

(W8]
(S




¢(z) = YBqgt [27]

donde v es la constante giromagnética del nucleo, By s la fuerza con la que es aplicado el gradiente
{usuaimente en unidades de gauss por centimetro, G/em) y t es la duracion del gradiente Si ahora
se considera el desfasamiento de una coherencia especifica y el caso en el cual la forma del pulso
de gradientes sea diferente, la expresion anterior queda de la siguiente forma:

b = sp yBgt (28]

donde s, se refiere a la forma del pulso y p a la coherencia seleccionada. Las formas de los pulsos
de gradientes que se utilizaran a lo largo del documento seran rectangulares.

En el caso en que la coherencia a seleccionar involucre a niicleos diferentes, la ecuacion
anterior se establece de la siguiente forma: :

¢ =Bt Ip; 7i [29]
2.9.1 Seleccion de la coherencia por medio de gradientes.
Supongamos que dentro de una secuencia de puisos se aplican dos gradientes de pulsos

90

N

R = O =R

Figura 20 Seleccion de una coherencia de +2 a 1 mediante la aplicacion de gradientes de pulsos La representacion grafica por
debajo de los pulsos apficados se conoce come camino de transferencia de coherencia y especifica el tipo de magnetizacion o
coherencia que esta presente durante cada intervalo de la secuencia de pulsos Cabe sefialar que la representacion es el camino ideal
que se espera se lleve a cabo pero no necesariamente es el Unico que existe

El primer gradiente tiene una dependencia espacial ¢, y el segundo gradiente tiene una
dependencia espacial ¢, dados por:

¢1 = s:p; Y1Baity b2 = s7p2 2Bgte

La fase total del sistema después del segundo gradiente es ¢; + ¢2. La seleccién de una
coherencia en particular se logra garantizando que la fase total del sistema sea igual a cero Por la

tanto,

¢ =02
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lo cual también se puede expresar de la siguiente forma:

P2 _ sty Bg1 t1
pr S272Bpt

Siguiendo el ejemplo mostrado en la figura 20, se necesita seleccionar una coherencia que
vaya de +2 (p1) a -1 (p2) mediante la aplicacion de pulsos de gradientes La forma de ios pulsos es
fa misma en ambos casos, esto quiere decir que s1 = s2 El gradiente se aplica al mismo tipo de
nucleo, entonces y1 = y2 y se considerara que la fuerza o potencia con la que son aplicados ambos
gradientes son iguales, By1= By2. Estas consideraciones reducen la ecuacion anterior a:

e _ b
pr b
Sustituyendo ps y pz:
1 4
2
Esto implica que:
= 21

Haciendo que el segundo pulso de gradiente tenga una duracion del doble con respecto a la
duracion del primer gradiente, se lograra seleccionar especificamente una coherencia que vaya de
orden +2 a una de orden —1. Guando t2 = 2ty se puede comprobar que ¢; + ¢ =0

Mediante esta forma se pueden escoger diferentes coherencias durante la secuencia de
pulsos, lo cual implica que podemos usar varios pulsos de gradientes para llevar al sistema de
espines por las coherencias que deseamos tener al momento de realizar la deteccion del sistema
Varios experimentos emplean los pulsos de gradientes para lograr dicho objetivo

Entre las ventajas que se pueden mencionar por el uso de gradientes de campo tenemos:

1.0s pulsos de gradientes son introducidos en ia secuencia de pulsos de tal manera que sélo
las sefiales de interés sean observadas. No hay sustraccion de las sefiales no deseadas, por lo
tanto, el nivel de ruido de {1 serd mucho menor Esto es muy evidente en espectros en dos
dimensiones donde por una mala sustraccion de seftales {que es frecuente en procedimientos con
ciclacion de fases) se sufre de este artefacto {ruido t1). Se requiere un nimero determinado de
repeticiones en el experimento de tal manera que la duracién del mismo estd en funcion de la
proporcién sefial ruido y no por la necesidad de completar un ciclo. La velocidad con respecto a
ciclacion de fases es de aproximadamente 5 veces 37



3.0 Justificacion.

L.a espectroscopia en dos dimensiones ha demostrado que es uno de los desarrollos mas
importantes en la RMN de alta resolucion. Sin embargo, para moléculas mucho mas complejas, aln
aumentando la resolucion en espectros bidimensionales, estos experimentos se vuelven
insuficientes para lograr una asignacién fotal. Por esta razén, se deben buscar alternativas que den
solucion a estas limitantes. Una de ellas, es incrementar el nimero dimensional de frecuencias en el
espectro.

Este frabajo aborda algunas secuencias y bloques de pulsos mediante el modelo de
producto de operadores, dando la pauta para poder analizar cualquier secuencia de pulsos que se
desee Apoyados en este modelo, se propone una secuencia de pulsos en tres dimensiones, la cual
va dirigida a sistemas complejos en los cuales la sobreposicion de sefiales se vuelve un problema
para lograr la determinacion estructural



4.0 Objetivo

Implementar una secuencia de pulsos en fres dimensiones que tenga informacién sobre
interacciones carbono~proton—proton Para ello se establecen los siguientes objetivos particulares:

a) Establecer ia secuencia de pulsos que permita obtener la informacion deseada
b) Realizar el analisis de esta secuencia mediante el modelo de producto de operadores.
¢) Implementar la secuencia en el equipo de resonancia magnética nuclear

d) Optimizar la secuencia de pulsos para eliminar las sefiales que no son de interés en el
espectro de RMN.

) Comparar los espectros obtenidos por el uso de ciclacion de fases y por el uso de
gradientes de pulsos
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5.0 Resultados y Discusion.
5.1. Desarrollo tedrico.
5.1.1 Planteamiento de la secuencia de pulsos.

Los principios y fundamentos de la RMN en 2D son extendidos a experimentos de mayor
dimension; los cuales son construidos por la combinacién de experimentos bidimensionales Dos
experimentos bidimensionales combinados generan un experimento en 30 el cual puede tener
transferencias de magnetizacion debidas a acoplamientos dipolares y escalares en la misma
secuencia.?) 34 | g construccion de un experimento en 3D se muestra en la figura 21

Preparacion | Evoiucin | ¢ Mezclado | Adquisicion 2D

2D Preparacion Evolucion | t mezclado Adquisicion

l combinacion

b b b
Preparacion Evoluciéon | t mezclado | Evolucion | t mezclado | Adquisicion

Figura 21 Construccién de un experimento en tres dimensiones La combinacion de dos experimentos bidimensionales permite tener
tres tiempos variables, los cuales son necesarios para generar las dimensiones que se requieren; en los tiempos de mezclado se fleva
a cabo el intercambio de informacion que se desea para cada dimension

En los experimentos en 3D, la sefial se registra de forma convencional durante el tiempo de
adquisicion, t3, como una funcion de los fiempos de evolucién variables t1 y t» Estos tiempos
variables se incrementan de forma independiente y asi se genera un espectro en 3D en el dominio
del tiempo que, tras aplicar tres transformadas de Fourier, se obtienen las dimensiones definidas
como F1, F2y F3 El espectro se puede representar como un cubo, pero se prefiere hacer el analisis
tomando planos bidimensionales de! cubo tridimensional, tal y como se muestra én la figura 22
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Figura 22 Representacion de un espectro en 3D y la obtencion de planos en 2D a paitir del cubo Es comdn mostrar ks planos en dos
dimensiones extraldos del cubo en tres dimensiones
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Ya que seria un poco mas explicito generar un espectro con interacciones carbono—proton-
proton, se partira de dos secuencias de pulsos en 2D de las cuales una genera interacciones
carbono~proton y la otra interacciones protén-proton.

tH 0 H

1H ) +

-

H
3¢ 1H 130

Estas secuencias de pulsos corresponden a los experimentos HSQC (se utilizara esta
secuencia para aprovechar las ventajas de la deteccion indirecta) y al experimento COSY. Por lo
tanto, la secuencia de pulsos propuesta es la siguiente:

90° - 180° 90°, 180° 90°  180° 80°y

90° 20° 180°

t;

[ HSQC {

t=1/(4J)

Figura 23 Secuencia de pulscs en 3D que genera una correlacion ®C-"H-'H. El experimento HSQC proparciona la informacion
debida a ta correlacion 1H-*C, mientras que el COSY proporciona la informacién de la interaccion 1H~H

Como antecedentes a esta secuencia de pulsos se tiene el HMQC-COSY4243 donde se demuestra el
uso de la técnica en 3D para la solucion de espectros con sefiales sobrepuestas. La propuesta en
este trabajo es utilizar la secuencia de pulsos HSQC en lugar de MC e introducir el uso de
gradientes de pulsos.

5.1.2 Analisis de la secuencia de pulsos por producto de operadores.

En fa secuencia propuesta el primer experimento que conforma la secuencia es el HSQC,
por lo tanto, para fines de simplificacion y obtener el diagrama de arbol mas simple se tomaréa el
resultado obtenido por producto de operadores del HSQC, antes del tiempo de adquisicidn
{expresion [25]) que es el mismo resultado que se espera para esta secuencia hasta antes del
tiempo tz y se comenzara el analisis, justo al inicio del tiempo t2 para esta nueva secuencia El
resultado obtenido es:

l1y €0S(€2,1,}
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Hasta este momento (antes del tiempo t2 en la secuencia de la figura 23) la secuencia ha
generado una magnetizacion de proton gue contiene informacion del desplazamiento del 13C al cual
esta unido A partir de este punto se considerara ia evolucién de esta magnetizacién con respecto al
acoplamiento y desplazamiento quimico en tz y f3, pero sélo del H, puesto que partir de t2 no existen
magnetizaciones que estén relacionadas con el nicleo de carbono El ultimo pulso de 90° producira
la transferencia de polarizacion entre los protones y con ello la informacion debida a la interaccion
'H-1H Los espines involucrados en la secuencia de pulsos son H, BC y tH a los cuales se
denominaran espin 1, 2 y 3 respectivamente. Los espines 1 y 2, sélo interactuan en e! primer blogue
de la secuencia (que es la que corresponde al experimento HSQC), posteriormente, en el segundo
bloque de la secuencia (experimento COSY) sélo interactian los espines 1 y 3 En el bloque COSY
ya no se ve afectado el espin 2, puesto que no se aplican méas pulsos sobre el mismo y se &limina el
acoplamiento 1 con 2 manteniendo encendido el desacoplador. Como ya se sabe, el resultado de la
interaccion del espin 1 con 2 es Iy, cos(C,t,), por io tanto, el diagrama de arbol mostrado a
continuacion se basa solamente en el comportamiento del espin 1 con 3, llevando consigo la
informacion obtenida de la interaccidn del espin 1 con 2. El diagrama de arbol se muestra a
continuacion :
l1x cOs(€2241)

Qltzhz

Desplazamiento quimico /\
I
7 J 12 b tx - Y
Acoplaniento quimico /\ /\

Tc/z hy |1x ) 2|1y132 I1y —2|1xlgz
Puiso de 90° II | ’
1x 211,15, 1 2l1dss
w2 13y l l I |
Pulso de 90° l‘lx '2]1z|3y liz 211l
Qutsli; /\ I No cbservable No observable
. - Ver anglisis COSY
Desplazamiento quimico I : 2lylsy Seccion 272
1x 1y
OQfbsly
Desplazamiento quimico ’ '
P q i‘-‘f -2!12E3y 2*11‘3)(
wlthabe /\ AN /\ /\
Acoplamiento qunmtco
2 P P “2lidaz  ~2laglsy s 2lyzlay lay
Expresando los términos cbservables en su forma completa:
ly, €08 (Quty) cos (4ty) cos (md ty) sen {Qyt5) cos (nd t;) {30]
l;, €0 {€,ty) cos (L4ty) sen (red ty) sen (Q,ts) sen (md ty) [31]
1y, €08 {€t) cos () cos (md 1) cos (244) cos (nd ) [32]
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s, €08 (€t} €05 (Qt,) sen (nd 1) cos (Qty) sen (md t;) {33]

De lo anterior podemos mencionar lo siguiente: cualquier protén detectado en el tiempo de
adquisicion tendra una correlacion con el desplazamiento quimico del carbono al cual se encuentra
unido, puesto que todos tienen la funcidn cos (€2,ty). Habra protones que estan modulados por su
propio desplazamiento quimico, [30] y [32], tanto en tz como en t; (estos corresponden a las sefales
sobre la diagonal en un experimento COSY) y habré protones que mostraran sefiales en su
desplazamiento quimico y ademas en el desplazamiento del proton al cual se encuentran acoplados.
Ejemplos de ellos se muestran en las relaciones [311 y {33], ya que estos protones estan modulados
por su desplazamiento en t3 y por el desplazamiento del proton vecino en t2 Al realizar la
fransformada de Fourier de [31] y {33] sobre t; el espin 3 {protdn) va a generar una sefial ubicada en
su propio desplazamiento quimico en la dimensién F3; la transformacion en fp, va a generar ofra
sefial en la dimension F2, pero ahora en el desplazamienfo del espin 1 (proton al cual se encuentra
acoplado) Por ultimo cuando se transforme ti va a aparecer en F1 la sefial del espin 3 en el
desplazamiento quimico del espin 2 (carbono al cual se encuentra unido)

El analisis por producto de operadores demuestra que la secuencia de pulsos propuesta
produce la informacion que se desea, inferacciones carbono—proton-protén

5.1.3 Optimizacién de la secuencia de pulsos.

Hasta el momento se ha considerado que los pulsos aplicados generan especificamente la
informacion que se desea obtener Sin embargo, un pulso de radiofrecuencia causa una amplia
gama de coherencias Una coherencia se puede visualizar como una magnetizacion transversal
debida a transiciones simples y ésta es fransferida a unc 0 mas diferentes 6rdenes de coherencia,
provocando con elfo que se manifieste una diversidad de sefiales (enfre ellas las de interés) que
generalmente son interferencias

Las sefiales que nos interesan siguen un camino de coherencia especifico hasta el receptor
y este camino se representa en un diagrama de niveles de coherencia Cualquier ofra sefial que
llegue al receptor por una ruta diferente se denomina artefacto o sefial de interferencia 18

Esto lleva a la necesidad de utilizar métodos que permitan la eleccion de una coherencia
entre varias posibles para garantizar al término de la secuencia de pulsos la informacién deseada
Un método para lograr lo anterior es la ciclacién de fases.

Por lo tanto, a la secuencia de pulsos propuesta (HSQC-COSY) es necesario establecerle
una ciclacion de fases adecuada que permita su optimizacion Cada pulso y el receptor tendran una
fase definida que ira cambiando (si es necesario) hasta completar un ciclo.

Esta secuencia de pulsos es resultado de la combinacion de dos experimentos
bidimensionales, HSQC y COSY, asi que se analizbé cada una de estas secuencias con sus
respectivas ciclaciones de fases

5.1.3.1 Ciclacion de Fase del experimento HSQC.

Para el expetimento HSQC tenemos lo siguiente:
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HSQC
90° 180° 90° 180° 90°  180°

Fases de 1 2 3 4 5 6 |7 |8 9 {1011 (|12 | 13|14 |15 16

Ciclos
Vi X X X X X X X X X X X X X X X X
V2 y A e A W 2 O A Y ¥ Y|y b M 0 e 0 O y =¥ 1 -y
Vs Xl x| x =X x| =x{ x| x| xX[|=x|x{i=x]|x|=xX]|x|=
' X X X X | =X x| =x]|-x] X X X X | =X j=x|~-x] =X
Vs X X X X X X X X | = | =X | =] x| x| X]=X]| =X
Ve X | =X | =X | x| =] x X | x| x| X X | =x | x 1 =x|=x]| x

Figura 24 Ciclacion de fases de la secuencia de pulsos HSQC Con esta ciclacion sé eliminan los principales artefactos presentes en
el HSQC, sefiales debidas a TH-12C y sdlo prevalecen las sefiales H-1C

Esta secuencia cuenta ¢on una ciclacion de fases de 16 pascs. En la tabla de la figura 24 se
muestra la fase de cada pulso y del receptor para cada ciclo El andlisis del HSQC que se realizo
anteriormente correspondio al primer ciclo y ese mismo procedimiento se tendria que hacer para
cada ciclo, es decir, 15 veces méas con las respectivas fases en los pulsos y el receptor, para saber
cuales son los términos generados. Puesto que el desarrollo resulta ser laborioso, el anélisis de esta
secuencia de pulsos con su respectiva ciclacion de fases se realizd mediante un programa
implementado en Mathematica (software de programacidn) llamado POMA (product operator
formalism in Mathematica),* el cual proporciona resultados acerca del comportamiento de espines
débilmente acoplados bajo la influencia de pulsos selectivos, no selectivos, ciclacién de fase y
precesion en los tiempos de evolucién. Cabe sefialar que el manejo de las secuencias de pulsos
mediante el diagrama de arbol permite visualizar y comprender mejor el programa POMA

A continuacién se muestra el formato utilizado para el andlisis de la secuencia de pulsos
HSQC asi como el resultado final utilizando el programa POMA:

Ini=

spin[1,zJ/
PUISE[I0,{,X, X, X, X, X, X, X, X, X, X, X, X, X, X, X}, {1 }}//
delay[t1,{{1,23}//

pulse[180,{X,X,X, %X, X, X,X, X, X, X,X,X,X,.X,x},{ 1}}/f | TESIS CON

pulsef180,{X,X,X,X,X,X,X,X,X,%,X,X, X, %, X, X}, {2}}//

delay(t1 {128/ FALLA DE QRIGEN

pulse[90,{y,y,~y,~Y.¥.Y, Y=Y V. Y.~y -y Y Y-y T
pulse[90,{X,~X, X,~X,X,~X,X,—X,X,~X,X,—X, X, XX, ~X},{2}}//
delay(t1, {1,250/
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pulse[180,{X,%,%, X, X,%,X,X,X,X,X,X,X,X,X,x}, { [}}//
delay[t1,{{1,2}}}//
pulsef90,{X, X, X, X, =X, =X, =X, =X, X, X, X, X,=X,=X,~X,=X},{ |/
pulse[90,{X, X, X,%,X,X, X, X,~X,=X,—X,—X,~X,—X,~X,—X}, {2}}//

delay[t1, {1,211

pulSe[ 180, {X, X, X, X, XX, X, X, X, X, X, %,%,X, %, X}, { 1}}//
pulse[180,{X,%,%,X,X,X,X,X,%,X,X,X,%,X,X,x},{2}}//

delay{t1,{{1,23)/

FeCEIVer[{X,—X,=X,X,—X, X, X,=X,=X, X, X,~%,X,~X,~X, X }}//

observable[{1,2}]

Out:= l1x cos(Qat))

El resultado es el mismo que se encontrd en el analisis mediante diagrama de arbol. En este
caso esta considerada la ciclacién de fase completa del HSQC, fa cual elimina las seflales de proton
unidas a 12C que son los principales artefactos en este experimento.

Sin embargo, en la secuencia HSQC-COSY, el HSQC fermina justo antes de que inicie el
tiempo t2, por lo que necesitamos conocer cuales son los términos generados hasta antes de tp y
para ello basta eliminar la dos Gltimas lineas en el programa de POMA. Se generan 16 términos
idénticos, que difieren en el signo:

L 008 {€,)) — |y, €08 (Q,t)

« €08 (Q,t) + I,x cos (£2,4))
'u cos {C,t) « €08 {€,t)
* Iy, 08 (Q,t)) —!“ cos (1)
-k, 008 (Q,t + 1, €08 (Q,1)
b €08 (Q,t) - I1x cos (£2,1)

+ 11x €os (,t) gy €OS (€1
-1y, 008 () +I1x c0s (C2,t)

Al estar definida la fase del receptor por Vs (figura 24) permite que se sumen cada una de
las sefiales y obtener una sefial en modo de absorcion. Pero la secuencia propuesta en tres
dimensiones, no acaba en este punto, asi que por conveniencia se modificara la ciclacion de fases
de fal manera que los términos generados tengan el signo alternado Esto se consigue
intercambiando la fase del receptor (V) por la fase del primer pulso de 90° en C-13 (V3) Al
introducir este cambio de fase al programa POMA ios términos generados son:

L €08 {Q.t)) + 1, cos (L))
, COS (ta1) - Iy, cos (€2,t)
. 008 {€2,L,) + 1y, €08 ()
, €08 (Q,t) = Iy, €08 (Q.t)
. €08 {C, ;) + 1y, c0s (€2,4)
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~ l4x €OS (€2,4} - by c0s (€2,t;)
+ 14y COS (Q,t) + 1y, c0s {Q,t)
— l1y €08 (Q,t) =1, cos (. t,)

Hasta este punto hemos obtenido los términos que genera el HSQC en la secuencia HSQC-
COSY, posteriormente sigue un tiempo variable t; y un ulfimo pulso de 90° que en conjunto
conforman la secuencia de pulsos COSY.

5.1.3.2 Ciclacién de Fase del experimento COSY.

El analisis del experimento COSY mediante POMA se muestra a continuacién

90° 90°

t

: Ciclos | 1 2 3 4 5 ) 7 8 9 | 10| 11112 |13 |14 |15 | 16
ase
Vy X {x [ x x|y lylyly | =x{=x|=x|=x|=y|-y]|-y]|l-y
V2 X | Y =X | ¥y iy | =X|=y| X |=X|=y|[xiy |=y|x]y!lX
Vs X | X] X | X| ¥ =¥y | ¥ X]|XIX]X]I=Y]Y |¥VIY

Figura 25, Ciclacion de fases de la secuencia de pulses COSY Con esta ciclacion se eliminan los antefactos debldos a los procesos
de relajacion presentes en el COSY

In:=

Esta secuencia también cuenta con una ciclacion de 16 pasos

El formato y resultado utilizado en el programa POMA para la secuencia COSY se muestra a
continuacion:

spin[1,z}//

QOut:=

pulse[O0,{X,X, X, XY, ¥, Y.Y,~X,=X,~X,~X,~Y,~Y,—Y,~y}}//
delay[t1,{{1,23}//
DUISE[QO,{X,y,'—X,—y, ys"x’_ylX!_Xl"'ylx:y!_y!xsy'_x}!“}]”
pulsef80,{X,¥,—X, =Y, Y.~ X~ X, —X,~Y, X, ¥,—¥. X, ¥,~x} {2}/
delay[t2, {1,230/
receiver[{X,—X,X,—X,¥,=Y,Y,<Y,=X,X,=X,X,=Y,Y,=y,y}//
observable[{1,2})//Simplify//sort

112 sen (Qits — Quto) cos{mdr2 tr) cos(mdi2 to) b
112 €08 (Cut — Qyto) cos(mdi 2 ti) cos{mdr2 1) Ity
172 sen (1t — Qato) sen(wdi 2 1) sen(rdi 2 to) fax
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112 €08 {ts — Qotz) sen(mds2 t1) sen(mdi2 t) foy

La eliminacién de artefactos del COSY se aprecia de forma evidente en la figura 26:

Mix = M sin(27w)

Mz = -M cos(2mu)
By = Ma (Leth

0z

90x t1 o WM cos Wi = M sin(2mwe)
gy o 05, Al FT T e Mu=Moeosaw
M Sin Wy = Mo (et

ot

Figura 26 Eiiminacion de artefactos en el experimento COSY . La repeticion de dos ciclos con cambio de fase en ef ditimo pulso de 90°
elimina picos axiales los cuales son los principales artefactos en este experimento

El primer pulso sobre el gje x en el COSY produce una magnetizacion transversal. En el
tiempo 4 la magnetizacion comienza a precesar generando componentes en pfano xy y al mismo
tiempo se comienza a regenerar una magnetizacion sobre €l gje z debido al relajamiento transversal
del espin. Ef ultimo pulso rota 90° los vectores generados en el planc xy, los cuales contienen la
informacion deseada y, al mismo tiempo, genera una magnetizacion sobre el gje y, resultado de la
componente que se enconfraba en el gje z Este ultimo componente no posee informacion de
interés, es una sefal producida por fendmenos de relajacidon que se volvio observable por la
aplicacion del dltimo puiso Estas sefiales se conocen como picos axiales dentro del espectro. Para
eliminar esta sefial, basta con cambiar la fase del ultimo pulso, ahora aplicandolo sobre ef gje ~x Se
repite nuevamente ia secuencia, pero ahora el ultimo puiso de 90° rota la magnetizacion en z hacia
el efe ~y. Cuando se sumen los resultados obtenidos, la sefiales axiales se eliminaran ya que en el
primer ciclo se tiene una componente sobre el efe y y en el segundo ciclo una componente sobre el
eje -y Las sefales que no interesan se cancelan mientras que las que contienen la informacion
deseada se suman.

5.1.3.3 Ciclacion de Fase del experimento HSQC-COSY.

Si en la secuencia HSQC-COSY se establece la ciclacion de fase de! HSQC se tiene hasta
antes del fiempo t2 16 términos alineados sobre el gfe x con signo positivo y negativo de forma
alternada Esto implica que la fase del receptor debe estar sobre el gje x y tener como fase +x, ~x,
+X, ~x, efc para que se sumen todos los componentes y con ello eliminar los artefactos debidos al
HSQC

En el COSY lo que se tiene que hacer es eliminar los picos axiales y esto se logra feniendo
en el dltimo pulso de 90° la siguiente fase: x, y, —x, -y, con una fase de receptor: x, -x, X, -x La
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demostracion de la cancelacion de los picos axiales se aprecia de mejor manera apoyados en el
modelo vectorial Supongamos que tenemos la magnetizacion en z justo antes del uitimo pulso de
90°, recuérdese que esta magnetizacion es la que genera los artefactos en el COSY. Aplicando a
esta magnetizacion el pulso de 90° en x, y, —x, -y, con el receptor en: x, =, X, —x, tenemos:

N Naal
_y o A

ent A- v V-

Figura 27 Eliminacién de artefactos por cambios en la fase del pulso y del receptor. Si la magnetizacion y el receptor tienen la misma
fase generan una sefial de absorcion, mientras que si alguna de ellas se encuentra desplazada 90° se tiene una sefial en dispersion
La suma de estos 4 eventos elimina la serial

Las sefiales debidas a ia magnetizacion en z se cancelan cuando se defectan después de
cuatro ciclos La ventaja que se tiene es que, al ser la fase del receptor x,—X, se suman los términos
provenientes del HSQC (y con ello se cancelan los artefactos del HSQC) y se cancelan los
artefactos debidos al COSY Por lo tanto ia secuencia queda establecida de la siguiente manera:

0 180 % 180 8 w0

t=17(4J)

v V
=" usac —

o
[75)
<

VIS KX KK XNXKXX X XGXKX

V2ZY XYY Y YSYY Y YYSY Y YYY

V3= XXX X =X K XX =X X XX XXX X
Va=X, X X%, % =X=X=X-X, X, X X X ~X-X-X-X
V=X, X, X X X XK X, ~XX=X,-X, -X-X-X-X
Ve =X, VXY, X YeX Y, XYY X YKy
V7 S, KX, XX XX XK XX XK XX

Figura 28 Ciclacion de fase de la secuencig HSQC-COSY
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La secuencia se implementd en un equipo de 1174 Teslas, Varian Unity Plus, deteccion
indirecta con la capacidad de observar 3 nucleos Los espectros obtenidos se muestran a
continuacion:
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Figura 29. Espectros bidimensionales obtenidos a partir de [a secuencia propuesta Ambos especiros se obtuvieron con la misma
secuencia de pulsos cambiando solamente los tiempos variables t1 (mientras que todo el tiempo t2=1) para obtener el HSQC y t2
{haciendo que todo el tiempo t1=1} para obtener el espectro COSY Del lade izquierdo se muestra el espectro COSY y del fado
derecho el espectro HSQC. La muestra utilizada fue el mentol, (o 28 Sex }-5-Metil-2-{1-metiletil)ciclohexanol

Con la misma secuencia de puisos se obtienen dos especfros diferentes, correlaciones
homonucleares (experimento COSY) y correlaciones heteronucleares (experimento HSQC) variando
exclusivamente los tiempos t2 ¥ 11 respectivamente dentro de la secuencia de pulsos Esto significa
que la manipulacion de los espines del sistema se esta haciendo de manera correcta, puesto que a
pesar de introducir 10 pulsos antes del Ultimo pulso de 90° que genera el COSY, se obtienen
correlaciones homonucleares y adicionar un tiempo t2 y un pulso mas de 90° al HSQC se siguen
observando correlaciones heteronucleares.

Sin embargo, en ambos espectros se observan artefactos. Esto quiere decir que, la ciclacién
de fase propuesta, alin no permite efiminar ias sefiales espurias. Se requiere incrementar la ciclacion
de fase. El uso de este metodo para la eliminacion de artefactos hace que el tiempo total del
experimento esté determinado por 1a necesidad de completar un ciclo de fases Esto se vuelve un
problema en experimentos bidimensionales, en donde se requieren varios incrementos y méas ain en
un experimento en 3D. Por lo tanto, el siguiente paso a considerar para la cancelacion de estas
sefiales es el uso de gradientes de pulsos.

5.1.3.4 Uso de gradientes en ef experimento HSQC-COSY.

La introduccion de gradientes de puisos en las secuencias ha permitido optimizar la
deteccion, 4549 eliminar problemas como ruido debido a t1431mejorar la supresion del disolvente y
eliminar artefactos espectrales, ademas de facifitar la observacion de interacciones débiles a varios
enlaces de distancia 52 Los principales artefactos presentes en el experimento HSQC~COSY son los
debidos a los profones unidos a carbono-12 y los picos axiales debidos a la relajacion de la
magnetizacion, por lo que la posicidn de los pulsos de gradientes dentro de la secuencia de pulsos
debe garantizar la eliminacion de estas sefiales (figura 30)
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Figura 30 Aplicacién de gradientes 2 la secuencia HSQC-COSY El primer gradiente desfasa la magnetizacion de 'H-1C mientras
que el segundo fa reenfoca; el tercer gradiente desfasa la magnetizacian *H-"C-'H y el dilimo gradiente la reenfoca

Para lograr la eliminacién de las sehales 'H~'2C, se aplica el primer gradiente cuando la
magnetizacion transversal se encuentre sobre el nucleo de carbono-13 {el gradiente sdlo afecta a
magnetizaciones transversales y no a las longitudinales) y esto ocurre justo cuando finaliza el tiempo
t donde las magnetizaciones presentes son 2lzla ¥ —2l1zl2y (ver seccion 2 7.3). En ambos términos
la magnetizacion de protén (espin 1) se encuentra alineada sobre el gje z por lo que el gradiente no
afecta a este nicleo pero si tendra efecto sobre la magnetizacion de carbono-13, ya que se
encuentra a lo fargo del eje x y del efe y Esto provoca un desfasamiento selectivo de fa sefial 1H-
BC A esta magnetizacion desfasada se le contintan aplicando los pulses de radiofrecuencia, como
se muestra en la figura 30, y el segundo pulso de gradiente se encarga de reenfocar a esta
magnetizacion En el instante del reenfoque la informacion del carbono—13, que se desfasé con el
primer pulso, esta contenida en el nucleo de protén, es decir, en el punto de reenfoque se tiene el
término hy (seccién 2 7 3)

Si existiera en este punto una magnetizacién debida a 1H-12C sobre el plano xy, el segundo
gradiente la desfasaria mientras que reenfocaria la debida a TH-*3C. Con esto se logra eliminar la
sefial de 1H-12C Cabe sefalar que se afiade un tiempo de espera y un pulso de 180° extra sobre
carbono-13 para eliminar errores de fase (se reenfoca la evolucion del acoplamiento y
desplazamiento quimico durante la accion del gradiente) que se puedan presentar durante la
aplicacion del primer gradiente.

Al iniciar el tiempo {2 se tiene una magnetizacién sobre el gje x (ver seccibén 5.1 2), la cual
evoluciona en este tiempo Al aplicar el tercer gradiente desfasa nuevamente a esta magnetizacion,
y el componente generado en z debido a procesos de relajacion (seccion 5 1.3 2) queda inalterado
La secuencia continia y el ultimo gradiente reenfoca la magnetizacion mientras que el pico axial
generado por el {ltimo pulso de 90° se desfasa Con ello, se eliminan los artefactos debidos a fos
picos axiales.

Una vez ubicados los gradientes dentro de la secuencia de pulsos se debe determinar ia
fuerza y duracion del gradiente Para ello es necesario conocer ias coherencias que se van a
observar a través de la secuencia de pulsos. Es necesario también establecer el camino o diagrama
de coherencias presentes en la secuencia de pulsos propuesta
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Figura 31 Secuencia de pulsos HSQC-COSY Los niveles de coherencia muestran el camino que recorre la magnetizacién para cada
puiso aplicado

Para los dos primeros gradientes se tiene:
d1 = s1p1y1Bgits $2 = 5202 72Bgate
y se debe garantizar que la fase del sistema sea cero al final, es decir:
¢1+ ¢2=0

fa magnetizacién de carbono-13 se desfasa con el primer gradiente, pero el reenfoque se hace
sobre la magnetizacién de protén. Por lo tanto:

¥13¢ $1 01 Bg1 t1 = — v 82 p2 Bga b2

-P2__ Styuc Bg1 t1
P S2yiH Bz te

Considerando que, el gradiente de campo es de 20 gausslcm y que la forma del pulso es
rectangular para ambos gradientes, se tiene que Byg1=Bg2 ¥y 1=

Cuando se aplica el primer gradiente la coherencia de carbono esta en +1 y al aplicar el
segundo gradiente la coherencia de proton se encuentra en —1, por lo fanto la coherencia va de +1 a
-1 (figura 31), es decir, p2 =1y p1=+1 :

P2 tiyic
pr o by
_]__=t1y130
1 fym

Esto implica que

AL,

to . _
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Por lo tanto:
t) =4ty o 1y = /4t

Los dos ultimos gradientes sdlo afectan a la magnetizacion de proton por lo que la constante
giromagnética es la misma. Los tiempos y la forma de los pulsos son iguales en ambos gradientes y
por ultimo las coherencias van de —1 a -1 (figura 31)

1 . Bg1
T— Bgz

Bg2 = By

Una vez establecida la posicion, fuerza y duracion de los puisos de gradientes, se
implementa esta secuencia al equipo de RMN para obtener los espectros correspondientes.

5.1.3.5 Espectros obtenidos.

La muestra antes mencionada se utilizo para probar el funcionamiento de la secuencia
propuesta Con la secuencia de [a figura 31 se obtuvieron fos experimentos bidimensionales HSQC y
COSY variando los tiempos t1 v {2 (figura 32).
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Figura 32, Especiros bidimensicnales oblenidos con la inclusidn de pulsos de gradientes en la secuencia propuesta. La figura 32a
muestra el espectro COSY ( no simetrizado) y 1a figura 32b el espectro HSQC. Los experimentos se realizaron en equipo Varian Unity
Plus 500 que opera a una frecuencia de resenancia para proton de 493 884 MHz con una sonda de deteceion indirecta de 5 mm y
equipado con bobinas adicionales para gradientes a lo largo del eje z El pulso de 90° para protdn fue 7.5 ns Los tiempos de espera <
fueron 17 ms que corresponde a 1/(4J) Cada espectro fue registrado con una ventana espectral de 3323 1 Hz y 10600 Hz para tH y
¢ respectivamente Se realizaron 4 “scans” ¢ repeficiones utilizando 1024 puntes para los datos colectados en las tres dimensicnes
El nimero de incrementos fue de 64 en F1 y de uno en F2 para oblener el espectro HSQC . Para ¢f espectro COSY el incremento en
F2 fue de 64 mientras que en F1 fue de uno

Al comparar los espectros de la figura 32 con los de la figura 29 se observa la efiminacién de
artefactos por la utilizacion de gradientes de pulsos Es notable fa diferencia de los espectros entre
los métodos empleados para fa eliminacion de artefactos Los gradientes permitieron obtener de
forma selectiva las sefiales de interés; ademas, se requiere menos tiempo que el invertido por el
método de ciclacion de fases Nuevamente se esta obteniendo un espectro heteronuclear, HSQC, y
uno homonuclear, COSY, a partir de una secuencia diferente a la que les da origen.
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Es importante resaltar que con esta secuencia de pulsos también se logré obtener un
espectro HSQC que proporciona informacién acerca de la correlacion carbono-protdn a uno y dos
enlaces de distancia {figura 33)
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Figura 33 Experimentos HSQC con correlacion a uno y dos enfaces de distancia

Esta interaccion se presenta solamente entre carbonos protonados Debido a esta
caracteristica no es posible observar las correlaciones de profones con carbonos cuaternarios, io
cual conduce a filtrar interacciones protén—carbono a tres enlaces de distancia, obteniendo de esta
manera un experimento diferente al HMBC Hasta el momento no se conoce de algin experimento
bidimensional heteronuciear que pueda correlacionar exclusivamente interacciones a uno y dos
enlaces de distancia entre especies protonadas, lo cual hace de este experimento un desamollo
novedoso obtenido a partir de la secuencia de pulsos propuesta

En la figura 33 se muestran algunas de ias correlaciones que presentan las sefiales del
mentol £l carbono-1 correlaciona con su protdn, H-1, al cual esta unido y ademas correlaciona con
los protones H~2, H-6 y H-6' vecinos a dos enlaces de distancia El carbono—2 correlaciona con el
proton al que se encuentra unido y también con el proton-1 que estd a dos enlaces de distancia
Hay sefiales que no se distinguen con claridad por ser interacciones mas débiles, pero que a nivel
del ruido es posible observar La apcién para resolver este problema es repetir el experimento con
mas tiempo para disminuir el ruido y poder observar las interacciones débiles con mayor definicion.

Posteriormente, se realizd el procesamiento del experimento en tres dimensiones Los
espectros obtenidos del procesamiento son planos bidimensionales homonucleares (Figura 22) de
un carbono especifico de la molécula Antes de presentar los planos obtenidos del experimento en
3D se presenta el espectro COSY (figura 34) del mentol obtenido con la secuencia de pulsos
habitual, para que sirva como referencia al compararlos con respecto a los planos bidimensionales
COSY obtenidos a partir de la secuencia de pulsos en 3D (figura 35a-j).
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Figura 35j Planos bidimensionales obtenidos a partir de la secuencia de pulsos en 3D Se obtiene un experimento COSY para los
profones sohre los carbonos seleccionados que estén presentes en la molécula,

Los experimentos se realizaron en equipo Varian Unity Plus que opera a una frecuencia de resonancia para proton de 499,894 MHz
con una sonda de deteccion indirecta de 5 mm y equipado con bobinas adicionales para gradientes a lo largo del gjs z. El pulso de 80°
para protén fue de 7 75 us. Los tiempo de espera T fueron 17 ms que corresponds a 1/(4J). Cada espectro fue registrado con una
ventana espectral de 3323.1 Hz y 10600 Hz para 'H y BC respectivamente Se realizaron 8 “scans™ o repeticiones utilizando 512
puntos para los datos colectados en las tres dimensiones El nimero de incrementos fue de 64 tanto para la primera como para la
segunda dimensidn

Como se observa en la figuras 35a, la secuencia de pulsos propuesta ha permitido generar
un experimento COSY *H-'H para cada uno de los protones sobre los carbonos seleccionados en la
molécula. Para cada carbono se van a observar las correlaciones homonucleares que presente el
protdn que esta unido a dicho carbono. Para observar cada plano s6lo se necesita elegir €l carbono
de interés La dimension en F2 y F3 muestran la correlacion homonuclear mientras que en F1y F3
se conserva la informacion heteronuclear.

Esto indica que tras aplicar esta secuencia de pulsos, la informacion que va a generar sobre
el espectro es una comelacién C-H-'H; se consiguié obtener la informacién que se habia
planteado mediante el modelo de producto de operadores (ecuaciones [30]-[33]).

Cuando se elige una sefial de los carbonos generados en F1, es posible observar ia
interaccion de los protones en F2 y F3, y es precisamente este modo de presentacion el que ofrece
mayor informacién estructural, ya que sobre F1 se estan dispersando ias sefiales presentes en F2 y
F3.

En la figura 35a se eligio al carbono asignado como C1 y se muestra solamente el espectro
COSY del protén de C1 Las sefiales observadas son las debidas a H1 y sus respectivas
interacciones con H2, H6 y H6' Se han fiitrado todas las interacciones debidas a los demés protones
(figura 34} y sdlo se manifiestan de forma selectiva las interacciones de H1 cuando se elige el plano
del carbono C1. Lo mismo ocurre cuando se escoge el plano de carbono C2 (figura 35b) en F1, se
filtran todas las sefiales y solo se observa la interaccion de H2 con H1, H3, HY y H7
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Para el caso de la figura 35¢, en el cual ¢l COSY que se muestra es ¢l de los protones de
C6, se tiene un CHz cuyos protones no son equivalentes, por lo que en el espectro se ven las
sefiales de H6 y H6' Pero el desplazamiento de la sefial de HE' cae precisamente en
desplazamientos cercanos a H3' H10 v H9 esto hace que se sobrepongan las sefiales en la misma
zona {figura 34). Sin embargo, cuando se hace la dispersion de estas sefiales en F1 posicionados en
C6 se filtran todas ias sefales que no estan acopladas al protéon de C6 y sdlo se observan
exclusivamente las de H6 y HE'. De esta forma podemos asignar en forma correcta la sefial que
corresponde a H6' aunque ésta se encuentre en una zona de sefales sobrepuestas

Cuando se selecciona el ptano que genera el carbono-4 (C-4) se observa el espectro de la
figura 35d. Este espectro muestra las sefiales de cada uno de los protones (H4 y H4') que estéan
unidos a C-4 y fos acoplamientos de H4’ con H4, H3, H3' y H5 asi como los de H4 con H4', H3, H3'y
HE El espectro de la figura 35e que corresponde af plano del carbono-5 (C-5) se observa la sefial
generada por HS y sus respectivos acoplamientos con H4', H10, HE’, H4 y H6

El espectro 35f muestra el planc del carbono-7 (C-7) en donde se observa la sefial que
genera H7 y sus acoplamientos con H2, H9 y H8 Nuevamente, se pueden apreciar ias sefiales con
las cuales se acopla H7 aunque éstas se encuentren en una zona donde las sefiales se sobreponen
El espectro 35g corresponde al plano del carbono-3 (C-3) en el cual se muestran las interacciones
debidas a H3 con H4, H4', H3'y H2 y las de H3' con H4, H4', H3 y H2.

El espectro 35h corresponde al plano del carbono C-10 el cual sélo muestra la sefial debida
a H-10 y su acoplamiento con H5 Ei espectro 35i y 35 muestran los planos de C-9 y C-8
respectivamente, los cuales presentan la sefial de H-9 y H-8 en cada especto y su respectiva
interaccion con H-7.

Los resultados de la secuencia de pulsos demuestran que es posible asignar sefiales de un
determinado sistema aunque éstas se encuentren en una zona de sobreposicion y es precisamente,
para sistemas méas complejos en donde existe este problema en las sefiales que la secuencia de
pulsos propuesta tiene su aplicacion La dispersion de las sefiales sobre carbono-13, filtrara senales
que permitan una asignacion adecuada

Una de las interacciones que no se alcanza a observar en la figura 35¢ debida a H6' con HS
es por que la intensidad de la sefial de H5 se encuentra a nivel de ruido Esto se puede resolver
dando un mayor numero de transientes y mejorando [a resolucién en F2 dando mas incrementos.
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6.0 Conclusiones.
Se logré implementar la secuencia de pulsos HSQC-COSY en tres dimensiones.

La secuencia de pulsos propuesta cancela las sefiales COSY de todo el sistema y muestra
selectivamente el COSY de los protones del carbono que se seleccione

Esta secuencia de pulsos es capaz de generar interacciones 1¥C-1H-1H

La secuencia de pulsos produce un experimento HSQC que correlaciona interacciones
protén—carbono a uno y dos enlaces de distancia en dos dimensiones.

Los pulsos de RMN ademas de ser un eficiente camino para obtener un espectro son los
que permiten manipular el sistema de espin para extraer la mayor informacion posible

El modelo de producto de operadores es una herramienta eficiente para conocer el
comportamiento del espin en una secuencia de pulsos y con ello modificar, proponer o crear nuevas
secuencias

La utilizacion de gradientes de campo es una metodologia fundamental para lograr eliminar
los artefactos presentes en el espectro y seleccionar las coherencias de interés.




7.0 Anexo
7.1 Parametros experimentales de RMN5¢,

7.1.1. Generalidades.

Nucleos estudiados: H, 13C

Instrumento: Varian Unity Plus.

Sonda; Deteccion indirecta con un diametro de 5 mm con
la capacidad de observar 3 nicieos

Campo magnético: 1174 Tesias

Secuencia de pulsos: HSQC-COSY (figura 31)

Referencia interna:

Tetramedil silano

Muestra: 50 mg de mentol disueltos en 0 7 mi de CDCI3
contenido en un tubo de RMN Wilmad de 5 mm
Temperatura: 23°C

7.1.2. Condiciones de ios pulsos de radiofrecuencia.

Duracion del puiso de 90° en 1H: 775 us
Potencia del pulso de 90° en H: 55 dB.
Duracion del pulso de 90° en 13C: 154 us.
Forma de g1, g2, da ¥ Qa: Rectangular

Duracidn y potencia de g1:
Duracién y potencia de ga:
Duracidn y potencia de g3
Duracién y potencia de ga:

Fases de los pulsos aplicados:

2 ms a 20 gauss/cm
0.5 ms a 20 gauss/cm
0 5ms a 20 gauss/cm
0 5ms a -20 gauss/cm

Todos los pulsos se aplicaron sobre el
gje x exceplo el tercer pulso de 90°

sobre 1H que fue sobre el gje y

Duracion del tiempo de espera di 1s

Duracion de los tiempos de espera 1.7 ms (1/4J)

Nucleo desacoplado: 13C

Métedo utilizado para desacopiar: Modulacion de onda continua (CW).
Potencia del desacopiador: 49 dB

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

60



7.1.3 Parametros dimensionales.

Ventana espectral en F1: 10600 Hz
Ventana espectral en F2: 3323 1Hz.
Ventana espectral en F3: 3323.1Hz.
Tiempo de adquisicion: 0.154 segundos
Numero de transientes: 8

Numero de incrementos en F1: 64

Numero de incrementos en F2: 64

Numero de puntos utilizados; 1024

Tiempo de deteccion total: 13 horas.

7.1.4 Parametros de Procesamiento.

Software utilizado: VNMR versién 6.1
Estacién de trabajo: Sun SPARC 4
Sistema operativo: Solaris 2.5

7.1.4.1 Procesamiento de un espectro en 2D a partir de datos en 3D.
7.1.4.2 Comandos a introducir.

Zero-filling: _
fn: 1024 puntos
fn1: 1024 puntos
fn2: 256 puntos
wit
sh: 0.077 segundos.
wit1d('nf’) 6 wit1d('ni2 )
sb1: 0 006 segundos
sb2; 0.010 segundos.

wit2d('ni") & wit2d('ni2 }
Tiempo de procesamiento; 15 minutos.

7.1.4.2 Procesamiento de un espectro en 3D.

Zero-filling:
fn: 1024 puntos.
fnt: 256 puntos.
fn2: 1024 puntos
addpar{"3d’)

flcoef=100 1

f2coef=100-1

set3dproc

ft3d (‘f1f3','f213')

getplane(‘f2f3))

dplane(4)

nextpl

prevpl

plplanes(13,13,30,1.3)
Tiempo de procesamiento: 40 minutos
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