0090,

TR 2 geRMN
e RSE @z 50
. v ~ grupo especializado de
uimica

. : TV i :
Real Sociedad Espafiola de Q Q@p® 'esonancia magnética nuclear

Historias de la RMN

Jorge Santoro

5. El desplazamiento quimico

La primera observacion de la dependencia de la frecuencia de RMN con el estado en que se
encuentra el nucleo correspondiente fue realizada por Walter D. Knight en 1949. Se trata de un tipico
caso de serendipia. Tal como ha contado el propio Knight (1) el proceso fue el siguiente. Knight, que
trabajaba en el Nuclear Moments Laboratory del Brookhaven National Laboratory, intentaba
determinar el momento magnético del nticleo de antimonio. El antimonio tiene dos isétopos, 11Sb
(57%) y 123Sb (43%), que tienen diferentes espines nucleares y momentos magnéticos, por lo que con
una Unica muestra se podian estudiar ambos. Utilizando tricloruro de antimonio obtuvo una seiial
cuya frecuencia no se acercaba al valor estimado a partir de datos de espectroscopia atdomica. Para
verificar si se trataba de una impureza repitid el experimento, esta vez con el tubo sin muestra. La
sefial seguia apareciendo. Atribuyd entonces la sefial al boro del tubo de vidrio Pyrex, puesto que su
frecuencia era préxima a la esperada. Para confirmarlo efectué una medida mas, esta vez sin el tubo
de muestra. La sefial desaparecid, confirmando su conjetura. Sin embargo, observé otra sefial, que
de acuerdo con las tablas existentes de momentos magnéticos nucleares estaba cercana a la
frecuencia esperada para el ®3Cu. La sefial tenia que originarla la bobina de radiofrecuencia, que era
de cobre, pero su frecuencia era alrededor de 20 kHz mayor que la esperada. éSe trataba de otro
metal o de un error en las tablas? Utilizé entonces una muestra con una mezcla de polvo de cobre
metadlico y de cloruro cuproso. El experimento mostré dos sefiales bien resueltas, con la sefial del
metal puro unos 24 kHz por encima de la resonancia del cobre en la sal. El desplazamiento relativo
medido fue del 0.23%. A continuacidn, investigd otros metales, sodio, aluminio y galio liquido, para
los que observé efectos similares. También determind que pares isotdpicos como %Cu y %°Cu
muestran comportamientos equivalentes y que el cambio fraccional de frecuencia era independiente
del campo magnético (2).

Charles H. Townes sugirido que el cambio de la frecuencia de la sefial en los metales era
consecuencia del efecto paramagnético de los electrones de conduccién en las proximidades de los
nucleos metalicos. En ese caso el cambio en la frecuencia de RMN del metal deberia ser proporcional
al desdoblamiento hiperfino del estado fundamental del atomo libre. El campo creado por el
contacto hiperfino deberia sumarse al campo magnético aplicado y cambiar la resonancia a una
frecuencia mayor. El calculo realizado posteriormente por Townes y Knight mostré que el incremento
del campo magnético es directamente proporcional al campo externo, a la susceptibilidad magnética
del metal, al volumen del nucleo y a la densidad de probabilidad del electrén s en el nucleo (3).

El interés de Felix Bloch en la RMN en materia condensada derivaba de su afan por disponer
de un método preciso de medida de los momentos magnéticos nucleares, medida que proporcionaba
datos acerca de la estructura nuclear. Debido a ello, tras publicar articulos en los que se discutian las
bases tedricas del fendmeno y se describia el dispositivo instrumental, centrd su interés en la mejora
instrumental y en la medida de los momentos magnéticos de distintos nucleos atdomicos. En los
primeros trabajos posteriores a su descubrimiento del método de deteccion midié el momento
magnético del tritio (4), del deuterio (5) y del neutrén (6) en relacion al momento magnético del
protén. El procedimiento consistia en la determinacién simultanea de las frecuencias de resonancia
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del protén y de la particula problema utilizando dos fuentes de radiofrecuencia y dos detectores. Este
procedimiento elimina la imprecision en el valor del campo magnético, con lo que produce resultados
precisos. Como consecuencia de estos trabajos, Bloch establecio que existia una pequefia desviacion
respecto a la aditividad en el momento magnético del nucleo de deuterio (un+ pe = 1,026 pp). A
continuacion, en su laboratorio se emprendié una determinaciéon exhaustiva de momentos
magnéticos nucleares realizada fundamentalmente por Warren G. Proctor y Fu Chun Yu (7-10). En
estos trabajos ya se reconocia que el campo magnético en el nlcleo atdomico no era el mismo que el
campo magnético aplicado externamente, ya que el campo externo induce una circulacion
diamagnética de los electrones. La Unica teoria existente para calcular el efecto era la debida a Willis
Lamb, que la habia desarrollado para el caso de atomos aislados (11). En ausencia de una teoria
alternativa, la teoria de Lamb se aplicaba para obtener una estimacion en el caso de moléculas. Una
cuestidon de caracter experimental que conviene destacar fue el uso en el grupo de Bloch de bobinas
cruzadas, una para la excitacidén y otra para la deteccidn, lo que permitia determinar, ademas del
valor, el signo del momento magnético nuclear (10).

En el curso de su investigacion Proctor y Yu utilizaron nitrato aménico para determinar el
momento magnético nuclear del N (8, 12). Para su sorpresa en lugar de una sefial de RMN
obtuvieron un espectro con dos sefiales proximas. Tras confirmar el resultado discutieron las posibles
explicaciones a la aparicion de dos sefiales con Felix Bloch. Una era que se tratara de un efecto
nuclear que diera lugar a nucleos con propiedades magnéticas ligeramente distintas, diferente valor
del factor g. La otra, de origen quimico, una diferencia en el apantallamiento diamagnético debido a
las diferentes densidades electrdnicas alrededor de los nucleos de nitrégeno. Encargaron nitrato
amonico enriquecido en >N para decidir entre ambas posibilidades. De tratarse de un efecto nuclear
el resultado para N muy probablemente seria diferente, mientras que en el segundo caso se
obtendria el mismo efecto en términos relativos. Antes de tener disponible la muestra con N
estudiaron otros compuestos nitrogenados. La sefial de resonancia de N del cloruro amdnico y del
acetato amodnico coincidia con una de las sefiales del nitrato amdnico, mientras que la sefial del acido
nitrico y del nitrato de cobre coincidia con la otra (12). Todo indicaba que se trataba de un efecto
guimico. Simultdneamente con la publicacidon de Proctor y Yu aparecié en el mismo numero de
Physical Review un trabajo de William C. Dickinson en el que describia el mismo fendmeno en
espectros de °F de diversos fluoruros (13), diferentes frecuencias de resonancia en distintos
compuestos. Un tercer descubrimiento se debid a Gunnar Lindstréom (14), que midié el momento
magnético del deuterio en D0 respecto al del protén en H,0 y en parafina encontrando valores
diferentes. Los resultados indicaban una diferencia de unas 4 ppm entre las resonancias de protén
en el agua y en la parafina.

En un intento de justificar sus resultados Dickinson aplicd la teoria de Lamb para calcular la
correccion diamagnética en el caso de un atomo de fldor neutro y de uno cargado negativamente. La
diferencia entre los dos campos diamagnéticos era mucho menor que los efectos observados.
También Proctor y Yu en su articulo hacian mencion a la necesidad de una correccion diamagnética.
Sin embargo, apuntaban que en el caso de moléculas poliatémicas la teoria de Lamb no era aplicable.
En un trabajo posterior (15) determinaron la relacidon entre las resonancias de *N y de *N en
muestras de amoniaco y de nitrato amdnico enriquecidos parcialmente con °N. La relacién era la
misma para el amoniaco y para el grupo NOs". Esto corroboraba que el efecto observado tenia origen
molecular y no nuclear. Indicaban, ademas, que para explicar el efecto habia que considerar un
mecanismo paramagnético adicional al diamagnético habitual y citaban los trabajos de Norman F.
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Ramsey sobre el tema. En efecto, en el mismo afio Ramsey habia comenzado una investigacién en la
gue a lo largo de una serie de articulos (16-19) desarrollaba la teoria del desplazamiento quimico. Su
hipdtesis inicial era la siguiente: La distribucion de electrones que se utiliza para calcular la correccion
diamagnética de tipo Lamb se ve alterada por la presencia de otros atomos en la molécula con sus
electrones asociados; en una molécula, el potencial eléctrico ya no posee simetria esférica; de ahi
gue el teorema de Larmor ya no se aplique directamente de la manera asumida implicitamente en la
derivacion de Lamb de la correccidn diamagnética; por lo tanto, surge un término adicional que
corresponde a paramagnetismo de segundo orden. Las expresiones a las que llegd eran de dificil
evaluacién numeérica, puesto que dependen de la funcién de onda de estados excitados. Sin embargo,
si que permitian deducir algunos aspectos cualitativos: el desplazamiento quimico depende de la
densidad electrénica en el entorno del nucleo; es anisétropo; en los experimentos la medida se suele
hacer con moléculas en todas las orientaciones y se observa el valor promedio; la contribucion
paramagnética es inversamente proporcional a la energia de excitacidn electrdnica.

Otros investigadores encontraron también diferencias entre las frecuencias de resonancia de
'H en moléculas distintas (agua y H2 gaseoso o agua y parafina), pero fue un trabajo del laboratorio
de Bloch el que causé un impacto sustancial en la percepcion de la RMN por parte de los quimicos.
Por sugerencia de Shrinivas S. Dharmatti, un postdoctoral procedente del Tata Institute de India, se
intentod observar la existencia del desplazamiento quimico entre protones de la misma molécula. El
éxito en el empefio se debid a que gracias a las mejoras que habian efectuado en la instrumentacion
disponian en Stanford de un espectrémetro dotado con un iman de 0,76 T (32,4 MHz para el proton)
y con una homogeneidad del orden de 1 en 10’. Tras observar desplazamientos quimicos en varios
acidos organicos y alcoholes enviaron a publicar los resultados. En la publicacién (20) aparecid
publicado el espectro del etanol, consistente en tres sefiales de intensidades relativas 1:2:3,
atribuibles al OH, al CH, y al CHs. iEl espectro parecia una representacion grafica de la molécula! Los
autores concluian: It seems to us that there may be certain chemical problems besides analysis, such
as the study of chemical reactions and equilibria, which can be investigated by this method.
Continuando con sus investigaciones observaron que el desplazamiento quimico de la sefial atribuida
al protdén del grupo OH era dependiente de la temperatura. La explicacion la proporciond Ramsey
considerando la existencia de asociacion (21). Resulta interesante reproducir literalmente su
razonamiento: Since this association is by a hydrogen bond involving the hydrogen in the OH group,
this hydrogen should experience a different magnetic shielding in the associated and unassociated
state. If the correlation times for the lifetimes of the different states is sufficiently small (less than a
millisecond), the hydrogen resonance will be observed at the frequency corresponding to the average
shielding for the states. Since changes of temperature will alter the distribution between the
associated and unassociated states, the resonance frequency should be temperature dependent.

El siguiente y definitivo impulso a la apreciacion de la RMN por parte de los quimicos lo dio
Herbert S. Gutowsky. Gutowsky habia realizado su tesis doctoral en Harvard, en principio sobre
espectroscopia vibracional: infrarroja y Raman. Sin embargo, durante ésta comenzo a colaborar con
el grupo de Edward Purcell en ciertos aspectos de la RMN en sélidos. Tras terminar su doctorado
obtuvo una plaza en la Universidad de lllinois, en la que comenzé un programa de investigacién en
RMN. Aunque inicialmente tenia el propdsito de dedicarse al estudio de sdlidos, el descubrimiento
del desplazamiento quimico alteré sus planes. En su primera aproximacién al asunto estudié
fundamentalmente el espectro de °F en un buen nimero de compuestos (22). En el articulo
correspondiente demostré que el desplazamiento quimico de !°F estd relacionado con la
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electronegatividad del atomo o grupo atémico al que esta unido. El caso del protén, para el que
estudid algunos compuestos binarios, parecia mdas complejo. Gutowsky continué con sus
investigaciones con °F y 'H publicando diversos trabajos (23-25) en los que intentaba correlacionar
los desplazamientos quimicos observados con propiedades electrénicas de las moléculas. En el tercer
trabajo de la serie usé una forma distinta de abordar el problema. En sus propias palabra (26): / had
become impressed by the extent to which various functional groups absorbed at characteristic
vibrational frequencies in the infrared region and | thought it important to try the same thing for
proton shifts. En la tercera publicacion (25) aparecié el primer diagrama de correlacion del
desplazamiento quimico de protén con grupos funcionales. Gutowsky utilizaba en él una escala
definida como & = 10° (H - He)/H:, donde H; es el campo magnético correspondiente a la resonancia
de referencia (Gutowsky usaba la del agua) y He el de la resonancia en consideracién. Esta escala, que
con pequefios cambios corresponde a la que su utiliza en la actualidad, permitia una facil
comparacion de los resultados obtenidos en diversos laboratorios que utilizaban campos de
radiofrecuencia de distinta magnitud (en esa época los espectros se obtenian utilizando una
radiofrecuencia fija y variando el campo magnético).

Los desplazamientos quimicos de proton en compuestos organicos se interpretaban en
funcion de la polaridad de los enlaces C-H. Si bien esta interpretacidén se ajustaba bien en la
comparacion de compuestos organicos con la misma saturacién, no se cumplia al comparar los
desplazamientos quimicos en alcanos, olefinas, alquinos y compuestos aromaticos. En particular,
segun esta interpretacion, los desplazamientos quimicos en olefinas y compuestos aromaticos debian
ser similares, pero diferian en mas de 1 ppm. John Pople encontrd una justificacién a esta diferencia
(27). En el benceno cuando el campo magnético es perpendicular al plano del anillo se produce una
circulacion de los electrones m en una Odrbita circular. Esta corriente es equivalente a un dipolo
magnético en el centro del anillo aromatico con el eje paralelo y opuesto al campo magnético
externo. El resultado es que se crea un campo magnético secundario que se opone al principal en el
centro del anillo y lo refuerza en la posicion de los protones. El promediado sobre todas las
orientaciones del anillo reduce el efecto a un tercio. Con estas premisas obtuvo una formula que
reproducia mas que aceptablemente la diferencia de desplazamiento quimico de protén entre el
benceno y el etileno (1,7 ppm frente al valor experimental de 1,4 ppm). Pople apuntaba ademds que
el mayor apantallamiento de los protones acetilénicos en comparacién con los etilénicos era debido
a un efecto similar. En los compuestos acetilénicos existe una corriente diamagnética alrededor del
eje del triple enlace. A diferencia de lo que ocurre en los compuestos aromaticos esto crea un campo
secundario que se opone al principal en la posicion del protén correspondiente. A pesar de
tratamientos subsecuentes mas complejos (por ejemplo (28) en donde se consideran dos corrientes
de anillo una a cada lado del plano) la ecuacién de Pople sigue siendo el método mads sencillo para
ilustrar y calcular la contribucion de la circulacién de los electrones © al campo magnético en
compuestos aromaticos.

La necesidad de utilizar una referencia para describir los desplazamientos quimicos planteaba
algunos problemas. Por un lado, el espectro de la referencia podia enmascarar sefiales de la sustancia
bajo estudio. Por otro, si la referencia se afiadia a la disolucidén era necesario asegurarse de que no
reaccionaba ni se asociaba al compuesto analizado. Por ello durante algunos afos se utilizaron
diversos métodos de referencia: la sefal del disolvente, la sefial de un compuesto afadido a la
disolucién o en un tubo capilar insertado en el tubo de la muestra, el uso de un doble espectrémetro,
etc. Asimismo, a medida que los espectrémetros empezaron a trabajar a campo magnético fijo y
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frecuencia de radiofrecuencia variable en lugar de utilizar los valores del campo magnético se paso a
utilizar una formula como la de Gutowsky, pero con los valores de las frecuencias de resonancia en
lugar de los del campo magnético. Sin embargo, existian diversas propuestas para la estandarizacion:
distintas sefiales de referencia, uso de referencia externa o interna, factor 10° o 10°, signo del
desplazamiento quimico, etc. La situacion cambié drasticamente cuando George Van Dyke Tiers
propuso el tetrametilsilano (TMS) como referencia interna para los espectros de protdon (29). Las
ventajas del TMS eran multiples: no es reactivo, no da lugar a asociaciones, se disuelve en multitud
de disolventes y su espectro consiste en un singlete intenso que aparece en una zona habitualmente
vacia del espectro. Ademas, es muy volatil, por lo que puede eliminarse con facilidad de la muestra.
El principal problema que planteaba es que no es soluble en agua. En poco tiempo se convirtid en la
referencia admitida por todos para los espectros de protdn. En su articulo Tiers propuso ademas una
nueva escala de desplazamientos quimicos, la escala 1. La escala aparecia definida como

7 =10 - 10° (Hobs - Hrms) / Hrwms

o su equivalente con frecuencias, es decir, T = 10 - 3. El motivo de Tiers para proponer esta escala era
gue valores crecientes de t significan valores crecientes del apantallamiento. Ademas, tal como se
representan habitualmente los espectros la escala crece de izquierda a derecha. La propuesta de
Tiers recibié un gran soporte cuando en el primer nimero del boletin MelloNMR (Monthly
Ecumenical Letters from Laboratories Of NMR), el precursor de la famosa TAMU NMR Newsletter, se
propuso su sistema como estandar. A pesar de ello, durante afnos convivieron las escalas ty .

Aun disponiendo de dos posibilidades no siempre fue sencillo reportar un desplazamiento
guimico. A finales de diciembre de 1973 Michael Madox envié a TAMU NMR Newsletter una carta en
la que contaba (30): Recently one of my colleagues submitted a paper to a Journal which shall remain
unnamed to protect the innocent. Te paper was accepted with the requirement that the nmr chemical
shift data be reported in micro grames/gram vice ppm since the journal in question did not permit the
use of ppm. iCosas veredes!

En 1972 la IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) recomendo el uso de la
escala 0 y del TMS como referencia a 6 = 0 para los espectros de protdn (31), con lo que la escala t
desaparecio paulatinamente. EIl TMS como referencia a & = 0 se comenzé a utilizar también para
referenciar los espectros de 13C. Igualmente los investigadores que trabajaban con otros nucleos
empezaron a proponer referencias para ellos. Finalmente, en 2001, en un extenso articulo, la IUPAC
hizo recomendaciones para practicamente todos los nucleos activos magnéticamente (32). En el
articulo se revisé la definicidn de la escala 0, que pasé a ser definida como

o= (VObs - VRef) / VRef

es decir, sin el factor 10°. Dado el pequefio valor de § la practica habitual es expresar & en partes por
millén (ppm), pero analogamente se puede expresar en partes por billén o en tanto por ciento.
Asimismo la IUPAC propuso el uso de una escala unificada en la que la referencia para un
determinado nucleo se obtiene a partir de la frecuencia de resonancia de proton del TMS en una
disolucién al 1% en cloroformo mediante un pardmetro =, que corresponde a la relacion entre la
frecuencia de la referencia secundaria (especifica del nucleo en cuestidon) y la de la referencia
primaria (*H del TMS). Para los casos en los que el espectro se obtiene en un disolvente altamente
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polar como el agua, en los que el TMS es practicamente insoluble, la referencia primaria alternativa
es la sefal de protén de los metilos del DSS (de 2,2-Dimetil-2-Silapentano-5-Sulfonato, (CH3)3Si-CH,-
CH,-CH>-S0s3", cuyo nombre correcto, sin embargo, es 3-(trimetilsilil)-propano-1-sulfonato).

Norman Ramsey durante su desarrollo de la teoria del desplazamiento quimico puso de
manifiesto un hecho interesante (33,34): debido a las diferencias en las vibraciones moleculares y en
la distorsion centrifuga, las constantes de apantallamiento de los distintos isétopos de un nucleo en
la misma molécula son ligeramente diferentes. Esta diferencia, desplazamiento isotdpico primario,
era pequefia (para el caso de H, y D, estimaba una relacién de las constantes de apantallamiento
o(D)/o(H) = 1,006) y dificil de medir. Mas interesante resultd la observacion experimental realizada
unos afios después por George Van Dyke Tiers de un efecto similar de la sustitucion isotdpica sobre
los nucleos vecinos, el desplazamiento isotdpico secundario. Comparando el espectro de °F de C3F7H
con el de C3F;D descubrié que los nucleos de fldor del grupo -CF,D estaban 0,6 ppm mas apantallados
que los del grupo -CF2H (35). Posteriormente encontré en el caso del protdn (36), mediante la
comparacion del espectro del tolueno normal con el a-deuterado, CsHs-CH2D, un efecto similar,
aungque menos acusado, 0,015 ppm. También Herbert Gutowski observé durante un estudio de la
dependencia de la constante de acoplamiento geminal con el angulo de enlace H-C-H, en el que en
ocasiones media el acoplamiento H-D, un comportamiento analogo (37). En una segunda publicaciéon
Gutowski justificd (38) este desplazamiento isotdpico secundario mediante la teoria de Ramsay. Un
caso habitual en el que se observa el desplazamiento isotdpico secundario es el de los espectros
>N-HSQC de proteinas. Estos espectros se realizan utilizando H,0 como disolvente con un pequefio
porcentaje, del orden del 5%, de D,O para el lock. Consecuentemente los protones l|abiles son
sustituidos en parte por deuterio. Las sefiales de °N de las cadenas laterales de asparagina y
glutamina corresponden a la mezcla -NH», -NHD y -ND,, ésta ultima en un porcentaje despreciable e
invisible en los espectros de correlacion °N-1H. Por lo tanto, en los espectros *>N-HSQC de proteinas
las cadenas laterales de asparagina y glutamina dan lugar a dos sefiales de correlacion *°N-H, una
debida al -NH; y otra, a menor desplazamiento quimico de °N (mas apantallada) y méas débil, debida
al -NHD.

A partir del descubrimiento del desplazamiento quimico en 1950 la utilizaciéon de la RMN
como método de elucidacién estructural tendria una profunda influencia en la direccidon que tomaria
la espectroscopia de RMN, cada vez mas en manos de quimicos. Paralelamente el desplazamiento
Knight en metales tendria cierto impacto en la Fisica de estado sélido.
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