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Historias de la RMN

Jorge Santoro

15. Transferencia de polarizacion

Posiblemente la caracteristica mas notable de la RMN sea la posibilidad de transferir una
propiedad (magnetizacion transversal o longitudinal) de unos espines a otros, en una aproximacion
al suefio de los alquimistas. Esta posibilidad se asienta en el hecho de que los espines estdn
acoplados, es decir no son completamente independientes. Alfred Overhauser mostré como se
puede aprovechar esta caracteristica en el caso de la interaccién de los espines nucleares con los
espines electrénicos para intensificar la intensidad de las sefiales de RMN (1). lonel Solomon extendio
esta caracteristica a la interaccién entre espines nucleares (2). En ambos casos la modificacion de la
intensidad de las sefiales tiene su origen en la relajacion, en el caso del efecto Overhauser nuclear
concretamente en la contribucion a la relajacién del acoplamiento dipolar.

Afos después Edward Baker mostré que también se pueden producir transferencias de
magnetizacion entre espines acoplados escalarmente (3), aunque mediante un mecanismo diferente.
El experimento que propuso para conseguirlo era un experimento de doble resonancia en el que se
barre la frecuencia de irradiacion v, para valores preestablecidos de vi. La radiofrecuencia vi1 se
centra en una linea experimental y se investigan las variaciones en la intensidad de la linea observada
en funcién del valor de v,. Baker denomind al experimento INDOR (/Nternuclear DOuble Resonance)
y lo aplicd a transferencias heteronucleares. Poco después Reinhold Kaiser presentd resultados para
el caso homonuclear y ofrecid una teoria cualitativa del experimento (4), que puesto que daba lugar
a una modificacion de intensidades se consideré como un efecto Overhauser generalizado (de hecho,
en aquellos afos cualquier proceso que variara la intensidad de las sefales se solia designar como
efecto Overhauser, aunque su origen fuera otro). Dos fueron las principales aplicaciones del INDOR.
Por un lado el incremento de sensibilidad en los espectros de heteronucleos, puesto que se observa
la sefial del espin de mayor constante giromagnética y se barre v, a frecuencias del de menor
constante giromagnética. Por otro, la determinacién de la estructura del diagrama de niveles de
energia, puesto que el experimento revela la conexién entre la transiciones irradiada, v, y la
observada, vi, asi como su caracter progresivo o regresivo, de acuerdo con la nomenclatura
introducida por Weston Anderson (5). En sistemas de mds de dos espines acoplados esto permitia la
determinacion del signo relativo de las constantes de acoplamiento.

El experimento INDOR presenta una incompatibilidad fundamental con la excitacion
mediante un pulso y posterior transformada de Fourier. Mientras que ésta se caracteriza por detectar
simultaneamente todas las sefiales en un intervalo grande de frecuencias, en el experimento INDOR
la deteccién es a una frecuencia fija. Casi simultaneamente, James Feeney (6) y Klaus Pachler (7)
disefiaron métodos que permitian obtener la misma informacién que proporciona el experimento
INDOR, pero manteniendo las ventajas de la FT-NMR. La idea consistia en realizar el experimento "a
la inversa", es decir perturbar una linea del espectro y aplicar a continuacion un pulso para observar
en el espectro completo los cambios de intensidad producidos. En el experimento de Feeney, que
denomind "pseudo INDOR", la perturbacion consistia en una irradiacion a la frecuencia de una
transicién espectral de modo que igualara la poblacién de los dos niveles de energia conectados.
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Poblaciones de espin en el experimento SPI heteronuclear referidas al nivel de energia menos
poblado. a) En el equlibrio térmico las diferencias de poblacién en las transiciones de protén
son cuatro veces mayores que en las transiciones de carbono. (b) Tras invertir las poblaciones
de los dos niveles de energia asociados a una transicidon de protén, una transicién de carbono
(progresiva) se vuelve cinco veces mas intensa, mientras que la otra (regresiva) resulta tres
veces mas intensa pero invertida.

Pachler, en cambio, utilizaba un pulso selectivo de 180° para intercambiar la poblacién de dichos
niveles, es decir invertir la diferencia de poblacién. Por motivos obvios Pachler denomind a su
experimento Selective Population Inversion, SPl. En ambos casos al restar del espectro con
perturbacion el espectro obtenido sin usarla se obtiene un espectro con las mismas caracteristicas
gue el INDOR. Puesto que en el experimento SPI se produce una mayor perturbacién de las
poblaciones que en el experimento de Feeney el espectro obtenido es mas intenso.

Las aplicaciones del experimento SPI fueron las mismas que las del INDOR: La determinacion
del signo relativo de constantes de acoplamiento (8,9) y el incremento de intensidad del espectro de
heteronucleos (10). Dado que el experimento producia un cambio en la poblacion de los niveles de
energia algunos autores (8,10) denominaron al experimento Selective Population Transfer, SPT, una
denominacién que convivio con la original. La equivalencia formulada con el experimento INDOR, sin
embargo, no era completa. En el caso de experimentos homonucleares el pulso de medida afecta
tanto al espin cuya transicién se ha invertido mediante el pulso selectivo como al resto de espines.
Esto tiene como consecuencia que el efecto tan solo se manifieste con intensidad apreciable si el
pulso de medida es corto, desapareciendo por completo para un pulso de medida de 90° (11).

El método SPI proporcionaba un importante incremento de intensidad de las sefiales de
heteronucleos. Sin embargo, su mayor limitacién era su falta de generalidad, puesto que en cada
experimento solo puede producir el incremento de intensidad para una resonancia, la del
heteronucleo acoplado al protén perturbado inicialmente. Para observar este incremento para todas
las resonancias del heteronucleo seria necesario invertir las transiciones de los distintos nucleos de
partida una a unay realizar un experimento por separado en cada caso. Un problema adicional en el
caso habitual de la transferencia *H — '3C era que las transiciones a invertir corresponden a los
satélites de 13C que no siempre aparecen en el espectro con intensidad suficiente como para
observar su frecuencia con precision. Gareth Morris y Ray Freeman propusieron un experimento (12)
gue eliminaba estas limitaciones, experimento al que denominaron INEPT (/nsensitive Nuclei
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Enhanced by Polarization Transfer). El método utiliza un eco de espin de duracidon adecuada para
efectuar una manipulacién de los espines independientemente del valor del desplazamiento
guimico. Al final del eco de espin las dos magnetizaciones del espin | correspondientes a un sistema
IS se deben encontrar en oposicion de fase, de modo que un pulso de 90° de fase adecuada aplicado
al espin | invierta la poblacion de los dos niveles de energia asociados con una de ellas y devuelva la
poblacién de los dos niveles asociados con la otra a su valor inicial. Se consigue con ello una situacion
igual a la inicial del experimento SPl de Pachler, pero ahora para todos los espines |,
independientemente de su frecuencia. El subsiguiente pulso aplicado al espin S da lugar a la
transferencia de polarizacién | — S para todos los espines I. El éxito del experimento requiere que la
duracion del eco de espin, A, esté en sintonia con el valor del acoplamiento IS (A = 1/2J;s), algo facil
de lograr si todos los acoplamientos IS a un enlace son de magnitud semejante. Ademas, debe
cumplirse que el resto de acoplamientos del espin | sean mucho menores o inexistentes. El caso
1H — 13C cumple considerablemente bien ambos requisitos.

La secuencia INEPT produce sefales del espin de llegada en oposicion de fase respecto al espin
de partida. Consecuentemente no es posible aplicar un desacoplamiento durante la deteccién y las
sefiales del espin S aparecen desdobladas. Una solucion a este problema la propuso Richard Ernst
(13) incorporando al final de la secuencia original un eco de espin que permite reenfocar la
magnetizacion. Esta modificacidn del experimento suele conocerse como INEPT reenfocado. La
duracion del eco de espin adicional, A', debe ajustarse al valor del acoplamiento Jis y el éptimo
depende del niumero de espines | acoplados al espin S. Si la secuencia INEPT se utiliza para
incrementar la intensidad del espectro de S es necesario utilizar una duracién de compromiso del eco
de reenfoque (A' = 1/m)is para sistemas Sl, Sl, y SlI3). Por otro lado, la distinta dependencia de la
intensidad del espectro de S del niumero de espines | acoplados a él (I oc n-sin(0)-cos™(0), con
0 =180°Jis:A') permite combinar espectros obtenidos con diferente duracién del eco de reenfoque
para obtener por separado el espectro de los espines S de sistemas Sl, con uno, dos o tres espines |
(CH, CH2y CHs en el caso de espectros de *3C), un proceso conocido como edicidn de espectros.

Aunque habitualmente el espectro del espin S se obtiene con desacoplamiento del espin |, ,
en el caso del espectro acoplado, tanto en el INEPT como en el INEPT reenfocado los multipletes
aparecen con intensidades relativas diferentes de las correspondientes a la observacidon directa (por
ejemplo 1:0:1 en el caso Sl;). David Doddrell propuso un experimento de transferencia de
polarizacién alternativo al INEPT (DEPT, Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) en el
gue, en caso de no utilizar desacoplamiento, los multipletes aparecen con la misma relacién de
intensidades que en la observacién directa (14,15). Sin embargo, lo habitual es registrar los espectros
DEPT con desacoplamiento del espin | (protdn en el caso de espectros de 3C), por lo que esta ventaja
no es especialmente relevante. En el experimento DEPT la intensidad de los distintos sistemas de
espin Sl, depende de la longitud de uno de los pulsos de la secuencia, por lo que también permite la
edicién de espectros. Puesto que el angulo del pulso de edicion es independiente del acoplamiento
Jis, mientras que la duracion del eco de reenfoque del INEPT reenfocado depende de Jis, el
experimento DEPT resulta mas robusto en la edicion espectral.

A pesar del nombre y de las expectativas de Doddrell el experimento DEPT, cuando los
espectros se obtienen sin desacoplamiento, da lugar a algunas anomalias en las intensidades relativas
de los multipletes y a contribuciones dispersivas a las lineas. Ernst, en la que posiblemente fue la
primera aplicacion del formalismo de los operadores producto que publicaria poco después (16),
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Dependencia de la intensidad de la sefial del espin S para distintas multiplicidades
en funcion del parametro de edicion 6. En el INEPT reenfocado 6 depende de la
duracidén del eco de reenfoque (0 = 180°Jis:A'), mientras que en el experimento
DEPT coincide con la longitud del pulso de edicién y en el experimento POMMIE
con su fase.

analizd el origen de dichas anomalias (17) tanto en el DEPT como en el INEPT reenfocado. En el caso
del DEPT las anomalias derivan del desajuste de la condicion A = 1/2J;s de los tiempos de evolucidn,
por lo que las anomalias suelen ser pequefas. Por el contario, en el INEPT reenfocado no existe
ningun tiempo del eco de reenfoque que no origine anomalias y éstas son importantes. En el articulo
se proponian modificaciones de las secuencias, INEPT*, DEPT* y DEPT**, que eliminan por completo
las anomalias.

En el modo habitual las secuencias de transferencia de polarizacién se utilizan para transferir
polarizacién de un nucleo con una relacidn magnetogirica alta, como el 'H, a un nicleo con una
relacién magnetogirica baja, como el 3C. También es posible utilizarlas para transferir la polarizacién
de un ndcleo con una relacién magnetogirica baja a uno con una relacién magnetogirica mas alta.
Puesto que se utilizan en la direccion contraria a la que fueron concebidas se las suele conocer como
INEPT inverso (18) y DEPT inverso (19).

Intentando mejorar las caracteristicas del experimento DEPT para la edicion de subespectros
el grupo de Doddrell publicé una técnica alternativa (20) a la que denominé POMMIE (Phase
Oscillations to MaxiMlze Editing). La secuencia es practicamente igual al DEPT, pero en lugar de
conseguir la edicion modificando la duracion de un pulso lo hace modificando su fase. Este otorga a
POMMIE pequenas ventajas sobre DEPT, tales como ser menos sensible a la inhomogeneidad de la
radiofrecuencia o a efectos de offset. Sin embargo, tal como se apuntaba en el articulo su aplicacion
requeria que los espectrometros permitieran los desplazamientos de fase necesarios, que no
corresponden a multiplos de 90°, algo que no era habitual en esa época. Posiblemente este fue uno
de los motivos de que la secuencia POMMIE practicamente no se haya aplicado. El otro, el que los
experimentos DEPT proporcionan resultados suficientemente satisfactorios. Debido a ello el
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experimento DEPT se ha convertido en habitual tanto para la edicidon de subespectros como para
incrementar la intensidad de la sefial de espines de baja relacion magnetogirica.

Las secuencias de transferencia de polarizacion descritas previamente proporcionan una
mejora de la sefial de los nlcleos de baja relacion magnetogirica, pero los espectros correspondientes
no muestran las sefiales de los espines que no reciben dicha transferencia. Ese es el caso los carbonos
cuaternarios en los espectros DEPT de 3C, que no aparecen en los subespectros. Una primera
secuencia de pulsos capaz de conseguir la edicion completa en subespectros (21), incluyendo los
carbonos cuaternarios, fue la secuencia SEMUT (Subspectral Editing using a MUItiple quantum Trap).
SEMUT, sin embargo, no utiliza la transferencia de polarizacidn, sino que parte de la magnetizacién
del heteronucleo. Consecuentemente los espectros SEMUT son mucho menos intensos que los INEPT
o DEPT. Posteriormente se han propuesto modificaciones de estas secuencias de pulsos capaces de
incluir a los carbonos cuaternarios en los subespectros. John Homer propuso una modificacidn del
INEPT reenfocado (22) a la que denominé PENDANT (Polarization Enhancement that is Nurtured
During Attached Nucleus Testing). Afios después Peter Bigler presenté una modificacidon de la
secuencia DEPT que al igual que PENDANT retiene la respuesta de los carbonos cuaternarios (23).
Debido a esta caracteristica apodé a la secuencia DEPTQ. Dado que la secuencia origina espectros en
los que aparecen todas las sefiales de 13C, DEPTQ tiene cierto atractivo en el analisis de moléculas
orgdnicas pequefas.

Las secuencias POMMIE e INEPT también han encontrado su utilidad. Una version de POMMIE
denominada MUSIC (MUltiplicity Selective In-phase Coherence transfer) se ha utilizado para disefiar
experimentos HSQC 'H-1°N de proteinas selectivos del tipo de aminodcido (24,25). En otra aplicacién
se ha usado POMMIE en la divisién de los espectros HSQC 'H-°N de proteinas en subespectros
debidos a aminoacidos con una topologia comun del carbono beta (26). Por su parte la secuencia
INEPT encontré muy pronto su aplicacion en el experimento HSQC (27) y actualmente se utiliza como
componente basico en multitud de experimentos nD.
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