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Historias de la RMN

Jorge Santoro

16. Intercambio quimico

La idoneidad de la RMN para estudiar procesos de intercambio quimico se descubrié durante
los primeros afios de la aplicacion de la técnica, inmediatamente después del descubrimiento del
desplazamiento quimico. Tras la observacion de tres sefiales en el espectro de 'H del etanol (1),
Martin Packard y James Arnold notaron que la posicion de la sefial atribuida al protén del grupo OH
era dependiente de la temperatura, un hecho que primero presentaron en una reunion de la
American Physical Society y luego publicaron en Journal of Chemical Physics (2). En una nota que
aparecié publicada en la revista justo antes de ésta, Urner Liddel y Norman Ramsay propusieron (3)
una explicacion a dicha dependencia, que habian conocido en el congreso citado. La dependencia
con la temperatura tenia explicacion si existen estados moleculares alternativos cuya diferencia de
energia sea del orden de kgT. En el caso concreto del etanol estos estados se producen por asociacion
mediante enlaces de hidrégeno. El apantallamiento del protdn del grupo OH serd diferente en el
estado asociado y en el estado sin asociar. Si el tiempo de vida media de cada estado es
suficientemente pequefio la sefial se observard a la frecuencia que corresponde al apantallamiento
promedio. Puesto que el cambio de temperatura altera la poblacién relativa de los estados, la
frecuencia de resonancia serd dependiente de la temperatura. Del trabajo de Ramsay se deducia que
la RMN permitia estudiar fendmenos de intercambio quimico.

Un segundo avance en la misma direccidn se debid a Herbert Gutowsky. Gutowsky, tras su
descubrimiento del acoplamiento escalar, habia medido un buen nimero de acoplamientos escalares
encontrando algunos casos en los que no se observaba ningln acoplamiento a pesar de que éste
"deberia estar presente" (4). Achacaba esta ausencia a que, a pesar de que dos espines, | y S, estén
acoplados escalarmente, si se producen transiciones rapidas entre los distintos valores de S; el
desdoblamiento de la senal del espin | desaparece. Consideraba ademas dos procesos capaces de
producir tales transiciones: la relajacidon longitudinal rapida del espin S y el intercambio entre dos
especies moleculares, unos efectos que ya habia considerado Erwin Hahn al estudiar la influencia del
acoplamiento escalar en los ecos de espin (5). Gutowski elaboraba después la teoria del efecto
considerando dos estados del espin S, A (S;=1/2) y B (S; =-1/2). Para ello partia de la integracion de
las ecuaciones de Bloch y consideraba después la probabilidad de que el espin S permaneciera en el
estado A entre el tiempo t y el tiempo t+dt. Esto le permitia calcular la magnetizacién transversal
promedio a un determinado tiempo en funcidn de su valor inicial. Promediando después el valor
inicial, llegaba a expresiones que indicaban que para un intercambio lento aparecerian dos senales
separadas por el acoplamiento escalar y a las mismas frecuencias que en ausencia de intercambio
entre ambos estados. Por el contrario, si el intercambio fuera rapido sélo se observaria una
resonancia a la frecuencia promedio y de intensidad doble; el acoplamiento Jis aparente seria nulo.
En un trabajo posterior (6) aplicaria este mismo método al caso en el que es el espin observado el
gue fluctia entre dos estados, Ay B, en los que posee distinta frecuencia de resonancia. De nuevo
en el caso de intercambio lento, tiempos de residencia menores que 1/(wa-ws), aparecen dos sefiales
correspondientes a los estados A y B, con intensidades proporcionales a sus poblaciones. En el
intercambio rdpido solo apareceria una sefial al desplazamiento quimico promedio, & = 3apa + Osps.
En ambos casos la anchura de linea depende de la velocidad de intercambio. Las conclusiones
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obtenidas por Gutowsky eran equivalentes a las que habia obtenido Hahn (5), pero en lugar de
referirse a la envolvente del eco de espin se referian al espectro en frecuencias.

Reconocido que la RMN permitia la determinacién de la velocidad del intercambio quimico,
el ejemplo paradigmatico lo constituyd la N,N dimetilformamida en la que, debido a la rotacién
impedida alrededor del enlace N-C, los dos metilos presentan frecuencias de resonancia diferentes
(7). Gutowsky analizé el espectro de RMN de esta amida junto con el de otras a varias temperaturas
(8), lo que le permitié obtener el valor de la barrera de potencial. En presencia de un intercambio
quimico la espectroscopia de RMN no solo era capaz de proporcionar informacién cinética sino
también termodinamica.

James Arnold estudio otro tipo de intercambio quimico (9), el que se produce por intercambio
de los protones Ilabiles del grupo hidroxilo en el etanol. En este caso el intercambio es algo mas
complejo. Para una molécula en la que se sustituye un protdn del grupo OH por otro hay un 50% de
probabilidades de que el protdn que llegue esté en un estado de espin distinto que el que abandona
la molécula. Para la sefial del CH; esto supone intercambiar su frecuencia entre v+J/2 y v-J/2 (a lo
gue hay que afiadir el acoplamiento con los protones del CHs, que permanece constante) con un
velocidad que es la mitad de la del intercambio quimico. Este efecto era similar al estudiado por
Gutowski para el intercambio entre dos estados. Sin embargo, para el protén del hidroxilo el efecto
es diferente. El protén abandona una molécula en la que hay un cierto estado de espin de los
protones del CH;. El estado de la molécula de llegada tiene un 25% de probabilidades de ser a.a, 50%
de ser aff y 25% de ser Bf3. Se trata de un intercambio entre tres estados que no estan poblados
igualmente. Arnold obtuvo una expresién para la forma de la resonancia del hidroxilo que le permitia
determinar la velocidad del intercambio.

Un hito importante en el tratamiento fue la reformulacion de la teoria del intercambio
guimico realizada por Harden McConnell (10), usando un procedimiento mas directo y sencillo que
el que habia utilizado Gutowsky. Para el caso de dos estados McConnell afiadié a las ecuaciones
diferenciales de Bloch dos términos que dan cuenta del intercambio entre estados: uno da cuenta de
la disminucién de la magnetizacién del estado correspondiente, A, por conversion en el otro, B; el
otro término corresponde al incremento de la magnetizacon de A por el proceso inverso al anterior,
conversion de B en A. La solucién del conjunto de ecuaciones diferenciales proporciona el espectro.
A diferencia del tratamiento de Gutowsky, que solo era aplicable al caso de espectros obtenidos
mediante onda continua, con barrido lento y con una radiofrecuencia de excitacién débil (que no
produzca saturacién), la formulacién de McConnell podia aplicarse en cualquier circunstancia en la
que las ecuaciones de Bloch sean validas y se podia generalizar facilmente al intercambio entre varios
estados. En presencia de acoplamiento escalar las ecuaciones de Bloch no son validas, salvo en el
caso de que el acoplamiento escalar sea débil, por lo que el tratamiento de McConnell requiere que
el acoplamiento sea débil en todos los estados en equilibrio quimico. En caso de acoplamiento fuerte
el tratamiento debe hacerse mediante matrices densidad. Charles Johnson adapté el método de
McConnell al caso de las matrices densidad (11).

En 1963 Sture Forsén y Ragnar Hoffman propusieron un nuevo método para estudiar el
intercambio quimico (12, 13). La idea consistia en irradiar la resonancia de un espin correspondiente
a una especie molecular en intercambio con otra, de modo que se produjera su saturacién. Al saturar
el espin de un nucleo en un sitio se altera la poblacion de los estados de energia correspondientes a
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ese sitio y el intercambio quimico hace que esa perturbacion afecte al segundo sitio. Forsén y
Hoffman lo explicaban del modo siguiente (13): Intuitively one expects that when a nuclear species X
is reversibly transferred between two nonequivalent sites A and B a disturbance of the magnetization
in Site B would be detectable at Site A, provided that the spin-lattice relaxation time (T1a) in Site A is
not negligible compared with the lifetime (za) of X in Site A. La cinética del cambio de magnetizacion
del segundo sitio permite calcular tanto el tiempo de residencia como su tiempo de relajaciéon
longitudinal. Esta idea esta en la base de un buen nimero de experimentos posteriores, tales como
STD, CEST o EXSY. La realizacion de los experimentos en el caso de espectros de onda continua no
resultaba sencilla, puesto que se trataba de estudiar la cinética del cambio de poblacién, lo que
obligaba a los autores a obtener espectros aproximadamente cada segundo barriendo una anchura
espectral limitada a unas dos veces la anchura de la sefial de resonancia investigada. En una
publicacion posterior (14) los autores generalizaron el tratamiento al caso de intercambio entre mas
de dos estados.

El mismo afio 1963 Saul Meiboom publicé un trabajo (15) en el que mostraba que en el caso
de intercambio entre dos sitios la atenuacion que se observa en experimentos Carr-Purcell-
Meiboom-Gill del tipo [1-180°-1], es dependiente, ademas del tiempo de relajaciéon T, del
desplazamiento quimico entre los dos sitios, de la velocidad de intercambio y del tiempo entre los
pulsos de 180°, tcp. Utilizando varios supuestos derivd una ecuacidén aproximada para el valor
aparente de T en el caso de intercambio rapido. Adam Allerhand y Herbert Gutowsky, puesto que
consideraron que los supuestos de Meiboom eran demasiado drasticos, reexaminaron dicho trabajo
(16). Dadas las dificultades con sus primeras derivaciones analiticas, que proporcionaban ecuaciones
excesivamente complejas, simularon numéricamente el resultado esperable para diversos valores de
los parametros relevantes. Estas simulaciones les permitieron concluir que el amortiguamiento de
los ecos en presencia de intercambio era exponencial excepto por ligeras desviaciones a valores
grandes de tcp. Asimismo que la ecuacién aproximada de Meiboom era valida para un amplio rango
de pardmetros, incluso aunque no se cumplieran algunos de los supuestos usados para derivarla. Por
ejemplo, que el tiempo de relajacién T, fuera el mismo para ambos sitios. A continuacion publicaron
una férmula valida para el intercambio entre dos sitios con el mismo tiempo de relajacién transversal
(17). Afios después Jeremy Carver y sir Rex Richards abordaron el caso general, publicando las
formulas correspondientes (18). El método de los ecos de espin, bautizado posteriormente como de
dispersion de la relajacidn, tenia el inconveniente de la falta de resolucion espectral puesto que aun
no se habia generalizado el uso de la transformada de Fourier, por lo que el valor aparente de T; se
obtenia de la intensidad de la sefial en el instante del eco. Debido a ello su aplicacién estaba limitada,
puesto que solo resultaba sencillo estudiar casos con una Unica sefal de resonancia. Sin embargo, en
el siglo actual el método ha adquirido cierta importancia debido fundamentalmente a los trabajos
sobre proteinas de Lewis Kay, que lo ha utilizado para estudiar movimientos en la escala milisegundos
a microsegundos (19) y para describir el proceso de plegamiento (20).

La llegada de la excitacion mediante un pulso y posterior transformada de Fourier facilitd
grandemente el estudio de procesos de intercambio, pero el gran avance fue la llegada de la
espectroscopia bidimensional, que proporciond un nuevo experimento, EXSY, para la observacion del
intercambio quimico (21). La gestacién del experimento la cuenta Jan Jeener, el padre de la
espectroscopia bidimensional, del modo siguiente (22): In 1977, Richard Ernst was describing the
many different ways of using 2D NMR in such a clear and systematic presentation that it soon struck
me that my original goal, investigating spin-lattice relaxation, was absent from the list but could be
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implemented ‘easily’ (by the method now called NOESY, much simpler than my original dreams). |
mentioned this to Ernst at the NMR Gordon Conference. He asked whether we intended to develop
the method in Brussels; the answer was ‘no’ for lack of practice and of suitable instrumentation, and
| was delighted to accept the proposal of developing NOESY as a joint project between Zurich and
Brussels. Curiosamente, el articulo publicado (21) se centraba en la aplicacién de la secuencia de
pulsos desarrollada al estudio del intercambio quimico, aunque contenia un pequefo apartado en el
que, identificando la constante de velocidad de intercambio con la velocidad de relajacion cruzada,
mostraba que también era util para estudiar el efecto NOE. El experimento puede considerarse la
version bidimensional del que habian propuesto Forsén y Hoffman (12,13). Con posterioridad el
mismo principio del EXSY se ha aplicado al intercambio de otros elementos de la matriz densidad
tales como el orden de espin (23-25).

Para la determinacion cualitativa de las vias de intercambio basta con un experimento EXSY.
En los casos mas sencillos este Unico experimento es suficiente para obtener también informacion
cuantitativa. Sin embargo, en otros casos la obtencidn de informacion cuantitativa requiere observar
la transferencia de magnetizacién en funcién del tiempo de mezcla del experimento. Eso hace
necesario registrar varios experimentos EXSY con el consiguiente incremento del tiempo
experimental. Geoffrey Bodenhausen y Richard Ernst concibieron una modificacion del EXSY que
permite obtener la informacidn cuantitativa a partir de un Unico experimento (26). La idea consistia
en hacer el tiempo de mezcla proporcional al tiempo de evolucién

tm = K't]_

de modo que ambos se incrementan simultaneamente. En su articulo mostraban que en esas
condiciones los valores de las constantes de velocidad de intercambio se podian obtener a partir de
la forma de linea de las sefiales de correlacidn. Puesto que el alargamiento concertado de los tiempos
de evolucién y de mezcla recuerda al movimiento de un acordedn denominaron al experimento
Accordion. El experimento contenia conceptos (el incremento concertado de tiempos o la
representacion de dos parametros en el mismo eje de un espectro nD) que darian lugar afios después
a diversos experimentos usados para disminuir los tiempos de adquisicion de espectros
multidimensionales, tales como proyeccidon-reconstruccion, GFT o APSY.
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