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1 Introducción

En las dos ultimas décadas se ha desarrollado una gran variedad de experimentos de
pulsos en Resonancia Magnética Nuclear (RMN)1, con el objetivo de aumentar la información
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 más
información sobre la estructura molecular, Este proceso ha desencadenado una gran diversidad de
experimentos en varias dimensiones cuya información, en ciertos casos (excitaciones selectivas)24

lleva a la solución de necesidades muy específicas, lo que ha hecho posible estudiar moléculas
complejas y con ello lograr la determinación estructural

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

Muchos de los primeros trabajos fueron enfocados en términos del modelo vectorial
clásico5'12"14 debido a la simplicidad que ofrecía con respecto a los modelos mecánico-cuánticos En
este modelo el sistema de espín se representa mediante una magnetización macroscópica, cuyos
movimientos son seguidos en un plano cartesiano de referencia rotante, Los pulsos rotan al vector o
vectores de magnetización hacia el plano xy, La precesión de cada vector se lleva a cabo alrededor
del eje z Sin embargo, una de las limitantes de este modelo es que no considera interacciones tales
como acoplamientos escalares que involucren una transferencia de magnetización, las cuales son
procesos comunes en los experimentos n-dimensionales

Un tratamiento mecánico-cuántico del sistema de espín cubre en su totalidad las limitantes
presentadas en el modelo vectorial Este tratamiento involucra la teoría de matrices de densidad, Por
medio de una representación en matrices, el modelo, muestra sólo los valores promedio del conjunto
de coherencias posibles Dado que todas las propiedades observables del espín pueden ser
calculadas, los valores promedios son suficientes para describir los componentes observables del
conjunto de espines Un conjunto de N espines 1/2 puede ser descrito en su totalidad por una matriz
de densidad de 2N x 2N en la cual los elementos de la diagonal corresponden a la población del nivel
de energía 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 precesión que afectan a los espines dentro de una secuencia de pulsos están determinados por
transformaciones unitarias de la matriz de densidad Cada transformación unitaria de la matriz de
densidad requiere la multiplicación de dos matrices, involucrando para cada transformación,
multiplicaciones de 2N x 2N x 2N números complejos El cálculo es tal que el uso analítico de este
método es restringido al tratamiento de secuencias de pulsos sencillas en sistemas con pocos
espines Una de las ventajas del modelo mecánico cuántico es que sistemas de espines que
presentan acoplamientos fuertes, pulsos imperfectos, etc., pueden ser descritos fácilmente Sin
embargo, la gran desventaja es la pérdida de la intuición física del comportamiento del sistema de
espines Los efectos de rotaciones sucesivas en un vector son visualizadas fácilmente, pero los
efectos de una serie de transformaciones unitarias sobre una matriz no son evidentes

Para resolver estos inconvenientes, se ha utilizado el modelo de producto de operadores,6-
111317 el cual combina la simplicidad del modelo vectorial así como el carácter riguroso de la teoría
de matrices de densidad El costo por el empleo del producto de operadores es que se limita a
sistemas de espines que presentan acoplamiento débil y a pulsos fuertes, además de no considerar



fenómenos de relajación Aun así, la mayoría de los fenómenos reales satisfacen estas restricciones
En el caso de presentarse fenómenos debidos a acoplamientos fuertes y pulsos fuera de resonancia
(off-resonance) en el sistema de espín éstos pueden ser analizados mediante simulaciones por
computadora



2. Fundamento Teórico,

2.1 Producto de Operadores,,

El producto de operadores describe el estado en el que se encuentra el sistema de espín en
términos de operadores de momento angular en un tiempo definido Formalmente, emplea matrices
cuyos elementos son los momentos angulares de cada espín; así mismo, existe una matriz definida
para cada Hamiltoniano que afecta al momento angular del núcleo (pulsos, desplazamiento químico,
etc.) A continuación se explicará de manera más detallada e! fundamento de este modelo

2 2 Movimientos en RMN,

Los movimientos de una magnetización en RMN son ía precesión alrededor de un campo
magnético Si se coloca el sistema de tal forma que el observador se encuentre por arriba del eje z,
se aprecia que los vectores de magnetización describen un camino o movimiento circular Por lo
tanto, las funciones exponenciales complejas son un medio adecuado para describir dichos
movimientos

Es importante mostrar las siguientes relaciones trigonométricas:

eos (-0) = eos Q
sen (-0) = -sen 0

exp(i 0) = eos 0 + i sen 0
exp(-i 9) - eos 0 - / sen 0

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

Se sabe que, si una masa tiene un movimiento circular (figura 1) posee un momento angular
que, desde el punto de vista vectorial, es un vector en dirección perpendicular al plano de rotación,

Figurai Representación vectorial del momento angular de una partícula en movimiento circular

De acuerdo con lo anterior, el espín nuclear tiene un momento angular asociado,
denominado momento angular del espín, que dentro de un plano cartesiano estará definido por los
componentes x, y, z En mecánica cuántica existen operadores que representan estos tres
componentes del momento angular del espín Si el momento angular se encuentra a lo largo del eje
x, y ó z, los operadores que los representan son lx, ly e lz respectivamente; así se determina la
posición en que se encuentra el espín en cualquier tiempo en términos de operadores de momento
angular



2 3 Formalismo del producto de Operadores.,

El estado en que se encuentra el espín se puede representar por una función de onda o por
un operador de densidad; generalmente se emplea este último, cuya expresión, de acuerdo con
Liouville von-Neuman es:

da/dt = -i(H0-pH) [1]

donde H representa el Hamiltoniano bajo el cual el operador evoluciona, siendo en este caso, los
hamiltonianos de interés: acoplamiento, desplazamiento químico y pulsos de radiofrecuencia, La
solución a la ecuación [1] en función del tiempo queda representada de la siguiente forma:

<r(t) - exp(-i H t) <y(0) exp(i H t) [2]

donde ± i H t se conocen como propagadores Para una secuencia de pulsos habrá varios
propagadores que representen al sistema Una vez considerada la dependencia del tiempo en el
operador de densidad, se definen los términos observables Los términos observables son aquellos
que se encuentran alineados sobre el eje x o y, Se definen como:

Mx = A'yMr[EIkxcr(t)] [3]
[4]

donde N representa el numero de espines por unidad de volumen y k es el tipo de espín involucrado
en el sistema (protón, carbono, etc) Las ecuaciones [3] y [4] se pueden representar como una
combinación lineal de una base de operadores (Bs):

a(t) = |:bs(t)Bs [5]

donde la complejidad de los cálculos 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 más sistemática, en términos de productos de operadores:

Bs = 2*5̂ 1) nflkv)** [6]

donde n es el número de espines con valor de 14 en el sistema, v representa los ejes x, y o z, k es el
espín involucrado, q se refiere al numero de espines presentes en el producto de operadores, aSk
define a los espines involucrados y toma el valor de 1 para cualquier núcleo q y el valor de cero para
n-q espines El producto de operadores para núcleos de espín de 1/2 son ortogonales

2 4 Operadores para un espín

Los operadores son funciones matemáticas que surgen de la mecánica cuántica y, como su
nombre lo indica, ellos operan sobre funciones Dentro de la mecánica cuántica, los operadores
representan cantidades observables, tales como energía, momento angular y magnetización

Los operadores que representan el momento angular para un sistema de un espin
solamente son lXl ly e lz El estado de equilibrio estará representado por el operador lz y los otros dos
operadores tendrán lugar sólo cuando un pulso de 90° sea aplicado al sistema en equilibrio En
analogía con el modelo vectorial, un pulso de 90° genera una magnetización transversal sobre el



plano xy que en este caso está representada por lx e ly Por ío tanto, es necesario establecer los
Hamiltonianos que representen los diferentes factores que modifican la magnetización 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:

donde p representa el ángulo con respecto al eje z, que forma ía magnetización una vez que ha sido
aplicado dicho pulso y el término lx ó ly, indica la posición en el eje sobre el cual es aplicado el pulso
Esta posición del pulso es también denominada fase del pulso, Así, el Hamiltoniano plx representa
un pulso de radiofrecuencia de p grados aplicado sobre el eje x {estos pulsos son usualmente de
90°, 180° y 270° o-90°),

Si se aplica el Hamiltoniano del pulso de radiofrecuencia (plx o y) con un ángulo de 90° al
operador del momento angular del espín en el estado de equilibrio (íz), se generan magnetizaciones
transversales sobre el plano xy (lx ó ly), Si el ángulo es de 180° solamente se invierte el sentido de la
magnetización, es decir, pasa de l2 a - l z ,

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

Pulso de radiofrecuencia
sobre el eje x

Pulso de radiofrecuencia
sobre el eje y

lz

-I;

(a) (b)
Figura 2. Movimientos rotacionales generados por la aplicación de un pulso de radiofrecuencia (a) sobre el eje x y (b) sobre
el eje y Si el pulso es aplicado sobre el eje -x ó -y la dirección de las rotaciones invierten su sentido respectivamente

Esto nos lleva a establecer que cuando el Hamiltoniano actúa sobre el operador de
densidad, se genera un nuevo operador y, que se conoce siguiendo las trayectorias circulares en
planos definidos La interacción del Hamiltoniano con un operador se define con base en la
expresión de Liouville von-Neuman como:

exp(-i {Hamiltoniano}t) {Operador de densidad} exp( i {Hamiltoniano}t)
= eos (Operador del Hamiltoniano) {Operador de densidad}
+ sen (Operador del Hamütoniano) {Nuevo Operador} [6]

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

5



la posición en la cual se encuentre el momento angular del espín (o la posición de la magnetización
vista desde el modelo vectorial), ya sea sobre el eje x,y,óz

Para un sistema de dos espines, la formación del nuevo operador estará definido por la tabla
1 (Sección 2.5).

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

Pulso de 45° aplicado sobre el eje x;
Z Z

x !

Iz

Iz

Operador de densidad

^ 45o* ^

45°lx

Hamiltoniano

/
s

/

< < _ 7 ' y

X 1

Izcos(fi) - íysen(p)

¡zcos(45) - lysen(45)

Operador de densidad cos(Hamiltoniano)
Nuevo operador se/j(Hamiltoniano

De acuerdo con la figura 2, un pulso aplicado sobre el eje x a la magnetización alineada
sobre el eje z genera un componente sobre el eje -y. Por la ecuación [6] se sabe cuales son los
términos finales después de la interacción de los dos operadores Se genera un nuevo componente
sobre el e/e -y y prevalece parte de la magnetización sobre el eje z Estos resultados son los
mismos que se observan en el modelo vectorial, sólo que ahora expresados en términos de
operadores modulados por funciones seno y coseno



Pulso de 90° aplicado sobre el eje x\

90<

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

sen(0)

lzcos(90) - ly sen (90)

El pulso de 90° no genera dos componentes en el modelo vectorial, sino sólo una
magnetización sobre el eje - y El modelo de producto de operadores genera dos términos en
analogía con la ecuación [6], los cuales ai asignarles ef valor del ángulo del pulso hace que el
término en z se cancele y sólo prevalesca el término sobre el eje -y (igual que el vectorial) El
momento angular tras un pulso de 90° sobre el eje x se encuentra posicionado sobre el eje -y De
igual manera cuando el pulso es aplicado sobre ei eje y, genera los términos correspondientes,

Pulso de 90° aplicado sobre el eje y.

<s™*^>
90c

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

lzcos(0) + Ixsen(O)

lzcos(90) + lx sen (90)

Ix

De la figura 2 se sabe que el efecto de un pulso en el eje y sobre la magnetización en el eje
z produce una magnetización sobre el eje x, Cambiar la fase del pulso implica un cambio de fase de
la magnetización resultante



Cuando ía magnetización se encuentra sobre el eje x y se aplica un pulso de 90° sobre este
mismo eje se tiene:

90°
" v x O -X

Ix

Esta es una regla importante, cuando el Hamiltoniano y el operador que interactúan tienen la
misma fase (son paralelos) no generan ningún operador nuevo No hay cambio en la posición de la
magnetización o momento angular del espín..

La magnetización transversal generada tras la aplicación de un pulso de radiofrecuencia
tiende a regresar al estado basal mediante un movimiento de precesión Por lo tanto se tiene que
definir el Hamiltoniano de precesión que actúa sobre el operador

2 4 2 Hamiltoniano del desplazamiento químico o precesión

Después de la aplicación de un pulso, la magnetización transversal comienza a relajarse y a
girar alrededor del eje z, a una frecuencia definida por co = yBefectivo, en donde las diferentes
influencias debidas al entorno químico que afectan al núcleo están representados en BefeiW El
análisis del sistema se hace sobre un plano cartesiano que rota a la misma velocidad o una muy
similar a la frecuencia de Larmor (<o0 = yS); esto implica que el detector también rota a esta misma
frecuencia ©o El detector "observa" solamente ia diferencia entre estas frecuencias, co - coo A esta
diferencia de frecuencias se le conoce como frecuencia de precesión o desplazamiento químico, La
diferencia entre la frecuencia de Larmor con respecto a la frecuencia del sistema rotante es la que
da origen al decaimiento de la inducción libre, FID {por sus siglas en inglés de "free induction
decay"),

El Hamiltoniano que define el desplazamiento químico es:

Olzt [7]

esto representa una rotación con frecuencia Q alrededor del eje z (este ultimo representado por el
operador del momento angular l2) 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 cuál es el operador que se genera tras dejar evolucionar a la magnetización con respecto
al desplazamiento químico Esto se representa en la figura 3

* Los efectos de relajación no son considerados



F-gura 3 Movimientos rotacionales generados por la evolución del momento angular con respecto al desplazamiento
q.'mico

Supongamos que al aplicar un pulso de radiofrecuencia sobre el eje -y, se genera un
momento angular sobre el eje ~x (figura 2) y ésta evoluciona con respecto al desplazamiento
químico La rotación de este vector, de acuerdo con la figura 3, genera un nuevo término en el eje -
y Si ahora el momento angular se encuentra sobre el eje y, la evolución de esta magnetización con
respecto al desplazamiento químico genera un término sobre el eje ~x

Los siguientes ejemplos (figura 4) muestran la manera en la cual actúa el desplazamiento
químico sobre el momento angular del espín cuando se encuentra sobre el eje x ó y, Al mismo
tiempo, se hace la analogía del formalismo de producto de operadores con el modelo vectorial

•lx

Q,tL

£35,, c
Figura 4, Efecto de la magnetización tras la evolución con respecto al desplazamiento químico Se muestra la analogía que guarda el
modelo de pcducto de operadores con el modelo vectorial

El subíndice numérico indica el espín sobre el cual está actuando el desplazamiento
químico, pues es muy común que se estudien sistemas con más de un espín (por ello el uso del



subíndice) Cabe señalar que eí operador fz no evoluciona con respecto al desplazamiento químico,
es decir, cualquier expresión que esté alineada sobre el eje z quedará inalterada tras verse afectada
por el desplazamiento químico

La expresión [8] se refiere a una magnetización del espín 1 que está girando en el plano x-y,

) - í i x se«(Q|t) [8]

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

2.5 Operadores para dos espines..

Eí modelo de producto de operadores toma gran importancia cuando considera sistemas
acoplados, los cuales no podrían ser abordados desde el punto de vista vectorial En este punto, el
producto de operadores describe de forma clara y simple fenómenos de transferencia de
polarización (intercambio de información entre dos espines acoplados)

Como se mencionó anteriormente, los operadores para un solo espín son lx, ly e íz. Estos
tres operadores son suficientes para describir al sistema, Para dos espines, se requieren estos tres
operadores para cada espín Los operadores que corresponden a cada espín son:

espín 1: hXl hyehz
espín 2: l2x, by e hz

Los operadores Uz y l&, representan, respectivamente, magnetizaciones del espín 1 y 2
alineadas sobre el eje z Los términos l ix , hy, h* e by, representan magnetizaciones alineadas sobre
el eje x 6 y para el espín uno y dos, Puesto que la magnetización de un espín acoplado a otro
genera un doblete en el espectro de RMN, el término \u suele denominarse bajo este contexto, una
magnetización en fase del espín 1 alineada sobre el eje x, La expresión en fase significa que las dos
líneas del doblete tienen el mismo sentido (figura 4)

a) b)

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

El término hy representa una magnetización en fase alineada sobre el eje y La posición de
la magnetización da lugar a diferentes formas de las señales Generalmente, la señal en modo de
absorción se asociará a una magnetización alineada sobre el eje x y una señal en modo dispersivo
aparecerá cuando la magnetización se encuentre alineada sobre el eje y Como se verá más
adelante estas formas de las señales están determinadas por funciones coseno y seno
respectivamente



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

2liyl2z 2hzl2x 2!izl2y [9]

El término 2hxÍ2z representa la magnetización del espín 1 en antifase con respecto al
acoplamiento del espín 2

Estos términos son muy importantes en el fenómeno de RMN, ya que a través de ellos se
llevan a cabo los fenómenos de transferencia de polarización y sólo surgen cuando a la
magnetización transversal se le permite evolucionar con respecto al acoplamiento Estos no son
observables, pero se generan tras evolucionar con el acopiamiento químico Los términos
observables en RMN son aquellos que se encuentran alineados sobre el plano de los ejes x ó y (lx,
ly, -lx, -ly) cualquiera, diferente a estos términos no son detectables

Tabla 1 Carta de conversión para el modelo de producto de operadores La evolución del Hamiltoniano (representado en ia
fila superior con un tilde) cuando actúa sobre un operador (columna izquierda sin tilde) define el estado del sistema El término £ es el
operador unitario

hx

hy

\M

Í2x

l2y

l2z

2hzl2z

2hxl2z

2liyl2z

2¡1zl2x

2hzl2y

2hxhx

2hxl2y

2liyl2x

2liyl2y

I i x

1/2E

+liz

-liy

1/2E

1/2E

1/2E

-2hyl2z

1/2E

+2lizl2z

-2hyl2x

-2hyl2y

1/2E

1/2E

+2hzl2x

+2h2 l2y

l i y

•Iiz

1/2£

+ Í1X

1/25

1/2E

1/2E

+2hxl2z

-2hzl2z

1/25

+2hxl2x

+2hxl2y

•2lizl2x

-2lizl2y

1/2E

1/25

Í1Z

+hy

-hx

1/25

1/25

1/25

1/25

1/25

+2liyl&

"2hxl2z

1/25

1/25

+2hyl2x

+2hyl2y

-2íixl2x

-2lixl2y

hx

1/25

1/25

1/25

1/25

+l2z

- l2y

-2h2l2y

-2hxl2y

-2hyl2y

1/25

+2lizl2z

1/25

+2lixl&

1/25

+2liyl&

I2y

1/25

1/25

1/25

-Í2z

1/25

+l2x

+2I12I&

+2hxl2x

+2liyl2x

-2lnl2z

1/25

-2hxl2z

1/25

-2hyl2z

1/25

Í2z

1/25

1/25

1/25

+¡2y

-l2x

1/25

1/25

1/25

1/25

+2liZl2y

-2lizl2x

+2lixl2y

-2hxl2x

+2liyl2y

-2hyl2x

2 Í i z Í2z

+2hyl2z

"2lixl2z

1/25

+2hzl2y

-2h2l2x

1/25

1/25

+hy

-hx

+l2y

-l2x

1/25

1/25

1/25

1/25

Otros operadores que no son observables, pero que corresponden a coherencias cuánticas
múltiples son:

2lixl2x 2liyl2y 2l2xl2y 2l2yl2x [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 ahí
evolucionar debido al acoplamiento y generar términos que se detectan

Finalmente el término:

2ii2l2z [11]

corresponde a un tipo particular de distribución 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 tras la aplicación de un pulso de 90° en cualquiera de los espines y
posteriormente evolucionar con el acoplamiento para generar un término observable

2 51 Hamiltoniano del acoplamiento..

El acoplamiento es la interacción entre dos o más espines, la cual ocurre a través de los
enlaces (acoplamiento escalar) o a través del espacio (acoplamiento dipolar) Nuestra atención se
enfocará al acoplamiento escaiar El Hamiltoniano que lo describe es el siguiente:

2TcJi,2hzl2zt [12]

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

También existe un diagrama que nos permite saber qué operador se genera tras la
evolución del momento angular con respecto al acoplamiento en una posición definida del sistema
de coordenadas,

2|z|2 21

-21•y'z- *x

i x - — - ^ _ ^ - 2ly|z 2 i x i r ~ ^ - — - ^ i,
TíJt

Figura 6 Movimientos rotacionales generados por la evolución del momento angular con respecto al acoplamiento escalar

Consideremos los siguientes ejemplos:

a) hx • hx eos (TTJI 2t) + 2hyi;

Operador de densidad Hamiltoniano (operador de densidad) eos (Hamiftoniano)
+ (Nuevo operador) sen (Hamiltoniano)

b) 27i/K2tiizi2,
2hx¡2z — : * 2lixlfc eos (%J\ 2t) + liy sen (7&/1 2t)

12



c)

2hxÍ2v

< 2liyl2X

2hyl2y

A diferencia de los pulsos de radiofrecuencia y del desplazamiento químico, la evolución del
acoplamiento crea términos observables (figura 6) Sólo el acoplamiento químico permite el
intercambio de información de un núcleo a otro mediante procedimientos conocidos como
transferencia de polarización y por ello se puede estudiar sólo a uno de los espines involucrados en
el acopiamiento y obtener como resultado final un término que contenga la información del espín con
quien io esté, como se verá más adelante en experimentos bidimensionales

De los ejemplos anteriores se puede notar que, en ei inciso a) solamente operadores
transversales evolucionan bajo el acoplamiento químico 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 c) el producto de dos operadores
transversales así como el producto de dos operadores longitudinales no se ven afectados por el
acoplamiento químico

Dado que el operadores \z, k e ly conmutan entre sí, la evolución del momento angular del
espín con respecto a pulsos de radiofrecuencia, acoplamiento y desplazamiento químico pueden
tratarse en forma independiente al igual que para cada espín Los Hamiltonianos que actúen sobre el
espín 1 sólo lo harán sobre éste y no sobre el espín 2 y lo mismo ocurrirá para los Hamíltonianos
que afecten al espín 2,

Con esta breve revisión es posible analizar las secuencias de pulsos más comunes en RMN,
Por lo tanto en la siguiente parte se presentará el estudio de algunas de elias

26 Secuencia de pulsos Eco de Espín

Esta secuencia de pulsos, propuesta por E L. Hahn15 y posteriormente con la variante de
Carr y Purcell16 permite la medición del tiempo de relajación T2 Su secuencia es la siguiente:

Figura 7 Secuencia de pulsos del "eco de espín". El pulso de 90° es un pulso de inicio o lectura, el tiempo T el pulso de 180° y el otro
tiempo T conforman el eco de espín

El uso de esta secuencia se vuelve importante cundo se considera su efecto sobre muestras
que están en un campo no homogéneo El efecto de esta inhomogenidad hace que núcleos
químicamente idénticos sientan un campo efectivo diferente, por lo que precesionan a frecuencias
diferentes y no a una sola, teniendo como consecuencia una disminución en la intensidad de la señal
registrada,



Consideremos un caso simple en el cual tenemos un solo tipo de espín en las condiciones
de campo antes mencionadas Asumiendo que los pulsos de radiofrecuencia son aplicados sobre el
e/e -x, el pulso de 90° genera una magnetización transversal alineada sobre el eje y En el siguiente
tiempo de espera la magnetización debería precesar a una sola frecuencia, pero debido a las
inhomogeneidades del campo magnético se presentan diferentes frecuencias de precesión para el
mismo tipo de espín (isocromatos) representadas por los vectores a, b, y c (Figura 8), Estos vectores
se dispersan sobre el plano x-y El siguiente pulso de 180° invierte el sentido de las
magnetizaciones prevaleciendo la dirección de los movimientos rotacionales de cada vector, El
ultimo tiempo de espera permite que las 3 magnetizaciones se encuentren nuevamente alineadas
sobre el eje y pero ahora en sentido negativo, En este punto ha ocurrido un reenfoque de la
magnetización y se han eliminado los inconvenientes que presenta el someter un espín a un campo
magnético no homogéneo

90c..

180 i

c '"• •—

\

\

/
y

Figura 8 Representación del eco de espín mediante modelo vectorial con su correspondiente evolución en diagrama de
fase El pulso de 90° genera una magnetización transversal que debido a inhomogenidades del campo, adopta diferentes
frecuencias de precesión El siguiente pulso de 180° y el tiempo de espera hacen que esos vectores converjan en el eje -y,
ocurriendo con ello un reenfoque de la magnetización

Cada una de las frecuencias de precesión se agrupan en un mismo punto y ocurrirá un
reenfoque de éstas Si ahora tenemos varios espines en un campo magnético homogéneo, cada
frecuencia de precesión será el desplazamiento químico del espín observado y ocurriría el mismo
fenómeno descrito anteriormente; por lo tanto, esta secuencia de pulsos logra un reenfoque del
desplazamiento químico del espín

14



2 61 Eco de espín mediante el modelo de Producto de Operadores

2 6 1 1 Representación por diagramas de árbol

La secuencia del eco de espín es un bloque de pulsos 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 razón se vuelve importante analizar el eco de espín
mediante producto de operadores para saber qué papel juega la inclusión de esta secuencia en un
tren de pulsos más complejo,

Como se mencionó anteriormente, el producto de operadores genera términos modulados
por cosenos y senos La representación de este modelo se puede hacer empleando un diagrama de
árbol8 con el cual la notación se hace más simpleJ permitiendo con ello manejar con mayor facilidad
ía información extraída de la secuencia de pulsos

Por ejemplo, consideremos el efecto de un pulso de radiofrecuencia aplicado en el eje x
sobre la magnetización en su estado de equilibrio hz

|z cos p - |y sen p [13]

En ía representación de árbol la notación es la siguiente:

eos O ) / \sen(P) '14'

Esta representación es idéntica a la forma lineal mostrada en [13] Los términos a la
izquierda están modulados por la función coseno y los términos a la derecha están modulados por la
función seno, Esta representación se vuelve más conveniente cuando se trabaja con secuencias de
pulsos más grandes, Los términos finales se ponen en forma completa (considerando todos los
efectos que estuvieron involucrados) y se procede a su análisis

2 6,1,2 Eco de espín.,

Se considerará solamente un espín aislado Por lo tanto, el Hamiltoniano de desplazamiento
químico será el único que afectará a la magnetización en los tiempos de evolución En el diagrama
de árbol se enmarca cada una de las etapas de la secuencia de pulsos para su mayor comprensión
El subíndice 1 hará referencia al núcleo de protón y el subíndice 2 hará referencia al núcleo de
carbono-13
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Hamiitonianos bajo los cuales
evoluciona la magnetización

a b c d e f

Operadores Explicación del efecto

n/2 hx
Pulso de 90° del espín 1
aplicado sobre eí e/e x

Desplazamiento
químico del espín 1

n hx

Pulso de 180° para el espín 1
aplicado sobre el e/e x

Desplazamiento
químico del espin 1

Un pulso de 90° sobre el eje x (ver figura 2}
genera al operador -ly ( c )

La evolución del espín con respecto al
desplazamiento químico {ver figura 3) en el
tiempo T, genera un nuevo término sobre
el eje x (d)

hx

Un pulso de 180° en x, invierte el sentido del
operador y no afecta aquellos espines que
tengan la misma fase que el pulso (e)

Una nueva evolución con respecto
al desplazamiento químico (ver
figura 3) en el tiempo 2t genera
nuevos términos (f)

hy —hx hx

Expresando cada uno de los términos obtenidos en su forma completa se tiene:

hy(cos(Qt)cos(QT))
+ hy{sen(fíx)sen(fíT))

hx(cos(Qj}sen(Qt))
f i : )COS(QT ))

[15]

Los términos alineados sobre el eje x se cancelan, conservándose únicamente los términos
posicionados sobre el eje y

Factorizando y empleando funciones trigonométricas:

cos29 + sen2Q =
[16]

16



Los términos que involucran al desplazamiento químico se cancelan Esto indica que la
magnetización del espín 1 no depende del desplazamiento químico A este proceso se le llama
reenfoque de la magnetización con respecto al desplazamiento químico, al igual que en el modelo
vectorial La intensidad de la señal en esta secuencia no depende de la frecuencia a la cual precese
el espín, En el ejemplo anterior se consideró únicamente un espín nuclear en el sistema Sin
embargo, en una molécula interactuan más de un núcleo, Por lo tanto se analizará ahora el eco de
espín con dos espines presentes en el sistema La siguiente secuencia considera el efecto de otro
núcleo presente, que para este caso será C-13

Figura 9 Secuencia de pulsos del Eco de Espín Con este bloque de pulsos se eliminan los términos debidos al acoplamiento y
desplazamiento químico

Los pulsos de radiofrecuencia en la región de 1H sólo tienen efecto sobre los núcleos de 1H y
no sobre los núcleos de 13C En los tiempos de evolución x, la magnetización evoluciona con
respecto al acoplamiento y desplazamiento químico, No es necesario considerar el desplazamiento
de 13C (espín 2) porque en el análisis no aparece un operador transversal para este núcleo, Los
términos que existen del espín 2 son operadores longitudinales, pero éstos no evolucionan con
respecto al desplazamiento químico

El análisis mediante producto de operadores es el siguiente:
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Harr :¡ionianos bajo los cuales
evciLciona la magnetización

TT/2 hx

F JSD efe 90° para el espin 1
a ó j e l o sobre e! e/e x

Operadores

Cesolazamienlo químico
ce esptn 1

71 Jl2liz kz

¿xoiamiento entre el
e-cn 1 y 2

F jsode 180° para el espin 1
acícado sobre el eje x

Desplazamiento
a ITIÍCO del espin 1

71 Jl2liz
Acholamiento entre el
eícin 1 y 2

liy -2hxl2z -lix -2hvÍ2z 2hxl2z ¡1y 2hvl2z -lix Hx y x2z
La expresión completa de los términos finales en el diagrama de árbol es la siguiente:

ícos(QT)cos(7i:Jx)cos{QT)cos(7rJT:)]
[sen(Qx)cos(7TJi;)sen(Q-c)cos(7uJ'c)]

Kl2z [cos(Qx)cos(7rJi:)cos(OT)sen(7rJT)]

21

[cos(QT)cos(jtJx)sen(QT)cos(7tJT)3
[sen(Qx)cos(7cJx)cos(Qx)cos(7tJx)]

yl2z [cos(Qx)cos(7rJx)sen(Qx)sen(7rJx)3

ybz [sen(Qx)cos(7tJx)cos(Ox)sen(7cJx)]

hy [cos(Qx)sen(7cJx)cos(Qx)sen(7cJx)]
l i y [sen(Qx)sen(7rJx)sen(Ox)sen(7cJT)]

[cos(Qx)sen(7iJx)cospx)cos(7cJx)]
[sen(Qx)sen(7tJx)senpx)cos(7rJx)]

- hx [cos(Qx)sen(7iJx)sen(Qx)sen(7iJx)]
+ hx [sen(Qx)sen(7rJx)cos(nx)sen{7tJx)]

+ 2liyl2z [cos(Qx)sen(TcJx)sen{Qx)cos(7cJx)]
- 2hyl2z [sen(Qx)sen(7tJx)cos(Qx)cos(7iJT)]

Factorizando los términos {con fines de simplificación, la expresión eos sen(H)

equivalente a cos(H)sen(/V) donde H = KÚX Ó QX) :

hy [COS2(QX)COS2(TCJT)]

hy[cos2(Qx)sen2(7rJx)]
hy [sen2(Qx)cos2(7i;Jx)]
h/ [sen2(Qx)sen2(7iJx)]

será

[cos2(Qx)cos
[cos2(Qx)cos
[sen2(Qx)

2lixl2z [sen2(Ox)cos sen(7cJx)]
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- hx [eos sen(Üx)cos2(7tJx)] - 2liyl2z [eos sen(Q-c)
- Hx [eos sen(Qx)sen2(7iJx)] + 2hyl2z [eos sen(Qx)cos sen(TtJx)]
+ hx [eos sen{Qx)cos2(7*Jx)] + 2íiyÍ2z [eos sen(Qx)cos senfjtJx)]
+ hx [eos sen(Qx)sen2(7iJx)] - 2hyl2z [eos sen(Qx)cos sen(7tJx)]

Ordenando ios términos restantes:

+ hy cos2(Qx) [cos2(7rJx) + sen2(7rJx)] + hy sen2(Qx) [cos2(7tJx) + sen2(-rcJx)],

ordenando se tiene:

+ hy cos2(Qx) + Iysen2(Qx);

simplificando,

Utilizando la identidad trigonométrica de la ecuación [16], el resultado final es:

hy [17]

Nuevamente se han eliminado los términos que involucran al desplazamiento químico y se
cancelaron los correspondientes al acoplamiento, Esto significa que cuando apliquemos la secuencia
de la figura 9, la señal generada para el protón no es modulada ni por el desplazamiento químico, ni
por el acoplamiento

Este resultado hace pensar que con tan sólo aplicar un pulso de 90° sobre el eje x a una
magnetización ubicada en el eje z obtendríamos el mismo resultado (una magnetización en y), y se
podría omitir el pulso de 180° y los respectivos tiempos de espera x Sin embargo, por el análisis
descrito anteriormente, el pulso de 180° y ios tiempos de espera eliminan los efectos relacionados
con el acoplamiento y desplazamiento químico Esto no se consigue con tan sólo aplicar un pulso 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 espín es aplicar un pulso de 180° sobre un núcleo de carbono-
13, como se muestra a continuación:

Figura 10 Secuencia de pulsos de! Eco de espín heteronuclear En este caso ambos núcleos se ven afectados por un pulso de 180°
con ello se logra eliminar los términos debidos a desplazamiento químico y sólo prevalecen términos debidos a! acoplamiento

Nuevamente en los tiempos de evolución se considera ei efecto del acoplamiento y
desplazamiento químico del protón,
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Hamiltonianos bajo los cuales

evoluciona la magnetización

n/2 hx
Pulso de 90° para el espin 1 aplicado sobre el e/e x

C^lljz
Desplazamiento químico del espin 1

7t

Acoplamiento enlre elespif) 1 y 2

Pulso de 180°para el espin 1 aplicado sobre el e/ex Hy

Pulso de 180° para el espin 2 aplicado sobre el e/e x |1 y

Operadores

Desplazamiento químico del espin 1

7C

Acoplamiento enlre el espin 1 y 2

-2lixlfc -2hyl2z hx liy 2hyl2z

A A A A A
-2hxl2z

A
-2ltyl2c 2liyl2z liy-2hxÍ2z

Los términos obtenidos son los siguientes:

I ix [cos(Ox)sen(7tJx)sen(Qx)sen(7rJx)]
hx[sen(Qx)cos(7tJx)cos(Qx)cos(7rJx)]
hx[sen(Ox)sen(7rJx)cos(QT)sen{7rJx)]
hx[cos(Qx)cos(7rJx)sen(Qx)cos(7rJx)]

Factorizando términos

r 1
i-iyC0s2(7sJx) [cos2(Qx) f sen2(Qx)]
liysen2(7iJx) {eos'2(Qx) + sen2(Qx) ]

[cos(Qx)cos(7rJx)cos(Qx)sen(7tJx)]
[cos(Qx)sen(7cJx)cos(ni;)cos(7cJT)]
[sen(Qx)cos(7rJt)sen(Qx)sen{7rJx)]
[sen(QT)sen(7tJx)sen(Qx)cos(7tJx)]

2iiyl2z [sen(Ox)sen(7cJT)cos(£>c)cos(TcJx)]
2liyl2z [sen(Qx)cos(7rJx)cos(Qx)sen(7iJx)]

• 2hyl2z [cos(Ox)sen(TcJx)sen(Qx)cos(7í;Jx)]
2hyÍ22 [cos(Ox)cos(7üJ-c)sen(Qx)sen(7cJx)]

sen COS(TCJX) [COS2(QX)

hxsen COS(QT) [cos2(7rJ^) f sén2(7rJx)]
2xJ [C0S2(TT;JX) + sen2(7rJx)]

•9- 1
sen2(Qt)]
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2liyl2z [sen cos(Or)sen cgsfaJr) + sen cos(Qx)sen COS(TTJT)]

-2hyl2z [sejicosffííjsen COS(TÜJT) + sen cos(Ot)sen COS{TTJT)]

Ordenado lo anterior y utilizando entidades trigonométricas:

hy [cos2(7rJx) - sen2{7tJi:)] - 2hxl2z 2sen COS(TCJT)

se sabe que cos2(9) - sen2(0) = cos20 y 2cos0senQ = sen20, por lo tanto el resultado final es:

hy COS(2TCJT) - 2hxl2z sen(27cJx)

Puesto que 2lixl2z no es observable, el término que determina la señal es:

liycos(27cJx) [18]

El resultado anterior significa que la señal no está en función del desplazamiento químico,
pero sí está modulada por el acoplamiento Esta secuencia permite el reenfoque del desplazamiento
químico del espín 1 y 2

La última modalidad del eco de espín se presenta en la figura 11,

Figura 11. Secuencia de pulsos del Eco de Espín heteronuclear Sólo el núcleo 2 (C-13) es excitado por un pulso de 180°; con ello se
logra eliminar términos debidos al acoplamiento y únicamente prevalecen términos debidos al desplazamiento químico

En este caso se aplica un pulso de 180° sobre el núcleo de C-13 El análisis es el siguiente:
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Hamiltonianos bajo los cuales

evoluciona la magnetización

n/2 lix
Pulso de 90° para el espín 1 aplicado sobre el eje x

Qxhz
Desplazarníenlo químico del espin 1

Operadores

Acoplamiento entre el espin 1 y 7

Ttbx

Pulso de 180° para el espin 2 aplicado sobre el eje x

Desplazamiento químico del espin 1

[cos(Ox)cos(7tJx)sen(Qx)5.en(7tJx)]

La expresión completa de cada uno de los términos se muestra a continuación:

- liy [COS(QT)COS(7IJX)COS(QT)COS(7TJX)] + 2hxl2z

+ hy [sen(Ot)cos(7rJt)sen(Üx)cos(7tJx)] -2lixl2z
+ hy [sen(Qx)sen(7tJx)sen(Qx)sen(7iJx)] + 2hxl2z

+ hx [cos(íix)cos(7cJx)sen(Ox)cos(7rJx)]
+ hx [cos(Ox)sen(7iJx)sen(Qx)sen(7tJx)]
+ hx [sen(Qx)cos(7í:Jx)cos(Ox)cos(7rJx)]
+ hx [sen(QT)sen(7rJx)cos(Qx)sen(7tJx)]

Factorizando:

- hy cos2(Qx) [COS2(TCJX) + sen2(7iJx)]

+ hy sen2(Qx) [cos2(7i:Jx) + sen2(7cJx)]

Aplicando entidades trigonométricas:

- hy [COS2(QT) - sen2(Qx)]

el resultado final es:

- hy cos(2Qx) +

[sen(Qx)pos(TrJx)cos(n-c)sen(7cJx)]
[sen(í2x)sen(7rJx)cos(Qx)cos(7rJx)]

sen(Qx) [COS2(TCJX) + sen2(7tJx)]
sen(Ox) [cos2(7rJx) + sen2(7tJx)]

[2cos(Qx)sen(Qx)]

[19]

Cuando utilizamos la secuencia de eco de espín sin aplicar un pulso de 180° en el espín 1
(protón) y aplicando un pulso de 180° en el espín 2 (carbono) se logra reenfocar el término
correspondiente al acoplamiento La señal que se registre va a depender de la frecuencia de
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precesión de los espines involucrados y no del acoplamiento entre ellos 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 sólo coherencias cuánticas
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
espín dan lugar a varios procesos físicos, por ejemplo, efecto nuclear Overhauser, transferencia de
polarización, coherencia múltiple cuántica, relajación cruzada, etc, El estudio de estos fenómenos
proporciona información adicional a la solución estructural, pero no pueden ser medidos
directamente por la aplicación de un solo pulso

Para que ocurran estos procesos es necesario introducir más pulsos en la secuencia, en
periodos fuera del equilibrio y otros periodos en el cuales la información de interés sea detectada
Este es el principio de los experimentos bidimensionales (2D), el cual fue propuesto por primera vez
porJeener18en 1971

La secuencia de pulsos de un experimento en 2D se divide en los siguientes bloques1720:

Preparación - evolución - mezclado - detección

Preparación: en su forma más simple consiste en un solo pulso que genera una
magnetización transversal En secuencias más complejas, se usa para generar otras coherencias
tales como las cuánticas múltiples o puede establecer supresión del disolvente entre otras

Evolución: tiempo (ti) que se incrementa gradualmente Para cada incremento en U, se
detecta un FID que depende de \z Las frecuencias que evolucionan en ti generan señales que
aparecen en la dimensión F1 del espectro final en 2D

Mezclado: La coherencia es transferida de un espín a otro Este periodo establece el tipo de
correlación entre las dos dimensiones y como consecuencia la información en el espectro de RMN
Dependiendo del tipo de experimento, este periodo consiste de uno a más pulsos así como de uno o
varios tiempos de espera,

Detección: el FID es detectado de forma convencional, Al final, la señal obtenida es una
función de dos tiempos variables ti y t2

El experimento en 2D más simple que existe es "Correlation Spectroscopy" o COSY, pero
antes de analizar este experimento por producto de operadores se presenta cómo se espera la
forma de la señal cuando ésta es modulada por las funciones seno o coseno

2 7 1 Forma de fa señal,

Al aplicar un pulso de 90° sobre el eje y a una magnetización en su estado basal se genera
una magnetización sobre el eje x, la cual gira sobre el plano transversal De ahí la aparición de una
componente sobre el eje y. Los equipos de RMN detectan ambos componentes mediante un
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proceso conocido como detección de cuadratura19 Si se asume que el decaimiento es exponencial
con un tiempo constante T2, las señales Sx(t) y Sy(t) están definidas por las siguientes expresiones:

Sx(t) = Acos(Qt)exp(-t/T2), Sy(t) = Asen(Qt)exp(-t/T2)

donde A es un factor que da la intensidad absoluta de la señal,

[20]

Estas dos componentes se combinan en la computadora para dar una señal compleja en el
dominio del tiempo; a la cual, tras aplicarle una transformada de Fourier compleja genera señales
cuyas formas están en modo de absorción o dispersión (Figura 12)

a) b)

; v

Figura 12 Forma de la señal en un espectro de RMN. a) señal en modo de absorción b) señal en modo de dispersión

La señal registrada es una mezcla de estas dos formas de línea, En RMN es común mostrar
las señales del espectro en modo de absorción, las cuales corresponden a la parte reai del sistema y
están moduladas por funciones coseno La parte imaginaria produce señales en forma de dispersión
y están moduladas por funciones seno

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

b) d)

<\ /

Figura 13 Formas de la señal en un espectro de RMN cuando existe acoplamiento a) seña! en fase modo de absorción b) señal
en fase en modo de dispersión c) señal en antifase en modo de absorción d) señal en antifase en modo de dispersión

La modulación de la señal en función def tiempo cuando hay acoplamiento ocurre
exclusivamente por factores de amplitud de la forma co$(nJt) y sen(rcJt) Cuando se tienen dos
espines, la transformada de Fourier sobre frecuencias moduladas por cosfrJi) genera un doblete en
fase en modo de absorción, sí se gráfica ia parte real, o en modo dispersivo sí se gráfica la parte
imaginaria (Fig 13 a y 13 b) Si la señal está modulada por la función senfaJt), tras hacer la
transformada de Fourier, se obtiene una señal en antifase en modo absorción o dispersión,
dependiendo de la parte real o imaginaria graficada (figura 13 c y 13 d)

Con esta información se puede predecir la forma de fa señal en un espectro de RMN Por
ejemplo:
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En el dominio del tiempo Espectro generado

I I

II
2,7.2 Experimento COSY,

La parte más importante para obtener información estructural y utü del espectro mediante la
espectroscopia en dos dimensiones es la transferencia de polarización de un espín a otro Existen
dos mecanismos por los cuales se logra: acoplamiento escalar (a través de los enlaces) y el
acoplamiento dipoiar (a través del espacio),,

En muchos experimentos multidimensíonales la transferencia de polarización se lleva a cabo
a través de núcleos acoplados escalarmente, ésta se produce por la evolución del sistema de
espines bajo una serie de pulsos de radiofrecuencia y tiempos de libre precesión, como es el caso
del experimento COSY

Este experimento es e! más simple de todos los experimentos en 2D17-19-20 y su secuencia de
pulsos se muestra en la figura 14:

| Preparación | Evolución | Tiempo de mezclado | Detección |

Figura 14 Secuencia de pulsos COSY (Correlation Spectroscopy) La secuencia consta sólo de dos pulsos de 90°, un tiempo variable
o de evolución, ti, y un tiempo fe o de detección. Las señales detectadas indirectamente en ti generan la dimensión F1 del plano
tridimensional y las señales en fe generan el plano F2 El intercambio de información entre los espines acoplados ocurre en el último
pulso de 90°

La evidencia del proceso de transferencia de polarización se presenta en las señales que se
muestran en el espectro COSY fuera de la diagonal La única forma de poder apreciar este paso es
mediante el modelo de producto de operadores,,

Su análisis se presenta a continuación considerando un sistema de dos espines y partiendo
del espín 1

TESIS CON
DE ORIGEN
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Jt/2hx

Pulso de 90°

Desplazamiento químico de 1

7C

Acoplamiento

TC/2 l ix

Pulso de 90°

TT/2 I&

Pulso de 90"

Desplazamiento
químico de 2

-u

Desplazamiento
químico de 1 -liz

-2hxl2y

Transferencia
de polarización

2hzl2z

-2lul2y

Acoplamiento -2lixl2

hx sen (Qiti) cos(7iJ ti) cos(Qit2) cosfaJ t¿¡

bx sen (Qiti) sen(7iJ ti) cos(Q2t2) senfaJ fe)

hy sen (Qiti) cos(7tJ ti) sen(Qit2) cosfrj Í2>

l2y sen (Qiti) sen(7iJ ti) sen(Q2t2) sen(7tJ ti)

Puesto que los únicos términos observables son los que se encuentran sobre el plano xy,
solamente estos términos se representarán en su forma completa:

[21]

[22]

[23]

[24]

La evolución con respecto al acoplamiento genera términos en antifase (ver figura 6) tales
como 2hyl2z los cuales pueden conducir a una magnetización observable cuando evolucionan
nuevamente con respecto al acoplamiento El primer pulso genera una magnetización transversal
que evoluciona en ti con respecto al acoplamiento y desplazamiento químico Es en este tiempo ti
donde aparecen los términos en antifase generados por el acoplamiento La evolución del momento
angular con respecto al acoplamiento genera términos en antifase (ver figura 6)

Cuando se aplica el segundo pulso de 90°, el operador 2hyl2zse transforma en -2hzl2y Esto
quiere decir que el componente transversal del espín 1 se transformó a uno longitudinal y la
componente longitudinal del espín 2 pasó a ser transversal, La magnetización en antifase del espín 1
ha sido transferida a una magnetización en antifase del espín 2 Tal proceso se denomina
transferencia de coherencia o de polarización y este es el punto más importante dentro de la
secuencia de pulsos puesto que ocurre un intercambio de información entre los espines
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involucrados En el diagrama de árbol se muestra en que paso de la secuencia de pulsos ocurre el
fenómeno Posteriormente —2lizl2y evoluciona con respecto al desplazamiento químico y
acoplamiento Este ultimo genera un término observable para el espín 2 (l& ó by) El análisis de la
secuencia se inició partiendo del espín 1 y al final hay términos observables tanto para el espín 1
como para el espín 2; por lo tanto deben existir términos en antifase con el fin de transferir
información de un espín a otro por esta técnica y éstos van a generar una coherencia en fase (hx o
hy) cuando evolucionen con el acoplamiento

De los términos obtenidos del diagrama de árbol y expresados en su forma completa
podemos observar que las modulaciones tanto en ti como en Í2 involucran desplazamiento químico y
acoplamiento; de ahí, los términos [21] y [23] corresponden a las señales sobre la diagonal, puesto
que tanto en ti como en fc están moduladas por el mismo desplazamiento químico (el del espín 1),
Los términos [22] y [24] que corresponden ai espín 2, tienen modulaciones en ti del desplazamiento
del espín 1 y modulaciones del desplazamiento del espín 2 en fe Es decir, el espín 2 contiene
información acerca de su desplazamiento químico y además del desplazamiento del núcleo al cual
está acoplado, espín 1 Estos términos generan una señal fuera de la diagonal en el experimento
COSY con coordenadas (Qi, Q2) Cuando se realiza la transformada de Fourier en Í2 se obtiene una
dimensión F2 en la cual aparece el desplazamiento del espín 2 y cuando la misma operación se
hace sobre t i , aparece una señal que correlaciona con el desplazamiento del espín 1 en la
dimensión F1.

2.7,3 Experimento HSQC,

Los primeros experimentos de correlación heteronuclear basados en la observación directa
de resonancias del núcleo X han sido reemplazados por experimentos cuya detección es sobre
protón Estos experimentos llamados de detección indirecta o inversa incrementan de forma
dramática la sensibilidad, debido a que la observación de un núcleo de gran sensibilidad es utilizado
para monitorear los parámetros espectrales del núcleo X.21-25

Este tipo de experimentos se basa en la detección del protón durante el tiempo h (tiempo de
detección), mientras que los desplazamientos químicos heteronucleares se detectan durante ti
(tiempo de evolución) Con ello se elimina uno de los problemas más comunes en RMN, la baja
sensibilidad para la detección de núcleos como 13C y 15N

Esto quiere decir que es posible observar el desplazamiento químico de un núcleo cuya
constante giromagnética es baja vía la observación del núcleo acoplado cuya constante
giromagnética es alta, ganando con ello un incremento en la sensibilidad

Un ejemplo de este tipo de experimentos es el HSQC26 (Heteronuclear Simple Quantum
Correíation) La secuencia de pulsos de este experimento se muestra a continuación
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Figura 15 Secuencia de pulsos HSQC La secuencia consta de tres ecos de espín en donde el primero reeníoca el desplazamiento
químico de ambos núcleos en los dos tiempos T iniciales; el segundo elimina el acoplamiento y sólo prevalece el desplazamiento
químico de X en ti y el último eco elimina nuevamente el desplazamiento de ambos núcleos y únicamente prevalece el acoplamiento
en los 2 último tiempos r Los primeros 5 pulsos (antes de ti) conforman un bloque INEPT" y es aquí donde se lleva a cabo la
transferencia de la magnetización del protón al heteronúcleo al que se encuentra unido

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

Como se mencionó anteriormente un bloque del tipo:

reenfoca el desplazamiento químico del espín 1 (1H) y 2 (13C) y los términos generados evolucionan
sólo con la dependencia del acoplamiento Esto implica que en los primeros dos tiempos x, el único
Hamiltoníano que afecta a la magnetización es el de acoplamiento

El siguiente eco que se observa en la secuencia es el que está dentro del tiempo t1, cuya
estructura es:

180

Con este bloque se logra: reenfocar el acoplamiento, reenfocar el desplazamiento químico
del espín 1 y sólo se manifiesta el efecto de! desplazamiento del espín 2 Por lo tanto, en el tiempo ti
el único Hamiítoniano que actúa sobre el momento angular es el del desplazamiento químico del
espín 2
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El último eco que se observa es el que está después de los dos últimos pulsos de 90° Al
igual que el primer eco observado, se trata de un eco heteronuclear y en analogía, en los dos últimos
dempos x, ocurre un reenfoque de los desplazamientos de 1 y 2 y la magnetización en estos
oeriodos sólo se ve afectada por el acoplamiento El diagrama de árbol de la secuencia se muestra a
continuación
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Al final de la secuencia, los únicos términos observables son los que se encuentran
alineados sobre el eje x Estos términos expresados en su forma completa se expresan de la
siguiente forma

hx COS(TCJT) sen(7uk) cos(Q2ti) cos(Ü2ti) COS(TCJX)

hx cos(7i;Jt) sen(7tJx) cos(Q2ti) cos(Q2ti) sen(TtJ
-hx COS(TTJX) sen(7cJx) sen(Q2ti) sen(^2ti) COS(JTJX) sen(7tJx)
-hx cos(7rJx) sen(TtJx) sen(Q2Íi) sen(Q2ti) sen(;cJx) cos(7cJ-c)
hx sen(TcJx) COS(TCJX) cos(Q2ti) cos(Q2ti) cosfaJx) sen(7tJx)
hx sen(7rJx) cos(7tJx) cos(Q2ti) cos(Q2ti) sen(7cJx) COS(TCJX)

-hx sen(rcJx) cos(7tJx) sen(Q2ti) sen(Q2ti) cos(7tJx) senfaJx)
COSÍTTJX) senfO?ti) senfO?ti) senÍ7üJx)
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Factorizando:

cos(Q2ti) [cos2(7tJx)sen2(7tJx) + cos2(7cJx)sen2(TcJT) + cos2{7cJT)sen2(7tJx) +cos2{7rJx)sen2(7i:Jx)]

sen(íi2ti) sen(Q2ti) [cos2(7iJx)sen2(7cJx) + cos2(7EJx)sen2(7cJx) + cos2(7tJx)sen2(7i;Jx) +cos2(7iJx)sen2(7tJx)]

[1 x [cos2(Q2 t , )-sen2(Q2 t i ) ]
!) = l1x COS(Q2ti)

Antes de la adquisición el resultado final es:

l1xcos(Q2ti) [25]

Hasta este punto el espín 1 posee información, modulada en t i , del desplazamiento químico
del espín 2, Posteriormente, durante el tiempo de adquisición (t2), la magnetización evoluciona
únicamente con respecto al desplazamiento de 1 ya que no existen términos que involucren al espín
2 El acoplamiento no se considera porque durante este tiempo está encendido el desacoplador
sobre el núcleo de carbono El resultado es:

lixC0S(O2ti)

J l1yCOs(Q2ti)sen{Qlt2)

Si la detección es sobre el eje x

l1xcos(a2t1)cos(nit2) [26]

La expresión [26] indica que la señal que va a generar el espín 1 está modulada por su
propio desplazamiento químico en el tiempo Í2, mientras que en ti es modulada por el
desplazamiento del núcleo al cuai se encuentra acoplado, espín 2 La señal de protón contiene
información del núcleo de carbono al cual se encuentra unido Con ésto se ha demostrado el
fundamento de los experimentos de detección indirecta, se registra la señaf del núcleo más sensible
y se obtiene información del núcleo menos sensible al cual está acoplado

Cuando se realice la transformada de Fourier en fe y en t i , aparecerá una señal que
correlaciona con el desplazamiento de protón y que al mismo tiempo correlaciona con el
desplazamiento de carbono Esta información es precisamente la que observamos en un espectro
HSQC

Hasta el momento el análisis por producto de operadores de las secuencias de pulsos nos
ha permitido conocer cómo se encuentra la magnetización en cada punto de la secuencia de pulsos
y cómo podemos manejar la información que queremos que se muestre en el espectro de RMN
Esto es de gran importancia si se pretende modificar o crear secuencias de pulsos
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absorción, por lo tanto al plantear un ciclo de fases se debe considerar que la fase del receptor tenga
la misma fase de la señal que 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 cancelación de la señal, figura 17

-x ©x -x

-y

©X -X

Figura 17, Cancelación de la señal por una alternancia de la fase sobre los pulsos de radiofrecuencia y manteniendo constante la fase
del receptor

De esta forma se logra la eliminación de los artefactos presentes durante el tren de pulsos y
se mantienen las señales 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 continuación se mencionan algunas de las reglas más importantes:

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

La secuencia de niveles de coherencia que la señal adopta durante la secuencia de pulsos
constituye el camino de coherencia, Una vez definido este camino se calculan las señales que son
sumadas y las que son canceladas por la delación de fases

RF
90° 180°

Figura 18 Representación del camino de coherencia Los niveles de coherencia cambian por la aplicación de pulsos de
radiofrecuencia Un pulso inicial de 90° genera dos coherencias: +1 y - 1 . Durante el tiempo de espera prevalecen estos niveles y un
pulso de 180° invierte el signo de ambas coherencias Por el método de delación de fases se detectan las coherencias +1 y -1

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



Entre los problemas que presenta esta metodología se pueden mencionar: 1) existe la
necesidad de completar un ciclo, lo cual establece ya un tiempo mínimo requerido para un
experimento; 2) en experimentos bidimensionales o de mayor dimensión este tiempo mínimo puede
ser demasiado largo, incluso más largo de lo que se necesitaría para alcanzar la relación señal-
ruido deseada; 3) si existen señales intensas y la cancelación no es adecuada, se genera una señal
conocida como ruido ti que es una cadena de ruido que corre paralelo a lo largo del eje de F1 En
soluciones acuosas el ruido ti es muy intenso

Para resolver estos problemas se utilizan gradientes de campo

2 9 Gradiente de Pulso,

En los últimos años, el uso de gradientes de pulsos3132 se ha ampliado en los experimentos
de RMN Ai ser una técnica que permite seleccionar una coherencia en específico, esta metodología
ha permitido sustituir los procedimientos de ciclación de fase33-36

Un gradiente de pulso es la inducción de un campo magnético (diferente al campo
magnético, Bo, al cual está sometido el sistema de espines) a lo largo de algunos de los ejes de
referencia, con una fuerza y duración definida En este caso, se considerará que el gradiente de
pulso es aplicado sobre el eje z

Como se sabe, cuando los espines están sometidos al campo principal Bo se guarda una
homogeneidad magnética, ya que normalmente se considera Bo constante El pulso de gradiente
tiene ¡a función de hacer, de manera deliberada, que el campo magnético se vuelva no homogéneo
por un pequeño periodo, En este tiempo de no homogeneidad de campo la magnetización
transversal existente se desfasa a lo largo del eje z, es decir, se elimina o se pierde la
magnetización Esta magnetización se recupera por la aplicación de un segundo gradiente de pulso
de signo opuesto,

Lo más importante de este proceso es que el desfasamiento de la magnetización está en
función del orden de coherencia y de la constante giromagnética del núcleo que está siendo
afectado por el pulso de gradiente, Por ejemplo, una coherencia cuántica doble se desfasa 2 veces
más rápido que una coherencia simple cuántica

a) [ ! Hwsüaíu'
c)

FALLA DEOBIGEN

Figura 19. Efecto del gradiente de pulso a) Disposición de la bobina que genera el gradiente de campo con respecto al campo 80 y la
muestra de RMN b) Eí gradiente de pulso tiene su efecto a lo largo del eje z c) Una magnetización transversa! se desfasa tras aplicar
un gradiente de pulso Ésta se recupera por la aplicación de otro gradiente

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



yBgt [27]

donde y es la constante giromagnética del núcleo, Bg es la fuerza con la que es aplicado el gradiente
(usualmente en unidades de gauss por centímetro, G/cm) y t es la duración del gradiente Si ahora
se considera el desfasamiento de una coherencia específica y el caso en el cual la forma del pulso
de gradientes sea diferente, la expresión anterior queda de la siguiente forma:

• - V Y B g t [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 utilizarán a lo largo del documento serán rectangulares,

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

4> = sBgt2/>iYi [29]

2 9.1 Selección de la coherencia por medio de gradientes,,

Supongamos que dentro de una secuencia de pulsos se aplican dos gradientes de pulsos

90

1

n
2
1
0
-1
-2

Figura 20 Selección de una coherencia de +2 a -1 mediante la aplicación de gradientes de pulsos La representación gráfica por
debajo de tos pulsos aplicados se conoce como camino de transferencia de coherencia y especifica el tipo de magnetización o
coherencia que está presente durante cada intervalo de la secuencia de pulsos Cabe señalar que la representación es el camino ideal
que se espera se lleve a cabo pero no necesariamente es el único que existe

El primer gradiente tiene una dependencia espacial <f>i y el segundo gradiente tiene una
dependencia espacial <f>2 dados por:

La fase total del sistema después del segundo gradiente es <j>i + §2 La selección de una
coherencia en particular se logra garantizando que la fase total del sistema sea igual a cero Por la
tanto,

34



lo cual también se puede expresar de la siguiente forma:

-P2 __ Sj Y1 Bg1 t i

p1 S2 72 Bg2 Í2

Siguiendo el ejemplo mostrado en la figura 20, se necesita seleccionar una coherencia que
vaya de +2 {pi) a -1 (p2) mediante la aplicación de pulsos de gradientes La forma de los pulsos es
la misma en ambos casos, esto quiere decir que si = S2 El gradiente se aplica al mismo tipo de
núcleo, entonces 71 = yi y se considerará que la fuerza o potencia con la que son aplicados ambos
gradientes son iguales, Bgi= B92, Estas consideraciones reducen la ecuación anterior a:

-P2 ti

pi fe

Sustituyendo pi y p2:

1 = t i

Esto implica que:

t2 = 2ti

Haciendo que el segundo pulso de gradiente tenga una duración del doble con respecto a la
duración del primer gradiente, se logrará seleccionar específicamente una coherencia que vaya de
orden +2 a una de orden - 1 , Cuando t2 = 2ti se puede comprobar que (f>i + fa = 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 detección 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:

Los pulsos de gradientes son introducidos en la secuencia de pulsos de tal manera que sólo
las señales de interés sean observadas No hay sustracción de las señales no deseadas, por lo
tanto, el nivel de ruido de ti será mucho menor Esto es muy evidente en espectros en dos
dimensiones donde por una mala sustracción de señales (que es frecuente en procedimientos con
ciclación de fases) se sufre de este artefacto (ruido t1), Se requiere un numero determinado de
repeticiones en el experimento de tal manera que la duración del mismo está en función de la
proporción señal ruido y no por la necesidad de completar un ciclo, La velocidad con respecto a
ciclación de fases es de aproximadamente 5 veces37
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3 0 Justificación,

La espectroscopia en dos dimensiones ha demostrado que es uno de los desarrollos más
importantes en la RMN de alta resolución Sin embargo, para moléculas mucho más complejas, aún
aumentando la resolución en espectros bidimensionales, estos experimentos se vuelven
insuficientes para lograr una asignación total, Por esta razón, se deben buscar alternativas que den
solución a estas limitantes Una de ellas, es incrementar el número dimensional de frecuencias en el
espectro

Este trabajo 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 sobreposición de señales se vuelve un problema
para lograr la determinación estructural,

36



40 Objetivo

Implementar una secuencia de pulsos en tres dimensiones que tenga información sobre
interacciones carbonc-protón-protón Para ello se establecen los siguientes objetivos particulares:

a) Establecer la secuencia de pulsos que permita obtener la información deseada

b) Realizar el análisis de esta secuencia mediante el modelo de producto de operadores,

c) Implementar la secuencia en el equipo de resonancia magnética nuclear

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

e) Comparar los espectros obtenidos por el uso de ciclación de fases y por el uso de
gradientes de pulsos
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5,0 Resultados y Discusión.,

5 1 . Desarrollo teórico.

5,1.1 Planteamiento de la secuencia de pulsos,

Los principios y fundamentos de la RMN en 2D son extendidos a experimentos de mayor
dimensión; los cuales son construidos por la combinación de experimentos bidimensionales Dos
experimentos bidimensionales combinados generan un experimento en 3D el cual puede tener
transferencias de magnetización debidas a acoplamientos dipolares y escalares en la misma
secuencia203841 La construcción de un experimento en 3D se muestra en la figura 21

Preparación Evolución t mezclado Adquisición 2D

2D Preparación Evolución t, mezclado Adquisición

combinación

Preparación
ti

Evolución t mezclado
t2

Evolución t mezclado
ts

Adquisición

Figura 21 Construcción de un experimento en tres dimensiones La combinación 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 lleva
a cabo el intercambio de información que se desea para cada dimensión

En los experimentos en 3D, la señal se registra de forma convencional durante el tiempo de
adquisición, b, como una función de los tiempos de evolución variables ti y fe Estos tiempos
variables se incrementan de forma independiente y así 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, F2 y F3 El espectro se puede representar como un cubo, pero se prefiere hacer el análisis
tomando planos bidimensionales del cubo tridimensional, tal y como se muestra en la figura 22
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" -̂*.
o

Figura 22 Representación de un espectro en 3D y la obtención de planos en 2D a partir del cubo Es común mostrar los planos en dos
dimensiones extraídos del cubo en tres dimensiones
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Ya que sería un poco más explícito generar un espectro con interacciones carbono-protón-
protón, se partirá de dos secuencias de pulsos en 2D de las cuales una genera interacciones
carbono-protón y la otra interacciones protón-protón,

A
0

13C

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

90° 90° 90° 180°

1H

180° 90° 90° 180°

13/

HSQC COSY

Figura 23 Secuencia de pulsos en 3D que genera una correlación "C-^f-PH. El experimento HSQC proporciona la información
debida a la correlación 'H-13C, mientras que el COSY proporciona la información de !a interacción 'H-1H

Como antecedentes a esta secuencia de pulsos se tiene el HMQC-COSY42-43 donde se demuestra el
uso de la técnica en 3D para la solución de espectros con señales 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 Análisis de la secuencia de pulsos por producto de operadores

En la secuencia propuesta el primer experimento que conforma la secuencia es el HSQC,
por lo tanto, para fines de simplificación y obtener el diagrama de árbol más simple se tomará el
resultado obtenido por producto de operadores del HSQC, antes del tiempo de adquisición
(expresión [25]) que es el mismo resultado que se espera para esta secuencia hasta antes del
tiempo fe y se comenzará el análisis, justo ai inicio del tiempo fe para esta nueva secuencia El
resultado obtenido es:

l1x cos(Q2t,)

39



Hasta este momento (antes del tiempo ts en la secuencia de la figura 23) la secuencia ha
generado una magnetización de protón que contiene información del desplazamiento del 13C al cuaí
está unido A partir de este punto se considerará la evolución de esta magnetización con respecto al
acoplamiento y desplazamiento químico en t2 y fe, pero sólo del 1H, puesto que partir de fe no existen
magnetizaciones que estén relacionadas con el núcleo de carbono El ultimo pulso de 90° producirá
ía transferencia de polarización entre los protones y con ello fa información debida a la interacción
tl-MH Los espines involucrados en la secuencia de pulsos son 1H, 13C y 1H a los cuales se
denominarán espín 1, 2 y 3 respectivamente,, Los espines 1 y 2, sólo interactúan en el primer bloque
de la secuencia (que es la que corresponde al experimento HSQC), posteriormente, en el segundo
bloque de la secuencia (experimento COSY) sólo interactúan los espines 1 y 3 En el bloque COSY
ya no se ve afectado el espín 2, puesto que no se aplican más pulsos sobre el mismo y se elimina el
acoplamiento 1 con 2 manteniendo encendido el desacoplador, Como ya se sabe, el resultado de la
interacción del espín 1 con 2 es l1x cos(02t,), por lo tanto, el diagrama de árbol mostrado a
continuación se basa solamente en ei comportamiento del espín 1 con 3, llevando consigo la
información obtenida de la interacción del espín 1 con 2, El diagrama de árbol se muestra a
continuación

lixCos(Q2ti)

Desplazamiento químico

Acoplamiento químico

TC/2 Uy

Pulso de 90°

il/2 l3y

Pulso de 90°

Desplazamiento químico

Desplazamiento químico

Acopiamiento químico
I

1x'3z

1x'3z

-211x'3x

No observable
Ver análisis COSY
Sección 2 7 2

1x 2l , y l 3 z 2 l i x l 3 z - 2 l 1 z i 3 y |3x 2l i zÍ3x *3y

Expresando los términos observables en su forma completa:

l1y eos ( Q ^ ) eos {Q¿2) eos (TUJ y sen ( Q ^ ) eos (TCJ t3)

l3 eos (í^t,) eos ( í ^ y sen (TCJ y sen (Q3t3) sen (rcJ t3)

l1x eos (Qjti) eos (C^y eos (7rJ y eos ( í ^ y eos (TTJ t3)

[30]

[31]
[32]
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l3x eos (Qjti) eos ( í ^ y sen (nJ t2) eos (Q3t3) sen (TCJ t3) [33]

De lo anterior podemos mencionar lo siguiente: cualquier protón detectado en el tiempo de
adquisición tendrá una correlación con el desplazamiento químico del carbono al cual se encuentra
unido, puesto que todos tienen la función eos ( H ^ ) . Habrá protones que están modulados por su
propio desplazamiento químico, [30] y [32], tanto en t2 como en t3 (estos corresponden a las señales
sobre la diagonal en un experimento COSY) y habrá protones que mostrarán señales en su
desplazamiento químico y además en el desplazamiento del protón al cual se encuentran acoplados
Ejemplos de ellos se muestran en las relaciones [31] y [33], ya que estos protones están modulados
por su desplazamiento en fe y por el desplazamiento del protón vecino en h Al realizar la
transformada de Fourier de [31] y [33] sobre t3 el espín 3 (protón) va a generar una señal ubicada en
su propio desplazamiento químico en la dimensión F3; la transformación en fe, va a generar otra
señal en la dimensión F2, pero ahora en el desplazamiento del espín 1 (protón al cual se encuentra
acoplado) Por ultimo cuando se transforme ti va a aparecer en F1 la señal del espín 3 en el
desplazamiento químico del espín 2 (carbono al cual se encuentra unido)

El análisis por producto de operadores demuestra que la secuencia de pulsos propuesta
produce la información que se desea, interacciones carbono-protón-protón

51,3 Optimización de la secuencia de pulsos,

Hasta el momento se ha considerado que los pulsos aplicados generan específicamente la
información que se desea obtener Sin embargo, un pulso de radiofrecuencia causa una amplia
gama de coherencias Una coherencia se puede visualizar como una magnetización transversal
debida a transiciones simples y ésta es transferida a uno o más diferentes órdenes de coherencia,
provocando con elfo que se manifieste una diversidad de señales (entre ellas las de interés) que
generalmente son interferencias

Las señales que nos interesan siguen un camino de coherencia específico hasta el receptor
y este camino se representa en un diagrama de niveles de coherencia Cualquier otra señal que
llegue al receptor por una ruta diferente se denomina artefacto o señal de interferencia18

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

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

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

5 1 3 1 Ciclación de Fase del experimento HSQC

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

V1

90° 180°

V4 Vi

90° 180° Vb

V1 V3 V5 V1
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-X

3

X

-y
X
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X
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X

Figura 24 Ciclación de fases de la secuencia de pulsos HSQC Con esta delación se eliminan los principales artefactos presentes en
el HSQC, señales debidas a 1H-12C y sólo prevalecen las señales 'H-13C

Esta secuencia cuenta con una cicíación de fases de 16 pasos,, En la tabla de la figura 24 se
muestra la fase de cada pulso y del receptor para cada ciclo El análisis del HSQC que se realizó
anteriormente correspondió al primer ciclo y ese mismo procedimiento se tendría que hacer para
cada ciclo, es decir, 15 veces más 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 análisis de esta
secuencia de pulsos con su respectiva cicíación de fases se realizó mediante un programa
implementado en Mathematica (software de programación) llamado POMA (product operator
formalism in Mathematica),44 el cual proporciona resultados acerca del comportamiento de espines
débilmente acoplados bajo la influencia de pulsos selectivos, no selectivos, cicíación de fase y
precesión en los tiempos de evolución, Cabe señalar que el manejo de las secuencias de pulsos
mediante el diagrama de árbol permite visualizar y comprender mejor el programa POMA

A continuación se muestra el formato utilizado para el análisis de la secuencia de pulsos
HSQC así como el resultado final utilizando el programa POMA:

ln:=
spin[1,z]//

pulsepo.íx.x.x.x.x.x.x.x.x.x.x.x.x.x.x.xj.fi}]//

pulse[180l{xlxlxIx,xlxIx,x,xlxlxlxIx,xIxlx}l{1}]//
pulseEISO.jx.x.x.x.x.x.x.x.x.x.x.x.x.x.x.x},̂ }]//

puisepo.íy.y-y.-y.y.y-y-y.y.y-y-y.y.y-y-y}^}]//
pulse[901{x)-x,x,-x1x,-x,x,-x,xí-xIx1-x,x1-xIx,-x}I{2}]//

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

42



pulseEGO.Íx.x.x.x-x.-x.-x.-x.x.x.x.x.-x.-x.-x.-xHI}]//
pulse[90I{x(x1xIx,x,x(x,x,-x,-x1-x-x,-x,-x,-x,-x},{2}]//

puísefiSO^x.x.x.x^x.x.x.x.x.x.x.x.x.x.x},^}]//

receiverKx.-x-x.x.-x.x.x-x.-x.x^-x.x.-x-x.x}]//
observable[{1,2}]

Out:= hx cos(Ü2ti)

El resultado es el mismo que se encontró en el análisis mediante diagrama de árbol, En este
caso está considerada la delación de fase completa del HSQC, la cual elimina las señales de protón
unidas a 12C que son los principales artefactos en este experimento,

Sin embargo, en la secuencia HSQC-COSY, el HSQC termina justo antes de que inicie el
tiempo t2, por lo que necesitamos conocer cuáles son los términos generados hasta antes de Í2 y
para ello basta eliminar la dos ultimas líneas en el programa de POMA Se generan 16 términos
idénticos, que difieren en el signo:

+ l1x eos (Q^) - l1x eos (Qz^)

- l1x eos (Q^) + l1x eos (Q^)

- l1x eos (Q^) + l1x eos (Q^)

+ ílx eos (O^) - l1x eos (Q2y

- l1x eos ( í ^ y + i1x eos (Q^)

+ l1x eos (Q^) - l1x eos {Q2ti)

+ l1x eos (Q^) - l1x eos (Q^)

- l1x eos ( f i ^ ) +1^003(0^)

Af estar definida la fase del receptor por V6 (figura 24) permite que se sumen cada una de
las señales y obtener una señal en modo de absorción, Pero fa secuencia propuesta en tres
dimensiones, no acaba en este punto, así que por conveniencia se modificará la ciclación de fases
de tal manera que los términos generados tengan el signo alternado Esto se consigue
intercambiando la fase del receptor (V6) por la fase del primer pulso de 90° en C-13 (V3) Al
introducir este cambio de fase al programa POMA los términos generados son:

+ l1x eos (Clzi¡) + l1x eos ( Q ^ )

- l1x eos (O^) - l1x eos {Q2\:)

+ l1x eos {Q^) + l1x eos (Ogt,)

- l 1 x cosíO,^) - l ^ c o s í f í ^ )

+ l1x eos (Qz[¡) + l1x eos (Q^)
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- l 1 x COS

+ I1x cos i1xcos{Q2t1)

- l1x cos

Hasta este punto hemos obtenido los términos que genera ef HSQC en ía secuencia HSQC-
COSY, posteriormente sigue un tiempo variable Í2 y un último pulso de 90° que en conjunto
conforman la secuencia de pulsos COSY

51,32 Ciclación de Fase del experimento COSY,

El análisis del experimento COSY mediante POMA se muestra a continuación

90° 9 0

tiH

v2

Ciclos
Fase

v2
v3

1

X

X

X

2

X

y
-X

3

X

-X

X

4

X

y
-X

5

y
y
y

6

y
-X

-y

7

y
-y
y

8

y
X

-y

9

-X

-X

X

10

-X

-y
-X

11

-X

X

X

12

-X

y
-X

13

-y
-y
-y

14

-y
X

y

15

-y
y
-y

16

-y
X

y
Figura 25, Ciclación de fases de la secuencia de pulsos COSY Con esta ciclación se eliminan los artefactos debidos a los procesos
de relajación presentes en el COSY

Esta secuencia también cuenta con una ciclación de 16 pasos

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

fn:=

spin[1,z]//
pu!se[901{x)x1x,xIy,y)y,y,-xJ"X-x,-x,~y-y)-y,-y}]//

pulse[90,{xly!-x-y,yI-x-y)x-xJ-ylxIy-y,xly-x}){1}]//
pu[se[90){x,y,-x-y,y-x1-y1x,-x,-y,x,y-y1x,y,-x},{2}]//

delay[t2,{{1,2}}]//
receiver[{x-x1x-x,y-y,yJ-y-x,x,-x,x,-y)y-y,y}]//
observable[{1,2}]//Simp!ify//sort

Out:=

1/2 sen

1/2 COS

1/2 sen

- Qife) cos(7cJi,2 ti) cos(7tJi^ fe) hx

- Qife) COS(7üJi 2 ti) COS(7rJi 2 fe) hy

- Ü2fe) sen(7cJi,2 ti) sen(7tJi,2 fe) hx
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1/2 eos (Q i t i - Q2fe) sen(7tJi 2 t i) senfaJí 212) hy

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

^ Ú

7 M eos

Figura 26 Eliminación de artefactos en el experimento COSY. La repetición de dos ciclos con cambio de fase en el último pulso de 90°
elimina picos axiales los cuales son los principales artefactos en este experimento

El primer pulso sobre el eje x en el COSY produce una magnetización transversal En el
tiempo ti la magnetización comienza a precesar generando componentes en plano xy y al mismo
tiempo se comienza a regenerar una magnetización sobre el eje z debido al relajamiento transversal
deí espín, Eí ultimo pulso rota 90° los vectores generados en el plano xy, los cuales contienen la
información deseada y, al mismo tiempo, genera una magnetización sobre el eje y, resultado de la
componente que se encontraba en el eje z, Este ultimo componente no posee información de
interés, es una señal producida por fenómenos de relajación que se volvió observable por ta
aplicación del último pulso Estas señales se conocen como picos axiales dentro del espectro, Para
eliminar esta señal, basta con cambiar la fase del último pulso, ahora aplicándolo sobre el eje - x Se
repite nuevamente la secuencia, pero ahora eí último pulso de 90° rota la magnetización en z hacia
eí e/e -y, Cuando se sumen los resultados obtenidos, la señales axiales se eliminarán ya que en el
primer ciclo se tiene una componente sobre el eje y y en el segundo ciclo una componente sobre el
eje -y Las señales que no interesan se cancelan mientras que las que contienen la información
deseada se suman

5.1 3 3 Ciclación de Fase del experimento HSQC-COSY

Si en la secuencia HSQC-COSY se establece la ciclación de fase del HSQC se tiene hasta
antes del tiempo fe 16 términos alineados sobre eí eje x con signo positivo y negativo de forma
alternada Esto implica que la fase del receptor debe estar sobre el eje x y tener como fase +x, -x,
+x, ~x, etc 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 teniendo
en el último pulso de 90° la siguiente fase: x, y, -x, -y, con una fase de receptor: x, -x, x, -x La
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demostración de la cancelación de los picos axiales se aprecia de mejor manera apoyados en el
modelo vectorial Supongamos que tenemos la magnetización en z justo antes de! ultimo pulso de
90°, recuérdese que esta magnetización es la que genera los artefactos en el COSY, Aplicando a
esta magnetización el pulso de 90° en x, y, -x, -/., con el receptor en: x, -x, x, -x, tenemos:

Pulso:

© -x

Señal:

Figura 27 Eliminación de artefactos por cambios en la fase del pulso y del receptor. Si la magnetización y el receptor tienen la misma
fase generan una señal de absorción, mientras que si alguna de ellas se encuentra desplazada 90° se tiene una señal en dispersión
La suma de estos 4 eventos elimina la señal

Las señales debidas a la magnetización en z se cancelan cuando se detectan 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 la secuencia queda establecida de la siguiente manera:

90 180 90 180 90 180

I 1
90

Vi Vi V2

180 90

Vi V4 Vi

90 180

u

V7

V3

HSQC
V1

COSY

Vi = X, X, X, X, X, X, X, X, X, X, X, X, X, X, X, X

V2 = y,y,-y,-y, y,y,-y,-y. y,y,-y.-y. y,y,-yry
V3 = X.-X.-X, X, -X.X.X.-X, -X,X, X.-X, X,-X,-X, X

V4 *** At X, X| X| •*XJ*"X|™X|"Aj A^ Xj X| X| **A(**Áj"A|"A

V5 = X, X, X, X X, X, X, X, -X.-X.-X.-X, -X,-X,-X,-X

v$ = x, yrx,-y, x, y,-x,-y, x, y.-x.-y, x, y,-x,-y
V7 = X,-X, X,-X, X,-X, X,-X, X,-X, X,-X, X.-X, X,-X

Figura 28 Cíclación de fase de la secuencia HSQC-COSY
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La secuencia se implemento en un equipo de 11 74 Teslas, Varían Unity Plus, detección
indirecta con la capacidad de observar 3 núcleos Los espectros obtenidos se muestran a
continuación:

*'y+z . •x -&¿ ' .

V :-íS • ífO

Figura 29 Espectros tridimensionales obtenidos a partir de ía secuencia propuesta Ambos espectros se obtuvieron con la misma
secuencia de pulsos cambiando solamente los tiempos variables t1 (mientras que todo el tiempo 12=1) para obtener el HSQC y t2
{haciendo que todo el tiempo t1~1) para obtener el espectro COSY Del lado izquierdo se muestra el espectro COSY y del lado
derecho el espectro HSQC. La muestra utilizada fue el mental, (1a 2p 5a)-5-MetÍI-2~{1-metiletil)cicloriexanol

Con la misma secuencia de pulsos se obtienen dos espectros diferentes, correlaciones
homonucleares (experimento COSY) y correfaciones heteronucleares (experimento HSQC) variando
exclusivamente los tiempos t2 y ti respectivamente dentro de la secuencia de pulsos Esto significa
que la manipulación de los espines del sistema se está 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 más de 90° al HSQC se siguen
observando correlaciones heteronucleares,

Sin embargo, en ambos espectros se observan artefactos, Esto quiere decir que, la ciclación
de fase propuesta, aún no permite eliminar las señales espurias Se requiere incrementar la delación
de fase El uso de este método para ía eliminación de artefactos hace que eí tiempo total del
experimento esté determinado por la necesidad de completar un ciclo de fases Esto se vuelve un
problema en experimentos bídimensionales, en donde se requieren varios incrementos y más aun en
un experimento en 3D, Por lo tanto, el siguiente paso a considerar para la cancelación de estas
señales es el uso de gradientes de pulsos,

5 1 3 4 Uso de gradientes en el experimento HSQC-COSY

La introducción de gradientes de pulsos en las secuencias ha permitido optimizar la
detección,4549 eliminar problemas como ruido debido a t i 4 W 1 mejorar la supresión del disolvente y
eliminar artefactos espectrales, además de facilitar la observación de interacciones débiles a varios
enlaces de distancia52 Los principales artefactos presentes en el experimento HSQC-COSY son los
debidos a los protones unidos a carbono-12 y los picos axiales debidos a la relajación de la
magnetización, por lo que la posición de ios pulsos de gradientes dentro de la secuencia de pulsos
debe garantizar la eliminación de estas señales (figura 30)

47



iH 90 m 90 180 90 180 90 tj

u C 180 90 180 90 180 t = 1/{4J)

9 _

Figura 30 Aplicación de gradientes a la secuencia HSQC-COSY El primer gradiente desfasa fa magnetización de 1H-"C mientras
que el segundo la reeníoca; el tercer gradiente desfasa la magnetización 'H-I3C-1H y el último gradiente la reenfoca

Para lograr la eliminación de las señales 1H-12C, se aplica el primer gradiente cuando la
magnetización transversal se encuentre sobre ef núcleo de carbono-13 (el gradiente sólo afecta a
magnetizaciones transversales y no a las longitudinales) y esto ocurre justo cuando finaliza el tiempo
ti donde las magnetizaciones presentes son 2ltzÍ2x y -2lizl2y (ver sección 2 7,3) En ambos términos
la magnetización de protón (espín 1) se encuentra alineada sobre el eje z por lo que el gradiente no
afecta a este núcleo pero sí tendrá efecto sobre la magnetización de carbono-13, ya que se
encuentra a lo largo del eje x y del eje y Esto provoca un desfasamiento selectivo de ia señal 1 H -
13C A esta magnetización desfasada se le continúan aplicando los pulsos de radiofrecuencia, como
se muestra en la figura 30, y el segundo pulso de gradiente se encarga de reenfocar a esta
magnetización En el instante del reenfoque la información del carbono-13, que se desfasó con el
primer pulso, está contenida en el núcleo de protón, es decir, en el punto de reenfoque se tiene el
término hx (sección 2 7 3)

Si existiera en este punto una magnetización debida a 1H-12C sobre el plano xy, el segundo
gradiente la desfasaría mientras que reenfocaría la debida a 1H-13C, Con esto se logra eliminar la
señal de 1H-12C Cabe señalar que se añade un tiempo de espera y un pulso de 180° extra sobre
carbono-13 para eliminar errores de fase (se reenfoca la evolución del acoplamiento y
desplazamiento químico durante la acción del gradiente) que se puedan presentar durante la
aplicación del primer gradiente,

Al iniciar el tiempo \z se tiene una magnetización sobre el e/e x (ver sección 5,12), la cual
evoluciona en este tiempo Al aplicar el tercer gradiente desfasa nuevamente a esta magnetización,
y el componente generado en z debido a procesos de relajación (sección 5 1,3 2) queda inalterado
La secuencia continúa y el último gradiente reenfoca la magnetización mientras que el pico axial
generado por el ultimo pulso de 90° se desfasa Con ello, se eliminan los artefactos debidos a los
picos axiales,

Una vez ubicados los gradientes dentro de la secuencia de pulsos se debe determinar la
fuerza y duración del gradiente Para ello es necesario conocer las 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 magnetización para cada
pulso aplicado

Para los dos primeros gradientes se tiene:

<j>2 = S2p2 Y2B 9

y se debe garantizar que la fase del sistema sea cero ai final, es decir:

la magnetización de carbono-13 se desfasa con el primer gradiente, pero el reenfoque se hace
sobre la magnetización de protón, Por lo tanto:

Y13C S1 p\ Bg1 t i = - Y1H S2 P2 Bg2 Í2

-p2 _ Si yi3c Bg i t i

P1 S2Y1H Bg2Í2

Considerando que, el gradiente de campo es de 20 gauss/cm y que la forma del pulso es
rectangular para ambos gradientes, se tiene que Bgi = Bg2 y si = S2

Cuando se aplica el primer gradiente la coherencia de carbono está en +1 y al aplicar el
segundo gradiente la coherencia de protón se encuentra en - 1 , por lo tanto la coherencia va de +1 a
-1 (figura 31), es decir, p2 = -1 y pi = +1

-P2
P1

1

ti yi3c
feyiH

t i Y13C

1 Í2Y1H

Esto implica que

Y13C
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Por lo tanto:

ti = 4t2 ó t2 = l/4ti

Los dos últimos gradientes sólo afectan a la magnetización de protón 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

Bg2

Bg2 = "Bg1

Una vez establecida la posición, fuerza y duración de los pulsos de gradientes, se
implementa esta secuencia ai equipo de RMN para obtener los espectros correspondientes

5 1 3 5 Espectros obtenidos

La muestra antes mencionada se utilizó para probar el funcionamiento de la secuencia
propuesta Con la secuencia de la figura 31 se obtuvieron los experimentos bidimensionales HSQC y
COSY variando ios tiempos ti y fe (figura 32),

a} b)

Figura 32., Espectros bidimensionales obtenidos con la inclusión de pulsos de gradientes en la secuencia propuesta. La figura 32a
muestra el espectro COSY (no simetrizado) y la figura 32b el espectro HSQC Los experimentos se realizaron en equipo Varían Unity
Plus 500 que opera a una frecuencia de resonancia para protón de 499 894 MHz con una sonda de detección indirecta de 5 mm y
equipado con bobinas adicionales para gradientes a lo largo del eje z El pulso de 90° para protón fue 7.5 ns Los tiempos de espera x
fueron 1 7 ms que corresponde a 1/(4J} Cada espectro fue registrado con una ventana espectral de 33231 Hz y 10600 Hz para *H y
13C respectivamente Se realizaron 4 "scans" o repeticiones utilizando 1024 puntos para los datos colectados en las tres dimensiones
El número de incrementos fue de 64 en F1 y de uno en F2 para obtener el espectro HSQC Para el 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 eliminación de
artefactos por la utilización de gradientes de pulsos Es notable la diferencia de los espectros entre
los métodos empleados para ¡a eliminación de artefactos Los gradientes permitieron obtener de
forma selectiva las señales de interés; además, se requiere menos tiempo que el invertido por el
método de delación de fases Nuevamente se está obteniendo un espectro heteronuclear, HSQC, y
uno homonudear, 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 logró obtener un
espectro HSQC que proporciona información acerca de la correlación carbono-protón a uno y dos
enlaces de distancia (figura 33)

: C1H6 * ,

• ••; ? -3¡-"<3HS w i f ó ^ ¿
, C 1 H-2 C,.2H..2

C-1 H-6 0,QHS

C-6 H-1

(M H-) C2 Hri

Figura 33 Experimentos HSQC con correlación a uno y dos enlaces de distancia

Esta interacción se presenta solamente entre carbonos protonados Debido a esta
característica no es posible observar las correlaciones de protones con carbonos cuaternarios, lo
cual conduce a filtrar interacciones protón-carbono a tres enlaces de distancia, obteniendo de esta
manera un experimento diferente al HMBC Hasta el momento no se conoce de algún experimento
bidimensional heteronuclear que pueda correlacionar exclusivamente interacciones a uno y dos
enlaces de distancia entre especies protonadas, lo cual hace de este experimento un desarrollo
novedoso obtenido a partir de la secuencia de pulsos propuesta

En la figura 33 se muestran algunas de las correlaciones que presentan las señales del
mentol El carbono-1 correlaciona con su protón, H-1, al cual está unido y además correlaciona con
los protones H-2, H-6 y H-6' vecinos a dos enlaces de distancia El carbono-2 correlaciona con el
protón al que se encuentra unido y también con el protón~1 que está a dos enlaces de distancia
Hay señales que no se distinguen con claridad por ser interacciones más débiles, pero que a nivel
del ruido es posible observar La opción para resolver este problema es repetir el experimento con
más tiempo para disminuir el ruido y poder observar las interacciones débiles con mayor definición,

Posteriormente, se realizó el procesamiento del experimento en tres dimensiones Los
espectros obtenidos del procesamiento son píanos bidimensionales homonucleares (Figura 22) de
un carbono específico de la molécula Antes de presentar los planos obtenidos del experimento en
30 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),

FALLA DE ORIGEN
51



3 .. A 3 . 2 3 . 0 2 , S a . 6 2 . 4 2 .. 2 2 ' , . 0 1 .. S 1 . 6 X A X „ 2 1 . 0 O . S O .

Figura 34.. Espectro COSY del mentol, obtenido con la secuencia clásica para este experimento

F3
(opm)

OH

C H 3 T T C H 3

Posicionado en C-1 con 8 = 71,06 ppm

,. O 3 .. S 1 5 1 .0

Figura 35a Planos tridimensionales obtenidos a partir de la secuencia de pulsos en 3D Se obtiene un experimento COSY para los
protones sobre los carbonos seleccionados que están presentes en la molécula
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•Ha

C H 3 T

Posicionado en C-2 con S = 49.82 ppm

A

c)

—5SSS

F 3

;H3

OH
JL

C H 3 T T C H 3

PoskáonatJo en C-6 con 8 = 44,85 ppm

Á. A

Figura 35b, 35c, Planos tridimensionales obtenidos a partir de la secuencia de pulsos en 3D Se obtiene un experimento COSY para
los protones sobre los carbonos seleccionados que están presentes en la molécula
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C H 3 1
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F3
C ppmjj

H3

.A

C H 3 1

Posicionado en OS con 8 = 3151 ppm

Figura 36d, 35e Planos bidimensionales obtenidos a partir de la secuencia de pulsos en 3D Se obtiene un experimento COSY para
los protones sobre los carbonos seleccionados que están presentes en la molécula

54



M

C H 3
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F 2 f ppn* "I

H3

C H s
Posictonado en C-3 cwi S = 22,89 ppm

Al)

3 . S 3 , 0

Figura 35f, 35g. Planos bidimensionales obtenidos a partir de la secuencia de pulsos en 3D Se obtiene un experimento COSY para
los protones sobre los carbonos seleccionados que están presentes en la molécula
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Figura 35h, 35¡, Pianos tridimensionales obtenidos a partir de la secuencia de pulsos en 30. Se obtiene un experimento COSY para
los protones sobre los carbonos seleccionados que están presentes en la molécula
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F3
C ppm}

- J

J z •• ° ' C H 3 i TC H 3

Posicionado en C-8 con 5 = 15,80 ppm

Figura 35j Planos bidimensionaíes obtenidos a partir de !a secuencia de pulsos en 3D Se obtiene un experimento COSY para ios
protones sobre los carbonos seleccionados que están presentes en la molécula.
Los experimentos se realizaron en equipo Vanan Unity Plus que opera a una frecuencia de resonancia para protón de 499,894 MHz
con una sonda de detección indirecta de 5 mm y equipado con bobinas adicionales para gradientes a lo largo del eje z, El pulso de 90°
para protón fue de 7 75 *ts, Los tiempo de espera T fueron 17 ms que corresponde a 1/(4J). Cada espectro fue registrado con una
ventana espectral de 3323,1 Hz y 10600 Hz para *H y 13C respectivamente Se realizaron 8 "scans" o repeticiones utilizando 512
puntos para los datos colectados en las tres dimensiones El número de incrementos fue de 64 tanto para la primera como para la
segunda dimensión

Como se observa en la figuras 35a-j, la secuencia de pulsos propuesta ha permitido generar
un experimento COSY 1H-1H 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
protón que está unido a dicho carbono Para observar cada plano sólo se necesita elegir el carbono
de interés La dimensión en F2 y F3 muestran la correlación homonuclear mientras que en F1 y F3
se conserva la información heteronuclear

Esto indica que tras aplicar esta secuencia de pulsos, la información que va a generar sobre
el espectro es una correlación 13C-1H-1H; se consiguió obtener la información que se había
planteado mediante el modelo de producto de operadores (ecuaciones [30]-[33]),.

Cuando se elige una señal de los carbonos generados en F1, es posible observar la
interacción de los protones en F2 y F3, y es precisamente este modo de presentación el que ofrece
mayor información estructural, ya que sobre F1 se están dispersando las señales presentes en F2 y
F3,

En la figura 35a se eligió a! carbono asignado como C1 y se muestra solamente el espectro
COSY del protón de C1 Las señales observadas son las debidas a H1 y sus respectivas
interacciones con H2, H6 y H6' Se han filtrado todas las interacciones debidas a los demás protones
(figura 34) y sólo se manifiestan de forma selectiva las interacciones de H1 cuando se elige el piano
del carbono C l , Lo mismo ocurre cuando se escoge el plano de carbono C2 (figura 35b) en F1, se
filtran todas las señales y sólo se observa la interacción de H2 con H1, H3, H3' y H7
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Para el caso de la figura 35c, en el cual el COSY que se muestra es el de los protones de
C6, se tiene un CH2 cuyos protones no son equivalentes, por lo que en el espectro se ven las
señales de H6 y H61 Pero el desplazamiento de la señal de H6' cae precisamente en
desplazamientos cercanos a H31 H10 y H9 esto hace que se sobrepongan las señales en la misma
zona (figura 34), Sin embargo, cuando se hace la dispersión de estas señales en F1 posicionados en
C6 se filtran todas las señales que no están acopladas al protón de C6 y sólo se observan
exclusivamente las de H6 y H61 De esta forma podemos asignar en forma correcta la señal que
corresponde a H6' aunque ésta se encuentre en una zona de señales sobrepuestas

Cuando se selecciona el plano que genera el carbono-4 (C-4) se observa el espectro de la
figura 35d, Este espectro muestra las señales de cada uno de los protones {H4 y H41) que están
unidos a C-4 y los acoplamientos de H4' con H4, H3, H31 y H5 así como los de H4 con H4\ H3, H3' y
H6 El espectro de la figura 35e que corresponde al plano del carbono-5 (C-5) se observa la señal
generada por H5 y sus respectivos acoplamientos con H4', H10, H6', H4 y H6

El espectro 35f muestra el plano del carbono-7 (C-7) en donde se observa la señal que
genera H7 y sus acoplamientos con H2, H9 y H8 Nuevamente, se pueden apreciar las señales con
las cuales se acopla H7 aunque éstas se encuentren en una zona donde las señales 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, H4f, 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 sólo muestra la señal debida
a H-10 y su acoplamiento con H5 El espectro 35i y 35j muestran los planos de C-9 y C-8
respectivamente, los cuales presentan la señal de H-9 y H-8 en cada especio y su respectiva
interacción con H-7,

Los resultados de la secuencia de pulsos demuestran que es posible asignar señales de un
determinado sistema aunque éstas se encuentren en una zona de sobreposición y es precisamente,
para sistemas más complejos en donde existe este problema en las señales que la secuencia de
pulsos propuesta tiene su aplicación La dispersión de las señales sobre carbono-13, filtrará señales
que permitan una asignación adecuada

Una de las interacciones que no se alcanza a observar en la figura 35c debida a H61 con H5
es por que la intensidad de la señal de H5 se encuentra a nivel de ruido Esto se puede resolver
dando un mayor numero de transientes y mejorando la resolución en F2 dando más incrementos
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6 0 Conclusiones

Se logró implementar la secuencia de pulsos HSQC-COSY en tres dimensiones,

La secuencia de pulsos propuesta cancela las señales 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 13C-if-MH

La secuencia de pulsos produce un experimento HSQC que correlaciona interacciones
protón-carbono a uno y dos enlaces de distancia en dos dimensiones,

Los pulsos de RMN además de ser un eficiente camino para obtener un espectro son los
que permiten manipular el sistema de espín para extraer la mayor información posible

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

La utilización de gradientes de campo es una metodología fundamental para lograr eliminar
los artefactos presentes en el espectro y seleccionar las coherencias de interés,

:"SIA TESIS NO SAL*
DE LA BIBLIOTECA
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7.0 Anexo

71 Parámetros experimentales de RMN54.,

7.1.1 Generalidades,

Núcleos estudiados:
Instrumento:
Sonda:

Campo magnético:
Secuencia de pulsos:
Referencia interna:
Muestra:

Temperatura:

H 13c
Vahan Unity Plus
Detección indirecta con un diámetro de 5 mm con
la capacidad de observar 3 núcleos
11 74 Teslas
HSQC-COSY (figura 31)
Tetrametil silano
50 mg de mentol disueltos en 0 7 mi de CDCI3
contenido en un tubo de RMN Wilmad de 5 mm
¿.o O

7.1 2 Condiciones cíe ios pulsos de radiofrecuencia

90° 180° 90°y180° 90° 180° 90°1U SU TÍJU- 3Wy

fa

180° 90" 180° 90° 180° T=1/{4J)

gz

Duración del pulso de 90° en H.
Potencia del pulso de 90° en 1H:
Duración del pulso de 90° en 13C:

Forma de 91,92,93 y g*
Duración y potencia de gi:
Duración y potencia de g2:
Duración y potencia de g3:
Duración y potencia de g4:

Fases de los pulsos aplicados:

Duración del tiempo de espera di
Duración de los tiempos de espera x:
Núcleo desacoplado:
Método utilizado para desacoplar:
Potencia del desacopfador:

7,75 \\x
55 dB
15,4 ^

Rectangular
2msa
0,5 ms
0 5ms
0 5ms

20 gauss/cm
a 20 gauss/cm
a 20 gauss/cm
a -20 gauss/cm

Todos los pulsos se aplicaron sobre el
eje x excepto el tercer pulso de 90°
sobre 1H que fue sobre el eje y

1s
1,7ms(1/4J)
13C
Modulación de onda continua (CW),
49 dB
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71,3 Parámetros dimensionales.,

Ventana espectral en F1:
Ventana espectral en F2:
Ventana espectral en F3:

Tiempo de adquisición:
Numero de transientes:
Numero de incrementos en F1:
Numero de incrementos en F2:

Numero de puntos utilizados:
Tiempo de detección total:

7.1.4 Parámetros de Procesamiento.,
Software utilizado:
Estación de trabajo:
Sistema operativo:

10600 Hz
3323 1Hz,
3323,1Hz,

0,154 segundos
8
64
64
1024
13 horas

VNMR versión 6 1
Sun SPARC 4
Solaris 2,5

7,1,41 Procesamiento de un espectro en 2D a partir de datos en 3D
7.1.4,2 Comandos a introducir
Zero-filüng:

fn:
fn1:
fn2:

wft
sb:
wft1dCnr)ówft1d('ni2)

sb1:
sb2:
wft2d('ni1)ówft2d('ni2)
Tiempo de procesamiento:

1024 puntos
1024 puntos
256 puntos

0,077 segundos,

0 006 segundos
0,010 segundos

15 minutos,

7,1,4,2 Procesamiento de un espectro en 3D.
Zero-filüng:

fn:
fnl;
fn2:

addpar(f3d')
Hcoef= 1 0 0 1 '
f2coef= 1 0 0 - r
set3dproc
ft3d (íf1f3>,'f2f3t)
getplane(1f2f31)
dplane(4)
nextpl
prevpi
plplanes(13,13,30,1,3)

Tiempo de procesamiento:

1024 puntos
256 puntos
1024 puntos

40 minutos
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