13.GAIA: Erresonantzia Magnetiko Nuklear Espektroskopia RMN

«— Frekuentzia
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Bi desberdintasun nagusi:
- Ultramore, ikusgai eta infragorriko absorbantzian kanpo geruzetako elektroiek parte
hartzen duten bitartean, RMN-an nukleo atomikoek parte hartzen dute.

- Nukleo horietan absortzioa ahalbidetzen duten maila energetikoen banaketa gertatzeko BO

Spinaren momentu angeluarra Spin momentua duen partikula
/\ batek bere ardatzarekiko biratzen
du: dipolo magnetiko bat sortzen du
Nukleoak: | [Elektroiak: S = % | elkarrekintza eremu

-1=0 (*He, 12C, 160) ; :

L= 7 (1H,15C. 9F, 15N) ‘ magnetikoarekin.

-1=1 (ZH’ MN) m. = +%

- s —7 » Eremu magnetikorik eza: spinen

‘ orientazioa zorizkoa da.

* Eremu magnetikopean: spin
bakoitzak orientazio desberdinak

‘m[ =L 1-1,..., -1
har ditzake.

21 +1 egoera diskretuak— orientazioak

= Orientazioak spin nuklearraren araberakoak dira (I):
* 21+1 -tik kalkulatzen diren egoera

diskretuak degeneratuta daude
kanpoko eremu magnetikorik
aplikazten ez bada

* BO eremu magnetiko baten
aurrean, degenerazioa desagertzen
da

1=1/2 1=1 1=32 * | =% —ml= 1 % (bi egoera)

* Momentu magnetikoa bi orientazio

21+1 egoera diskretuak: +I-tik -I-ra banan-banan joanez posibleen artean batean orientatuko
(L 1-1,1-2,...,-1)
da.

B B B

A

* Bi orientazio edo bi egoera kuantiko hauetan dagoen nukleo baten energia hurrengoa da:
|| \ Vh
Ep, = —\2/ m; By

e M=% By = -2, o _
i y: erlazio giromagnetikoa
s m=-Y%—oE ,,=8
| 1/2 = 47 Bo



Aplikatutako
eremua, B

* Egoeren arteko energia diferentzia

E=th
2 m=-) hurrengoa da:

By

—_—
td

Yh
£= it AE = —B
2 °

Eremurik eza

0F—

Energia

"=+

E= 4" B,
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+ Espektroskopian, egoeren arteko trantsizioak erradiazio elektromagnetikoare
absortzio edo igorpenagatik gertatzen dira (AE=hv,), beraz :

e
21

Vo = 5—-Bp

* Trantsizio magnetiko baten maiztasuna aplikatutako eremu magnetikoaren
intentsitatearekiko (BO ) proportzionala da.
* Energia diferentzia oso txikia da: irrati-frekuentzia

MNR-aren EREDU KLASIKOA:

Eremu magnetikoaren eta ml egoeren arteko elkarrekintzaren ondorioz gure partikulak
prezesio mugimendu bat pairatuko du eremu magnetikoaren bektorearen inguruan.
Abiadura angeluarra: w0 =Y-BO0.

Prezesio-frekuentzia (Larmor): vO = Y-B0/21

Erradiazioaren absortzioa partikula bat prezesio mugimenduan dagoenean: eremu
magnetiko eta erradiazio egokian aurkitzen den partikula bat erresonantzian dagoela diogu
eta absorbatzen duen energia guztia bere spin-a aldatzeko erabiltzen du. Horregatik teknika
honi Erresonantzia Magnetiko Nuklearra deritzogu.

1H-RMN-aren ESPEKTROA: INGURUNE KIMIKOAREN GARRANTZIA:

1H nukleo guztiak berdinak dira. Zergatik frekuentzia desberdinak absorbatzen dituzte? —
ingurune elektronikoa.

Nukleo bati eremu magnetiko bat aplikatzen zaionean elektroiak mugituko dira eta elektroien
mugimendu berri horrek beste eremu magnetiko bat sortuko du hodei eletronikoaren
barnean kanpoko eremuaren kontra eginez.

Eremu eraginkorra: B,, = B, — B,

Nukleoak bi eremu pairatzen ditu:
- kanpotik aplikatutakoa: BO | o | _a B
- elektroiek sortutakoa: Bsor NG 1 | C'\J;/C\c. + l = I
- eremu eraginkorra: Ber = BO — Bsor l ,L

Cl By

CHClI, (kloroformo) C,HClIs
Ondorioz, trantsizio magnetikoaren Dentsitate elektroniko txikiagoa Dentsitate elektroniko handiagoa
. (B, txikiagoa) (Bsor handiagoa)
frekuentzia: 1 1
}" B, handiagoa B., txikiagoa

Sortutako eremua eta aplikatutakoa proportzionalak dira: B, = By(1-c) ‘

Vo = 530(1 —0)

¢ — pantailatze konstantea (nukleoarer) ingurune elektronikoaren menpe dagc



Desberdina da funtzio-talde desberdinetan dauden protoientzat:
- 0= 0: hidrogenoaren nukleoa isolatuta dagoenean
- 0> 0: funtzio-talde desberdinetan dauden gainontzeko hidrogenoetan

Dentsitate elektroniko txikiagoa (o txikiagoa) — babesle efektua txikiagoa — nukleoaren
inguruko eremu eraginkor (Bef) altuagoa — trantsizio energetikoagoa (frekuentzia altuagoa)
o(OH) < 6(CH2) < 6(CH3) —Efektu hau desplazamendu kimikoa bezala ezagutzen da

DESPLAZAMENDU KIMIKOA:

- Aldi berean neurtzen den substantzia estandar baten (barne-patroia) erresonantzia

seinaleak erreferentziatzat hartuz gure molekula organikoaren erresonantzia seinaleak

neurtzea komenigarria da.

-Barne-patroia aztertzen den nukleoaren eta erabiltzen den disolbatzailearen araberakoa da.
1H-RMN-an ohikoena tetrametilsilanoa (TMS), Si(CH3 )4 da.

-TMS konposatuaren protoi guztiak berdinak dira eta pantailatze konstantea normalean

molekula organiko gehienen protoiena baino altuagoa da — seinale oso argia erakusten du
espektroan eta inetereseko seinaleetatik aldenduta.

-TMS-arekiko nukleo baten desplazamendu kimikoa ebaluatzeko: ‘5 = (Gyes — 01) _@

-0 ingurune kimiko eta elkarrekintza intermolekularren menpe dago / I oM
TMS analitoa

RMN espektroa: absorbantzia desplazamendu kimikoaren (8) aurrean RMN espektroa: absorbantzia desplazamendu kimikoaren (8) aurrean
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« Seinaleen intentsitate erlatiboak funtzio-talde bakoitzak duen protoi
kopuruarekin erlazionatuta dago

3 (ppm)

+ Protoi desberdinak— seinale desberdinak pantailatzearen arabera:

-OCHa: hiru protoi baliokide (& = 3.30 ppm)
-C(CH,)5: bederatzi protoi baliokide (6 = 1.19 ppm)

RRESONANTZIA MAGNETIKO NUKLEARRA

RMN espektroa: absorbantzia desplazamendu kimikoaren (3) aurrean
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+ Seinaleen intentsitateen gehiketa: 8 + 23 = 31 mm — protoi guztiak (12 'H)

+ Seinale bakoitzaren protoiak: zuzenki proportzionalak
-23mm—9'H
-8mm—3'H

-COOH: pantaila efektu gutxiena duena (5 = 12.34 ppm)
-CICH: pantaila efektu pixka bat gehiago duena (5 = 5.39 ppm)
-CCH: pantaila efektu altuena duena (& = 2.83 ppm)
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ERRESONANTZIA MAGNETIKO NUKLEARRA

Teknika espektr pikoak. RMN

RMN espektroa: absorbantzia desplazamendu kimikoaren (8) aurrean
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« Protoi baliokideak (simetriagatik trukagarriak) — seinale berdina




SPIN-SPIN AKOPLAMENDUA:

-1 # 0 spin-a duen nukleo baten momentu magnetikoak alboko nukleoen momentu
magnetikoekin elkarrekintzak sortzen ditu (bi imanen arteko elkarrekintzaren antzekoa) —
lotura-elektroien bidezko elkarrekintza.

-Spin-spin akoplamendua elkarrekintzan parte harzten duten nukleoen arteko lotura
kopuruaren araberakoa da. 4 edo 4 lotura baino gehiagoren arteko distantzietan spin-spin
akoplamendua arbuiagarria da.

-Protoi baliokideen arteko spin-spin akoplamenduak ez du eraginik espektroan. -CH3
taldeko protoiak, adibidez.

-N protoi baliokideek alboko protoi baten absortzio seinalea N+1 lerrotan (pikoetan)
banatzen dute

-Bi nukleoen arteko spin-spin elkarrekintzaren balioa spin-spin akoplamendu
kosntantearekiko zuzenki proportzionala da:J (Hz) — pikoen arteko distantzia
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INSTRUMENTAZIOA: Hodia RN

laginarekin ~ espektroa _\'

Imana: Osagairik nagusiena eta garestiena:

- Neurketaren sentikortasuna eta bereizmena eremuaren
intentsitatearekin handitzen dira.

- Eremua oso homogeneoa eta errepikakorra izan behar.
Irrati-frekuentziako pultsua: Intentsu eta errepikakorra.
Hodiaren barnean dagoen laginari erasotzen dio. e

Detektagailua: Anplifikatuta dagoen seinalea erregistratzen

du.

| Detektagailu
eta
anplifikadorea

Irrati-frekuenizia
sorgailua ela
ordenagailua




APLIKAZIOAK:

1. Konposatuen identifikazioa: Konposatu puruen identifikaziorako ezinbesteko erreminta
baliotsua.Askotan IR, UV-Vis espektroekin eta masa-espektrometriarekin batera erabili.
2. Analisi kuantitatiboa: absorbantzia seinaleen intentsitatea eta seinale horren agerpena
eragin duen nukleo kopurua zuzenki proportzionalak dira. Instrumentuaren gastuagatik
erabilera mugatua (beste teknika batzuekin analisi berdina lortzen da)

Faltsifikazioak: Kalitate txikiko produktuak dira: printzipio aktibo gutxiago edo batere gabe,
ezpurutasunak edo substantzia toxikoak izan ditzakete. Farmako batzuen eskaera handia
eta haien prezio altuak direlako arazo hau sortzen da

ERRESONANTZIA MAGNETIKO NUKLEAR BIDEZKO IRUDIA (MRI):

Kontrastea erabil daiteke: gadolinioa, ikusgarritasuna hobetzeko. Kirurgiarik eta erradiazio
ionizatzailerik (RX) gabe gorputzaren barnealdeko irudiak lor ditzakegu: garun-irudiak,
muskulu, lotailu eta tendoien irudiak, bihotz eta zirkulaziosistemakoak,
barne-organoetakoak. Tumoreak ere bai.

A) Buruan intentsitate gorakorreko eremua aplikatzen da: buruan ditugun protoiek azkarrago
biratuko dute.

B) Materia zuria, materia grisa edo likido zefalorrakideo bezalako ehun desberdinek energia
kantitate desberdinak igortzen dituzte.

C) Teknika honek burmuineko irudi desberdinak ematen ditu, informazio ugari lortuz: i)
garun-konexioa ii) materia grisaren bolumena (informazioaren prozesamendua) iii)
burmuineko alde desberdinek elkarrekin nola lan egiten duten.

ERMren MUGAK:

*Protesi metalikoak edo taupada-markagailuak: metal batzuek berotu edo mugitu egin
daitezke, eta hori arriskutsua izan daiteke, gainera irudia distortsionatu dezakete.
*Klaustrofobia: makinak itxiak dira eta antsietatea eragin dezakete.

slraupena: ERM batek 30-60 minutu iraun dezake.

«Zarata handiak: tapoiak ematen badira ere, zarata desatsegina izan daiteke.

*Kostua: beste teknika batzuek baino (hala nola TAC edo X izpiak) garestiagoa izaten da.



14.GAIA: POLARIMETRIA

Aplikazioak:

* Analisi kualitatiboa: sustantziak determinatzeko, purutasuna determinatzeko.

* Analisi kuantitatiboa: kalibrazio kurbak, nahaste eta disoluzioen konposaketak
determinatzeko.. brix graduak, uraren gatz edukia, proteina kantitatea disoluzioan, etc...

ERROTAZIO DISPERSIO OPTIKOA

ARGI POLARIZATUA: Argi polarizatu planoaren desbiderapena neurtzen  oiroiswo zirkuiarra

da. Molekula bat optikoki aktiboa dela esaten da argi zirkularki
polarizatuarekin era desberdinean elkarreragiten duenean eskuinera eta

b | CO:M Asimetria
ezkerrera. Elkarrekintza desberdin honek bi fenomeno sortzen ditu. "—4‘5‘/ ?* sotureie

ARGI ZIRKULARKI POLARIZATUA

hedapena
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Argi ez polarizatua Argi polarizatua

Argi zirkularki
jpolarizatua eskumara \ E E eremu elektrikoaren
R magnitudea da,
espazioan zehar
RCPL norabide jakin batetan
oszilatzen duena era
[ sinusoidalean (argi

Argi zirkularki

polarizatua)
polarizatua
eskerrera ‘ E E, Ej eta E_ bi errotazio
L Argi polarizatua bektoreetan
LCPL i planoan deskonposatu daiteke

AKTIBITATE OPTIKOA:

Lagin batek izan dezakeen elkarrekintza desberdina, eskuma eta ezkerrera zirkularki
polarizarua dagoen argiarekin bi kausa izan dezake:

1) Argi sortaren abiadura: errefrakzio indizeaz karakterizatzen dena. ER eta EL abiadura
desberdinez biratzen dutenean ERROTAZIO DISPERTSIO OPTIKOA ematen da Argi
eskumara zikularki polarizatua (ER), abiadura handiago batekin transmititzen duten
substantziek eskerrera zikularki polarizatua dagoen argiarekin konparatuz (EL) dextrogiroak
direla esaten da deta errotazio angelu positiboa (+a) esleitzen zaie

2) Laginaren absortzioa: absortzio koefizienteaz karakterizatzen dena. ER eta EL era
desberdidean absorbatzen dutenean DIKROISMO ZIRCULARRA ematen da.

ERROTAZIO DISPERTSIO OPTIKOA:

ENANTIOMEROAK (ISOMERO OPTIKOAK) Bi forma estereokimiko dituzten molekulek.
Bata bestearen irudi espekularra da. R (“rectus”, eskuma), lebogiroa (L), eta S (“sinistra”,
ezkerra) dextogiroa (D) zendatzen dita. Argi polarizatuaren planoa neurri berean biratzen
dute baina kontrako norantzan. Adibidez: L(-) Alanina, — D (+)Alanina.

Disoluzio batetan, emantiomero kantitate ekimolekular nahasteari nahaste razemikoa
deritzo. Nahaste razemikoak optikoki ez dira aktiboak, enantiomero bakoitzaren efektuak
anulatzen baitira.
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ERROTAZIO ANGELUA:

Argi polarizatuaren desbiderapen angelua, errotazio angelua
sustantziaren izaera, argi polarizatuaren uhin-luzera, argiak
zeharkatzen duen ingurunearen lodiera eta dentsitatea,
tenperatura kontzentrazioa eta disolbatzailearen araberakoa
da. Kontzentrazioarekiko zuzenki proportzioala da. Errotazio
espezifikoa, propotzionaltasun konstantea, karbohidratoen
azukre kantitatea determinatzeko erabiltzen da.

malda = [a],*

errotazio angelua (a)

[sakarosa] (g/ml)

a=lal,1-c

|

Errotazio espezifikoa

ARGI ZIRKULARKI POLARIZATUA

Argi polarizatua planoan

Argi zirkularki polarizatua

ESPEKTROPOLARIMETRIA. ERROTAZIO DISPERTSIO OPTIKOA
Optikoki aktiboak diren substantzien espektroak bi motatakoak: kurba
lauak (ez kromoforoak) eta “Cotton” efektuaren kurbak (kromoforoak).
Kurba lauak: aukeratutako uhin luzeeran absorbatzen ez duten

konposatuak aurkezten dituzte kurba lauak; positibo eta negatiboean
sailkatzen dira segn eta uhin luzeera handitzean gorakada edo
beherakada aurkezkten duten.

S

“Cotton” efektuaren kurbak: DiKroismo
zirkularraren (eliptizitateaz neurtuta) aldaketa absortzio banden

—— alboan. Substantzia baten “Cotton” kubaren maximoak eta
/\—‘(\f—m 1 minimoak konformazioen ezaugarriak dira.
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ESPEKTROPOLARIMETRIA. DIKROISMO ZIRKULARRA:

Dirkroismo zirkularra neurtzen duten espektroek eskumara eta ezkerrera zirkularki
polarizatutako argi absortzioaren arteko desberdinatasuna adierazten dute
(ELIPTIZITATEA). Makrolomekula baten aldaketa konformazionala deskribatzeko erabiltzan
dira. Proteinen egitura sekundarioa.

APLIKAZIOAK:

*Proteinen/DNAren egitura aztertzeko

*Industria farmazeutikoan, kalitate kontrolean

*Amino azido, antibiotiko, esteroide, bitaminen purutasuna ezagutzeko
Enantiomero bat aktiboa izan daiteke Bestea ez, edo toxikoa izan daiteke

POLARIMETROA ETA ESPEKTROPOLARIMETROA __
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