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1. OBJETIVO.

Describir la metodologia para preparar correctamente muestras que se analicen mediante Resonancia
Magnética Nuclear en sondas de liquidos.

2. ALCANCE.

Este procedimiento esta dirigido a los usuarios de la Unidad de RMN del CIC.

3. DOCUMENTACION DE REFERENCIA.

- Manual: Avance Beginners Guide. User guide

- Manual:Good NMR Spectroscopy Practices

4. DEFINICIONES.

Espin

Relajacion
(RMN)

Is6topo

Concentricidad

Relacion
giromagnética

Susceptibilidad
magnética

Blanco analitico

Efecto
Overhauser
nuclear (NOE)

Sistema de bloqueo de frecuencias utilizado para garantizar que la intensidad del
campo magnético que rodea la muestra no cambie durante un experimento o que el
campo no sea modulado por perturbaciones externas.

Propiedad fisica de las particulas subatémicas, por la cual toda particula elemental
tiene un momento angular intrinseco de valor fijo. Se trata de una propiedad
intrinseca de la particula como lo es la masa o la carga eléctrica.

En RMN, la relajacién son el conjunto de procesos por los que la magnetizacién
nuclear recupera el equilibrio tras un pulso de un campo magnético externo.

Atomo que pertenece al mismo elemento quimico que otro, tiene su mismo nimero
atémico, pero distinta masa atémica y por tanto, distinto nimero mdsico.

Condicién donde dos puntos medianos de todos los elementos diametralmente
opuestos de una figura o revolucion (o elementos correspondientemente localizados
de dos o mas caracteristicas radialmente dispuestas) son congruentes con el eje (o
punto central) de un dato caracteristico.

Referido a una particula o sistema, es la proporcién de su momento magnético entre
su momento angular. Se suele representar por el simbolo y, gamma. Su unidad en el
SI es el radian por segundo por tesla o, equivalentemente, el culombio por kilogramo.

Constante de proporcionalidad adimensional que indica el grado de sensibilidad a la
magnetizaciéon de un material influenciado por un campo magnético

Analisis de una muestra que no contiene el compuesto de interés, o un analisis sin la
muestra, es decir, realizar todos los pasos del procedimiento solo con los reactivos y
disolventes.

Consiste en la transferencia de la polarizacion de espin nuclear desde una poblacion
de espines a otra, via relajacién nuclear cruzada. Dicha transferencia se da entre
nuicleos atémicos a través del espacio y no por medio de enlaces. Ademads solo actia
a distancias menores a 0,5 nm.



https://es.wikipedia.org/wiki/Equilibrio_termodin%C3%A1mico
https://es.wikipedia.org/wiki/Pulso_electromagn%C3%A9tico
https://es.wikipedia.org/wiki/Campo_magn%C3%A9tico
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5. DESARROLLO.

5.1. Disolventes deuterados y tubos de RMN.

Las muestras destinadas a ensayos mediante espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) con
sondas de liquidos requieren estar disueltas en un disolvente deuterado y contenidas en tubos de vidrio
disefiados para RMN.

Los disolventes deuterados se diferencian de sus equivalentes no deuterados porque uno o mas de sus
atomos de hidrégeno normales (protones) se han sustituido por un isétopo estable de deuterio. Esto no
altera las propiedades quimicas del disolvente, pero sf le confiere distintas caracteristicas fisicas. La seflal de
deuterio de estos disolventes se utiliza en RMN como sistema de lock (ver en el punto 4 lo que es el lock)

debido a que:
- Normalmente estd muy alejada de las frecuencias de interés.

- El deuterio, 2H, es un nucleo de espin 1 y, por lo tanto, tiene un tiempo de relajaciéon longitudinal, T1,
razonablemente corto en comparacién con el 'H, lo que permite la adquisicién rapida de pulsos.

- Se puede utilizar como referencia interna en los espectros, ya que la posiciéon de resonancia de la sefial
del deuterio se puede comparar con otros nicleos mediante el uso de una proporcién de gamma para
asignar 0 ppm a cualquier nucleo que se esté observando.

Los disolventes de laboratorio mas comunes estan disponibles en sus formas deuteradas, las cuales se
indican con el sufijo "dx" (donde x = grado de sustitucién), por ejemplo, acetona-d6, acetonitrilo-d3,
cloroformo-d, dimetilformamida-d7, metanol-d4, dimetilsulféxido-d6, piridina-d5, tetracloroetano-d2,
tetrahidrofurano-d8 y otros entre los que se incluye el 6xido de deuterio o agua pesada.

El alto enriquecimiento isotépico (normalmente, mas del 99,5 %, que se indica como 99,5atomo %D) y la
alta pureza de los disolventes (sobre todo en bajos contenidos de agua) son factores importantes en la RMN,
de manera que la mayorfa de los disolventes deuterados se fabrican en una atmdsfera inerte anhidra y se
pueden suministrar en ampollas de pre-rotura o en botellas especiales con cierre de membrana de goma para
mantenerlos mas secos durante mas tiempo tras su apertura. Algunas casas comerciales que suministran
estos disolventes son: Acros Organics, Sigma-Aldrich, Eurisotop, Cambridge Isotope Laboratories y
ARMAR Isotopes.

Un tubo de RMN es un tubo de paredes delgadas usado para contener a la muestra. Se fabrican
habitualmente con vidrio de borosilicato. Para RMN de boro se emplean tubos de cuarzo que son mucho
mas caros y fragiles. Incluso también hay tubos de teflén para hacer RMN de #Si. Los tubos estan
disponibles con diametro exterior diferentes, normalmente 5 mm, aunque los de 1 mm, 1,7 mm, 3 mm y 10
mm también son muy comunes. Otro tipo de tubo muy util en RMN es el tubo Shigemi que se describira
en el punto 5.3. Por lo general, una vez la muestra se introduce en el tubo, este se tapa con un tapén de
polietileno.

Las sondas de RMN se disefian para un didmetro de tubo concreto, es decir, no se puede usar un tubo de
10 mm en sondas construidas para tubos de 5 mm. En la Unidad de RMN del CIC todas las sondas de
liquidos estan disefiadas para tubos de 5 mm pero también se pueden usar tubos de 3 mm.

Para medir la calidad del tubo se usan dos parametros: concentricidad y comba 2. La primera se refiere a
la variacién en los centros radiales, medido en las paredes interiores y exteriores. LLa comba se refiere a la
"rectitud" del tubo. Normalmente estos valores se expresan en um. Tubos con valores altos para ambos
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parametros pueden causar espectros de calidad mas pobre reduciendo la homogeneidad de la muestra. En
particular, un tubo de RMN que tiene un alto valor de comba puede tambalearse cuando gira, dando lugar
a bandas laterales de giro. Generalmente tubos de calidad muy alta son requeridos para aparatos de campos
magnéticos altos. Algunas casas comerciales que suministran todo tipo de tubos, asi como otros accesorios
incluyendo tapones, son Bl: Wilmand-LabGlass, Norell, ARMAR Isotopes, Duran, New Era y Kontes (estos
ultimos suministrados por Sigma-Aldrich).

5.2. Eleccion del disolvente deuterado.

La eleccién del disolvente depende de muchos criterios. La mds obvia es que la muestra se disuelva en la
cantidad suficiente para el estudio, que puede depender de la sensibilidad fundamental del nucleo y la
sensibilidad total del aparato, asf como de la naturaleza de la experiencia a desarrollar. Pero existen mas
criterios:

- DPara experimentos a temperaturas diferentes de la ambiente, se debe considerar el punto de fusién y
ebullicién del disolvente en cuestion.

- La viscosidad del disolvente puede influir en la resolucion, si es posible es mejor trabajar con el menos
viscoso.

- En los espectros de protén y carbono, el desplazamiento quimico del disolvente debe anticiparse para
que no aparezca en un sitio inoportuno e interfiera con las seflales de interés. En los espectros de
protones y carbono, la sefial del disolvente observada viene de la cantidad residual del mismo no
deuterada (los disolventes de RMN son suministrados con una proporcién de deuterio igual o supetior
2 99.5%). Para los estudios de rutina, donde entre 10 y 50 miligramos son requeridos, las especificaciones
mas bajas del disolvente son suficientes para que la sefial residual de los protones sea comparable en
magnitud a la muestra. Cuando la cantidad de muestra es inferior a 10 mg, hay que recurrir a disolventes
con niveles de deuterio altos.

- Aparte de la sefial de cada disolvente, otra interferencia significativa en el espectro de protones es el agua,
la cual esta presente en grados diferentes en todos los disolventes, ademas en la mayorfa de las veces
viene asociada con la muestra. La resonancia del agua es casi siempre ancha y su desplazamiento quimico
puede variar segin las condiciones de la disolucion (T°, pH, etc.). Para minimizar la presencia del agua
en el disolvente se pueden usar ampollas que contienen cantidades justas y suficientes para preparar la
muestra. Para eliminar el agua que pueda contener la muestra, se puede pasar a través de alimina activada.

- Eldisolvente puede ser el causante de la desaparicién de las resonancias de los protones intercambiables
al reemplazarse por deuterio. Esto suele ocurrir con agua y metanol deuterados. Alternativamente, se

pueden utilizar d3-metanol (CD;OH) y H2O con 10-20% de D-O.

- Lanaturaleza del disolvente puede tener una influencia significativa en la apariencia del espectro, asi que
cambios substanciales pueden observarse al cambiar de disolvente. Estos pueden ser beneficiosos pero
no se pueden predecir, por lo que hay que recurrir a la experimentacion.

5.3. Eleccion del tubo de RMN.

Como ya se ha mencionado, la Unidad de RMN solamente dispone de sondas de liquidos para tubos de 5
mm por lo que se recomienda, siempre que sea posible, usar tubos de alta calidad con dicho didmetro
exterior (la Unidad también dispone de una sonda para sélidos y otra para semisolidos o geles). Respetando
este diametro, el grosor de la pared de los tubos estandar suele ser de 0,38 mm aunque también los hay con
paredes mas delgadas (0,24 mm) y gruesas (0,77 y 1,4 mm) 4. Siempre es mds beneficioso emplear tubos
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delgados que gruesos. El volumen requerido para los tubos de 5 mm con pared de grosor estindar es de
550 pl a 650 pl, salvo si se utiliza el espectrémetro de 80 MHz cuyo volumen 6ptimo es 700 ul. Volimenes
superiores a este rango nunca deben usarse. En las ocasiones que se dispone de poca cantidad de muestra
(entre 2 mg y 10 mg) se recomienda usar las siguientes opciones:

Los tubos de 3 mm que aunque estan disefiados para las sondas de 3 mm, también pueden utilizarse en
sondas de 5 mm. Requieren un menor volumen de muestra, entre 150 y 200 pl. Estos tubos estan
recomendados para aplicaciones en las que se quiere concentrar el compuesto de interés frente a otros
compuestos del medio, como por ejemplo, muestras de ADN o proteinas en medios tamponados.

Los tubos Shigemi Il de 5 mm son la mejor opcién para cantidades de muestras pequefias. Son altamente
recomendables para estudios de macromoléculas (proteinas, péptidos, ADN, ARN, etc.). Solo necesitan
300 pl de muestra. La ventaja de estos tubos con respecto a los convencionales de 5 mm es que concentra
toda la muestra en el espacio de la bobina de radiofrecuencia.

Constan de dos elementos: el tubo en si que tiene un fondo sélido de altura determinada y un inserto
(ver imagen inferior). La muestra se sitia en la cavidad entre el inserto y el fondo del tubo. Para las
sondas disponibles en la unidad de RMN, la altura del fondo debe ser de 8 mm.

Bottom Length
- . Outer Tube

-

Insert

D — |

Complete Set

i—

Sample Capacity

Son tubos de precio alto y para cada disolvente deuterado, se necesita un tubo distinto ya que el fondo
y el inserto se adaptan a la susceptibilidad magnética para cada disolvente.

Usar los tapones Doty 167 junto con los tubos convencionales. Estos tapones tienen la misma funcién
que el fondo sélido y el insert de los tubos anteriores, y al igual que en los Shigemi, son tapones de
susceptibilidad magnética. Para preparar la muestra usando estos tapones, ver la referencia 7.

Otra opcidn poco recomendable es utilizar tubos de 5 mm con una pared mas gruesa que la estandar.
Aunque estos tubos requieren menor cantidad de disolvente, no mejora la relacién sefal-ruido con
respecto a utilizar tubos con grosor de pared estandar (650-550 pl) 181,

Por dltimo, mencionar que existen tubos coaxiales muy utilizados para determinar la pureza de la muestra
(vet punto 5.6 de este documento).

5.4. Cantidad 6ptima de muestra y disolvente.

La cantidad de muestra necesatia depende en gran medida de el/los expetimento/s a realizar y del campo
magnético del espectrometro. A continuacion, se muestra una gufa de referencia para moléculas medianas y
pequefias (menos de 700 g/mol) y tipo de expetimento en un espectrémetro de 500 MHz.
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La concentracién de referencia para adquirir un espectro de 'H de buena calidad es alrededor del 1%
(p/v), es decir, 10 mg/ml. Por tanto, con 5-10 mg de muestra disuelta en 600 pl de disolvente deuterado
es suficiente para obtener rapidamente (no mas de 2 min) un espectro de protén de calidad. Una muestra
mas concentrada puede dar lugar a lineas muy anchas en el espectro de proton.

La RMN de C es mucho menos sensible que la del protén debido a que la abundancia isotépica de 13C
es solo de 1,1% frente a la del 99,98% del protén y a que la relacién giromagnética es solo una cuarta
parte a la del 'H. Para adquitir un espectro de '3C es necesario acumular muchos scans. Hay que tener
en cuenta que la relacién sefial/ruido, /N, es propotcional a la rafz cuadrada del nimero total de scans,
n. Por tanto, para un espectro dado, si se quiere aumentar la relacién S/N el doble, se necesita aumentar
cuatro veces el numero de scans original, es decir, el tiempo de adquisicion aumenta cuatro veces. Por
lo general, un espectro de PC-DEPT requiere la mitad de tiempo de adquisicién y nimero de scans que
un espectro de 13C.

Para obtener un espectro de 13C en un equipo de 500 MHz y en una hora y media son necesarios entre
15 y 20 mg de muestra disueltos en 600 pl de disolvente deuterado. Con 35-20 mg de muestra en el
mismo equipo, se necesitan tiempos de adquisicién de entre 20-60 min.

Si se dispone de menos de 5-10 mg de muestra y se disuelve en 600 pl, los tiempos de adquisiciéon para
espectros de 13C superan las cuatro horas, incluso hasta 12 horas con 5 mg. Para disminuir los tiempos
de adquisicién, se recomienda usar tubos Shigemi ya que requieren menor volumen de disolvente. Con
cantidades de muestra comprendidas entre 2 y 5 mg, aun usando tubos Shigemi, los tiempos de
adquisicién para espectros de '3C son altos (superiores a 12 horas).

Sefialar que estos tiempos de adquisicién son orientativos y referidos a moléculas con tiempos de
relajacién normales. Si la molécula tiene tiempos de relajacién muy altos, los tiempos de adquisicién
pueden aumentar, sobre todo, para detectar los carbonos cuaternarios que son los que mas tiempo de
relajacion necesitan.

Para espectros bidimensionales de correlacién homonuclear o heteronuclear con deteccién en el proton
(HSQC, HMBC, COSY o TOCSY, entre otros, y exceptuando los espectros 2D-ADEQUATE), los
tiempos de adquisicién son inferiores a los requeridos en espectros de carbono. De todos ellos, el HMBC
es el que necesita acumular mas scans y por tanto, requiere mas tiempo. Con cantidades de muestra entre
5y 10 mg, usando un equipo de 500 MHz y un tubo de 5 mm se puede obtener un espectro HMBC en
5 horas.

En el caso de los espectros ADEQUATE, se aconseja utilizar tubos de 3 mm o Shigemi y cantidades de
muestra altas (80-40 mg) para obtener el espectro en 24 horas aproximadamente.

Los espectros bidimensionales de correlacion homonuclear y heteronuclear con deteccion en el 13C como
el INADEQUATE son muy poco sensibles. Aun con mas de 100 mg de muestra en tubos de 3 mm o
Shigemi, los experimentos pueden durar dos o tres dias. Si la muestra se enriquece sobre 10% 13C, el
INADEQUATE puede realizarse a concentraciéon normal. Para espectros 2D con deteccion 15N, solo
se pueden realizar si la muestra se ha enriquecido con dicho is6topo del nitrégeno ya que la abundancia
natural del N y su relacion giromagnética son aun mas bajas que en el 3C.

Para los espectros NOESY y ROESY, los tiempos de adquisicién suelen ser el doble o triple que el
necesario para un espectro HMBC. Por tanto, se recomienda usar al menos 10 mg de muestra. Es
importante que el usuario informe al técnico de la unidad del peso molecular si quiere realizar este tipo
de espectros.

Para macromoléculas y polimeros, la cantidad de muestra necesaria puede ser significativamente mayor que
en el caso de moléculas pequefias. Se recomienda consultar la bibliografia y estado del arte relacionada con
su molécula para obtener consejos sobre la concentracién de la muestra.
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5.5. Instrucciones para disolver la muestra.

Se recomienda siempre, sobre todo si se realizan experimentos para adquirir espectros de carbono o
espectros bidimensionales, disolver la muestra en el volumen adecuado de disolvente deuterado tal que la
disolucién quede saturada. La disolucién de la muestra se debe preparar en un vial de vidrio para 3-5 ml.
Siga las siguientes instrucciones:

- Afilada el volumen 6ptimo de disolvente deuterado (ver punto 5.4) al vial de vidrio con una micropipeta,
jeringa, a ser posible de vidrio, o pipeta de vidrio. El instrumental que se utilice para medir el volumen
debe ser de 1 ml.

- Haz una marca en el vial con rotulador permanente de punta fina a la altura del disolvente.
- Afiada poco a poco la muestra al vial y ve removiendo o agitando para ayudar a disolver la muestra.

- Sila muestra no consigue disolverse, pruebe a sonicar el vial en un bafio de ultrasonidos a temperatura
ambiente. No olvide colocar un tapén al vial antes de sonicar.

- Si ha sonicado la disolucién, compruebe el nivel de disolvente ya que es muy probable que se haya
evaporado una pequefia cantidad. Si es asi, con una pipeta Pasteur, gota a gota, aflada disolvente
deuterado hasta llegar a la marca del rotulador.

- Sise ha pasado anadiendo muestra y ya no se disuelve mas, afiada un poco mas de disolvente deuterado,
gota a gota, o filtre la disolucién como se explica en el punto 5.6. Ojo, solo aflada mas disolvente si esta
seguro que la fraccién de muestra no disuelta corresponde a su compuesto de interés; si se trata de
impurezas de la muestra, filtrela directamente.

El resultado final debe ser una disolucién sin particulas en suspensiéon y completamente transparente (ver
imagen del punto 5.9).

5.6. Eliminacion de particulas sélidas.

Para obtener espectros con buena resolucién es necesario tener un campo magnético homogéneo alrededor
de la muestra que se consigue con el sistema del lock y las bobinas de shim. A veces, al preparar la disolucién
de la muestra, no se disuelve por completo, bien por la presencia de impurezas insolubles o porque la
disolucién ya esta saturada. En estos casos, la disolucién presenta particulas sélidas en suspensién que
distorsionan la homogeneidad del campo magnético debido a que la susceptibilidad magnética de cada
particula es diferente a la de la disolucién. Esto provoca ensanchamiento de las sefiales y espectros confusos
que no se pueden corregir con el procesado de la FID. Por ello, eliminatlas antes de introducir la disolucién
en el tubo y analizar la muestra es de gran importancia. Los dos métodos que se pueden utilizar son: la
centrifugacién y la filtracion.

- Introducir la disolucién en un tubo eppendorf y centrifugarlo a la mayor velocidad que sea posible. A
continuacion, con una pipeta Pasteur recoger la disolucién procurando no arrastrar las particulas solidas.
Ojo, siga siempre las normas de seguridad de uso de la centrifuga; antes de ponerla en marcha debe estar
equilibrada Pl.

- Filtra la disolucién a través de un filtro de membrana con jeringa. Humecta el filtro con el disolvente
deuterado antes de pasar la disolucion de la muestra por el filtro.




INSTRUCCION
TECNICA ESPECIFICA IE16-12-PREP
£ Pégina 9 de 16 . Centro de
; . N° Revision: 5 Instrumentacion
Crsanc PREPARACION DE MUESTRAS 21/03/2025 ' Cientifica
PARA RMN DE LIQUIDOS
UNIVERSIDAD Q
DE GRANADA

Housing

' Luer Lock Inlet

Membrane

Outlet

AReEKACELLS”

Es aconsejable utilizar los filtros mds pequefios posibles (los hay de 3 y 4 mm). Para elegir el filtro
adecuado consulte las referencias 10 y 11 [10.11],

- Otro método para filtrar la disolucion, posiblemente mas econémico que el anterior, es colocar un
pequefio tapén de lana de vidrio o algodén en el interior de una pipeta Pasteur y con ayuda de otra
pipeta, pasar la disolucién por el tapén previamente humectado con disolvente deuterado.

- Si la disolucién contiene iones metalicos, sobre todo paramagnéticos, es muy importante eliminatlos
pasando la disolucién a través de una resina.

Ambos métodos, centrifugacién y filtracién, son compatibles y en algunos casos, se requieren ambos:
centrifugar primero y filtrar después. De este modo se consigue eliminar todas las particulas pequefas sin
saturar el filtro con particulas grandes que previamente son retiradas en la centrifugacion.

Ojo, independientemente del método de eliminacién de particulas que se use, es imprescindible evaluar si
el material que se utiliza para centrifugar y/o filtrar, en especial el de plistico y el algoddn, puede contaminar
la muestra y en consecuencia, que aparezcan seflales en los espectros procedente de dicho material. Lleva a
cabo esta evaluacion para cada disolvente deuterado empleado y al menos, la primera vez que se emplea un
nuevo material, realizando un blanco analitico:

- Si usas filtro, haz pasar por el mismo 700 ul del disolvente deuterado utilizado para disolver la muestra.
Recoge dicho disolvente, introddcelo en un tubo de RMN y hazle un espectro de protén.

- Sisolo centrifugas, introduce en el eppendorf 650 ul del disolvente deuterado empleado para preparar la
muestra y centrifugalo durante unos minutos. Después, recoge el disolvente, introducelo en un tubo de
RMN y hazle un espectro de protén.

- Si centrifugas y filtras, centrifuga 700 pl del disolvente deuterado antes de pasarlo por el filtro.




INSTRUCCION
TECNICA ESPECIFICA [E16-12-PREP
Pagina 10 de 16
= 4 NP° Revisién: 5
Crsa PREPARACION DE MUESTRAS 21032025
PARA RMN DE LIQUIDOS
UNIVERSIDAD Q
DE GRANADA

J

Centro de
Instrumentacion
Cientifica

Otro aspecto muy importante cuando se utilizan filtros, en especial de membrana, es evaluar si el compuesto
que se quiere medir queda retenido en dicho filtro. En principio, si se elige correctamente, esto no debe
ocurrir.

Es muy posible, sobre todo si has filtrado la disolucién de la muestra, que el volumen final introducido en
el tubo de RMN sea ligeramente inferior al 6ptimo. Si esto ocurre, afiade en el tubo la cantidad necesaria de
disolvente deuterado para que su altura sea la correcta (entre 4,0 y 4,5 cm, ver imagen del punto 5.9). La
proxima vez que filtres la disolucién de la muestra, utiliza un poco mas de volumen de disolvente deuterado
en la preparacién de la disolucidn, si cree conveniente.

5.6. Uso de compuestos de referencia y estandares para gqNMR.

Los compuestos de referencia son productos que se emplean cuando se prepara la muestra y actian como
referencia para el desplazamiento quimico en el espectro. La eleccién de estos depende de la muestra y el
disolvente:

- Para RMN de protones y carbono se usa el tetrametilsilano (TMS, 0.0 ppm) como referencia en
disolventes organicos. EIl TMS tiene muchas ventajas respecto a otros: una resonancia de 12 protones
que aparecen como un singlete estrecho en un extremo del espectro, es volatil e inerte quimicamente.
No es recomendable en el estudio de silanos o ciclopropanos. En los estudios de rutina no es necesario
afiadir una referencia ya que la sefial residual del disolvente sirve para esta tarea.

- Para soluciones acuosas, el equivalente del TMS soluble en agua es el 3-(trimetilsilil)-propionato-ds de
sodio (TSP-d4, 0.0 ppm). Una alternativa volatil es el 1,4-dioxano ("H: 3.75 ppm; 3C: 67.5 ppm) que se
puede eliminar por liofilizacién. También se emplea el 3-(trimetilsilil)-propanosulfonato-ds de sodio

(DSS, 0.0 ppm).

Aunque los compuestos de referencia mencionados anteriormente se pueden utilizar para cuantificar
compuestos en espectros (analisis cuantitativo RMN o qNMR), no son aconsejables ya que no disponen de
la certificacién para ser empleados como estandares para cuantificacién. En su lugar es aconsejable utilizar
los materiales de referencia certificados que ofrecen casas comerciales como Sigma-Aldrich 1214, Existen
una gran gama de estos materiales y la eleccién de uno u otro dependera del compuesto a analizar y el nicleo
a medir. Si se utilizan estos estandares, ya no es necesario utilizar los compuestos de referencia.

Existen dos metodologias en el empleo de compuestos de referencia y estandares para cuantificacién RMN.

- Crear una tnica disolucién con la muestra y el compuesto de referencia o estindar gNMR. A este método
se le denomina referencia interna. Su principal inconveniente es que si se quiere recuperar la muestra y
aislarla del compuesto de referencia o éstandar, a veces no es posible. Es mas facil hacerlo si se ha
utilizado compuestos volatiles como TMS o 1,4-dioxano.

- Usar un tubo coaxial Bl que permite preparar dos disoluciones independientes pero con el mismo
disolvente deuterado: una para la muestra y otra para el estaindar gNMR. Este método se conoce como
referencia externa y es muy adecuado para determinar la pureza de un compuesto sintetizado y calcular
fehacientemente, el rendimiento de la sintesis. Estos tubos contienen dos cavidades, una para cada
disolucién como se muestra en la imagen inferior.
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5.8. Desgasificacion de muestras.

Si se quiere una alta resolucién, estudiar la relajacién de los nucleos de la muestra o adquirir experiencias
donde la relajacién tiene una gran importancia, como por ejemplo, en los experimentos en los que se mide
el efecto Nuclear Overhauser, NOE, (espectros NOESY y ROESY), entonces es muy importante eliminar
cualquier traza de O disuelto en la disolucién. Este es paramagnético, y su presencia facilita un camino
alternativo eficiente de relajacién, que minimiza el efecto NOE y redunda en la anchura de las sefiales de
resonancia. El oxigeno se puede eliminar:

- Normalmente burbujeando un gas inerte (nitrégeno o argdn) a través de la disolucién. Esto debe hacerse
con mucho cuidado para evitar soplar la disolucion fuera del vial. Nunca lo haga en un tubo de RMN.
Antes de burbujear el gas, haz una marca en el vial a la altura del disolvente y después aflade un poco
mas de volumen de disolvente que previamente ya se ha desairado. Ten en cuenta que al burbujear el
gas, algo se evapora.

Introduzca la disolucién en el tubo de RMN vy antes de cerrar el tubo, reemplaza el aire del tubo que
queda por encima de la disolucién por argdn o nitrégeno.

- Utilizando la técnica Freeze-Pump-Thaw [13. Su principal inconveniente es que requiere de nitrégeno,
no siempre disponible en el laboratorio aunque sin duda alguna, es el método mas eficaz para desgasificar
un liquido.

5.9. Cierre del tubo y apariencia final.

Existen varios tipos de cierre de tubo: a la llama, tapones de polietileno o teflén, tapones de caucho o silicona
con borde reversible y tapones herméticos.

- Para cerrar un tubo a la llama se necesita un soplete que funda el extremo del tubo. Este cierre se usa
casi exclusivamente para las muestras de referencia que acompafan a las sondas.

- Los tapones de polietileno son sin ninguna duda los mas empleados, en especial, para los tubos de 10, 5
y 3 mm por ser los mas econdémicos. También se pueden encontrar de tefléon (PTFE). Si se opta por usar
este tipo de tapones, es recomendable sellar el cierre con un poco de parafilm para evitar la evaporacion
del disolvente organico durante la adquisiciéon de los espectros.
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Los tapones con borde reversibles son poco habituales aunque se pueden encontrar para tubos de 5 y
10 mm.

Los tapones herméticos suministrados por Wilmad-Labglass estan diseflados para mantener un sello
hermético y evitar la entrada de aire. A su vez, permiten la inyecciéon de muestras o reactivos con aguja

y jeringa. Se pueden encontrar para tubos de 3, 5y 10 mm.

3 Cierre alallama Tapon hermético
\/ Tapén de
‘ teflon

Tapodn con borde
~ reversible

Tapdn de
polietileno

Si ha seguido todas las instrucciones de este documento, el tubo de RMN debe contener una disolucién
transparente y sin particulas ni coloides en suspension. Ademas, el volumen de la disoluciéon debe ser tal que
la altura en el tubo de 5 y 3 mm esté comprendida entre 4 y 4,5 cm (excepto en el Fourier 80 cuya altura
debe ser entre 5 y 5,5 cm). Para tubos de 5 mm con grosor de pared estindar, una vez colocado
correctamente el tubo en el spinner con ayuda del medidor de profundidad, la altura aproximada en funcién

del volumen de la disolucién es:
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Tubo con spinner Medidor altura Altura = 4,0 cm Altura =4,5cm Altura = 5,0 cm

El medidor de altura simula el interior de una sonda de liquidos. Como se observa en la imagen supetior, la
mayor parte de la disolucién esta situada en el rectingulo de 3/5/8mm pintado con linea negra. El drea de
dicho rectangulo corresponde a la zona donde se encuentran las bobinas de radiofrecuencias de la sonda.
El volumen de la muestra debe ser suficiente para dejar la disolucién un poco por encima y por debajo de
las bobinas, ya que la diferencia de susceptibilidad magnética en la interfaces disolucién/aire y
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disolucién/vidtio, conlleva distorsiones del campo magnético. Los tubos Shigemi, en cambio, concentran
toda la muestra en esta zona.

Las sondas disponen de dos antenas o bobinas de radiofrecuencias (RF coil en inglés): una de transmision
y otra de recepcion. Solamente en la zona de dichas bobinas es dénde se mide la muestra. En las siguientes

figuras se muestra un esquema de un espectrémetro y de una sonda (la sonda en el espectrometro esta
sobredimensionada) y una fotografia del interior de una sonda de Bruker.

Introduccion de la muestra

~_ - NMRuwbe &

- .
N T spinner —__
»

gradlem coils

tuning cwah

variable capacitors

N\

Recubrimientos Soporte
de las bobinas RF del spinner

tuning rods

outer RF coil

inner RF coll

Como ya hemos comentado, en el caso particular del espectrémetro de sobremesa de 80 MHz, la altura de

la disolucién debe estar comprendida entre 5y 5,5 cm y el spinner que se utiliza es otro diferente al de la
figura superior.
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5.10. Etiquetado de muestras.

La Unidad de RMN del CIC solo acepta muestras que estan etiquetadas correctamente. Se recomienda no
escribir nada en las paredes del tubo y escribir la siguiente informacién en un trozo de papel:

Nombrte de la muestra

Nombre del usuario o en caso de, pertenecer a un grupo de investigacion, el nombre del responsable del
centro de gastos.

Cantidad de la muestra en mg,.

Disolvente deuterado en el que esta disuelta la muestra.

Experimentos o tipo de espectros que se quieren registrar.

Para experimentos de NOE, escribir el peso molecular del compuesto de interés.

Opcionalmente, se puede dibujar la estructura molecular.

Por favor, antes de entregar el tubo a la unidad de RMN del CIC, rocie un poco de alcohol o acetona en
papel adsorbente y tselo para limpiar el exterior del tubo de RMN.

5.11. Limpieza de tubos y tapones.

Los tubos y tapones de RMN deben mantenerse siempre limpios, secos y libres de polvo o particulas por
dentro y por fuera. Se recomienda seguir el siguiente protocolo de limpieza para los tubos:

Recupere el contenido del tubo o deséchelo en un contenedor de residuos apropiado.
Enjuague un par de veces el interior del tubo con agua del grifo.

Con una escobilla para tubos de RMN,; lave el tubo con una disolucién jabonosa o con detergente. Esta
etapa es imprescindible si hay restos pegados en la pared interior del tubo.

Vuelva a enjuagar el tubo con agua del grifo hasta eliminar los restos de detergente o jabén.

Si el tubo ain tiene manchas en el interior, use una disolucién oxidante de agua regia (HNO3/HCI) o
una disolucién pirafia (H202/H>SOy). Las disoluciones de 4cido crémico, como la mezcla crémica
(H2804/K2Cr20y), no son aconsejables usatlas debido a que dejan trazas de cromo paramagnético que
provocan interferencias con los experimentos de RMN y degrada enormemente la resolucién de los
espectros. Después de dejar actuar el acido durante unos minutos, enjuague el tubo con agua del grifo
dos o tres veces.

Enjuague el tubo un par de veces, tanto por el interior como el exterior, con agua mili-Q) o agua destilada.

Por dltimo, enjuague el tubo con un disolvente organico volatil y de toxicidad baja como acetona o
etanol.

Si se quiere secar los tubos, coléquelos en una bandeja horizontalmente e introducelos en una estufa a
no mas de 70 °C. Nunca coloque los tubos en la estufa en posicion vertical ya que tienden a arquearse o
combarse.

Para limpiar los tapones:
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- En un vaso de precipitado o tarro, enjuague los tapones con agua del grifo y después déjelos durante
unas horas o una noche sumergidos en agua con detergente o jabén. Si dispone de bafio de ultrasonidos,
soniquelos durante unos minutos.

- Lave con abundante agua los tapones y asegurese de retirar todos los restos de detergente o jabon.
- Enjuaguelos primero con agua destilada y después con etanol o acetona.

- Para asegurar que los tapones quedan secos, coloquelos en una bandeja e introdicelos en una estufa a
no mas de 70 °C.

Existe un aparato, vendido entre otros por Sigma-Aldrich 1618, con el que limpiar los tubos. Para su uso se
necesita disponer en el laboratorio de una linea o bomba de vacio. En las referencias 17 y 18 se explica su
funcionamiento.

Para almacenar los tubos se recomienda ponetle los tapones y asi evitar que les entre polvo. Finalmente, hay
que procurar no contaminar el exterior del tubo, sobre todo con la grasa de las manos que se puede transferir
a la sonda y por tanto, contaminarla.
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