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Introduccion

1 Introduccion

El objetivo de este manual es describir los componentes basicos de un espectrometro, su
funcionalidad y cémo los trata el software TopSpin para adquirir datos RMN. Deberia servir
para que un usuario con relativamente poca experiencia pudiera realizar una serie de
experimentos basicos de RMN monodimensionales de alta resolucion (1-D High Resolution,
HR). Se seleccion6 como ejemplo el antranilato de mentilo. Se describiran tanto la
observacion del protdon como del carbono desacoplado de proton. Para ayudar al usuario, se
utilizaran conjuntos de parametros estandar suministrados con cada paquete de software
TopSpin. De esta forma se minimiza el tiempo invertido en el propio espectrémetro,
especialmente en el caso de que se estén formando a cantidades relativamente grandes de
estudiantes universitarios. En ese contexto, el procesado puede realizarse facilmente en otro
ordenador utilizando los tutoriales suministrados con la documentacién del espectrometro.

Para poder seguir las instrucciones de este manual, se asume que el usuario cuenta con:
» Conocimientos basicos acerca del paquete de software TopSpin.

» Una(s) sonda(s) capaz/capaces de observar protones y carbono mientras se desacoplan
los protones.

« Conocimientos basicos de cémo utilizar las pestafias y botones de flujo en la ventana de
TopSpin.

Aunque nos hemos esforzado al maximo para proporcionar una descripcion que abarque los
procesos realmente paso a paso, los nuevos usuarios tendran. l6gicamente, alguna pregunta
y puede que necesiten en alguna ocasion la ayuda de un usuario mas experimentado. El
objetivo de este manual es, en la medida de lo posible, permitir a los usuarios trabajar de
forma independiente y adquirir una comprension basica de como utilizar el sistema. Se
espera que el uso de este manual reduzca considerablemente el tiempo necesario para
formar a nuevos usuarios.

1.1 Fuentes de riesgo

La seguridad se tratara de forma mas detallada en el capitulo de seguridad, pero en esta
introduccién merece la pena destacar los peligros potenciales que pueden surgir cuando se
trabaja con un espectrometro de RMN. A pesar de tratarse de un sistema altamente
sofisticado, las situaciones en las que un usuario inexperto puede danar el el equipo son
sorprendentemente pocas, asi que sélo vale la pena mencionar las mas importantes.
Durante el manejo y uso habitual del equipo, las causas mas comunes de dafio son:

» Retirar la muestra del iman estando el tubo interno todavia tapado.
 Insertar una muestra en el iman sin la presencia del colchén de aire de soporte.

» Transmitir potencia de radiofrecuencia (RF) por cables desconectados o sondas mal
ajustadas.

Se recomienda a los nuevos usuarios que se familiaricen con estos peligros potenciales
antes de empezar, y a los encargados del sistema de asegurarse que cada nuevo usuario
comprenda los puntos mencionados.

1.2 Version del software y sintaxis de comandos

Este manual se ha redactado para la version 4.0 de TopSpin. A lo largo de este manual se
esbozaran procedimientos para introducir diversos comandos.
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2 Seguridad

En términos de seguridad, lo que diferencia a los espectrometros de RMN de la mayoria de
los equipos de laboratorio es la presencia de un iman relativamente potente. Cuando se
disefa un laboratorio de RMN, o se entrena al personal que trabajara en él o sus
alrededores, ninguna otra caracteristica tiene mayor relevancia. Si se cumplen los
procedimientos correctos, trabajar en las cercanias de imanes superconductores es
completamente seguro y no se conocen efectos secundarios dafiinos para la salud humana.
Las negligencias, sin embargo, pueden provocar accidentes serios.

El iman es potencialmente peligroso debido a:
» La gran fuerza de atraccion que ejerce sobre los objetos ferromagnéticos.
« El gran contenido de nitrégeno y helio liquido.

2.1 Seguridad magnética

El campo magnético circunda el iman en todas las direcciones. Este campo (conocido como
campo disperso) es invisible, y por lo tanto es importante colocar signos de advertencia en
las ubicaciones adecuadas. Todo objeto constituido por un material ferromagnético, como
hierro, acero, etc. sera atraido hacia el iman. Si un objeto ferromagnético se acerca
demasiado, puede ser atraido repentinamente hacia el iman con una fuerza sorprendente.
Su impacto puede danar al iman, o causar dafo a cualquier persona que se encuentre en el
trazado de su recorrido.

Es importante que las personas que trabajen cerca del iman tengan pleno conocimiento de
las posibles situaciones que entrafian un riesgo.. Es de vital importancia que nunca se
permita a una persona con un marcapasos o un implante metalico acercarse al iman.

Debido a que la fuerza del campo disperso disminuye significativamente al alejarse del iman,
es importante que los usuarios consulten y conozcan las medidas de seguridad de trabajo a
respetar en la proximidades del iman a través de su supervisor.

211 Seguridad criogénica

El iman contiene cantidades relativamente grandes de helio y nitrégeno liquido. Estos
liquidos, llamados criogénicos, tienen la funcién de mantener el nucleo del iman a
temperaturas muy bajas.

Debido a las bajas temperaturas que implica la manipulacion de estos liquidos criogénicos,
siempre deben usarse guantes, camisa de manga larga o bata de laboratorio y gafas de
seguridad. El contacto directo con estos liquidos puede provocar congelacion. El
responsable del sistema debe asegurarse regularmente de que los gases de evaporacion
puedan salir libremente del iman, o sea que sus valvulas que permiten su liberacion no estén
bloqueadas. No intente rellenar el iman con helio o nitrégeno si no ha recibido una formacién
sobre el procedimiento correcto.

El helio y el nitrégeno no son gases téxicos. Sin embargo, los gases evaporados en caso de
quench pueden llenar la sala y desplazar al oxigeno, para evitarlo la sala ha de estar
equipada con la ventilacion adecuada.
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Seguridad

2.2 Seguridad eléctrica

El hardware del espectrémetro no es ni mas ni menos peligroso que cualquier otro hardware
eléctrico o neumatico, y por tanto debe tratarse como tal. No retire ningun panel protector de
las diferentes unidades. Se han instalado para su proteccion y seguridad, sélo el personal
cualificado del servicio debe abrirlos. El panel principal, situado en la parte posterior de la
consola, se puede quitar mediante dos tornillos de liberacion rapida, pero también este
proceso solo debe ser realizado por personal cualificado.

2.3 Seguridad quimica

Los usuarios deben ser plenamente conscientes de cualquier peligro asociado a las
muestras con las que estan trabajando. Los compuestos organicos pueden ser altamente
inflamables, corrosivos, cancerigenos, etc.

2.4 Certificacion CE

Todas las unidades principales del hardware de las consolas AVANCE, asi como las
unidades periféricas como la unidad HPPR, los sistemas de homogeneizacion y la sonda,
cumplen con la CE Declaracion de conformidad. Esto incluye la magnitud de cualquier
radiacion electromagnética de dispersion que pudiera emitirse, asi como los peligros
eléctricos habituales. Tenga en cuenta que, para minimizar las fugas de radiacion
electromagnética, las puertas de las consolas deben estar cerradas y el panel trasero,
instalado.

AVANCE en el manual Sistemas AVANCE: Consideraciones generales sobre seguridad (P/

n Nota: Encontrara informacién adicional sobre seguridad en relaciéon con los sistemas
N Z31836) disponible en el DVD BASH.
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Introduccién a la Teoria y Terminologia

3 Introduccion ala Teoriay
Terminologia

La RMN es una técnica utilizada para analizar la estructura de muchas moléculas quimicas,
sobre todo compuestos organicos. Un compuesto suele constar de atomos de carbono, de
hidrégeno y de oxigeno.

En su forma mas simple, un experimento de RMN consta de tres pasos:

1. Colocacién de la muestra en un campo magnético estatico.

2. Excitacion de los nucleos en la muestra con un pulso de radiofrecuencia.
3. Mida la frecuencia de las sefales emitidas por la muestra.

®
)
©

Figura 3.1: Excitacién y respuesta

1. Pulso de excitacion 2. |Atomo

3. Sefal emitida

A partir de las frecuencias emitidas, los analistas pueden deducir informacion sobre los
enlaces y la disposiciéon de los atomos en la muestra. Los nucleos activos por RMN en la
muestra resuenan a diferentes frecuencias denominadas frecuencias de resonancia. Se
trata de las frecuencias emitidas por los nucleos cuando se excitan mediante el pulso de
radiofrecuencia entrante. El valor de una frecuencia de resonancia depende de dos factores:

1) Tipo de nucleo:

Cada is6topo cuenta con una combinacion determinada de protones y neutrones en su
nucleo. La estructura nuclear determina en gran medida el valor de la frecuencia de
resonancia. Asi, cada is6topo muestra una frecuencia de resonancia basica. Los nucleos
C tendran una frecuencia de resonancia basica diferente de la de 'H, etc. Notese la gran
variacion en las frecuencias de resonancia basicas entre diferentes isotopos tal y como
aparecen en la siguiente tabla:

Nucleo Activos por RMN Frecuencia de Abundancia

resonancia basica | natural [%]
(aprox.) [MHz]

H si 500 99.98

°H si 77 0.015

°H si 533 Trazas (aprox. 1078)

2C no -— 98.89

BC si 126 1.1

5Cl si 49 75.77

S7CI si 41 24.23

Tabla 3.1: Tabla de datos para diversos isétopos (frecuencias correspondientes a un iman de 11,7 T)

H171804S_14_001
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2) Entorno atémico local:

A la frecuencia de resonancia basica se superpone un efecto debido al entorno atémico local
en el que se halla el is6topo. El valor preciso de la frecuencia de resonancia de un ntcleo 'H
en un determinado compuesto dependera de los atomos a los que esté enlazado y de los
que esté rodeado. El nucleo esta rodeado de electrones que pueden verse como cargas
eléctricas en movimiento con campos magnéticos asociados. Estos electrones actian como
una fuente de blindaje magnético para el nucleo. La extension del blindaje dependera del
entorno atémico local en concreto. El tamafo de las variaciones de campo locales tipicas
(que resultaran en una variacion de frecuencia) dependera del isétopo y de la intensidad del
campo magnético en el que se coloca la muestra. La siguiente tabla muestra la variacién de
frecuencia tipica para dos de los nucleos de RMN mas utilizados, 'H y *C. Queda claro que
el entorno atémico local tiene un efecto relativamente reducido sobre la frecuencia de
resonancia basica.

Nucleo Variacion tipica en una frecuencia de resonancia basica
debido a un entorno atémico local.
H 6 kHz
3C 30 kHz

Tabla 3.2: Variaciones de frecuencia (correspondientes a un iman de 11,7 T)

Las sefiales de RMN suelen representarse como espectros y analizarse respecto a dos
caracteristicas, frecuencia e intensidad. Habitualmente, en la RMN, se representa la
frecuencia en el eje horizontal axis aumentando hacia la izquierda.

<« @
Figura 3.2: Espectro de RMN
1. Intensidad
2. Frecuencia

Como se ha mencionado, la frecuencia proporciona informacion cualitativa sobre el entorno
atomico local. La Integral intensidad de una sefal es una medida de potencia de la seial
y se determina mediante la integracion del area bajo el pico de la sefial. La integral sera
directamente proporcional al numero de nucleos que contribuyen a una sefal en una
frecuencia determinada (si todos los nucleos estan excitados en la misma medida) y, por
tanto, proporcionara informacion cuantitativa respecto a la estructura quimica.

Para excitar un nucleo determinado en un experimento de RMN, la frecuencia del pulso de la
excitacion debera coincidir con bastante exactitud con la frecuencia de resonancia del
nucleo. Esta frecuencia se denomina frecuencia portadora. Asi, si los experimentos se
llevan a cabo con un iman de 11,7 T, los nucleos 'H requeriran una frecuencia portadora de
aproximadamente 500 MHz; mientras que los nucleos *C requeriran una frecuencia
portadora cercana a los 126 MHz. La frecuencia portadora se especifica mediante el
parametro SFO1. El nucleo excitado por esta frecuencia portadora se denomina nucleo
observado.
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Debe tenerse en cuenta que hay experimentos en los que se excita mas de un nucleo; p. €j.
durante la transferencia de polarizacién o el desacoplamiento. En estos casos, uno tiene
mas de una frecuencia portadora pero sigue teniendo Unicamente una frecuencia observada.

No todos los isétopos responderan a pulsos de radiofrecuencia; es decir, no todos son

activos por RMN. Tres is6topos del elemento hidrégeno se encuentran en la naturaleza: 'H
(hidrogeno), 2H (deuterio) y *H (tritio, jradioactivo!). La abundancia natural de estos isétopos
es 99,98 %, 0,015 % y 0,005 % respectivamente. Los tres son activos por RMN; aunque,
como puede verse en la tabla 3.1, todos muestran una gran variacion en frecuencia de
resonancia. Para analizar una muestra respecto a hidrégeno, se excita el isétopo 'H, dado
que dicho is6topo es claramente el mas abundante. De los is6topos de carbono que se
encuentran en la naturaleza, unicamente uno es activo por RMN. Con diferencia, el is6topo
mas comun, '2C (98,89 % de abundancia natural) es inactivo. Por lo tanto, el analisis de
RMN de los compuestos organicos respecto a carbono depende de las senales emitidas por
el isotopo °C, que presenta una abundancia natural de tan solo 1,11 %. Obviamente, el
analisis de RMN respecto a carbono es mas dificil que el de, por ejemplo, 'H (existen otros
factores que afectan a la sensibilidad y que comentaremos en las siguientes secciones de
este capitulo).

Utilizando la breve introduccién a la RMN esbozada anteriormente, un buen ejercicio es
reflexionar sobre como la técnica podria utilizarse para analizar la composicién del
cloroformo (CHCI,).

3.1 Analisis de RMN del cloroformo

Pueden llevarse a cabo tres experimentos individuales, como se esbozan en la siguiente
figura, correspondiendo a los tres nucleos observados posibles 'H, *C y *Cl.

" Es
c E Cl < E /AN cr
Cl-C—H="" Cl C“H “crcoH M
Cl Ag CI Ap < C!
Es- Afy

Figura 3.3: Analisis mediante RMN de CHCI3

—_

Excitacién E,
Excitacién E,

N

w

Excitacion E,

Tres pulsos de excitacion (E,, E,, E;) se dirigen a la muestra a las frecuencias portadoras
apropiadas. E, corresponde a la frecuencia de resonancia 'H, E, a la frecuencia *C y E; a la
frecuencia **Cl. Asumiendo que los tres isétopos se hayan excitado correctamente, la
muestra emitira sefales a tres frecuencias f;, f, y f;; I0 que se registra en tres espectros
separados. Si las sefales emitidas se muestran en un trazado simple, el usuario puede
esperar un espectro de ese tipo en la siguiente figura (tenga en cuenta que las frecuencias
de senales ilustradas corresponden a un iman de 11,7 T y que todas las sefiales se han
trazado como singletes; es decir, picos Unicos).
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35CI

@ 1H 13C

e N

500 ) @ 126 49

Figura 3.4: Senales de RMN emitidos por el CHCI3

—_

Intensidad
Frecuencia (MHz)

N

Este espectro artificial muestra tres picos correspondientes a tres isétopos. Teniendo en
cuenta los numeros relativos de los tres is6topos, podria esperarse que la intensidad de los
picos de cloro, hidrégeno y carbono se hallen en una proporcion de 3:1:1. Sin embargo, la
abundancia natural de los tres isétopos debe tenerse también en cuenta, por lo que la
proporcion es en realidad 227:100:1. El usuario se encontrara con que las tasas de
intensidad de los picos establecidos de forma experimental no concuerdan con estos
valores. El motivo es que cada isétopo tiene una sensibilidad inherente a la técnica de la
RMN. El 'H es 63 veces mas sensible a RMN que "*C. Asi, incluso si una muestra contiene el
mismo numero de nucleos 'H que ®C, la intensidad de las sefales 'H sera 63 veces mayor
que la de las sefiales *C.

Con un trazado como el de la figura anterior, se pierde informacion detallada y resulta
imposible determinar una frecuencia de forma precisa. Podria decirse que el espectro
muestra una resolucion deficiente (la resolucién horizontal de un espectro es una medida de
hasta qué punto diferencia el espectro entre dos sefiales cercanas en frecuencia).

Otra complicacién es el enorme rango de escalado vertical. La variacion en sensibilidad
inherente a la RMN, junto con las variaciones en abundancia natural, a menudo hara que no
sea factible llevar a cabo la representacion en un Unico trazado de las senhales
correspondientes a diferentes isétopos. De hecho, la resolucién vertical del espectro sera
muy deficiente (la resolucion vertical, es decir, la relacion sefial/ruido de un espectro es una
medida de sensibilidad).

Si nuestro analisis de cloroformo esta resultando bastante complicado es porque estamos
intentando comparar las sefales de tres nucleos observados diferentes en un Unico espectro
(estamos ignorando en este caso toda restriccion de hardware o electrénica). Por lo tanto, en
la practica, los experimentos de RMN se llevan a cabo con un unico nucleo observado.
Aunque puede excitarse mas de un isétopo simultaneamente, usando mas de una frecuencia
portadora (p. ej. experimentos de desacoplamiento), unicamente llegamos a observar las
sefales de un Unico isétopo. Esto simplifica enormemente el analisis del espectro.

Se ha mencionado anteriormente que las variaciones de la frecuencia de resonancia basica
debido al entorno atémico local suelen ser relativamente pequefias. De esa forma, no
hallamos grandes rangos espectrales. Es mas, la abundancia natural y la sensibilidad
inherente seran siempre las mismas para un is6topo. Por tanto, la intensidad relativa de, por
ejemplo, dos sefiales emitidas desde isotopos 'H en un uUnico espectro dependera
Unicamente del numero de atomos que contribuyen a la sefial. Esto simplifica enormemente
el andlisis de los espectros para obtener informacién cuantitativa. Antes de continuar con
una descripcion mas detallada de la RMN, el lector debera familiarizarse con el concepto de
medicion de sefiales en ppm (partes por millén) respecto a una sefial de referencia.
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Introduccién a la Teoria y Terminologia

3.2 Compuesto de referencia, hercios, ppm

Ya se ha comentado que las sefiales de RMN se analizan respecto a dos caracteristicas,
intensidad y frecuencia. Las frecuencias absolutas se miden en hercios (Hz - ciclos por
segundo) o megahercios (MHz). El informe sobre las sefiales medidas se simplifica si todas
las mediciones de frecuencia se realizan respecto a la referencia. Para RMN de 'H, la
referencia recomendada es una sustancia quimica denominada tetrametilsilano (TMS).
Cuando se adquiere un espectro 'H o ®C, la presencia de TMS origina un pico Unico y
facilmente identificable. Dicho pico toma el valor cero como referencia y las frecuencias de
todos los demas picos se indican en términos de su frecuencia en relacion con la frecuencia
de TMS. De esa forma, podemos hablar de una sefial que esta 2,5 kHz por encima del pico
de TMS. Esto es preferible a citar la frecuencia absoluta de la sefal, lo que podria
asemejarse a 500,1325 MHz.

Referenciar las senales respecto al pico de TMS reduce claramente el numero de digitos
necesarios para describir la frecuencia de una sefial. Sin embargo, esto se puede simplificar
aun mas si se usa la unidad ppm en lugar de los hercios. La unidad ppm representa
frecuencias como fraccion de la frecuencia de resonancia absoluta que dependera de la
intensidad del iman. La ventaja de la unidad ppm es que las mediciones de frecuencia son
independientes de la potencia del iman. Esto simplifica enormemente la comparaciéon de
espectros adquiridos con diferente espectrometros.

Los factores de conversion a utilizar al cambiar de hercios a ppm (y viceversa) se muestran
en el siguiente diagrama.

Figura 3.5: Conversion de hercios y ppm

1|Hercios 3|ppm
2|Dividir entre la frecuencia portadora 4|Multiplicar por la frecuencia
(SFO1) en MHz portadora (SFO1) en MHz

Las ventajas de utilizar la unidad ppm quedaran mas claras con un ejemplo practico.

Supongamos que se observo una sefial 'H a 2,5 kHz por encima de TMS usando una
frecuencia portadora (SF01) de 500 MHz. La frecuencia de cualquier sefial de RMN emitida
es directamente proporcional a la potencia del iman. La misma sefal apareceria a 3,0 kHz
por encima de TMS en un espectrometro de 600 MHz y a 2,0 kHz por encima de TMS en
una maquina de 400 MHz. Una unica conversién puede no resultar un gran problema, pero
debe llevarse a cabo para cada pico de cada sistema. Tengamos ahora en cuenta la misma
senal, pero citada en la unidad ppm.

Frecuencia en hercios dividida entre SFO1 = Frecuencia en ppm
Ejemplos:

2500 Hz / 500 MHz = 5 ppm
3000 Hz / 600 MHz 5 ppm
2000 Hz / 400 MHz 5 ppm
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La sefial 'H puede describirse ahora como ubicada a 5 ppm por encima; es decir, con un
desplazamiento a campo mas bajo respecto al pico de TMS con independencia de la
frecuencia del espectrometro.

Los usuarios experimentados trabajaran siempre con ppm y los espectros reproducidos en
las publicaciones cientificas mostraran una escala horizontal graduada en ppm y no en
hercios.

El lector deberia ser consciente de algunas simplificaciones realizadas en el ejemplo
anterior. El valor de la frecuencia portadora de 'H con un espectrometro de 500 MHz no sera
exactamente 500 MHz. La frecuencia portadora a utilizar en un calculo en ppm deberia ser el
valor preciso asignado al parametro SFO1. De manera similar, para los espectrometros de
600 MHz y 400 MHz, citados por encima de la frecuencia portadora de 'H, el valor no sera
exactamente 600 MHz y 400 MHz, respectivamente.

También debe tenerse en cuenta que un valor en ppm positivo denota una frecuencia
superior a TMS y se define como desplazamiento a campo mas bajo en relacion con TMS.

3.3 RMN de Protén — Desplazamientos quimicos

Dado que 'H es el is6topo mas comunmente observado en experimentos de RMN,
abordaremos este tema en mayor detalle. Un ntcleo de 'H contiene un Unico protén y los
espectros en los que 'H es el nucleo observado suelen denominarse espectros de proton.

Se ha afirmado anteriormente que un protén en un iman de 11,7 T mostrara una frecuencia
de resonancia basica de aproximadamente 500 MHz, pero que la frecuencia de resonancia
precisa dependera del entorno atdmico local. Un protéon en una molécula de cloroformo
resuena a una frecuencia ligeramente diferente en comparacion con un protén en benceno
(CeHg). Por lo tanto, la frecuencia emitida actia como una etiqueta que ofrece a los analistas
informacion cualitativa sobre el entorno atomico local en el que se halla un protéon. Esta es la
base de la RMN.

La variaciéon en la frecuencia de resonancia precisa se denomina desplazamiento quimico.
La frecuencia de resonancia se ve desplazada por el efecto de atomos vecinos y el alcance
del blindaje magnético de electrones locales comentado anteriormente. El tamano del
desplazamiento suele medirse en ppm en relacién con el pico de TMS que tiene un valor de
referencia de O ppm.

La mayoria de protones, con independencia del compuesto organico al que estan
vinculados, muestran desplazamientos quimicos en un rango de 14 ppm de TMS. La
siguiente figura es una ilustracion de desplazamientos quimicos de protones tipicos en
compuestos organicos.
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Phensols -OH
Alcohols -0OH
Thicalcohols -SH
Amines -NHz

-OH

Carbaxylic acids -OH
Aldehydes
Hetercaromatic
Arcrmatic
Alkenes

Alcohols

Alkines
X -CH
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Figura 3.6: Desplazamientos quimicos de 1H en compuestos organicos

3.4 Espectro de protén del benceno

La estructura del anillo del benceno queda ilustrada en la siguiente figura:

o T fa

©

Figura 3.7: Anillo del benceno
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3.5

Los seis protones (etiquetados como H,) pueden considerarse idénticos. Cada uno de ellos
esta vinculado a un atomo de carbono. Cada atomo de carbono, a su vez, forma dos enlaces
aromaticos con sus vecinos de carbono mas cercanos. Por tanto, cada uno de los seis
protones esta en un entorno quimico idéntico y se considera equivalente quimicamente y, en
este caso, incluso equivalente magnéticamente. Resonaran todos a exactamente la misma
frecuencia f, sin mostrar un patréon de acoplamiento. Es mas, el benceno puro emitira una
Unica sefal. La siguiente figura es un espectro de benceno en acetona - d6 y muestra que la
sefal esta ubicada a 7,5 ppm.

3

10 5 0
Figura 3.8: Espectro del benceno

Espectro de protdon del acetato de bencilo

El bencilacetato (C4Hs - CH, - O - CO - CH,) es una molécula organica mas complicada cuya
estructura queda ilustrada en la siguiente figura:
2

f3 . fa fe
H;If H;IJ o ffh
d d |'||c ﬁ} :—r‘fb

/

S G
i Ha Ha He t’?_‘7'1“;'

g

s .

o

Figura 3.9: Bencilacetato

Ir I

I

f

Ahora podemos distinguir entre tres grupos diferentes de protones que se han etiquetado de
la forma correspondiente. Por ejemplo, los tres protones etiquetados como H, se encuentran
claramente en un entorno atémico diferente al de los dos protones etiquetados como H..
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Los tres protones H, estan enlazados al carbono C, que se enlaza de forma individual a otro
atomo de carbono C,. Los dos protones H, estan enlazados al carbono C, que, por si mismo,
estd enlazado de forma individual al anillo del benceno y a un atomo de oxigeno. El tercer
grupo de protones consta de cinco protones Hy del propio anillo del benceno. La siguiente
figura es un espectro de proton de bencilacetato en acetona - d6. En este espectro son de
esperar tres sefales correspondientes a los tres grupos de protones.

Téngase en cuenta que la posicion de las sefiales de los protones del anillo del benceno se
ha desplazado ligeramente desde 7,5 ppm (que aparecen en el espectro de la figura del
benceno) a aproximadamente 7,2 ppm (que aparecen en la siguiente figura).

Los protones del anillo del benceno ya no son equivalentes magnéticamente; hasta cierto
punto, ni siquiera son equivalentes quimicamente, y se han etiquetado de la forma
correspondiente. Queda claro en la figura 3.10 que la sefal que surge de los protones Hy es
un multiplete, pero esos detalles se omitiran hasta la siguiente seccion. Los tres picos de
protones que aparecen en esta figura muestran claramente diferentes intensidades.

El analisis cuantitativo del espectro es relativamente simple, dado que todas las sefales las
emite un mismo isotopo 'H; es decir, la abundancia natural y la sensibilidad inherente a la
técnica de RMN son las mismas para cada pico. Por lo tanto, el &rea debajo del benceno, los
picos CH, y CH,, deberan estar en una proporcion de 5:2:3 respectivamente, en
correspondencia con el numero de protones que se contribuyen.

| " |
—C— — oL e —
| \H PPM 50 4.8
H H
H M TMS
. N
—J - - - . R ;

, E— — ppm 1.8 16
ppm 8 7 6 5 4 3 2 1 0

Figura 3.10: Espectro de protén del bencilacetato
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3.6 Espectro de protdn del etilbenceno con acoplamiento espin /
espin

La descripcion de los espectros de RMN de protdn hasta ahora se ha visto muy simplificada
por el hecho de que todas las sefales, con la excepcion de las del anillo del benceno en el
bencilacetato, han sido singletes. La estructura del compuesto organico etilbenceno y el
espectro de proton correspondiente se ilustran en la figura del etilbenceno y en la del
espectro del etilbenceno, respectivamente. Como anteriormente, los protones se han
etiquetado como tres grupos distintos correspondientes a tres entornos atémicos basicos.

La diferencia mas obvia entre las sefiales de este espectro y las del bencilacetato es la
divisiéon en multipletes. La sefial emitida por los protones CH; es un triplete y la sefal de
los protones CH, es un cuarteto. Téngase en cuenta también que las posiciones de la sefial
no coinciden. Los protones CH, del bencilacetato emiten una sefial a 1,85 ppm, mientras que
los protones CH; correspondientes del etilbenceno emiten la sefal del triplete a 1,25 ppm.
No es ninguna sorpresa, porque los dos grupos de CH; se hallan en diferentes entornos
quimicos.

La causa de la divisién en multipletes es un efecto denominado acoplamiento espin-espin.
Este manual no pretende abordar en profundidad dicho efecto, el lector debera consultar un
texto de RMN estandar si desea informacion mas detallada. Para nuestros fines, un breve
esbozo del acoplamiento espin-espin sera suficiente.

fg fg o

Ho  Ha ol f

He
1:4 H3 HS Hf 777-

g g

R

Figura 3.11: Etilbenceno
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Figura 3.12: Espectro del etilbenceno

La division de las sefiales de RMN en la figura del etilbenceno es el resultado de una
interaccibn magnética entre protones vecinos. Los dos protones H; son equivalentes
magnéticamente y no interactian entre si. Similarmente, los tres protones H; son
equivalentes magnéticamente y no afectan el uno al otro. Sin embargo, los dos protones H; y
los tres protones He estan en diferentes entornos locales y se “acoplan” entre si mediante
sus electrones de enlace. El resultado neto de este acoplamiento es que los dos grupos de
protones interactian entre si y causan la division de las sefales de RMN.

Los dos protones H; pueden combinarse para existir en tres posibles estados magnéticos (se
trata del resultado de la orientacion del espin y de ahi el término acoplamiento espin-espin).
Como resultado del acoplamiento, las sefales de RMN emitidas por los protones H,
resuenan a tres frecuencias posibles y se observa un triplete.

De manera similar, el efecto de los protones He es dividir las sefales de H; Los tres
protones He pueden combinarse para existir en cuatro estados magnéticos posibles. En
consecuencia, los protones H; resuenan a cuatro frecuencias posibles, por lo que la senal se
divide en un cuarteto.

Las senales de los protones de benceno también se han dividido como resultado de la no-
equivalencia magnética, dando como resultado un acoplamiento espin-espin. La cuestion es
por qué los protones CH, y CH, del etilbenceno interactian entre si, mientras que los dos
grupos comparables de protones en bencilacetato no lo hacen. La respuesta se halla en el
namero de enlaces que separan ambos grupos. En el etilbenceno, los dos grupos de
protones estan fijados a atomos de carbono adyacentes y puede esperarse que interactien
suficientemente entre si. En el bencilacetato, sin embargo, los dos atomos de carbono C. y
C, estan conectados mediante dos vinculos extra entre el oxigeno y otro atomo del carbono.
Como resultado, los grupos de protones estan demasiado alejados entre si para mostrar un
acoplamiento espin-espin significativo.
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3.7 Desacoplamiento

El efecto del acoplamiento espin-espin puede eliminarse mediante una técnica denominada
“desacoplamiento”. El efecto del desacoplamiento es enmascarar la presencia de un grupo
de protones en concreto; p. e]. los protones H, en la figura del etilbenceno. Se adquiere un
espectro como si los protones H, no estuvieran. Esto se logra mediante la transmisién de
una secuencia de pulso de desacoplamiento en la frecuencia de resonancia de H,
(frecuencia de resonancia f,), lo que cambia permanentemente la orientacién del espin de
dichos protones. Para el espectro ilustrado en la figura del espectro del etilbenceno, la
frecuencia de desacoplamiento seria de 1,25 ppm por encima del pico de TMS.

Los pulsos de desacoplamiento suelen ser mas largos y de menor potencia que los pulsos
de excitacion. La siguiente figura del Experimento de desacoplamiento es una
representacion de un experimento de desacoplamiento, mientras que el espectro del
etilbenceno con homodesacoplamiento muestra el espectro desacoplado. El cuarteto CH, se
ha convertido en un singlete. Los epectroscopistas hablan de un cuarteto que colapsa en un
singlete. Ademas, el area debajo del singlete deberia ser igual a la del cuarteto original
(comparese las alturas relativas de los picos de los anillos de CH, y benceno en las dos
figuras). La sefial del grupo CH; a 1,25 ppm no se halla en el espectro desacoplado porque
los pulsos de desacoplamiento eliminan de manera efectiva los efectos de la presencia de
los protones CH,.

DEC fe

| He DEC fe

/
H; O C C\\' e DEC fe

Figura 3.13: Experimento de desacoplamiento
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c— ppm 7.4 7.2

| Y oom 27 26

PPm a 7 5] ] 4 3 2 1 0
Figura 3.14: Espectro de etilbenceno con homodesacoplamiento

El experimento descrito anteriormente es un ejemplo de homodesacoplamiento en el que el
mismo isotopo, concretamente 'H, se observa y desacopla. El heterodesacoplamiento tiene
lugar cuando el isétopo a observar es diferente del que esta desacoplado. En el capitulo
Espectro de C con desacoplamiento de proton [ 67] de este manual, llevara a cabo un
experimento de heterodesacoplado en el que observara “C y desacoplara 'H. Los
espectrometros AVANCE pueden realizar experimentos muy complejos dependiendo del
numero de canales instalados. Puede utilizarse un espectrometro de cuatro canales para
observar un nucleo y desacoplar otros tres. Al contar con hasta ocho canales
independientes, el rango de experimentos posible es sorprendente. El usuario deberia ser
consciente de que el factor limitante actualmente no radica en la generacién de excitacion de
RF y los pulsos de desacoplamiento, sino en la transmision de dichos pulsos a la muestra
mediante sondas y, hasta cierto punto, en los preamplificadores. El enrutamiento de sefales
del experimento a realizar se configura mediante el menu “edasp”. Encontrar4 mas detalles
en el manual “Comandos y parametros de adquisicion” (P/N H9775SA3).
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3.8 FID y espectro

Las sefales emitidas por los atomos excitados en la muestra son recibidas por el
espectrometro y procesadas mediante la transformada de Fourier en el ordenador. El
proceso de recibir las sefiales de RMN se llama adquisicion. Se dice que los datos son
adquiridos. Hay que distinguir los términos “FID” (dominio del tiempo) y su “espectro”
asociado (dominio de frecuencia).

Cuando se realiza una adquisicion, se adquieren los datos “originales” y la sefal recibida se
llama FID (caida libre de la induccion). Una FID tipica se muestra en la figura siguiente.
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Figura 3.15: Transformada de Fourier

Para que una FID se pueda analizar de forma util, debe transformarse primero en el dominio
de la frecuencia. Esto se logra aplicando una transformada de Fourier. Una transformada
de Fourier es una operacion matematica que convierte la FID en un espectro de
frecuencias. Una FID es una sefal cuya intensidad varia con el tiempo, mientras que un
espectro muestra como la intensidad varia con la frecuencia. La transformada de Fourier es
el proceso mas importante de las diferentes operaciones de procesamiento que se llevan a
cabo normalmente con los datos originales.
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4 Descripcion del sistema

El espectrometro consta de las siguientes subunidades:
» Consola del operario, que incluye el ordenador principal, el monitor y el teclado.
» Consola, que contiene el hardware electronico.
» Sistema de iman, que incluye el sistema de homogeneizacion y la sonda.

Ascend™ 800 ¥

Figura 4.1: Consola AVANCE NEO e iman Ascend
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4.1 Vision de la arquitectura AVANCE

La siguiente imagen muestra una vista general de la arquitectura simplificada de un sistema
AVANCE NEO. Utilice BASH (manual de servicio avanzado de Bruker, por sus siglas
inglesas) si necesita mas informacion sobre el sistema y el hardware AVANCE.

=
[0)
Acquisition System 1
(2]
IS
External Network | BSMS e =
! i
v
Workstation LPower Distribution Urﬂ )
r S
I ] £
A
Internal Network <—>| Acquisition Control | .o

I

Transmitter / Receiver 1 | === Preamplifier Slice 1

Transmitter / Receiver 2 Preamplifier Slice 2

Transmitter / Receiver 3 Preamplifier Slice 3
Preamplifier Base Plate

Figura 4.2: Vista general de la arquitectura de AVANCE NEO

4.1.1 Consola del operador y conexiones

Todos los aspectos del funcionamiento del espectrometro se controlan desde la consola del
operario. El disefio y la implementacion de los experimentos, asi como el analisis de datos,
se controlan mediante comandos introducidos por el operario en la consola. Los
subcomponentes de la consola del operario son los siguientes:

Ordenador principal: Se trata de un ordenador personal. El ordenador principal ejecuta el
programa TopSpin y maneja todo el analisis y el almacenamiento de los datos. Todas las
operaciones relevantes para la adquisicion de datos se controlan mediante un segundo
sistema informatico denominado AQS y alojado en la propia consola.

Conexion Ethernet del ordenador principal a AQS: Se utiliza para transferir datos e
instrucciones entre el ordenador principal y AQS.

4.2 Consola

Esta unidad puede ser una bahia NanoBay, OneBay, o TwoBay, dependiendo del sistema, y
alojara la mayor parte del hardware electrénico asociado con un espectrémetro digital
moderno. Las unidades principales son AQS, BSMS (sistema de imanes inteligente de
Bruker, por sus siglas inglesas) y varios amplificadores (con o sin gradiente) (en caso de
microimagen o difusién).
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AQS: Las diversas unidades dentro de AQS generan los pulsos de radiofrecuencia utilizados
para excitar la muestra y recibir, amplificar y digitalizar las sefales de RMN emitidas por la
muestra. Para cada canal de RF, existe un transceptor (TRX 1200) que interpreta el
programa de pulsos, lo convierte en sefiales de RF e incluye un receptor, un digitalizador y
un filtrado digital de los datos. Eso significa que una consola AVANCE es un auténtico
sistema de multirrecepcion que, por disefio, tiene tantos receptores como canales de
excitacion de pulsos. Los gradientes de campo pulsado se generan mediante una unidad
adicional denominada GTU (unidad de gradiente y temporizacién). Esta unidad también
genera y recibe sefales de disparo en tiempo real que se utilizan para sincronizar otras
unidades (p. €j., sefal de disparo del rotor MAS). La tarjeta electronica REF (Referencia)
proporciona una sefal de reloj o sincronismo comun para todos los canales. De esa forma,
todas las frecuencias de la cadena de RF se derivan de un oscilador de cuarzo de gran
precision para garantizar una sincronicidad general y niveles de ruido bajos. AQS también
aloja a EPU. Se trata de un potente ordenador que administra el espectrémetro AVANCE,
envia informacion del programa de pulsos a las unidades TRX y GTU, proporciona el control
de la adquisiciéon y se comunica con las estaciones de trabajo externas de procesado de
datos. La ultima fase del filirado digital se realiza en EPU, asi como la acumulacion de los
datos de FID. La informacion se traslada entonces via Ethernet a un ordenador principal
externo para continuar con el procesamiento y el almacenamiento. Es importante hacer
énfasis en que EPU tiene un control total sobre el funcionamiento del espectrometro durante
toda la duracién del experimento. Eso sirve para garantizar un funcionamiento sin
interrupciones y la integridad de la adquisicion.

BSMS: El sistema se controla mediante software usando el comando "bsmsdisp" y se
utiliza para hacer funcionar el sistema de bloqueo y homogeneizacién, asi como para
controlar la elevacion y el espin de la muestra. La unidad BSVT también esta incorporada en
BSMS. Su funcién es variar la temperatura de la muestra de forma controlada, o mantenerla
en un valor constante. Ademas, pueden colocarse hasta tres GAB/3 en el soporte BSMS.
Aportan los gradientes de campo pulsados para sondas de alta resolucion y se controlan
mediante la unidad GTU.

Amplificadores, también denominados Transmisores. Las sefales con una amplitud
relativamente grande normalmente requieren que se excite la muestra RMN, para lo que es
necesario amplificar las sefiales de RF de las unidades TRX. Los amplificadores pueden ser
internos (e ir incorporados en el soporte del AQS) o externos (unidades independientes). Los
cables que van directamente desde las salidas del amplificador hasta HPPR
(preamplificador de alto rendimiento por sus siglas inglesas) llevan la sefial de RF a la
muestra. Aunque existe una amplia gama de amplificadores disponibles (incluyendo
amplificadores para sélidos), las dos categorias principales son:

Amplificadores selectivos, por ejemplo, los amplificadores selectivos 'H, *F, *C o 3'P. Se
han disefiado especificamente para amplificar las frecuencias mas altas asociadas con 'H,
19F 13C o 31P.

Amplificadores de banda ancha (también denominados amplificadores X). Se han
disenado para amplificar una amplia gama de frecuencias. Se utilizan para la excitacion de
los denominados nucleos X (es decir, para todo menos para *F y 'H).

Tenga en cuenta que los nuevos amplificadores de banda ancha también abarcan '°F hasta
600 MHz, lo que simplifica el uso de sondas SMART y sondas BBFO en las que la bobina X
de banda ancha pueda ajustarse hasta "°F.

PDU: Se utiliza una unidad de distribucion de potencia en la parte posterior de la consola
para encender el espectrometro de forma controlada. Es posible encender / apagar AVANCE
mediante una instruccion de software desde TopSpin. La PDU se encarga de que todas las
unidades se enciendan / apaguen en el orden correcto y de que las unidades de alta
potencia se enciendan con retardos de tiempo adecuados para limitar la corriente de entrada
del sistema.
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4.3 Enlace entre el ordenador principal y AQS

Aunque durante una sesion habitual de TopSpin este enlace estara permanentemente
operativo y totalmente invisible para el usuario, el enlace se interrumpe cada vez que el
ordenador principal o la consola se apagan y debe restablecerse cuando se vuelven a
encender. Esto se hara automaticamente.

4.4 Iman, sistema de homogeneizacion, preamplificador HPPR y
sonda

El iman genera el campo magnético necesario para inducir transiciones de RMN. Para
mantener un sistema superconductor, se enfria el nicleo del iman a temperaturas muy bajas
usando nitrégeno y helio liquidos (encontrara mas detalles en la secciéon Iman y dewar del
iman [» 27]).

El sistema de homogeneizacion a temperatura ambiente sistema de homogeneizacion,
instalado en el extremo inferior del iman, es un conjunto de bobinas portadoras de corriente
(denominadas "shims") usadas para compensar cualquier falta de homogeneidad existente.
Las corrientes en estas "shims" a temperatura ambiente (llamadas asi porque no se enfrian
por inmersién en un bafio de helio liquido) se controlan mediante el BSMS y pueden
ajustarse desde la pantalla BSMS para optimizar la sefial de RMN. Este proceso tiene un
efecto fundamental en la resolucidon y sensibilidad de la sefial. A la accion de ajustar las
corrientes de las "shims" a temperatura ambiente se la denomina homogeneizacién del
iman.

AVANCENEO

Figura 4.3: Foto de iman, sistema de homogeneizacién, sonda y HPPR

1|Consola del operario 5/Sonda
2|Consola 6|Sistema de homogeneizacién
3|Iman 7|Sonda y sistema de homogeneizacion
4|Mddulo 2 de cubierta HPPR/2 con
conexiones a la sonda
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Aunque el HPPR/2 (preamplificador de alto rendimiento) transporta la sefal transmitida hacia
la muestra, se ocupa principalmente de magnificar las senales relativamente débiles emitidas
por la muestra. Esta situado en la base del iman para amplificar la sefial de RMN tan cerca
como sea posible y minimizar asi las pérdidas a lo largo del cable. Una vez que la sefial se
ha amplificado con el HPPR/2, cualquier pérdida posterior en el cableado sera menos critica.
El HPPR/2 también transmite y recibe las senales de bloqueo del deuterio (o fluor), y se usa
en la rutina del barrido en frecuencia ("wobble"). Se pueden configurar hasta 8 (HPPR/2)
modulos individuales (excluyendo el médulo de la cubierta que siempre esta presente). Una
configuracion muy habitual que consta de tres médulos individuales es un protén, X-BB y
2H junto con el médulo de cubierta.

La sonda se inserta en el sistema de homogeneizacion en la base del iman, y consta,
basicamente, de diversas bobinas utilizadas para transmitir pulsos de excitacion a la
muestra, asi como para recibir la sefial emitida. La sonda también transmite y recibe la sefial
de bloqueo.

4.5 Iman y dewar del iman

Existe una gran variedad de imanes con diferentes intensidades. La intensidad del iman se
clasifica segun la frecuencia de las sefiales de RMN emitidas por los atomos de hidrégeno.
Cuanto mayor sea la intensidad del campo magnético, mayor sera la frecuencia del
hidrogeno. Esto significa, por ejemplo, que si situamos una muestra quimica en un iman de
500 MHz (11,7 T) para analizarla, los atomos de 'H de la muestra emitiran sefiales a una
frecuencia muy préxima a 500 MHz. Bruker dispone de imanes en el rango de 300-1000
MHz.

Los imanes superconductores son electroimanes, y como tales aprovechan la propiedad
de una corriente eléctrica de producir un campo magnético. El nucleo del iman esta
formado por una extensa bobina de cable en forma de solenoide por el que pasa la corriente.
En el centro de la bobina existe un campo magnético estatico muy intenso. La muestra a
analizar se coloca dentro de ese campo magnético.

A temperaturas muy bajas, algunos materiales presentan una propiedad notable, la
superconductividad. Un cable superconductor transporta electricidad sin necesidad de
energia impulsora (es decir, sin bateria ni alimentacion de red). Una vez se inicia una
corriente en un circuito superconductor con forma de bucle, esta seguira para siempre. Los
imanes de Bruker contienen este tipo de circuitos superconductores con forma de bucle. El
Unico mantenimiento requerido para estos imanes consiste en garantizar que la bobina se
mantenga inmersa en helio liquido.

El iman consta de varias secciones. Al revestimiento exterior del iman se le ha practicado el
vacio, y las superficies interiores se han plateado (se trata del mismo principio que un
termo). A continuacion hay un bafio de nitrogeno que reduce la temperatura a 77,35 K
(-195,8 °C), vy, finalmente, un tanque de helio en el que esta inmersa la bobina
superconductora. Dicho tanque esta aislado térmicamente del bafio de nitrégeno gracias a
una segunda capa de vacio (véase la siguiente imagen).
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4.5.1

Figura 4.4: Iman superconductor

1|{Insertar sonda aqui 6|Torre de helio
2|Cavidad 7|Tapdén metalico
3|Torre de nitrégeno 8|Insertar muestra aqui
4|Puertos de nitrégeno 9|Camara de vacio
5|Puertos de helio 10{Iman

Tubo interno a temperatura ambiente

4.5.2

Los tanques de helio y nitrégeno envuelven una columna central que se denomina cavidad
del iman. Generalmente, un tapon metalico protege la parte superior de esta cavidad. Hay
imanes con cavidad estandar (54 mm) e imanes con cavidad ancha (89 mm). Las muestras a
analizar se introducen en el iman por la parte superior de dicha cavidad. Las sondas, que
sostienen la muestra y transmiten las sefiales hacia y desde la muestra, se introducen desde
la parte inferior.

Tanque de helio

En un iman estandar, el tanque de helio esta suspendido de dos chimeneas que se
prolongan por encima del iman. Se puede acceder al tanque de helio por dos puertos. Uno
de estos puertos permite el rellenado de helio, y también contiene un extremo del sensor de
nivel de helio. El otro puerto s6lo se usa cuando se energiza o des-energiza el iman. Las
chimeneas de helio pueden tener varias valvulas que controlan la salida de pequehfas
cantidades de helio gas, el cual inevitablemente se evaporara.
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n Nota: La manipulacién de las valvulas y el llenado del iman con helio liquido sélo deben ser

realizados por una persona cualificada.

4.5.3 Tanque de nitrégeno

Tres pequefas chimeneas situadas en la parte superior del iman dan acceso al tanque de
nitrégeno.

4.6 Introduccién al sistema de bloqueo de campo (lock)

Esta seccién se ha incluido para proporcionar al usuario unos conocimientos basicos sobre
los principios del sistema de bloqueo de campo. Los aspectos practicos de como llevar a
cabo el lock de una muestra, se trataran en la seccion Referenciar la muestra.

La finalidad del sistema de bloqueo de campo es garantizar que la intensidad del campo
magnético que rodea la muestra no varie durante un experimento ni que vea afectado por
perturbaciones externas. El analisis de RMN implica medir la frecuencia exacta de las
sefiales que emite la muestra. La frecuencia de estas sefales es directamente proporcional
a la intensidad del campo magnético, o sea que si la intensidad del campo varia, lo hara
también la frecuencia emitida. Por lo tanto, el usuario debe estar seguro que la intensidad del
campo magnético se mantenga siempre en exactamente el mismo valor, proceso al que se
refiere como “hacer el lock” (bloquear el campo) de la muestra. El sistema de Lock o bloqueo
del campo es, en esencia, un espectrometro independiente disefiado para observar deuterio.
Hay que mencionar que las sefales emitidas por el deuterio normalmente estan muy
alejadas de las frecuencias de interés. En el caso de que las frecuencias del deuterio no
sean adecuadas, se puede utilizar fluor (°F) para el lock. Debido a que el lock con deuterio
es el mas comun, solo el se tratara aqui, pero el lector debe tener en cuenta que los
principios de bloqueo de campo con deuterio y con flior son idénticos.

En sistemas AVANCE, la BSMS proporciona el hardware necesario para implantar el
bloqueo de campo, y un médulo independiente de deuterio en el HPPR transmite y recibe las
sefiales de lock. Por supuesto, debe introducirse algun compuesto con deuterio en las
muestras que se analizan. La forma mas facil es disolver la muestra en un disolvente
deuterado. En un disolvente deuterado un alto porcentaje de los atomos de hidrégeno han
sido sustituidos por deuterio. Los disolventes deuterados mas utilizados son la acetona-de, el
benceno-d6, el cloroformo-d6 y el DMSO-d6, aunque hay muchos otros disolventes
disponibles. La muestra que usaremos para ilustrar algunas técnicas de RMN basicas en
este manual, es el antranilato de mentilo en DMSO-d6.

La frecuencia de las sefiales de deuterio emitidas es conocida exactamente para un iman de
una intensidad de campo determinada. Por lo tanto, si la intensidad del campo magnético es
correcta, cualquier nucleo de deuterio en la muestra emitira a exactamente esta frecuencia.
Si varia la intensidad del iman, también lo hara la frecuencia del deuterio. El sistema de lock
emplea un receptor (situado en la BSMS) para controlar esta frecuencia de deuterio y ajustar
la intensidad del campo magnético adecuadamente.

El receptor del sistema de lock esta disefiado de forma que cuando la intensidad del campo
sea correcta (o sea cuando se detecte la frecuencia de deuterio correcta), no se haga ningun
ajuste del campo. Sin embargo, si la intensidad del campo varia (deriva), se modifica la
corriente en una bobina especial (la bobina HO0), situada dentro del sistema de
homogeneizacion del iman, provocando el retorno de la intensidad del campo magnético al
valor correcto. La frecuencia del deuterio se mide miles de veces por segundo. Por lo tanto,
siempre que el sistema esté bloqueado, el usuario puede estar seguro que el campo se
mantiene a una intensidad constante durante la adquisicion.
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4.7 Sondas

La sonda se ha disefiado para sostener la muestra, transmitir sefiales de radiofrecuencia que
excitan la muestra y recibir la respuesta emitida. La transmision y la recepcion se realizan
utilizando bobinas RF disefiadas especialmente.

La sonda se inserta en la parte inferior del iman y se aloja dentro de los "shims" de
temperatura ambiente. Los cables coaxiales transportan las sefiales de excitacion desde los
amplificadores de la consola hasta la sonda y la sefial de RMN regresa de la muestra al
receptor. Se traza el cableado mediante un conjunto de preamplificadores (HPPR) que estan
situados junto a la base del iman o en sistemas NanoBay en el interior de la consola. Los
preamplificadores son necesarios para potenciar las sefiales de RMN, que normalmente
son muy débiles.

Figura 4.5: Muestra en la sonda

1 Volumen de la muestra 3 Bobinas
2 Sonda

Hay sondas de muy diversos tamafios y tipos. El tamafio de la sonda se clasifica en funcion
del tamano del tubo de muestra para el que ha sido disefiado, siendo los diametros de tubo
de muestra de 5 mm y de 10 mm los mas utilizados. Se emplean diferentes tipos de sonda
dependiendo del tipo de experimento. Las sondas selectivas estan especialmente
disefadas para observar nucleos especificos, por ejemplo 13C; mientras que las sondas
multinucleares (X-BB o de banda ancha) se pueden utilizar para analizar un amplio rango de
nucleos. Lo que distingue fisicamente un tipo de sondas de otras es el nimero y el disefio de
las bobinas internas. Ademas, el diametro exterior y la longitud de la sonda se construyen
segun las especificaciones de los distintos imanes (cavidad ancha o cavidad estandar,
diferente longitud desde la parte inferior hasta el centro del campo magnético para imanes
con distintas intensidades de campo).
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Las sefales entran y salen de las bobinas de la sonda por medio de conectores claramente
etiquetados y situados en la base de la sonda. Se utiliza el mismo cable para transportar la
sefal hacia y desde la sonda. Cada sonda tiene una bobina interna (la bobina observada).
Esta bobina es la que esta situada mas cerca del volumen de muestra para maximizar la
sensibilidad. El cédigo de colores de la bobina interior BNC sigue una norma sencilla.
Siempre tiene el mismo color que la banda rectangular situada directamente encima de los
conectores BNC. La siguiente figura muestra el etiquetado de una sonda multinuclear. En
este caso, la bobina de banda ancha es la bobina interna.

©

®

Figura 4.6: Cableado HPPR tipico

1 Sonda 3 Conexioén al amplificador X
2 Conexién al amplificador de 4 Conexién al transmisor BSMS 2H
protones
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4.8 Sonda de banda ancha

Aqui describimos como ejemplo el tipo de sonda inteligente BBO de 5 mm. Como su propio
nombre indica, esta sonda se ha disefiado para usuarios que estén interesados en analizar
muestras con varios nucleos. La frecuencia X suele presentar un rango desde N a 3'P
incluyendo "°F.

La BNC izquierda estd marcada como 2H (véase siguiente figura) y se emplea para
transportar la sefial de bloqueo. Las otras dos conexiones son para las sefiales de 'H y del
nucleo X, y estan debidamente etiquetadas. Los cables que salen de 'H, X y ?H BNC estan
conectados a los preamplificadores.

Figura 4.7: Ejemplo de sonda de banda ancha

Las sondas estan disenadas para habilitar el control de la temperatura de la muestra de
RMN. Se emplea un de sondas junto con una Linea de transferencia de N2 para controlar
la temperatura de la muestra. Se emplea un termopar como termémetro para monitorizar la
temperatura de la muestra. Todos estos dispositivos estan conectados a la base de la sonda
y son facilmente accesibles. La unidad de temperatura variable (VTU), situada dentro de la
consola, monitoriza constantemente la lectura del termopar y ajusta la potencia del
calentador para mantener la temperatura requerida.

Casi todas las sondas de alta resolucién vienen equipadas con la bobina de gradientes, cuyo
conector se encuentra en un lado de la base de la sonda.

Finalmente, en la caja negra situada en la parte inferior de la sonda se aloja el equipamiento
de sintonizacién y ajuste. Se utiliza para realizar los ajustes finos y optimizar el rendimiento
de la sonda. Cuando se analiza un compuesto, se excita con sefales de una frecuencia
definida (la frecuencia de resonancia). Nucleos diferentes se excitaran con frecuencias
diferentes y la sintonizacion implica ajustar los circuitos dentro de la sonda, de modo que
tenga la mayor sensibilidad posible para la frecuencia de interés. Ademas, la sonda se ajusta
para minimizar el reflejo (la pérdida) de las sefales de excitacion y de la FID. Ambos, la
sintonizacion y el ajuste, son interactivos y no se pueden ajustar independientemente el uno
del otro.

Hay que sintonizar y ajustar la sonda cada vez que se cambia la muestra en el iman. Cada
bobina de la sonda se sintoniza y ajusta por separado, utilizando la rutina "atma" o "atmm",
descrita en Sintonizacién y ajuste de la sonda [ 40].

El cambio de una sonda requerira la reconexion de la sonda a los preamplificadores.
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4.9 iProbe

Otro tipo de sonda es la nueva plataforma iProbe, una SmartProbe™ de Ultima generacion
para la deteccién de RMN. Esta novedosa arquitectura de sondas RMN permite no solo
aumentar la relacion sefial/ruido y una sintonizacion de RF mas rapida y precisa, sino que
también proporciona un disefio mas flexible que permite una personalizacion mas sencilla de
las sondas RMN para aplicaciones especificas. Las primeras sondas introducidas en esta
plataforma incluyen las sondas lideres del sector, las SmartProbe iProbe, disponibles
actualmente desde 400-600 MHz, que ofrecen un aumento de sensibilidad del 10 %.

Figura 4.8: La plataforma iProbe de Bruker
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410 Cambiar una sonda

Si se debe cambiar la sonda, asegurese de seguir el procedimiento indicado a continuacion.
Las sondas son fragiles y caras, y por lo tanto debe consultar al responsable del sistema
antes de intentar cambiar la sonda. El iman, y en concreto las corrientes parasitas, influyen
de forma importante en el movimiento mecanico de la sonda. Cuando retire la sonda del
iman, cuente con que esta se acelere repentinamente al alcanzar el extremo inferior de la
cavidad del iman. También debe contar con encontrar cierta resistencia al insertar la sonda
en el iman.

Procedimiento para el Cambio de la sonda:

1. Asegurese de que no haya ninguna adquisicion en marcha haciendo clic en el boton
STOP en la barra de herramientas superior de la ventana de TopSpin, o escribiendo stop
en la linea de comando.

2. Apague cualquier tipo de calefaccion o refrigeracion del sistema. Utilice el comando
"edte" para apagar el calentador. Espere a que la sonda vuelva a la temperatura
ambiente. {No apague el sistema!

3. Retire la conexién de aire/N, sujeta a la base de la sonda.

4. Tras asegurarse de que la cavidad del iman no esta tapada en la parte superior, retire la
muestra que pueda haber en el iman activando el boton LIFT disponible en la ventana de
la BSMS.

5. Desactive LIFT.

6. Desconecte todos los cables BNC de la base de la sonda.

7. Desconecte el termopar, el calentador y cualquier otra conexién de gradiente o PICS.

8. Afloje los dos tornillos que sostienen la sonda en el iman, empleando el destornillador
unido a la base de la sonda.

9. Baje la sonda manteniendo su posicion recta y extraigala del iman.

10. Inserte la nueva sonda y asegurela apretando los dos tornillos.

11. Vuelva a conectar los cables coaxiales, el termopar, el calentador, las lineas de
refrigeracion y cualquier otra conexion segun corresponda.

12. Encienda de nuevo el calentador.

Podra ver un video que muestra este procedimiento en la pagina web de Bruker.
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5 Procedimientos Basicos

En este capitulo se describiran las operaciones basicas que se usan cada vez que se
adquiere un espectro. El software TopSpin tiene una interfaz de flujo de trabajo facil de
utilizar que guia al usuario por los pasos necesarios para obtener un espectro. Todas las
operaciones se controlan mediante software y pueden seleccionarse con un clic de ratén en
las pestanas de flujo de trabajo (véase 1. en la figura de la interfaz de TopSpin); se abrira
una fila de botones de flujo de trabajo (véase 2. en la figura de la interfaz de TopSpin).

El usuario puede saltarse este capitulo si ya esta familiarizado con esas operaciones.

5.1 La ventana de TopSpin

La siguiente imagen muestra el disefio de la interfaz basica de TopSpin.

Process  Analyse  Applications  Manage

[ create Dataset ;U sample + | #pock  V Tune~ | Y spine & shime | “¥Prosol+ | T=Gaine = P Run | More~ = '11 w DB M@
2120l tes QAOEE AE P ESWOETE LIV 1) (12
(4 ?‘ : Q: SPECTRUM [PROCPARS ACQUPARS TITLE PULSEPROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE PLOT FID ACQU "“1 O,;I -
./ Search examid_1H 2 1 CiBrukerTopSpiniexamdata FE
S ‘;‘Z;:‘:::‘;“":Sp‘"@“"““‘a 1H Cholesterylacelat
ot
:idcmcmg ‘ 5)‘
& exam_DNMR_ipr2sic
@ exam_Dalsy
& exam_nmrquant
/\5 Structure
. A | h A LMM{UML .
s
- ) PR : PR : ; tpom
‘:/6 ) H&ll]/“ngﬂ 2 1 C\Bruker ‘:\8 ]
1 |Barra de menus 8 |Barra de visualizacion de estado
2 | Barra del botén del flujo de trabajo 9 | Ventana del conjunto de datos
3 |Barra de herramientas 10 |Pestanas de la ventana del conjunto de datos
4 |Ventana de navegador y busqueda | 11 |Imprimir, exportar y publicar
5 |Ventana de estructura 12 | Opciones de visualizacion
6 |Linea de comandos 13 |Conmutador de ventanas, preferencias de
configuracion y ayuda
7 |Barra del conjunto de datos actual
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51.1 Crear un nuevo conjunto de datos

El uso regular del espectrometro genera en poco tiempo una gran cantidad de datos. Los
usuarios querran almacenar sus datos en carpetas etiquetadas adecuadamente, para poder
acceder a ellos mas tarde. Este proceso es especialmente importante en un entorno
multiusuario. Cuando se adquiere una serie de datos, se puede almacenar en lo que se
denomina conjunto de datos. Cada conjunto de datos debe tener un descriptor Unico
(identificador), para que se puedan distinguir los diferentes conjuntos de datos. Un descriptor
completo de un conjunto de datos requiere el uso de tres parametros: NAME, EXPNO y DIR.

» En la barra de menus, haga clic en Acquire | Create Dataset para abrir la ventana Crear
nuevo conjunto de datos.

& Create New Dataset - new @

Prepare for a new experiment by creating a new data set and
initializing its NMR parameters according to the selected experiment type.
For multi-receiver experiments several datasets are created.
Please define the number of receivers in the Opfions.
Dataset

NAME Proton_exp

EXPNO 1

Directory C\Data -

] open in new window

( h Parameters

(@) Use current parameters

(") Read parameterset Select
Set solvent DMSO -
Additional action
() Do nothing
() Execute getprosol
Keep parameters |P 1,01, PLW1 ~
Advanced
Number of datasets (receivers) 1 -

Title

Menthyl Anthranilate in DMSO
Proton

[ ok || cancel |[ moreinto.. |[ Hep |

» Entonces podra crear su propio conjunto de datos. En NAME puede introducir una
cadena de hasta 13 caracteres. En EXPNO, introduzca "1" o cualquier otro nimero
adecuado. Seleccione la ruta del directorio (por ejemplo: C:\Data).

* En el grupo de parametros, haga clic en Read parameterset y Select para abrir la
ventana rpar.
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& Ex

Source = ;C:\BrukenTopSpmALO_3.a\exp\slan\nmnpar 'i

File Options Help

Find fie names  ~ |enter any string. = 2 Exclude: Co\Bruken\ TopSpind.0.3 a\exp\stan\nmripanuser
. . . . C\BrukenTopSpind 0.3 a\expistan\nmripar

Class = _Any M Dim = _Any M Show Recommended

Type =|Any ¥ SubType= Any ¥| SubTypeB=|Any ¥ Reset Filters

C13CPD

C13DEPT135

C13DEPTQ135

C13UDEFT

COSYGPDFPHSW

COSYGPSW

HMBCETGPL3ND

HMBCGP

HMBCGP_15N

HSQC_TOCSY

HSQC TOCSY_ADIA

HSQCEDETGPSISP

HSQCEDETGPSISP_ADIA

HSQCETGP_15N

HSQCETGPSISP

HSQCETGPSISP_ADIA
PROTON

MLEVPHPR

MLEVPHSW

NOESYPHPR

NOESYPHSW

ROESYPHPR

ROESYPHSW

WATERSUP

Set selected item in editor | | Close |

* Active Show Recommended para obtener la lista de los experimentos mas habituales
con moléculas de tamario reducido.

» Asegurese de que el directorio de origen sea:
<Topspin>\exp\stan\nmr\par
y no:
<Topspin>\exp\stan\nmr\par\user
» Seleccione el experimento (p. ej., protdn) y haga clic en Set selected item in editor.

» En la ventana Crear nuevo conjunto de datos marque Set solvent y en la lista
desplegable seleccione el disolvente de su muestra; p. ej. DMSO.

» Haga clic en OK.

Nota: Su conjunto de datos recién creado es ahora el conjunto de datos actual y se
almacenaran los detalles del descriptor en el disco duro, en la carpeta: DIRINAME\EXPNO,
donde cada EXPNO corresponde a un conjunto de datos completamente independiente. En
este ejemplo, los datos se almacenaran en C:\Data\Proton_exp\1. Esta ruta también
aparecera en la barra del titulo de la ventana de datos de TopSpin

5.1.2 Preparacion de la muestra

» Use tubos limpios y secos para la muestra.

* Use tubos de calidad media-alta para la muestra.

* Filtre siempre la solucién de la muestra.

» Utilice siempre el mismo volumen o la misma altura de solucion de la muestra.

* El volumen de rellenado de los tubos de 5 mm es 0,6 ml o 5 cm.

* El volumen de rellenado de los tubos de 10 mm es 4 ml o 5 cm.

» Use el calibrador de profundidad de la muestra para ajustar la profundidad de la muestra.
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Tipo de tubo para la muestra Sondas Sondas RT Sondas RT
CryoProbe antiguas

Tubo de muestra estandar de 5 19 mm 20 mm 18 mm

mm con extremo redondo.

Tubo Shigemi de Bruker. 17 mm 20 mm 18 mm

Figura 5.1: Insercién de la muestra en la centrifugadora

1|Muestra 4. Linea central
2|Centrifugadora 5. Tornillo de ajuste de profundidad
3|Calibrador de profundidad

» El tubo de la muestra debe estar bien firme dentro de la centrifugadora.
» Limpie el tubo de la muestra antes de insertarla en el iman.

5.2 Insertar la muestra con la turbina en el iman

La subida y bajada de la muestra se controla por un flujo de aire a presion. Antes de situar la
muestra en la parte superior de la cavidad, asegurese de que haya flujo de aire (se oye
bastante bien) y retire cualquier muestra que esté subiendo hasta la parte superior de la
cavidad.

» En la barra de menus, haga clic en Acquire.

* En el boton Sample, haga clic en la flecha desplegable para ver mas opciones.

» Enlalista, seleccione Eject sample manually (ej). Se activa la elevacion de la muestra.

Espere hasta que se active el aire de elevacion de la muestra y retire la muestra que pueda
haber en el iman.
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* Coloque la muestra y la centrifugadora encima de la cavidad del iman.
* En el boton Sample, haga clic en la flecha desplegable para ver mas opciones.
* En la lista, seleccione Insert sample manually (ij).

5.3 Hacer el lock de la muestra

Se utilizan disolventes deuterados para generar la sefal que se detecta y monitoriza
mediante el sistema de bloqueo. La frecuencia e intensidad de esta sefial dependeran del
disolvente empleado. La caracteristica principal de la rutina de bloqueo de TopSpin es que
asigna parametros como la potencia, la ganancia y la frecuencia de bloqueo a un valor
adecuado del disolvente. Con estos valores por defecto, proximos a los que se esperarian
para ese disolvente, la BSMS puede localizar rapidamente y hacer el bloqueo en la sefal del
disolvente, haciendo un barrido en un rango de frecuencias o valores de campo magnético.
Estos parametros, caracteristicos de cada disolvente, se leen en la tabla “edlock®.

» En la barra del botén del flujo de trabajo, haga clic en Lock.
» En la lista de la tabla de Disolventes, seleccione DMSO y haga clic en OK.

& Solvents table X
Acetic acetic acid-d4

Acetone acetone-d6

CeD6 henzene-d6

CDz2CI2 dichlormethane-dz2

CD3CN acetonitrile-d3

CD3CN_SPE LC-SPE Solvent (Acetonilrile)

CD30D_SPE LC-SPE Solvent (Methanol-d4)

CDCI3 chloroform-d

CH3CN+D20 HPLC Solvent (AcetonitriyD20)

CH30H+D20 HPLC Solvent (Methanol/D20)

D20 deuteriumoxide

D20_salt deuteriumoxide with salt

Dioxane dioxane-d8

DMF N.N-dimethylformamide-d7

L3

EtOD ethanol-dé

H20+D20 90%H20 and 10%D20

H20+D20_salt 90%H20 and 10%D20 with salt

HDMSO 90%DMSO and 10%DMSO-d6

Juice Truit juice

MeOD methanol-d4

Plasma blood plasma

Pyr pyridine-d5

T_H20+D20+Me4NCI (CD3)4NCI in 90%H20 and 10%D20, for NMR thermometer
T_H20+D20+NaAc sodium acetate in 90%H20 and 10%D20. for NMR thermometer
T_H20+D20+Pivalate pivalate-d9 in 90% H20 and 10% D20, Tor NMR thermometer
T_MeOD methanol-dd, for NMR thermometer

TFE trifluroethanol-d3

THF tetrahydrofuran-dg

Tol toluene-d8

Urine urine
Lock nucleus: |2H v OK Cancel

Figura 5.2: Tabla de disolventes

Nota: Si se ha llevado a cabo el bloqueo, la sefial debe tener la forma de una linea

horizontal con cierto ruido o cierta onda asociados (véase figura abajo). La altura de esta
linea se denomina nivel de bloqueo.
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Figura 5.3: Visualizacién del bloqueo tras bloquear la muestra

54 Sintonizacion y ajuste de la sonda

La sensibilidad de cualquier sonda variara en funcién de la frecuencia de la sefial que se le
transmite y existe una frecuencia a la que la sonda es mas sensible. Ademas esta frecuencia
puede ajustarse en un cierto rango, condensadores internos de sintonia. La sintonizacion
(tuning) implica el ajuste de los circuitos de la sonda de forma que la frecuencia a la que ésta
es mas sensible, sea la frecuencia de transmision apropiada (SFO1, SFO2 etc.). Cada
bobina en la sonda se sintonizara (y ajustara) por separado.

Si se ha cambiado la sonda o la frecuencia de transmision se ha modificado
significativamente, puede ser necesario volver a sintonizar la sonda. Para trabajos de rutina
en disolventes organicos con sondas selectivas, es poco probable que el valor de las
frecuencias transmitidas varie mucho. Por lo tanto, una vez que la sonda se haya
sintonizado inicialmente, no vale la pena volver a sintonizarla por ligeras variaciones en la
frecuencia. Normalmente, se requiere un cambio de la frecuencia de transmision de al
menos 100 kHz para justificar una resintonizacion. Sin embargo, en las sondas de banda
ancha, la frecuencia transmitida varia ampliamente de un nucleo a otro, y por tanto se deben
volver a sintonizar cada vez que se cambia el nucleo seleccionado.

Siempre que se sintonice una sonda, también se debe ajustar. El ajuste (matching) implica
asegurar que la maxima cantidad de potencia de la sefal de radiofrecuencia llegue hasta la
base de la sonda y de este modo se transmita hasta la bobina situada en su parte superior.
Esto asegura que so6lo una minima cantidad de la potencia que llegue a la base de la sonda,
se refleje de nuevo hacia los amplificadores (y por consiguiente se pierda).

Nota: Bruker ofrece dos maneras distintas de sintonizacion y ajuste. A parte del ajuste
manual de los condensadores de sintonizacién y ajuste, las sondas también pueden estar
equipadas con un modulo de sintonizacién automatica (ATM). Siga los pasos que se
describen a continuacion para cada una de las opciones.

5.4.1 Utilizando la rutina de sintonizacion y ajuste automatico en sondas
equipadas con ATM

« En la barra del botdn del flujo de trabajo, haga clic en Tune.

La pantalla pasard automaticamente a la ventana de adquisicién y mostrara la curva del
barrido en frecuencia ("wobble"). La sintonizacién y el ajuste se llevaran a cabo
automaticamente. En el caso de que se usen multiples frecuencias en un parametro como,
por ejemplo, en un C13CPD, etc., ATMA empezara ajustando la frecuencia mas baja y
seguira automaticamente en orden de frecuencia creciente.
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5.4.2 Utilizando la rutina de sintonizacion manual en sondas equipadas con
ATM

» En el botén Tune, haga clic en la flecha desplegable para ver mas opciones.
» En la lista, seleccione Tune/match ATM probe manually.

Nota: Se abrira la ventana de Sintonizacion / ajuste de la sonda con ATMM (véase figura de
abajo) y una ventana que mostrara la curva del barrido en frecuencia ("wobble").

Bruker TopSpin 4.0.3.b.5 on av4600 as demo BELR

= Acquire Process Analyse Applications JUELELT)

A Proc. Spectrum » | /\y Adjust Phase + | “A Baseline » | /A\ Calib. Axis » | Advanced v ap -~ mE @

D)2 5| 08 O | e HE F|opL
w2 I QQOEE €»e &

> wOF ‘ 8
@7 Al e

i=pata | (BB 4 SPECTRUM PROCPARS ACQUPARS TITLE PULSEPROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE PLOT FID | ACQU X
[1Show Spectra Thumbnails A5 L E@H
= 1 1 hidataldemalnmr -za [l [F emojmmr =
ATMM <2> [=[al (] Lg
Information
Probe: PATXI 6003 H-C/N-D-05 Z @
Solvent: H20+D20 @ &
State: Idle @ -
Channel/Nucleus
Channel/Nucleus selection
¢ Complex wobble display [=a¥=]
©13€ (130) |
® 15N (15N) @
O 1HUH)
Complex wobble display L8
Show complex wobble display @
Automatic adjustment (ATMA)
Start ATMA, probe does not support storing positions for future use
User defined WBSW and WBST
Wobble sweep width [MHz] 1.0 @
Le
Number of wobble steps  [1024 B
Tuning
Fine
®
Matching
Fine R
I T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
60,4 60,6 60,8 61.0 612 [MHz1
I | 4 beubi_cn3.15 201 1 /w/data/demoynmr |taking wobble data ..

Spectrometer Status| __Amplffier Contrel Acquisition information Fid Flash | Lock | POWCHK | Spooler BSMS status message Time
une nucleus: 15N [ ] queued: 0 10:27:38
on@ une frequency: 60.813365 ».._ | deleved 0 Feb 01
[Center frequency:60.8163 ] cron: 0 [Autoshim (&) Locked ™) Error (9

Figura 5.4: Ventana de sintonizacién / ajuste de la sonda con ATMM

Tipo de sonda.

Disolvente utilizado.

Estado actual.

Seleccién de canal / nucleo

Marcar para visualizar el barrido en frecuencia en modo complejo.

Hacer clic para iniciar ATMA, mientras que las posiciones 6ptimas se almacenan para un
futuro uso.

Ancho de barrido en frecuencia definido por el usuario.
Numero de pasos de barrido en frecuencia definido por el usuario.

A A R

N

®

9. Botones para mover y mostrar la curva de barrido en frecuencia centrada.
10. |Botones para ajustar el descenso de la curva de barrido en frecuencia hasta la posicién
mas baja.
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« En la ventana de control de ATMM, haga clic en los botones de Tuning para mover y
visualizar la curva de barrido en frecuencia centrada.

* En la ventana de control de ATMM, haga clic en los botones Matching para ajustar el
descenso de la curva de barrido en frecuencia hasta la posicion mas baja.

Resulta muy practico examinar la visualizacion del barrido en frecuencia en modo complejo.
Si el circulo con el punto rojo es demasiado grande o demasiado pequefio, ajuste primero el
ajuste. Una vez que el circulo pasa por el centro del sistema de coordinadas, coloque el
punto rojo en el centro ajustando la sintonizacion. La curva le indica, basicamente, el orden
en el que ajustar la sintonizacion y el ajuste.

Nota: Los ajustes de sintonizacién y ajuste se guardaran haciendo clic en el boton Start.

Dado que los ajustes de sintonizacién y ajuste interactian entre si, sera necesario repetir
todos los pasos para una sintonizacién y un ajuste perfectos. Si se utilizan multiples

n frecuencias en un conjunto de parametros como C13CPD, use los botones de radio
Nucleus Selection en la ventana de control de ATMM para pasar a otro nucleo y repetir la
sintonizacion y el ajuste.

La rutina wobble funciona mediante la transmisién de una sefal débil a la sonda y la
comparacién de la sonda y la impedancia de cable con una referencia de 50 ohmios dentro
de HPPR. La frecuencia de transmision se centra en SFO1, SFO2, etc., pero se realiza un
"barrido" en un rango determinado por el valor del parametro WBSW (ver mas adelante). La
curva resultante es la tipica curva de respuesta de un circuito de resonancia y representa,
simplemente, una medida de la amplitud de la sefial reflejada (eje vertical) frente a la
frecuencia (eje horizontal).

Matching implica ajustar la sonda de forma que el minimo de la curva de barrido en
frecuencia se situe en la parte inferior de la pantalla (es decir, tocando el eje horizontal de
frecuencia). Esta posicion representa la reflexion minima de la sefal transmitida.

Tuning implica asegurar que esto ocurra a la frecuencia de transmision, que se situa en el
centro de la escala horizontal de la pantalla. Sin embargo, se vera que la sintonizacion y el
ajuste interactuan entre si y deben ajustarse conjuntamente. Cuando el minimo de la curva
del barrido en frecuencia esté centrado y situado en la base de la pantalla, la sonda estara
sintonizada y ajustada de forma éptima.
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Figura 5.5: Ejemplos de curvas de barrido en frecuencia con diferente sintonizacion y ajuste

1. Sintonizacion y ajuste deficientes. |3. Buen ajuste, sintonizacion deficiente.

2. Ajuste deficiente, buena 4, Buen ajuste, buena sintonizacion.
sintonizacion.

Si desea optimizar varios nucleos de sonda (por ejemplo, en experimentos de
desacoplamiento), puede seleccionar el siguiente nucleo en la ventana de sintonizacion y
ajuste de sonda con ATMM.

5.5 Girar la muestra

Una segunda funcion del aire a presion es permitir la rotacion de la muestra. El espin de la
muestra sirve para “igualar’ los puntos no homogéneos que puedan existir en el campo
magnético en el centro del iman.

Nota: Las muestras que se analizan empleando experimentos de tipo 2-D, 3-D,
SELECTIVE, NOEDIFF, T1 y todas las sondas inversas no se suelen rotar.
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Tasas de espin sugeridas:
* 20 Hz para una sonda de 5 mm
* 12 Hz para una sonda de 10 mm

» En el botén Spin, haga clic en la flecha desplegable para ver mas opciones.
* En la lista, seleccione Turn sample rotation on (ro on).

5.6 Ajuste de la homogeneidad (Shimming)

En el proceso de homogeneizacion (Shimming) se realizan pequeios cambios en el campo
magnético para optimizar la homogeneidad (uniformidad). El resultado de mejorar la
homogeneidad es una mejor resolucion espectral. Es necesario volver a ajustar la
homogeneidad cada vez que se cambia la muestra. El responsable del sistema ha guardado
valores de homogeneidad (llamados archivos de shims) adecuados para cada sonda, que
reduciran de forma importante el tiempo requerido para ajustar la homogeneidad cada vez
que se cambie la sonda.

5.6.1 Ajuste de la homogeneidad de rutina con TopShim

Se trata de una homogeneizacion rutinaria y deberia realizarse al iniciar una nueva sesion de
RMN y siempre que se cambie la muestra que esta en el iman. La homogeneizacion rutinaria
implica el ajuste fino de las "shims" Z, Z?, Z3, Z*y Z°. Algunos imanes con campos mas altos
pueden requerir "shims" Z de orden mas alto. TopShim es completamente automatico y el
administrador del sistema lo ha programado de forma que se obtenga la mejor
homogeneidad para cada muestra.

TopShim se basa en la homogeneizacion por gradientes. La aplicacion de un criterio de
calidad a la forma de linea final garantiza los mejores resultados para todas las situaciones.

TopShim utiliza el método de homogeneizacidn por gradiente ?H para todos los disolventes
deuterados, y para otros disolventes, especialmente para H,O, el método de
homogeneizacién por gradiente 'H.

» En la barra del botén del flujo de trabajo, haga clic en Shim.

La homogeneizacion comenzara inmediatamente y no deberia durar mas de un minuto.

5.7 Establecer los parametros dependientes de la sonda/
disolvente

Se pueden almacenar parametros como la longitud del pulso de 90° o del desacoplador con
los niveles de potencia asociados y para cualquier nucleo especifico en cualquier canal
disponible. El ingeniero de instalacion o el administrador del sistema han introducido estos
valores, y se cargaran automaticamente usando el boton Prosol.

* En la barra del boton del flujo de trabajo, haga clic en Prosol.
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5.8 Ajuste de la ganancia del receptor

La ganancia del receptor es un parametro muy importante que se utiliza para ajustar la
amplitud de la FID al rango dinamico del digitalizador. La ganancia se ajusta de forma
automatica apretando el botén Gain.

* En la barra del botdn del flujo de trabajo, haga clic en Gain.

El ajuste de la ganancia del receptor se iniciara en un momento y deberia llevar menos de un
minuto.

5.9 Iniciar la adquisiciéon

El proceso de recepcion de sefales de RMN se denomina adquisicion. Se habla de adquirir
datos. Cuando se lleva a cabo una adquisicidn, se adquieren datos “sin procesar” y la sefal
recibida se denomina FID (decaimiento de induccion libre, por sus siglas en inglés). La
cantidad de puntos digitales de la FID se denomina TD (dominio del tiempo, por sus siglas
en inglés).

» En la barra del botén del flujo de trabajo, haga clic en Run.

Por defecto, una vez seleccionado el experimento, el espectrometro realizara un nidmero de
barridos "ficticios" antes de iniciar el niumero de barridos reales.

5.10 Procesado de datos

Se recurre a una transformada de Fourier para convertir la FID en un espectro de
frecuencias. El nimero de puntos que se utilizan para generar el espectro resultante vienen
determinados por el parametro llamado Sl (size = tamafio). La FID se transforma en un
espectro que consta de Sl puntos de datos en la parte real y Sl puntos de datos en la parte
imaginaria. El valor habitual para Sl es SI = TD/2. Si ha cargado el conjunto de parametros
“PROTON?”, puede verificar faciimente que TD =64 Ky Si = 32 K.

* Enla barra de menus, haga clic en Process.
» En el botén Proc Spectrum, haga clic en la flecha desplegable para ver mas opciones.

» En la lista, seleccione Configure Standard Processing (proc1d).
Press 'Execute’ fo process the current dataset.
Press 'Save' to just change the processing options.

Changed options will be effective when pressing the
one-click 'Proc. Spectrum’ button.

Exponential Multiply (em) LB [Hz] = 0.3

Fourier Transform (ft)

Auto - Phasing (apk)

Set Spectrum Reference (sref) &)

Auto - Baseline Correction (absn) Include integration = no i
Plot (autoplot) [ LAYOUT= +HAD_Hxwp |

Warn if proce;;sed data exist lal

[ save || Exeoute |[ cancel

Figura 5.6: La ventana de proc1d
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* En la ventana de proc1d, seleccione las opciones:
Exponential Multiply (em)
Auto — Phasing (apk)
Set Spectrum Reference (sref)
Auto — Baseline Correction (absn)

* En la ventana de proc1d, haga clic en Execute.

» En la ventana de proc1d, haga clic en Save para guardar los ajustes de procesamiento
seleccionados.
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6 Preparacion para la Adquisicion,
parametros relacionados con la
Frecuencia

En este capitulo se explicaran dos de los parametros mas importantes para observar un
espectro de RMN. Antes de asignar valores a los distintos pardmetros, es importante que el
usuario entienda el concepto de conjunto de datos (data set), como grupo de parametros
enlazados intrinsecamente entre si.

6.1 Frecuencia

Las frecuencias de las sefiales transmitidas en los canales uno, dos y tres vienen dadas por
los valores SFO1, SFO2 y SFO3, etc., respectivamente. Sin embargo, puede que estas
frecuencias no se puedan establecer directamente (observara que no se marcaran al
seleccionarlas con el raton).

Las frecuencias de transmision se controlan mediante los valores de offset (desplazamiento
en frecuencia) de las frecuencias basicas BF1, BF2 y BF3 etc.

Para el canal observado:
« SFO1 = BF + offset
La frecuencia de transmision es establecida automaticamente por el usuario.
De forma similar, para los dos siguientes canales, de desacoplamiento, vale:
+ SFO2 = BF2 + offset (02)
+ SFO3 = BF3 + offset (03)

Al seleccionar un nucleo especifico, la frecuencia basica adecuada se establecera
automaticamente. Después de leer un grupo de parametros estandar, se establecera la
frecuencia basica correcta y soélo hara falta ajustar los valores de offset.

Recuerde que SFOX es el parametro mas relevante al ser la frecuencia que realmente se
transmite a la muestra. Observe también que los offsets pueden ajustarse a cero en cuyo
caso SFOX = BFX. En la siguiente seccidn se hara una descripcién mas detallada.

6.2 Explicacion numérica de las frecuencias de transmision,
basicas y de offset

Imagine un espectrémetro de 600 MHz que se utiliza para observar hidrogeno. El
espectrometro se ha configurado para tener una BF1 de 600,13 MHz (un espectrometro de
500 MHz normalmente tiene una BF1 de 500,13 MHz, uno de 400 MHz una BF1 de 400,13
MHz, etc).

Sia O1 se le da el valor de cero, entonces: SFO1 = 600,13 + 0 = 600,13 MHz

Por lo tanto, el centro del espectro se situaria en 600,13 MHz. Si SWH estuviera ajustado a
20 kHz, el espectro podria tener el aspecto de la siguiente imagen.
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600.14 600.13 600.12
BF1
SFO1

Figura 6.1: Espectro con BF1 = 600,13 MHz, 01= 0 Hz

|1. |Seﬁales no incluidas |2. |Frecuencia

Nuestro espectro hipotético deja claro que todas las sefiales de RMN apareceran en el lado
de las altas frecuencias de la anchura espectral. Ademas, es posible que algunas sefales
aparezcan por encima de 600,14 MHz, y como estas sefales quedan fuera de la ventana
espectral, seran excluidas y no se observaran. Para comprobar la presencia de este tipo de
sefales hay dos opciones posibles:

» Se podria aumentar la anchura espectral para incluir las senales que faltan. Esto, sin
embargo, tendria la desventaja, por ejemplo, de aumentar la resolucion de la FID (cuanto
menor sea el valor de FIDRES, mejor sera la resolucion).

» Una mejor solucién seria no modificar la anchura espectral, pero atribuir un valor a O1
para desplazar el centro de la ventana.

En nuestro ejemplo, las sefiales detectadas aparecen todas en la franja de 600,138 MHz vy,
por lo tanto, nos gustaria centrar el espectro en esa frecuencia.

=> SFO1 = 600,138 = BF1 + O1
=> 600,138 = 600,13 + O1
=>01=0,008 MHz = 8 kHz

Por lo tanto, si O1, la frecuencia de compensacion, esta establecida en 8 kHz, se desplaza la
ventana para que tenga ese aspecto en la siguiente figura.
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Figura 6.2: Espectro con BF1 =600,13 MHz, 01= 8 kHz

|1 . |Frecuencia | |

La figura anterior, finalmente, deja claro que las sefales de RMN emitidas por los protones
en nuestra muestra hipotética ocupan unicamente una parte de la anchura espectral. Por
consiguiente, la anchura espectral se podria reducir sin pérdida de datos relevantes. Una
ventaja de disminuir la anchura espectral es una mejora en la resolucién. La desventaja es
que el tiempo de adquisicion de los datos aumentara proporcionalmente.

Tal como se menciona en la Infroduccion a la Teoria y Terminologia [ 9], los
desplazamientos quimicos de protones raramente superan las 14 ppm. Esto corresponde a
8,4 kHz en un espectrometro de 600 MHz. En la figura siguiente se muestra el espectro
hipotético modificando el valor de SWH de 20 kHz a 8,4 kHz.

< 8.4kHz >

< :
MHz i X £ A
600.1422 600.1380 600.1338 600.13
SFO1 BF1

Figura 6.3: Espectro con BF1 = 600,13 MHz, 01 = 8 kHz, SWH = 8,4 kHz

|1 . |Frecuencia | |
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Deberia tenerse en cuenta que el valor de SWH utilizado en un experimento determinado
Unicamente se determina por la muestra a analizar y la resolucién espectral requerida. Para
los espectros de hidrogeno, un valor de 14 ppm asegurara que se detecten la mayoria de
sefiales de protones. Sin embargo, para un estudio detallado de una sefial concreta, se
usaran valores de SWH mucho menores.

La siguiente figura ilustra los principios generales de como interactian SFO1, BF1 y O1
(aqui se muestran con una muestra nueva).
() SFO1 = BFf + 01

Figura 6.4: Interaccion de SFO1, BF1y O1

1. Sia O1 se le da un valor positivo, la ventana se desplaza a frecuencias mas
altas.

2. El parametro SW determina la anchura de la ventana.

3. Frecuencia.

4, Si a O1 se le da un valor negativo, la ventana se desplaza a frecuencias mas
bajas.

5. SFO1 es el centro del espectro.
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Cuando se investiga un solido utilizando la técnica de RMN, las sefiales tienden a ser
anchas y su estructura fina, que es la que tiene mayor interés para los cientificos, no se
puede resolver. Por este motivo, las muestras sélidas normalmente se disuelven en un
disolvente adecuado antes de la adquisicién. Lo mismo ocurre con las muestras liquidas.
Se pueden anadir pequefas cantidades de un compuesto de referencia al disolvente
organico. Pero para obtener los mejores resultados, la muestra debe ser lo mas pura posible.
Las sefiales de impurezas complicaran el espectro, como minimo, y pueden ocultar las
sefales importantes. Se debe poner especial cuidado en garantizar que la muestra esté libre
de impurezas magnéticas, dado que estas pueden distorsionar el campo magnético y, por
lo tanto, degradar la resolucion del espectro. Las impurezas sdlidas se pueden eliminar
facilmente mediante filtracion. En el caso de muestras en disolventes organicos, el agua
disuelta se puede eliminar en la mayor medida posible secando las muestras rigurosamente
antes de su disolucion.

71 Seleccion del disolvente

El paso siguiente después de purificar y secar la muestra suficientemente es escoger un
disolvente adecuado. Dado que el deuterio es, con mucho, el nucleo mas comun para el
bloqueo, la muestra se suele disolver en un disolvente deuterado (donde la mayor parte de
los atomos de hidrégeno, normalmente mas del 99 %, se han substituido por deuterio). Los
disolventes deuterados mas usados son el benceno-d6, la acetona-d6 y el cloroformo-d;
aunque hay muchos otros disolventes disponibles. Se deberian considerar los siguientes
factores cuando se escoge un disolvente:

1. Solubilidad: Obviamente, cuanto mas soluble sea la muestra en el disolvente, mejor.
Esto maximiza la cantidad de muestra en un volumen razonable, incrementando la
sensibilidad del experimento. Una alta solubilidad es especialmente importante si
unicamente se dispone de pequefias cantidades de muestra.

2. Interferencias de las senales del disolvente con el espectro de la muestra:
Inevitablemente, el disolvente generara sefiales de RMN que taparan algunas regiones
del espectro. Estas “sefiales residuales del disolvente” no se deberian solapar con las
senales de la muestra.

3. Dependencia de la temperatura: Para experimentos que se realicen a temperatura
mayor o menor de la ambiente, los puntos de fusion y ebullicion del disolvente también
seran factores importantes. Ademas, la solubilidad de la muestra también puede variar en
funcion de la temperatura.

4. Viscosidad: Cuanto menor sea la viscosidad del disolvente, mejor sera resolucion del
experimento.

5. Coste: Evidentemente, para la RMN de rutina, en la que es necesario analizar muchas
muestras, también es importante considerar el coste del disolvente. Como regla empirica,
el precio incrementara con el niumero de atomos deuterados.

6. Contenido de agua: Casi todos los disolventes para RMN contienen trazas de agua.
También muchos son higroscépicos (absorben trazas de agua de la atmosfera) y, por lo
tanto, cuanto mas tiempo estén almacenados, mas agua contendran. La presencia de un
pico de agua (HDO) solo degradara la calidad de los espectros de RMN. El nivel de agua
en el disolvente se puede reducir considerablemente mediante filtracion a través de un
agente desecante o guardando el disolvente en presencia de tamices moleculares.

La eleccién del disolvente para una muestra se basara en un equilibrio entre las distintas
ventajas y desventajas de cada uno de ellos. Consulte la pagina web si necesita informacion
detallada y precisa sobre disolventes especificos.
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7.2

Tubo de muestra

Dependiendo del tipo de sonda o experimento, la muestra se puede girar mientras se
analiza. El giro de la muestra tiene como efecto anular la no homogeneidad del campo en
las direcciones X e Y, y como consecuencia mejorar la resoluciéon espectral. Una desventaja
del giro es que puede provocar bandas laterales de rotacién. Se trata de sefiales (picos)
falsas que resultan de la modulacion del campo magnético a la frecuencia de giro. Aparecen
siempre a ambos lados de los picos auténticos que son mas intensos, con una separacion
igual a la de la velocidad de giro. La intensidad de estas bandas laterales sera proporcional a
la intensidad del pico auténtico. Asi, si la velocidad de giro es de 20 revoluciones/segundo
(=20 Hz), las bandas laterales de rotacion se encontrarian a frecuencias de 20 Hz por
encima y por debajo de la frecuencia de resonancia de la sefial original.

5 oF5n

N\
I 2

1 B S T |

100 50 0 =50 Hz

/

§
A
4
—— T T T T
100 S0 0 -50 -100 Hz

Figura 7.1: Espectro mostrando bandas laterales de rotacion

1. |satélites 13C 2. |Bandas de rotacion

Aunque la presencia de bandas laterales de rotacion pueda ser inevitable, su tamano a
menudo depende de la calidad del tubo de muestra. Idealmente, el tubo de muestra deberia
tener una simetria cilindrica perfecta. Bandas laterales inusualmente grandes pueden
apuntar a una simetria inadecuada del tubo, y por lo tanto indicar que hacen falta tubos de
mejores especificaciones (y evidentemente mayor coste).

Los tubos de muestra deben mantenerse siempre limpios y libres de polvo y ralladuras. No
limpie los tubos con escobillas para tubos de ensayo. Sea consciente de que un tubo nuevo
no necesariamente esta limpio. Los tubos se pueden lavar con acetona o agua destilada.
Puede usar detergente liquido siempre que lo enjuague en pocos minutos para evitar la
corrosion del tubo. Los tubos también pueden limpiarse mediante ultrasonidos en una
solucién adecuada. Si todas las medidas anteriores fallan, puede dejar los tubos en remojo
en AGUA REJIA durante un tiempo de hasta dos dias y luego enjuagarlos abundantemente
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antes de secarlos. Los tubos de RMN se pueden secar en una estufa, pero sin calentar por
encima de 100°C, ya que se pueden deformar y en consecuencia no girar adecuadamente.
La mejor manera de secar los tubos es pasando nitrégeno filtrado por el tubo.

7.3 Manipulacién de muestra

Es recomendabile filtrar las soluciones de RMN directamente en el tubo de muestra, para que
no haya polvo u otras contaminaciones.

n Nota: jRecuerde que los tubos de muestra siempre deben sujetarse por la parte superior!

Un procedimiento habitual de preparacién de muestra puede ser el siguiente:

1. Para una muestra sélida, utilizando un tubo de 5 mm, disuelva hasta 20 mg de muestra
en un volumen de alrededor de 0,6 cm?® del disolvente elegido (para tubos de 10 mm,
disuelva hasta 80 mg en 2,5 cm®). Por regla general, para muestras liquidas y cuando se
observe proton, disuelva un 20 % de muestra en un 80 % de disolvente deuterado.

2. Anada una pequefia cantidad (~0,1 %) del compuesto de referencia tetrametilsilano
(TMS). Asegurese de que la sefial del TMS sea menor que las sefiales mas intensas de
la muestra o del disolvente (de lo contrario la relacion sefial/ruido sera muy pobre debido
a la baja ganancia del receptor).

3. Filtre la solucion al tubo de muestra a través de una pipeta de Pasteur con un trocito de
pafio para laboratorio Kimwipe.

4. Filtre 0,2 cm?® de disolvente al tubo a través del filtro. La solucion resultante deberia tener
una profundidad de tres o cuatro centimetros.

5. Cierre el tubo con un tapén, selle la parte superior con parafilm para reducir la
evaporacion y etiquete el tubo cerca de su parte superior. Asegurese de que el tapén, el
parafilm y la etiqueta sean concéntricos o, de lo contrario, afectaran de forma negativa al
espin de la muestra.

Nota: El uso de fibra de vidrio para el filtrado de la muestra puede causar algunos
problemas, especialmente si quiere hacer medidas de T,.
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8 Espectro de Proton

Este capitulo describe la adquisicion y el procesado de un espectro mono-dimensional de 1H
RMN empleando el grupo de parametros estandar PROTON de Bruker. La secuencia de
pulsos zg30 (ver figura mas abajo) consiste en un retardo de reinicio (recycling delay), un
pulso de radiofrecuencia (RF), y el tiempo de adquisicidon durante el que se registra la sefal.
El angulo del pulso es de 30°. Los dos parametros, d1 y p1, corresponden a la longitud del
tiempo de retardo en el inicio y a la longitud del pulso de Radiofrecuencia de 90°,

respectivamente.

Los intervalos de tiempo ilustrados en el diagrama de la secuencia de pulsos no se han
dibujado a escala. Por ejemplo, d1 habitualmente es de unos pocos segundos, mientras que
p1 normalmente tiene una longitud de unos pocos microsegundos.

La muestra empleada consiste en 30 mg de antranilato de metilo en DMSO-d6.

s

8.1 Configuracion del experimento

Creacion de un nuevo conjunto de datos

« En la barra de menus, haga clic en Acquire | Create Dataset para abrir la ventana Crear
nuevo conjunto de datos.
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& Create New Dataset - new @

Prepare for a new experiment by creating a new data set and

initializing its NMR parameters according fo the selected experiment type.
For multi-receiver experiments several datasets are created.

Please define the number of receivers in the Options.

Dataset
NAME Proton_exp
EXPNO 1
Directory C:\Data -

["] open in new window

A Parameters
© Use current parameters
() Read parameterset Select
Set solvent DMSO -
Additional action
() Do nothing

(©) Execute getprosol

Keep parameters |P 1,01, PLW1 ¥

Advanced
Number of datasets (receivers) 1 -
Title

Menthyl Anthranilate in DMSO
Proton

[ ok |[ cancel || morelnro.. || Help |

* Enla ventana Crear un nuevo conjunto de datos introduzca o seleccione:
NAME = Proton_exp
EXPNO =1
Directory = p. ej. C:\Data

Directory, NAME y EXPNO definen donde se guardara el nuevo conjunto de datos para el
experimento en el ordenador:

n Directory/NAME/EXPNO/ En el ejemplo: C:\Data\proton_exp\1

Puede seleccionarse Directory en la lista desplegable o puede introducirse una nueva
ubicacion en el campo de texto. NAME es un subdirectorio de Directory, y EXPNO, de
NAME. EXPNO debe ser un entero positivo. Proporciona una manera de guardar multiples
conjuntos de datos relacionados con el mismo nombre NAME.

* En el grupo de Parametros, e haga clic en Read parameterset y Select

para abrir la ventana rpar.
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¢ [E=2]
Eile Options Help Source = CBruker\TopSpind 0 3 alexpisianinmripar ¥
e CEree— r— == [C:BrukenTopspind 0.3 a\expistaninmripariuser

C:\BrukeriTopSpind 0.3 alexpistaninmripar
Class = Any. ~| Dim= Any v [¥]Show Recommended

Type = Any ~| subType=|any v| subTypes =[any ~| [ ResetFiters

c13cPD !CTSDEPTHS lc13DEPTQ135 (C13UDEFT. [COSYGPDFPHSW.
COSYGPSW HMBCETGPLAND HVBCGP HMBCGP_15N HsQc_Tocsy
HSQC_TOCSY_ADIA |HsQcEDETGPSISP HSQCEDETGPSISP_ADIA __|HSQCETGP_15N HSQCETGPSISP

HSQCETGPSISP_ADIA MLEVPHPR MLEVPHSW. NOESYPHPR NOESYPHSW.
PROTON ROESYPHPR ROESYPHSW WATERSUP

Set selected item in editor | | Close

» Active Show Recommended para obtener la lista de los experimentos mas habituales
con moléculas de tamario reducido.

» Asegurese de que el directorio de origen sea:
<Topspin>\exp\stan\nmr\par
y no:
<Topspin>\exp\stan\nmr\par\user

» Enla tabla, seleccione el experimento PROTON y haga clic en Set selected item in
editor.

* En la ventana Crear nuevo conjunto de datos marque Set solvent y en la lista
desplegable seleccione DMSO.

* En el campo TITLE introduzca un texto que indique el experimento, la muestra, el
disolvente y cualquier otra informacién que pueda ser util. La informacion sobre el titulo
puede utilizarse para buscar un conjunto de datos.

» En la ventana New Dataset, haga clic en OK.
» En la barra de menus, haga clic en Acquire.

Para adquirir un espectro, use los botones de flujo de trabajo en la barra de botones de flujo
de trabajo de izquierda a derecha (véanse pasos a continuacion). Alternativamente, pueden
introducirse los comandos que se muestran entre paréntesis de las diversas ventanas
emergentes cuando lo indica TopSpin (p. €j. €], ij, edte, etc.).

* En el boton Sample, haga clic en la flecha desplegable para ver mas opciones.
« En la lista, seleccione Eject sample manually (ej).

Espere hasta que se active el aire de elevacion de la muestra y retire la muestra que pueda
haber en el iman.

Cargue la muestra
» Coloque la muestra con la centrifugadora encima de la parte superior del iman.
* En el boton Sample, haga clic en la flecha desplegable para ver mas opciones.
» En la lista, seleccione Insert sample manually (ij).
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Bloqueo del disolvente

Espere hasta que la muestra se haga descender hasta entrar en la sonda y se haya
desactivado el aire de elevacion. Se oira un clic.

» En la barra del botén del flujo de trabajo, haga clic en Lock.

» En la ventana de la tabla de Disolventes, seleccione el disolvente, p. ej. DMSO. Haga clic

en OK.

& Solvents table

2 Solvent Description

Acetic
Acefone
CeD6
cpDzci2
CD3CHN
CD3CN_SPE
CD30D_SPE
CDCI3
CH3CN+D20
CH30H+D20
D20

D20 _salt
Dioxane
DMF

EtOD

H20+D20
H20+D20_salt
HDMSO

Juice

MeQD

Plasma

Pyr
T_H20+D20+Me4NCI
T_H20+D20+NaAc
T_H20+D20+Pivalate

acetic acid-d4

acetone-dg

benzene-d6
dichlormethane-d2
acetonitrile-d3

LC-SPE Solvent (Acetonitrile)
LC-SPE Solvent (Methanol-d4)
chloroform-d

HPLC Solvent (AcetonitrilD20)
HPLC Solvent (Methanol/D20)
deuteriumoxide
deuteriumoxide with salt
dioxane-d3
N.N-dimethylformamide-d7

ethanol-dé

90%H20 and 10%D20

90%H20 and 10%D20 with salt

90%DMSO and 10%DMSO-d6

fruit juice

methanol-d4

blood plasma

pyridine-ds

(CD3)4NCl in 90%H20 and 10%D20, for NMR thermometer
sodium acetate in 90%H20 and 10%D20. for NMR thermometer
pivalate-d9 in 90% H20 and 10% D20, Tor NMR thermometer

X

T_MeOD methanol-d4, for NMR thermometer

TFE trifluroethanol-d3

THF tetrahydrofuran-ds

Tol toluene-d8

Urine uring
Lock nucleus: | 2H OK Cancel

Sintonizacioén y ajuste de la sonda
« En la barra del botdn del flujo de trabajo, haga clic en Tune.

Se realiza asi una atma (sintonizacién y ajuste automaticos) . Se requiere una sonda
equipada con un modulo automatico de sintonizacion. Haga clic en la flecha desplegable del
botén Tune si desea mas opciones.
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Espin de la muestra (opcional)
» En el boton Spin, haga clic en la flecha desplegable para ver mas opciones.
» En la lista, seleccione Turn sample rotation on (ro on).

Puede ponerse la rotacion en OFF en el caso de sondas como BBI, TXI, TBI o de sondas
para muestras de tamafo reducido.

Homogeneizacién de la muestra

» Enla barra del boton del flujo de trabajo, haga clic en Shim.

Se ejecuta asi el comando topshim. La homogeneizacion comienza de inmediato y no
deberia durar mas de un minuto. En el boton Shim, haga clic en la flecha desplegable para
ver mas opciones.

Cargue los parametros Prosol
» En la barra del boton del flujo de trabajo, haga clic en Prosol.

Se cargaran asi los anchos de pulsos y los niveles de potencia en el conjunto de parametros.

8.2 Adquisicién

Fije la ganancia del receptor
» En la barra del botén del flujo de trabajo, haga clic en Gain.
o]

» En el boton Gain, haga clic en la flecha desplegable para ajustar manualmente la
ganancia del receptor.

Inicio de la adquisiciéon de datos

» En la barra del botén del flujo de trabajo, haga clic en Run.
o]
« En el botéon Run, haga clic en la flecha desplegable para ver mas opciones.

8.3 Procesamiento

» Cuando haya finalizado la adquisicion, haga clic en Process en la barra de menus.
* En el botén Proc Spectrum, haga clic en la flecha desplegable para ver mas opciones.
» En la lista, seleccione Configure Standard Processing (proc1d).
* En la ventana de proc1d, active las siguientes opciones:
— Exponential Multiply (em)
— Auto - Phasing (apk)
— Auto - Baseline Correction (absn)
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& procid X

Press 'Execuie’ to process the current dataset.
Press 'Save' to just change the processing oplions.
Changed options will be effective when pressing the
one-click 'Proc. Spectrum’ button.

Exponential Multiply (em}) LB [Hz] = 0.3

Fourier Transform (ft)

&

Auto - Phasing (apk)

O

Set Specirum Reference (sref)

i3]

Auto - Baseline Correction (absn) Include integration = no ~

O

Plot (autoplot) LAYOUT = +1D_H.xwp v

&

Warn if processed data exist

Execute Cancel

» Si se aflade TMS a la muestra para referenciado, active Set Spectrum Reference (sref).

» En la ventana de proc1d, haga clic en Execute y, a continuacion, en Save para guardar
los ajustes de procesamiento seleccionados.

Ahora pueden procesarse todos los conjuntos de datos futuros con las acciones definidas
haciendo clic en Proc Spectrum.

SPECTRUM |PROCPARS ACQUPARS TITLE PULSEPROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE PLOT FID ACQU
Example_MenthylAnthranilate 1 1 C:Data
Menihy! Anthranilate in DMSO
FPROTON
T T T T T T T T T T T T T T T T T
15 10 5 0 [ppm]
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8.4 Integracion

Para analizar cuantitativamente una sefnal de proton observada, la integral de la intensidad
de los picos se compara entre si. Suele ser habitual integrar un espectro de protén para dar
cuenta del numero de protones en la molécula analizada.

Para obtener resultados de integracion cuantitativa mas precisos, consulte el manual
Quantitative NMR.

* Expanda el espectro para incluir todos los picos.

SPECTRUM [PROCPARS ACQUPARS TITLE PULSEPROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE PLOT FID ACQU

Example_MenthylAnthranilate 1 1 C:\Data

Menthl Anthranilate in DMSO
PROTON

6 4 2 [ppm]

* En el menu, haga clic en Analizar | Integrar.

Se accede asi al modo manual de Integracion. La barra de pestafias de Dataset se sustituye
por la barra de Integration Tool.

I i

» Ponga la linea del cursor a la izquierda del primer pico a integrar. Haga clic con el botén
izquierdo del raton y arrastre la linea del cursor hacia la derecha del pico. Luego suelte el
botén del raton.

» Seleccione el boton Define new region using cursor.
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TS FOlhs#|as vx/2r % =]t 4K J] i
E: ple_MenthylAnthranilate 1 1 C:Data

Menthy! Anthranilate in DMSO

PROTION

Monse Sensitiwvity: 1.0

7.606 ppm S 3041.557 Hz

Sum = 0.0000

DEFINE REGION MODE

Define; Drag using left mouse button
Return: Left-click highlighted icon

5 4 2 [Ppm]

» Repita el ultimo paso para todos los picos de interés.
TED L A #las i k223 %X=[¢F $XlE ]

Example_MenthylAnthranilate 1 1 C:\Data

Menthy! Anthraniiate In DMS0
PROTON

Mouse Sensitiwvity: 1.0

0.008 ppn / 3.145 Hz

Sum = Z5.497Z

DEFINE FEGION MODE

Define: Drag using left mouse button
Return: Left-click highlighted icon

1.0000
1.0079
L
1.0459
1.9612

4 1.0488
L
2.0512

1 2.0605
2.0808
7.1332

L
2.0402
L=
[ ———
3.0765
L

0.9901
L

o
Y
(e

[ppm]
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« En la barra de Integration Tool, haga clic en Return, save region para guardar las

[l

regiones de integracion.

8.5 Trazado de los espectros de protones de 1D

» Expanda el espectro para incluir todos los picos.
* En la barra de herramientas, haga clic en Retain expansion and scale.

QOO EIR] M i

Puede imprimirse el espectro tal y como se muestra en la pestafia SPECTRUM haciendo clic
=
en Print active window =

También puede imprimirse el espectro con un disefio predefinido haciendo clic en Export

0
active data or plot window as PDF .
Hay mas opciones disponibles con el boton Show more Publish Options de la barra de

r

P
herramientas y Switch to plot editor. LiEh Yot También puede conmutar al
trazado interactivo haciendo clic en la pestafia Plot en barra de pestafias de la ventana
Dataset (véase la siguiente figura).

Encontrara informacion mas detallada sobre como trabajar con el editor de trazado y

modificar los disefios en el manual Data Publishing que encontrara en el menu Help. B,
Haga clic en Help | Manuals | Automation and Data Publishing | Data Publishing.
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SPECTRUM PROCPARS ACQUPARS TITLE PULSEPROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE |PLOT|FID AcCQU

o . _
+1D_H.xwp

Print: -

nenthyl anthranilats in Duso
Defauit Printer PROTON

Paper: A4
View:

Limits: & R

T Eupand

Display:
ey @B A, [

Click here to insert new elements: -

Standard MNMR -

TP, |AlE, z
i [ l ( .

T T T T T T T T T T T T T T
75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10

B [

8.6 Ajuste de la anchura espectral

2]

(8 2 &
2= E &

La optimizacién del ancho de barrido lograra una mejor resolucion y separacion de los picos
en el espectro de proton.

TG

@]\ e\-ﬁ

« En la barra de herramientas, haga clic en Exact Zoom.

* Introduzca los siguientes valores de F1 [ppm]:

Desde = 4,6
Hasta = 3,6
& = P ™

Please enter the exact coordinates
of the desired expansion.

F1 [ppm]
From 46
To 3.6

| oKk || cancel

* En la ventana Exact Zoom, haga clic en OK.
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4 Acquisition finished: C:/pz/data/experiment/1 /pdata/1 =R
J Spectrum | ProcPars | AcquPars |T'rlle | PulseProg | Peaksl IntegralslSampIel Struclurel Ploll Fid | Acqu|

« En la barra de herramientas, haga clic en Set sw to current region y SFO1 to center of

R
LA

region.

* Enla ventana New setting of SW, haga clic en Close.

» En la barra del botén del flujo de trabajo, haga clic en Run.

« En la barra de menus, haga clic en Process.

» Enla barra de botones del flujo de trabajo, haga clic en Proc Spectrum.

n Nota: De esta forma se ejecutan los parametros de procesamiento guardados en la ventana
de proc1id.
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9 Espectro de °C con
desacoplamiento de proton

Este capitulo describe la adquisicion y el procesamiento de un espectro monodimensional de
RMN de ®C. El conjunto de parametros estandar de Bruker C13CPD incluye la secuencia de
pulsos zgpg30 que se muestra en la siguiente figura. El canal de "*C consiste en un retardo
de reciclado, un pulso de RF y un tiempo de adquisicién durante el que se registra la sefal.
El angulo del pulso es de 30°. Los dos parametros, d1 y p1, corresponden a la longitud del
retardo del reciclado y a la longitud del pulso de radiofrecuencia de 90°, respectivamente. El
canal de 'H consiste en dos pulsos de desacoplamiento con potencia regulable. El primer
pulso, un pulso de acumulacion de NOE durante el retardo de reciclado, puede ser de
potencia menor que el segundo pulso efectuado durante la adquisicion, que es el pulso de
desacoplamiento real. Esta disminucién de potencia puede ser util para evitar el
calentamiento debido a la RF en muestra salinas o para sondas donde una alta potencia de
desacoplamiento puede ser problematica.

Zgpg3n

=

| CFD |
pll3 - pl12

Los intervalos de tiempo ilustrados en los diagramas de la secuencia de pulsos no se han
dibujado a escala. Por ejemplo, d1 habitualmente es de unos pocos segundos, mientras que
p1 normalmente tiene una longitud de unos pocos microsegundos.

La muestra empleada consiste en 30 mg de antranilato de metilo en DMSO-d6.

CHs

ERas
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9.1 Configuracion del experimento

» En la barra de menus, haga clic en Acquire | Create Dataset para abrir la ventana Crear
nuevo conjunto de datos.

* Enla ventana New Dataset, introduzca o seleccione:
NAME = carbon_exp
EXPNO =1
Directory = p. ej. C:\Data

(A) Parameters

* En el grupo de Parametros, haga clic en Read parameterset y

seleccione el experimento C13CPD

* Enla ventana Crear nuevo conjunto de datos marque Set solvent y en la lista
desplegable seleccione DMSO.

&y Create New Dataset - new =)

Prepare for a new experiment by creating a new data set and

initializing its NMR parameters according fo the selected experiment type.
For multi-receiver experiments several datasets are created.

Please define the number of receivers in the Options.

Dataset
NAME carbon_exp
EXPNO 1
Directory C\Data -
Open in new window

(#) Parameters

© Use current parameters

o Read parameterset C13CPD Select
Set solvent DMSO -
Additional action
© Do nothing
) Execute getprosol
) Keep parameters [P 1, 01, PLW1 ~
(~) Advanced
Number of datasets (receivers) 1 -

Title

Menthyl Anthranilate in DMSO
C13CPD

[ ok || cancel |[ moremnfo_ || Hep |

* En el campo TITLE introduzca un texto que indique el experimento, la muestra, el
disolvente y cualquier otra informacién que pueda ser util. La informacion sobre el titulo
puede utilizarse para buscar un conjunto de datos.

« En la ventana New Dataset, haga clic en OK.
» En la ventana Conjunto de datos, seleccione la pestaiia AcquPars.
* Realice el siguiente cambio:
NS =128
» En la barra de menus, haga clic en Acquire.

n Para adquirir un espectro, use los botones de flujo de trabajo de izquierda a derecha.
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* En el boton Sample, haga clic en la flecha desplegable para ver mas opciones.
» Enlalista, seleccione Eject sample manually (ej). Se activa la elevacion de la muestra.

Espere hasta que se active el aire de elevacion de la muestra y retire cualquier muestra que
pueda haber en el iman.

» Coloque la muestra y la centrifugadora encima de la cavidad del iman.
* En el boton Sample, haga clic en la flecha desplegable para ver mas opciones.
» En la lista, seleccione Insert sample manually (ij).

Espere hasta que la muestra se haga descender hasta entrar en la sonda y se haya
desactivado el aire de elevacion. Se oira un clic.

» En la barra del botén del flujo de trabajo, haga clic en Lock.
» En la lista de la tabla de Disolventes, seleccione DMSO y haga clic en OK.

& Solvents table s
& Solvent Description

Acetic acetic acid-d4

Acefone acetone-d6

CBD& benzene-dé

cbzci2 dichlormethane-d2

CD3CN acetonitrile-d3

CD3CN_SPE LC-SPE Solvent (Acetonitrile)

CD30D_SPE LC-SPE Solvent (Methanol-d4)

CDCI3 chloroform-d

CH3CN+D20 HPLC Solvent (AcetonitrilD20)

CH30H+D20 HPLC Solvent (Methanol/D20})

D20 deuteriumoxide

D20_salt deuteriumoxide with salt

Dioxane dioxane-d3

DMF N, N-dimethylformamide-d7

L3

EtOD ethanol-dé

H20+D20 90%H20 and 10%D20

H20+D20_salt 90%H20 and 10%D20 with salt

HDMSO 90%DMSO and 10%DMSO-d6

Juice fruit juice

MeQD methanol-d4

Plasma blood plasma

Pyr pyridine-ds

T_H20+D20+Me4NCI (CD3)4NCI in 90%H20 and 10%D20, for NMR thermometer
T_H20+D20+NaAc sodium acetate in 90%H20 and 10%D20, for NMR thermometer
T_H20+D20+Pivalate pivalate-d9 in 90% H20 and 10% D20, Tor NMR thermometer
T_MeOD methanol-d4, for NMR thermometer

TFE trifluroethanol-d3

THF tetrahydrofuran-ds

Tol toluene-dé

Urine uring
Lock nucleus: |2H v OK Cancel

» En la barra del boton del flujo de trabajo, haga clic en Tune.
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Se realiza asi una atma (sintonizacién y ajuste automaticos). Se requiere una sonda
n equipada con un médulo automatico de sintonizacion y ajuste. La sintonizacion comienza

siempre con la frecuencia mas baja; en este caso, el carbono, y luego pasa a las
frecuencias superiores, en este caso, el proton. En el botén Tune, haga clic en la flecha
desplegable para ver mas opciones.

« En el botén Spin, haga clic en la flecha desplegable para ver mas opciones.
» Enlalista, seleccione Turn sample rotation on (ro on).

Puede ponerse la rotacion en off en el caso de sondas como BBI, TXI, TBI o de sondas
para muestras de tamano reducido.

« En la barra del botén del flujo de trabajo, haga clic en Shim.

Se ejecuta asi el comando topshim. En el botéon Shim, haga clic en la flecha desplegable
para ver mas opciones.

» En la barra del boton del flujo de trabajo, haga clic en Prosol.

Se cargaran asi los anchos de pulsos y los niveles de potencia en el conjunto de parametros.

9.2 Adquisiciéon

« En la barra del botdn del flujo de trabajo, haga clic en Gain.
o}

« En el botén Gain, haga clic en la flecha desplegable para ajustar manualmente la
ganancia del receptor.

» Enla barra del boton del flujo de trabajo, haga clic en Run.
o]
« En el boton Run, haga clic en la flecha desplegable para ver mas opciones.

9.3 Procesamiento

Cuando haya finalizado la adquisicion:
« En la barra de menus, haga clic en Process.
» En el botén Proc Spectrum, haga clic en la flecha desplegable para ver mas opciones.
» En la lista, seleccione Configure Standard Processing (proc1d).
* En la ventana de proc1d, seleccione las opciones:
Exponential Multiply (em)
Auto - Phasing (apk)
Set Spectrum Reference (sref)
Auto - Baseline Correction (absn)
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& procld @

Press 'Execute’ to process the current dataset.
Press 'Save' to just change the processing options.
Changed options will be effective when pressing the
one-click 'Proc. Spectrum' button.

Exponential Multiply (em) LB [Hz] = 1

Fourier Transform (ft)

Auto - Phasing (apk)
Set Spectrum Reference (sref)
Auto - Baseline Correction (absn) Include integration = no -
Blod(auTopiod) ] vavout - D e
Warn if processed data exist

[ Save ] [ Execute ] [ Cancel

* En la ventana de proc1d, haga clic en Execute.

» En la ventana de proc1d, haga clic en Save para guardar los ajustes de procesamiento
seleccionados.

Ahora pueden procesarse todos los conjuntos de datos futuros con las acciones definidas
haciendo clic en Proc Spectrum.

SPECTRUM |PROCPARS ACQUPARS TITLE PULSEPROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE PLOT FID AcCQU
Example_MenthylAnthranilate 2 1 C:\Data
Mentt! Anthranilate In DMS0
CH30P0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 150 100 50 0 [ppm]
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9.4 Seleccién de picos

» Expanda el espectro para incluir todos los picos.

SPECTRUM | PROCPARS ACQUPARS TITLE PULSEPROG PEAKS INTEGRALS SAMPLE STRUCTURE PLOT FID ACQU

Example_MenthylAnthranilate 2 1 C:\Data

ienifnd Anthranilate in DMS0
Ci3CPD

160 140 120 100 80 60 40 20 [ppm]

» En la barra de menus, haga clic en Analizar.

* En la barra de botones del flujo de trabajo, haga clic en Pick Peaks.
0

* En el boton Pick Peaks, haga clic en la flecha desplegable para ver mas opciones.
Se accede asi al modo manual de seleccién de picos.
Las pestafias Dataset se sustituyen por la barra de herramientas Peak Picking.

] m, o[ d 2L BL X 26| D BoE

El botén Define new peak picking range esta activado por defecto.

* Haga clic con el botdn izquierdo del ratén y arrastre la linea del cursor de izquierda a
derecha del espectro, dibujando una caja rectangular.

m
— El botén Modify existing peak picking range permite elevar el valor inferior o
disminuir el valor superior (0 ambos) en la caja de seleccion de picos para excluir ruido o un
disolvente.
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' PR X
D B o |h, 2B K 2| D BB JH
Example_MenthylAnthranilate 2 1 CliData
Meanifnd dnthranilate in DMS0
Ci3CP0
14.¢ ppm / 1468.4 Hz
Define new region:
Drag with left mouse button
MNunHer of peaks: 0
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
160 140 120 100 80 60 40 20 [ppm]

* En la barra de herramientas de Peak Picking, haga clic en Return, save region para

guardar los valores de los picos. D Elf ‘J

» Para visualizar las etiquetas de seleccion de picos, haga clic con el botén derecho del
ratén en la venta del espectro y seleccione Spectra Display Preferences. En Spectrum
components active Peak labels y Peak annotations. Haga clic en Apply y Close.

9.5 Trazado del espectro de carbono de 1D

» Expanda el espectro para incluir todos los picos.
» En la barra de herramientas, haga clic en Retain expansion and scale.

= ol
A LN AN T
* Enla barra de menus, haga clic en Show more Publishing Options.

S 0 |-h'o B 6

BE R
PGB (@

» Seleccione Switch to plot editor (plot).
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Si se desea, puede administrarse cualquier cambio con las herramientas en la parte
izquierda de la pantalla.

* En la seccién izquierda de Print, haga clic en la flecha desplegable para ver mas
opciones.

* En la lista, seleccione Imprimir.
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10 Contacto

Fabricante:
Bruker BioSpin NMR
Silberstreifen
D-76287 Rheinstetten
Germany
Phone: +49 721-5161-6155
http.//www.bruker.com
WEEE DE43181702

NMR lineas de atencién inmediata
Contacte con nuestros centros de servicio NMR.

Bruker BioSpin NMR proporciona lineas de atencion inmediata y centros de servicio para
que nuestros especialistas puedan responder o mas rapido posible a todos sus solicitudes
de servicio, aplicaciones, preguntas, software o requerimientos técnicos.

Por favor, seleccione el centro de servicio o la linea directa que desee de nuestra lista
disponible en:

http://www.bruker.com/service/information-communication/helpdesk.html
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Glosario

AQS

Sistema de adquisicion

BSMS

El sistema de iman inteligente Bruker (Bruker
Smart Magnet control System = BSMS)
proporciona un control computarizado de las
diferentes funciones asociadas al iman, el
campo del iman y la muestra.

BSVT

Sistema de temperatura variable inteligente
de Bruker

Desplazamiento Quimico

Diferencia en frecuencia o en ppm con
respecto a la senal de referencia.

EPU

Unidad de procesamiento embebida

GAB/3

Circuito del amplificador con gradiente 3

GTU

Unidad de gradiente y temporizacion

HPPR

Preamplificador de altas prestaciones (High
Performance Preamplifier)

ppm
Partes por millén
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