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Introduccion Analisis de mezclas por RMN

cPor qué usar RMN para el analisis de mezclas?
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Introduccion Analisis de mezclas por RMN

Meétodos de RMN para el analisis de mezclas
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Introduccion

Analisis de mezclas por RMN

Difusion en RMN para el estudio de mezclas
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Introduccion Difusion en RMN

Difusion molecular traslacional

Movimiento Browniano

Movimiento aleatorio de las

o ~ 7] 0 o
- - . . - o 0
particulas en estado liquido debido o 0 ol 0%
P (= -
Robert Brown a las colisiones entre todas las § 8:50% 0 Sove B

(1773-1858) particulas presentes en el medio

La difusion traslacional es debida al movimiento Browniano de la
moléculas en disolucion en ausencia de fuerzas externas

(como gradientes de concentracion o campos eléctricos)

R. Brown, J. J. Bennett; “The miscellaneous botanical works of Robert Brown”, Vol. 1, London (1866) 4



Introduccion Difusion en RMN

Difusion molecular traslacional

Movimiento Browniano

Lyms = véDt
/

Coeficiente de
auto-difusion

Movimiento aleatorio de las
particulas en estado liquido debido
a las colisiones entre todas las
particulas presentes en el medio

Robert Brown
(1773-1858)

El coeficiente de auto-difusion molecular traslacional describe cuanto se ha

movido una molécula en un medio especifico durante un intervalo de tiempo

R. Brown, J. J. Bennett; “The miscellaneous botanical works of Robert Brown”, Vol. 1, London (1866) 5



Introduccion Difusion en RMN

Coeficiente de (auto)difusion traslacional

Stokes-Einstein

D=— [ =6nunr

k: Constante de Boltzman
T: Temperatura
f: Coeficiente de friccion

1: Viscosidad del medio

r: Radio de la esfera

George G. Stokes Albert Einstein
(1819-1903) (1879-1955)

Aproximacion:
Disolucion homogénea
Tamano disolvente << soluto

Particula esférica

A. Einstein; Investigations on the Theory of the Brownian Movement; Dover Publications (1956) 6



Introduccion Difusion en RMN

Coeficiente de (auto)difusion traslacional

Stokes-Einstein

k T k: Constante de Boltzman

T: Temperatura

D

1: Viscosidad del medio

67an . Radio de la esfera

La difusion depende:

Mayor
difusion « Tamano y forma del soluto [r =|D
: « Temperatura [T =D
» Viscosidad del disolvente In =1D
@
Menor
difusion



Introduccion Difusion en RMN

Tamano y forma del soluto

Stokes-Einstein El radio hidrodinamico, 1y

Radio efectivo de una particula esférica

_ M:
kT 3 3 M7 Peso molecular

TR = V: Volumen especifico parcial

4N

D

N 6mTNT,

N: Numero de Avogadro

Difusion — Radio hidrodinamico — Peso molecular

- - P 3
Moléculas de geometria esféricas T, X VM D x

YM

) . 1
Moléculas de geometria plana aleatoria 13, X VM D < —
VM

1

L cereecreee) Molécula lineares rigidas r, X M D « W

Prog. Nucl. Mag. Res. Sp. 30, 39 (1997) 8
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Introduccion Experimento basico de difusion

Eco de espin

Los primeros experimentos

180°,

Tt 90°,
VN T ’C
Erwin L. Hahn < » < »
(1921-2016) RF

Edward M. Purcell
(1912-1997)

Herman L. Carr
(1924-2008)

Phys. Rev. 80, 580 (1950); Phys. Rev. 94, 630 (1954) 9



Introduccion

Experimento basico de difusion

Eco de espin

Y

Tras la
excitacion la
magnetizacion
de todos los
espines esta a lo
largo del eje y

Reenfoque de la magnetizacion

90°,
T
RF I - -

Los espines

180°,

. :

A

Los espines
precesionan en

X

TNy

precesionan el plano xy
en el plano durante
Xy d.urante 5 el mismo
un tiempo t o -4\~ . /]\ tiempo t
fast slow
T ® 180° ® T
fast slow
| -
)
Tras un tiempo t El pulso de

180° invierte

la posicion de

los spines en
el plano xy

los espines han
adquirido una
diferencia de fase
(¢) proporcional
al 6

\ y

El segundo
tiempo de
precesion t
reenfoca la
magnetizacion
de los espines

10



Introduccion

Erwin L. Hahn
(1921-2016)

Phys. Rev. 80, 580 (1950)

Experimento basico de difusion

Eco de espin

PHYSICAL REVIEW

Physics Department, Universily of Illinois, Urbana, Illinois

VOLUME 80, NUMBER 4 NOVEMBER 15, 1950

Spin Echoes*}

E. L. Hauni

(Received May 22, 1950)

90°,

T
RFJ: -

V. CONCLUDING REMARKS

Simple principles of the free nuclear induction tech-
nique have been described and tested, principally with
proton and fluorine (F!9) signals in liquids. Data which
is made available by this technique is to be presented
later in more systematic detail. The echo technique
appears to be highly suitable as a fast and stable
method in searching for unknown resonances. Intense
pulses of H, provide a broad spectrum of frequencies.
This makes possible the observation of free induction
signals far from exact resonance. Echo signals have
proved useful for the measurement of relaxation times
under conditions where interference effects (micro-
phonics, thermal drifts, oscillator noise) encountered in
conventional resonance methods are avoided. The self-
diffusion effect in liquids of low viscosity offers a means
of measuring relative values of the self-diffusion coeffi-
cient I, a quantity which is very difficult to measure by
ordinary methods. It is of technical interest to consider
the possibility of applying echo patterns as a type of
memory device.

“...The self-diffusion effect in
liquids of low viscosity offers a
means of measuring relative
values of the self-diffusion
coefficient, D...”

180°,

T

11



Introduccion Experimento basico de difusion

Eco de espin con gradientes

Stejskal-Tanner

90°, 180°,
T T
w Bl
. A
PFG 1™
Edward O. Stejskal o John E. Tanner

En presencia de un gradiente de campo magnético, la difusion de las moléculas

durante A hace que los espines pierdan la coherencia de la fase

2T
I =1, e_(T_z) e~ (Dy*8°g°A)

Iy: Intensidad de la senal en T,:Constante de relajacion transversal d: Duracion del gradiente
ausencia del echo de spin D:Constante de difusion 9g: Fuerza del gradiente
2T:Tiempo total del echo Y: Constante giromagnética A: Tiempo de difusion

J. Chem. Phys. 42, 288 (1965) 12



Introduccion

Experimento basico de difusion

Eco de espin con gradientes

Gradientes de campo magnético (PFG)

Direccion En ausencia de PFG: B, = B,
de B,
A N w = _yBO
! z B,
|
1 O A ]
Campo magnético >

constante a lo
largo de z

@

Frecuencia de
Larmor constante
a lo largo de z

13



Introduccion

Experimento basico de difusion

Eco de espin con gradientes

Gradientes de campo magnético (PFG)

Direccion En ausencia de PFG: B, = B,
de B,
A Z A a) = _]/BO
A | BZ
|
Mayor —— O4— Frecuencia de
frecuencia Larmor constante a
de Larmor > lo largo de z
p B, B
Bobinas de
gradiente
d .
© Cag En presencia de PFG: B, = B, + zG,
w = _Y(B0+ZBZ)
Menor
frecuencia
de Larmor Frecuencia de
N

Larmor varia
B linealmente a lo
B largo de z

14



Introduccion Experimento basico de difusion

Eco de espin con gradientes

Eco de espin con gradientes de campo (PFGSE)

180°,

90°,
re || B

-
Cm > La pérdida de
>

coherencia en

Desfasa Reenfoca
PFG | | M, /M, causada
por la
. . .. inhomogenidad
Sin difusion de B, al usar
PFG es
reversible
Y A
Ne—— N— ]
= = = =
- () =" -
Q) Q)
- )(” 7 ) = )‘” - )
= > T =
= (N ) (4 =
- - - -
Tras la excitacion de Cada espin precesiona con El pulso de 180° Todos los espines son
todos los espines esta una frecuencia diferente invierte todos los reenfocados si no se
a lo largo del eje y dependiendo de su posicion spines han desplazado

15



Introduccion

B
—
Ecal

Con difusion

PFG

180°,

Desfasa

Reenfoca

Eco de espin con gradientes

Eco de espin con gradientes de campo (PFGSE)

90°,
re ||

NNPERYY

La pérdida de
coherencia en
M,/M, causada
por el
movimiento
Browniano es
irreversible

Debido al movimiento Browniano de las particulas a lo largo de la muestras durante el curso del experimento

no todos los espines son perfectamente reenfocados lo que provoca una atenuacion de la senal

Experimento basico de difusion

16



Introduccion

Experimento basico de difusion

Eco de espin con gradientes

Efecto de la difusion y los gradientes

Efecto de los PFG

Tras el pulso de 90°

All spins Vector sum

Tras el pulso de 180°

15
Al spins AVector sum

1

05
0 ¥

-0.5

=]

-X
-1.5
-1 [i] 1

Pérdida de coherencia
reversible

Diferente (pero estatica) posicion
de cada espin durante el gradiente

90°,
re_[] B

PFG | |

180°,

Efecto de la difusion Efecto de ambos

Tras el pulso de 90° Tras el pulso de 90°

15
) 15
Al apira Veactor sum Al spins . Vector sum
1 1
05 05
a ¥ ¥ 0 ¥
05 05
-1
1
X =X -X
A5 -1.5
-1 o 1 =1 0 1 o 0 1

Tras el pulso de 180° Tras el pulso de 180°
15

All spins AVector sum Al spins AVector sum
1
05
a Y
-05
-1
-X
-1.5
-1 0 1

Pérdida de coherencia La pérdida de coherencia
irreversible provoca una
Cambio aleatorio de la posicion de atenuacion de la senal

cada espin durante el gradiente

17



Introduccion Experimento basico de difusion

Eco de espin con gradientes

Influencia del tamano y la forma de las particulas

90°, 180°,

Menor * RF J .

tamano

U PFG | ,
Mayor
difusion
U
Mayor
perdida de
coherencia

May ot Menor
atenuacion . ..
difusion

de la senal
1 ¢ <> Sin difusion

Dx— Joxe ™D
T'n

~amxt Con difusion

AenaPN

18



Introduccion

Experimento basico de difusion

Analisis de mezclas mediante experimentos de difusion

(" N
2 CHy
R
\T/ \Tl/N\ H
H c OH
5~ NG \N// e \E,;/
|
S L
=+ =
I ‘M 1 ‘: l | 1 Sfradi;;lt
i = s reng
isoe = = =
= .|-‘-i'i:§ = i
4!5 4!0 ) 3'.5 3!0 ppm
(ZT) 22 A2
I:IOe T e (DVSQA)
Diferenciacion de Informacion kT
los componentes fisico-quimica D = —
basada en los de los 3|3Mv
. onn |77
diferentes D componentes 4N
\ Y,

19
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Aspectos practicos Experimentos de difusion

PFGSE vs PFGSTE

Eco de espin con gradientes de campo (PFGSE)

Relajacion transversal
Durante todo el experimento la magnetizacion esta en el plano xy

Consecuencias:

* El valor de A no puede ser muy largo (pérdida de senal por relajacion T,)
* Distorsion de las senales debido a su modulaciéon con la constante de acoplamiento

|

J-modulation || |

__JJul M= _J'V |

escalar (J) durante 21
|
|

J. Chem. Phys. 42, 288 (1965)

20



Aspectos practicos

Experimentos de difusion

PFGSE vs PFGSTE

PFGSE
1 15
- A L
PFG_ ™ [ltg
0
Relajacion
transversal

Limitaciones:
* A limitado por T, de los

componentes

* Distorsion de las senales

(evolucion de J)

J. Chem. Phys. 42, 288 (1965)

Stimulated-echo (PFGSTE)

Relajacion
longitudinal
Beneficios:
 Durante A la magnetizacion esta la mayor parte
del tiempo en z (t;~1 — 5 ms; 7,~20 — 200 ms) por
lo que se reduce:
- La perdida de senal por relajacion transversal

- La modulacion de J

Inconvenientes:
* Solo uno de los componentes de la magnetizacion
transversal es detectado (la sensibilidad se reduce

a la mitad)

J. Chem. Phys. 52, 2523 (1970)

21



Aspectos practicos Experimentos de difusion

Mejora de los experimentos PFGSTE

PFGSTE
T T, T,
o 1A
X Distorsion del lock
P A . )
PFG ] ] x Corrientes de Foucault
5
G, G,

Bipolar Pulse Pair (BPP-STE)

Tl tl

RE T v" Eliminacion de la distorsion de las

senales debida al desfase del lock
- A .
PFG |j |':|
L o
GT/ G,
gradientes bipolares
El par de gradientes bipolares (BBP) * J L

compensan la distorsion del lock
PFGSTE BBP-STE

J. Magn. Reson. A 108, 255 (1994) 22



Experimentos de difusion

Aspectos practicos

Mejora de los experimentos PFGSTE

PFGSTE
RF HT' = o
X Distorsion del lock
PFG ﬁ A I‘—l x Corrientes de Foucault
5
G, G,
BPP-STE Longitudinal Eddy current Delay
BPP-LED
T T
RF - J_I_lzlj_l_l%
- A . - N
PFG__[] [ a
L] A A
3/2 \ G, f 3/2 G,

\ G f G,
gradientes bipolares

gradientes bipolares
x Compensacion de la distorsion del lock

v’ Compensacioén de la distorsién del lock x Reduccion de la corrientes de Foucault
(eddy current)
23

J. Magn. Reson. A 115, 260 (1995)



Aspectos practicos Experimentos de difusion

Mejora de los experimentos PFGSTE

PFGSTE BPP-STE BPP-LED
T, T T ! T,
T, T, T, 1, T
RF
PFG — A = S 4 B a
1 1 1 [ 1 ]
5 L o . 5 -
G, G, G, G, G, G,
X Ciclado de fases exhaustivo X Ciclado de fases exhaustivo X Ciclado de fases exhaustivo
X Distorsion del lock x Corrientes de Foucault

X Corrientes de Foucault

One-shot

v No necesita un

ciclado de fases

A exhaustivo
l+a
PFG [] -m a[] [
-G 1+a G, 5/2 I-o
' / 1—(.‘.(.
G, \GH
Lock Gradientes bipolares . - Seleccién
Eddy current <4 asimeétricos Gradiente de ~ Gradiente m) magnetizacion
Ciclo de fases a~0.1-0.2 compensacion  de purga longitudinal

Magn. Reson. Chem. 40, S147 (2002)

24
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Aspectos practicos Adquisicion de los datos

<Como codificar la difusion?

Ajuste de los datos experimentales a la ecuacion de Stejskal-Tanner

Fuerza del
/ gradiente
2T1 To
—|F 472 2520 2
I=1,e 2 Th/ e ( f
Duracion del Tiempo de
gradiente difusion
A 7 T,
I — L
B A
C o ]
L] an U
: P
(o G, G,

25



Aspectos practicos

Adquisicion de los datos

<Como codificar la difusion?

Ajuste de los datos experimentales a la ecuacion de Stejskal-Tanner

2Tq T_z)
—+T1

I = Ioe_(Tz

Fuerza del

gradiente
—(D 26ZG{A
AN

Tiempo de
difusion

Duracion del
gradiente

Variacion no deseada

Optimo: relajacién constante
en todos los incrementos

E A =
1 L]
L 5 U
G, G,

25



Aspectos practicos Adquisicion de los datos

<Como codificar la difusion?

Ajuste de los datos experimentales a la ecuacion de Stejskal-Tanner

Fuerza del

_(ZL_I_T_Z) ’{ gradiente
I=Ije ‘Iz 1 e“(Dyzf‘szGl A<

Duracion del Tiempo de
I G 0 gradiente difusion

Variacion no deseada

Optimo: relajacién constante
en todos los incrementos

25



Aspectos practicos Adquisicion de los datos

Codificacion de la difusion con la fuerza de los gradientes

One-shot BPP-STE

T T T Ty

PFG - % B =
tl% l—a = 6%/2 =

8/2
G1 1

— .ia
g i HHH ]
e i i 4
i ol Aumento
ﬁ( 5= de la fuerza
& =g del gradiente
H i
._éb L.“ 'Q"_,g

v T
1
4.5 4.0 35 3.0 ppm

26



Aspectos practicos Adquisicion de los datos

Optimizacion de los parametros experimentales

Factores que afectan al coeficiente de difusion

Los parametros kT Temperatura
experimentales tienen i ) .
que ser optimizados D — Viscosidad del disolvente

para cada muestra 6T[T] rh Tamano y forma del soluto

Proceso de optimizacion

1° - Determinar la condiciones fisicas optimas
= Concentracion
» Disolvente

» Temperatura

2° - Optimizar los parametros relacionados con el experimento
» Tiempo de difusion
» Duracion de los gradientes

» Rango de la fuerza de gradientes

27



Aspectos practicos

Adquisicion de los datos
Optimizacion de los parametros de difusion

Proceso iterativo

» Definir el tiempo de difusion
0 Moléculas pequenas: A = 50-200 ms
0 Moléculas grandes: A =200-1000 ms

» Definir la duracion de los gradientes . A N 'Il

0 d=I1-5ms A 1 u
U 52 U
= Optimizar el rango de los gradientes G, G,
o G,,~10%
0 G, ~70-80% A\ Atenuacion 6ptima
20-30%
Atenuacion 50% 25% 5%
| | I il ||| Ip.l.l [ 1 L_,_ | ||| al am l..., la N P Y I L
L Dk L Lok 1 L
8 7 6 5 4 3 pom B 7 6 5 4 3 pom 8 7 6 5 4 3 ppm

28



Aspectos practicos Adquisicion de los datos
Optimizacion de los parametros de difusion

Proceso iterativo

| = IG e—(Dy252G12A)
0

2
1.0 1 £
2
2
Atenuacion
2 optima
g
£ 051 20-30%
2
2
1.0 A
0.0 T T T T .
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
G (T/m)
2
]
. g
S 0.5 1
A7 [Atenuacion (« A) :
. e s
N [Relajacion (T,) g
oo 5\';::}--3.___"“- 3
1 A 2 . T T T e =
I6 i ]AtenuaCIOn (0( 5 ) 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
G (T/m)

T. D. W. Claridge, High-resolution NMR techniques in organic chemistry, 3'4 Ed, Elsevier, Chapter 10 (2016) 29



Aspectos practicos

Analisis de
los datos

experimentales




Aspectos practicos Analisis de los datos

Ajuste de los datos a la ecuacion apropiada

Stejskal-Tanner

Forma gradiente

I — IGOe—(Dy262612A’) Experimento

A’ for the Most Common Diffusion Pulse Sequences as a Function of Gradient Shape

Gradient pattern Monopolar Bipolar Unbalanced bipolar (one-shot)
Rectangle (A -9 (A—%_1] [ {A—(Z :—)5_1(1;-)} ]
Sine bell . {A - §J = [A — 38— l] 4 [A _ B3 TU_“E}}
P 4 n? 16 2 nZ 16 2
are < I 15 i I I (%) -(1g5)e*)s (1)
swresnebel (A= (4-g0) 4 (oga-y  d[a- (Bl
. . 81 3.6678 81 15,8178 81 (15.817-8483c%)5  1(1—a?)
Trapezoid 100 [A - |2,|50} 100 {A T aRE00 %} 100 [A B 48,600 T2 }
81 1.48472 207 81 6,34412 207 81 (3.36712—207) a2 +(6.34412—207)8]  t(1—a?
Smoothed rectangle 40 _{A 48600 8} 100 {A ~ lodan O~ ﬂ 100 (A — 19,440 )
PFGSTE BPP-STE One-shot

30

Concepts Magn. Reson. A, 40A, 39 (2012)



Aspectos practicos

0.8 1

Relative intensity

0.2 1

0.0

0.6 1

0.4 -

Analisis de los datos

<Como obtener los valores de difusion?

Stejskal-Tanner

[ =1, e~ (DY?8°G:"A)
0

Ajuste del decaimiento de las senales en funcion del area de los gradientes

Regresion Gaussiana

¥

Determinacion de D + Error estandar

Representacion y ajuste de los datos experimentales

Ivs G,

0.05

0.1

G (T/m)

0.15

0.2

Relative intensity

1.2

=k
o
5

o
©

g
o
1

S
'S
L

=4
[N

=
=)

Regresion exponencial

Ivs G,?

o

0.01

0.02

6% (%m?)

0.03

0.04

In(Ifg)

[
=-0.14

Regresion lineal

In(I/1,) vs Gy

0.01

0.02 0.03 0.04
6% (T%im?)

T. D. W. Claridge, High-resolution NMR techniques in organic chemistry, 3'4 Ed, Elsevier, Chapter 10 (2016) 31



Aspectos practicos Analisis de los datos

Parametros que afectan al ajuste

Parametros de adquisicion

La calidad del ajuste depende de:

.
= Relacion senal-ruido > 100 001 32 inc. D=(7.12 + 0.01) x10-1°m?2s?2
L ~ 08+ : - -10m 242
» Atenuacion de la senal 20-30% @ 071 Sinc. DAH7.13 =) x107Tm’s
, o 5inc. D=(7.13 + 0.07) x1010m?2s2
* Numero de gradientes  8-20 -
s 04
0.3+
0.2
0.1+ T
o]

0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 012 0.14

Squared gradient amplitude /(T?m?)

Otros parametros a considerar:
*» Ventana de adquisicion (afecta a la correccion de la linea base)
* Incrementacion cuadratica (no lineal)

= Numero de scans (afecta a la relacion senal-ruido y a la seleccion de coherencia)
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Aspectos practicos

Parametros que afectan al ajuste

La calidad del ajuste depende de:

» Fasado del espectro

» Reference deconvolution

(TSP o TMS)

Parametros de procesado

Mal fasado

Amplitude

T T T T T T T
g2 .04 0.08 0.08 0.1 a2 014

Sguared gradient amplitude /(T?m?

6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 48
& /ppm

l

Reference
Deconvolution

L

6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 48
& /ppm

Analisis de los datos

Bien fasado

7.12+£0.01

Amplitude

T T T T T T T
ooz 0.04 .08 008 at a1z até

Squared gradient amplitude /(T?m®

7.13 £ 0.02

T T T T T T T
oDz .04 008 o.08 ot 12 0.14

Squared gradient amplitude /(T2nm%
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Aspectos practicos Analisis de los datos

Tipos de analisis de los datos

Analisis univariante
Ajuste de la variacion de las senales individualmente

En el analisis de mezclas:
v’ Diferencias en el coeficiente de difusion (normalmente >5%)
X Solapamiento (parcial o total) de las senales de los distintos componentes

v" Numero de componentes

Analisis multivariante
Ajuste del espectro como un todo

En el analisis de mezclas:
X Diferencias en el coeficiente de difusion (normalmente >30%)
v' Solapamiento (parcial o total) de las senales de los distintos componentes

X Numero de componentes (2-5)
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Aspectos practicos Analisis de los datos

Analisis univariante

p a\
'H M
PFG —E =
= =
G, G,
Frequency Diff coefl error
3.45598 8.40595 0.12559
T 8.92506 0.12118
3.48271 5.31934 0.13264 I caff
3.79006 5.45490 0.12161 Dyater
3.79170  5.41969 0.02017 <: Porop
4.71136 15.14912 0.00703
+ error del ajuste
L Y,
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Aspectos practicos

Analisis univariante

Diffusion Ordered SpectrocopY (DOSY)

Espectro 2D sintético (pseudo-2D)

Coeficiente de
difusion l llu l l <,':I
@ 0 » ’ - - - ) &
(i CH:
2- 3
Ancho de MO /C\C/N\
linea N | |
del error ° . e
estandar g - lﬂa
del ajuste :W - - -
nE 8- )
e HJC/C\ M
T 10+ "
Forma de a
la linea 12
Gaussiana
centrada 14 -
en D ———— H/O\H
184
5 45 H 38 a 25 2 15 3 08
&/ppm

J. Magn. Reson. Ser. B 108, 170 (1995)

Analisis de los datos

Desplazamiento
quimico

Ancho de linea
del espectro
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Aspectos practicos Analisis de los datos

Analisis univariante

Analisis de crudos de reaccion

Q o o o HO
4 A, K PN o
Ho _A_oH - \)O\/OH o/\O:\OH o/\(;\o \g/ OJJ\
4_
___|____|l,|_ ________ — —
5_

Diffusion coefficeint / 1010 m2 s-1

7—.

1 1 I ! I I I

6.0ppm55 50 45 40 35 30 25 20

Espectro HR-DOSY de una mezcla de glicerol y mono-m di- y triacetina en D,0O

Angew. Chem. Int. Ed. 52, 3199 (2013)
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Aspectos practicos

Analisis de los datos

Analisis multivariante

s N
'H
PFG B
=] =]
G,
Dprop Jll {V_l al ® bl + E
DC(J,
& L [ =] e—(Dy262G12A')
Go
Dwater
5?0 4T9 4:8 477 4-?6 4:5 4?4 43 47 4?1 4:0 3.[9 375 3?7 3?6 pi;m
\_ Y,
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Aspectos practicos Analisis de los datos

Analisis multivariante

Meétodos de analisis

= SCORE/RSCORE (Speedy Component REsolution)

Minimizacion de los residuales

= OUTSCORE (Optimized Unmixing of True Spectra for COmponent REsolution)

Maximizacion de las diferencias espectrales

= LOCODOSY (LOcal COvariance Diffusion-Ordered Spectroscopy)
Hibrido entre DOSY y SCORE (analisis espectral fragmentado)

= DECRA (Direct Exponential Curve Resolution Algorith)

Decaimiento exponencial puro

= FDM (Filter Diagonalization Method)/RRT (Regularized Resolvent Transform)

Utilizacion de la transformada de Laplace inversa

» [CA (Independent Component Analysis)

Independencia estadistica de los componentes

= PARAFAC (PARAllel FACtor)

Modos (23) matematicamente y fisicamente independientes

évzlai®bi®Ci+E

Magn. Reson. Chem. 56, 546 (2018) 39



Aspectos practicos

Analisis de los datos

Analisis multivariante

p
PARAFAC analisis de la hidrolisis de la maltotriosa
Spectrum mode 0.4 1 Concentration mode

3 z2

8 k 2 0.2
3 ]
(D E 1 .k

0.0 P =
o 40 80 120
§ Experiment
.
Diffusion mode

@ - 0.6:
e} 2
3 S 0.4
s g
E 0.2 -

5.5 5.0 4.5 4.0 1 2 3 4 5 6

& /epm Experiment
Experimentos de difusion adquiridos de forma continua durante el curso de la reaccion
N\

J. Biomol. NMR 58, 251 (2013)
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Estructura

I-Int luccei
Analisis de mezclas por RMN
Fundamentos de difusion en RMN

Experimento basico de difusion

II - 4 cticos

\spectos

Experimentos de difusion
Adquisicion de los datos

Analisis de los datos

III - Limitaciones-soluciones
Solapamiento de senales
Conveccion

Mismo coeficiente de difusion

ft
GNAT
MAGNATE

e



Limitaciones/Soluciones

Solapamiento
de

senales




Limitaciones/Soluciones Solapamiento de senales

Solapamiento de senales

El problema

Senales
solapadas
HR-DOSY ‘ ‘ Ajuste monoexponencial
@ - Dl
Coeficiente
------------------------------- D, =nD;+mD
de difusion aparente = a 1 2
W D2

41



Limitaciones/Soluciones

Ajuste
multiexponential
o/ppm

Solapamiento de senales

Posibles soluciones

Analisis
multivariate

S

AN

o/ppm

Solapamiento de senales

Evitar el
solapamiento

Y. U -

o/ppm
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Limitaciones/Soluciones

Ajuste
multiexponential
o/ppm

Solapamiento de senales

Posibles soluciones

Analisis
multivariate

R

e

Solapamiento de senales

Evitar el

solapamiento
ﬁ A

42



Limitaciones/Soluciones

Solapamiento de senales

Ajuste multiexponencial

El ajuste multiexponencial supone una alta demanda matematica:

- Alta dependencia del planteamiento inicial

- Numeéricamente inestable

Los resultados dependen altamente de:

- La relacion senal-ruido

- Diferencia en los coeficientes de difusion (>30%)

- Nimero de componentes (2-3)

Ajuste
biexponencial

Signal amplitude

Yi

Gradient amplitude squared

J. Am. Chem. Soc. 115, 4291 (1993)

Residuales
Ajuste
monoexponencial

/\ /\ F_/\ Ajuste
VAW biexponencial
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Limitaciones/Soluciones

Solapamiento de senales

Ajuste multiexponencial

Ajuste monoexponencial

20 4
™
g 301 R g o ; MO
™ ~
& 404
=
(=] .
Ay = ._Q -
0 6.0 4 &
7.0 4
T T T T T T r T

42 41 4.0 39 38 3.7 36 35 ppm

&/ppm

20 4

30 1

40 4

5.0 4

6.0 o

70 4

Ajuste biexponencial

TR WNS.1'S | Y

o> <00 =Wopogma WP wmoo

sl

| | | | | |
42 41 40 39 38 37 36 35 ppm

&/ppm

Espectro DOSY de sacarosa, isopentanol y propanol en D,0O

Anal. Chem. 78, 3040 (2006)
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Limitaciones/Soluciones Solapamiento de senales

Solapamiento de senales

(" ™
Soluciones
Ajuste Analisis Evitar el
multiexponential multivariate solapamiento

- _AA N N

3/ppm 8/ppm




Limitaciones/Soluciones Solapamiento de senales

Analisis multivariante

Separacion de especies similares en base a su difusion

‘0
~” 8- a) HRDOSY
HR-DOSY e 1? C NI :
e =) - N ot gt o Solapamiento
Analisis DRTE A Y e =
univariante - R A LY S o de senales
o 124
2.5 2 1.5 1 0.5
D=9.03
OUTSCORE _ " ~ T .
D =10.89 Separacion de los
Analisis componentes
multivariante
L ] ]
2.5 2 1.5 1 0.5
3/ ppm

Chem. Commun. 49, 10510 (2013) 45



Limitaciones/Soluciones Solapamiento de senales

Solapamiento de senales

/ A
Soluciones
Ajuste Analisis Evitar el
multiexponential multivariate solapamiento
e - -3 <>
S/ppm o/ppm




Limitaciones/Soluciones Solapamiento de senales

Reduccion del solapamiento de senales

Condiciones experimentales Otros nucleos
Con “C NMR
entl“a .
C_[O
1 “ L| 1 ”
eYat\l I l-I T T T T T T - T T 1
TemP = e 85 55 45 35 25 ppm
: , "HNMR
= Disolvente
a v A, |
5 4 3 2 1 ppm
RMN multidimensional (nD) Pure shift
3D DOSY 'H Pure shift

_______-———-_-__-_—-_'_'—-___\
10 | | P
114 Vo P ‘l
|

[ | 4

coefficient / 10" m* "

'HNMR

Diffusion

e e ——

2 10
86 4 2 g 3 7960 5040302070 T T T T T T
F2/ppm F1/ppm 2.2 1.8 14 ppm
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Solapamiento de senales

Limitaciones/Soluciones

o »

Reduccion del solapamiento de senales

Otros nucleos

Condiciones experimentales

_ £
=, :
Lo Ba
,2
&
—l | o
——
LG -
—'s =
- L
= 48 S o
Z L Z
L T
(w w
a,
2 L
W ;
o
]
%
W
«

RMN multidimensional
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Limitaciones/Soluciones Solapamiento de senales

Reduccion del solapamiento de senales

Experimentos de difusion en nucleos con mayor dispersion de senales

IH HR-DOSY one-shot 19F HR-DOSY one-shot

0 |
-
-
-
19 ' \
<4 1 L}
Ve S Iy e Wi |
T 2 L) - -
w 1 w
P -
33-:\ ' ‘rn) 4
) 1 ' C' &
T, | z
o4 o
-
]
] '.
] )
6 Solapamiento )
] de senales
74
]
T L) L) A L) L v L) L) Ll T T
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 100 50 50 100  -150  -200
&/ ppm
SN
N
\N__U
OH
E
N
L
N
F 4

Chem. Commun. 52, 6892 (2016) 47



Limitaciones/Soluciones Solapamiento de senales

Reduccion del solapamiento de senales

Condiciones experimentales Otros nucleos
o “C NMR
DY o TN
N8P
TLURA 2
Cen, |
Aty A
PN
et .
et = Urer 85 55 45 35 25 ppm
= 'H NMR
™
o I 1NQr
= At W\
] _—_
| & — | . ]
[ o e N 4
&= =
T =T T T T
& 4 3 2 T ppm
\. J

RMN multidimensional (nD) Pure shift

s A e )
3D DOSY 'H Pure shift
..—————-__—_——_-\-‘—_
10 l l I ]
:,,, 114 ‘ 1 P! "
E
b 121 b i '
% 12
£ |
8 14+ ' '
i, 'H NMR
£
164
F2/ ppm F1/ppm 2.2 1.8 14 ppm
\§ J




Limitaciones/Soluciones Solapamiento de senales

Reduccion del solapamiento de senales

Combinacion de experimentos de difusion y convencionales

[ Difusion H nD RMN J

F,

D

Combinando las secuencias de pulsos de difusion con otros

experimentos nD se producen experimentos (n+1)D

J. Mag. Reson. Series A 121, 88, (1996)
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Limitaciones/Soluciones
Reduccion del solapamiento de senales
Combinacion de experimentos de difusion y convencionales

Concatenados Codificacion interna

{ nD RMN [Difusion]

{ Difusion ]* nD RMN J

]

q—Tl—u 4-—'[1-—» d—Tl—b <—T1—r

4—T ,—
-[2 o—tl—o I t I
——— 1 —— | Sm.’ock |
RFJJ_I IJ_I—IJ\N\AAM\, RF P
A

0/2 0/2 6/2 0/2
6. j_! i_! G, i_!—i_!
G, G, G, G,
0/2 o/2 0/2 /2
COSY-DOSY 2DJ-iDOSY
DOSY-TOCSY COSY-iDOSY
DOSY-NOESY TOCSY-iDOSY
HSQC-DOSY HSQC-iDOSY

JMR Series B 111, 94 (1996); JMR Series A 123, 222 (1996); JMR 172, 110 (2005); JACS 118, 13083 (1996)

Solapamiento de senales
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Limitaciones/Soluciones

Solapamiento de senales

Reduccion del solapamiento de senales

Combinacion de experimentos de difusion y convencionales

One-shot DOSY

Pseudo-2D espectro

[T N | “ ™ .lla

One-shot HSQC-DOSY

Pseudo-3D espectro

o
3]
1

20F

Diffusion coefficient / 10" m’ s

Chemical shift /ppm

Solapamiento
de senales

Diffusion coefficient / 10-° m2s-!

T T 1 !
12108 6 4 5 g 3 70 60 50 4030 20 10
F2/ppm F1/ppm

Separacion de los
componentes

G. Dal Poggetto, L. Castanar, M. Foroozandeh, P. Kiraly, R. W. Adams, G. A. Morris, M. Nilsson (unpublished)
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Limitaciones/Soluciones

Solapamiento de senales

Reduccion del solapamiento de senales

a ™
Condiciones experimentales Otros nucleos
“C NMR
', . 85 85 45 a5 ' 25 ppr'n
H NMR
fo S | \ l
5 4 3 2 1 ppm
RMN multidimensional (nD) Pure shift
3D DOSY 'H Pure shift
10 | | WTTT‘“\
W 1 v
?i 12 | lk : ?“ !
g ! ’
i.s "HNMR
F?:’pimz N mp::pp: ) 2‘2 ' 1Ia ) 1‘4 Ippm
\_ Y




Limitaciones/Soluciones Solapamiento de senales

Reduccion del solapamiento de senales

Combinacion con la metodologia pure shift

'H NMR 'H Pure shift
v’ Reduccion de la complejidad
wﬁw v’ Mejora de la resolucion
22 18 14  ppm

=Rl Yo : v’ Menor solapamiento de senales
2.2 1.8 14  ppm
Multiplicidad debida a Jyy Solo informacion de 6
Oneshot DOSY PSYCHE-iDOSY
Quinine

P 51, —‘MM— 5 J _,A_L
W FLEERY X F PR [T T l......‘.'.a ............ sl e TR e R R R ey T T e LT e
[
= . - @
Geraniol :EIU ah... . . PO 3 eE 10 - -
)\/\/L\/\ = gk ~ =
- - — -
oH = L |edes 3
= *a - o umyt S = T Y e g -
Camphene L ¢

. 148 138 15 - o a8 1.2
VGO I'.\ﬁ..‘i Ma.():l l_:ﬁ 146 1.38
A§< B & 3 Z s 'H/ppm 8 5 a 2 5 7 (pprm)
x Senales solapadas

v Mayor resolucion de las senales

x Senales enganosas v’ Reduccion del solapamiento

Chem. Commun. 933 (2007); Chem. Eur. J. 20, 11171 (2014); Angew. Chem. Int. Ed. 55, 15579 (2016) 51



Limitaciones/Soluciones Solapamiento de senales

Reduccion del solapamiento de senales

PSYCHE-iDOSY: Espectros de ultra-alta resolucion

Oneshot DOSY PSYCHE-iDOSY
m12 ~ -12 o
2 N
E ¢ 8 —a ] E
s 2 4% v . L 14 %
o '“"0 .ﬂ'ahﬂ'ﬂl ] 14 e ' § i e e L &
-16 Q 15 Q
24 23 22 21 20 19 2.-4 2.-3 2.-2 2.-1 2-.() 1.-9
6'H/ppm &'H/oom
H Provitamin D,

Angew. Chem. Int. Ed. 85, 15579 (2016) 52



Limitaciones/Soluciones

Conveccion




Limitaciones/Soluciones Conveccion

Conveccion
El fenomeno de Corrientes de conveccion en
conveccion térmica el tubo de RMN
Raleigh—-Bérnard Hadley
Frio
A 10 )

L /
Caliente v

Fri0 =3 Caliente
La conveccion es un mecanismo

de transferencia de calor que se Cuando el gradiente Cuando no se
produce cuando un fluido de temperatura trabaja a
. . supera un temperatura
experimenta diferentes ; . :
. determinado limite ambiente
temperaturas en diferentes
partes del mismo Fenomeno critico Siempre presente

Gradiente de temperatura en el tubo de RMN generados
por el mecanismo de regulacion de temperatura

J. Magn. Reson. 252, 120 (2015); RSC Adv. 6, 95173 (2016);

53



Limitaciones/Soluciones Conveccion

Conveccion en los experimentos de difusion

El problema: pérdida de senal por conveccion

Ecuacion de Stejskal-Tanner modificada considerando el movimiento de las
particulas debido a la difusion y a la conveccion en un tubo de RMN

I(g) = Igoe‘(Dyz‘Szng’) cos(DyédgA'v)

Igo : Intensidad de la senal en V: Constante giromagnética A: Tiempo de difusién y conveccion

ausencia de gradientes . ) ) »
0: Duracion del gradiente V. Velocidad de conveccion

D:Constante de difusion
g: Amplitud del gradiente

1.0

m““ﬂuﬂﬂﬂﬂﬂﬂuuuuu

e
3]

Sin conveccion

0.0
0 Con conveccion JJ

-0.5- Amplitud del gradiente
G (T/m)

Relative intensity

Langmuir 16, 7548 (2000) 54



Limitaciones/Soluciones Conveccion

¢<Como minimizar la conveccion?

Factores que influyen en la conveccion

» Temperatura o Standard, glass
Cercana a la temperatura ambiente Medium, glass
O Thick, glass
» Diametro del tubo de RMN 41 ©Medium, sapphirc ¢
Pequeno (3 mm) :
= Material del tubo de RMN . \
Zafiro e o
E
= Viscosidad de la muestra 5
-
Disolventes de alta viscosidad (DMSO, D,0) 2 1 o
= Sonda
» Flujo de aire '
= Girar la muestra
0 $006GTCEs T i LSOO
» Experimento de difusion 5 10 15 20 25 30 35 40

. . .. T a
Secuencias con compensacion de conveccion wm ! °C

J. Magn. Reson. 252, 120 (2015); RSC Adv. 6, 95173 (2016) 55



Limitaciones/Soluciones Conveccion

Experimentos de difusion para compensar la conveccion

Experimentos con Double Stimulated Echo (DSTE)

Compensacion del efecto de conveccion mediante la cancelacion de la

BPP-STE

BPP-DSTE

influencia de los flujos de conveccion en la muestras

PaaEe L
RF =
PFG A 3
1 [
L 52 U
G1 GT
1Lr - TI » - TI » 1Lr
TI TZ
ST I = | -
. A2 . . A2 -
PFG_| M 0 B 1
L] N L]
G1 G1 G1 G1

El tiempo total de difusion (A) es dividido en dos

El efecto de la conveccion durante el primer tiempo de difusion
(A/2) es compensado durante el segundo periodo

J. Magn. Reson. 252, 120 (2015); RSC Adv. 6, 95173 (2016) 56



Limitaciones/Soluciones

Mismo
coeficiente

de difusion




Limitaciones/Soluciones

Mismo coeficiente de difusion

Analisis de mezclas con el mismo coeficiente de difusion

El problema

. R Ak | TH
1 oH
<
2 4
3 .
4 -
5 -
5
7 -
8 T T
7.5 7.0 6.5 6.0
&/ ppm

NO es posible
diferenciar entre
compuestos que

difunden a la

misma (o muy
similar) velocidad

¢Es posible manipular la forma en la que las diferentes especies difunden?

57



Limitaciones/Soluciones Mismo coeficiente de difusion

Analisis de mezclas con el mismo coeficiente de difusion

La solucion

Cambiar la matriz en la que difunden los solutos

l | cComo?

Anadir un co-soluto (difusion mas lenta) que interaccione de forma diferente con

las moléculas (diferente difusion aparente en funcion de la fuerza de interaccion)

Daparente — finteracciéanatrix + (1 _ finteraccién)Dlibre

o
. P o ® o Modelo
Intercambio ® PO ® o simplificado
— .
- ® o ¢ %o
rapido o® o
o © ®
o
Moléculas + Co-soluto Moléculas libres

Matrix-Assisted DOSY (MAD)

58



Limitaciones/Soluciones Mismo coeficiente de difusion

Matrix-Assisted DOSY (MAD)

Separacion de isomeros mediante la utilizacion de micelas

D,0O D,0O + Sodium Dodecil Sulfate (SDS)
o . _-_L "_.
g 0
1- 1-
HI(/) 24 FE
E 94 8-
S -
2 4 7 - -e
~ &+ &= *
D ]
™ ow bl "
7 74
8 T T L T T
78 70 65 &0 75 7.0 85 6.0
& / ppm 6 / ppm

Es posible utilizar una matriz micelar para diferenciar entre compuestos

que en ausencia de ella difunden a la misma (o muy similar) velocidad

Anal. Chem. 81, 4548 (2009) 59



Limitaciones/Soluciones Mismo coeficiente de difusion

Matrix-Assisted DOSY (MAD)
Utilizacion de micelas invisibles

D,0O D,0 + Sodium perfluorooctanoate (POF)

‘l‘ et

- [ . S —— b ——— Lys
4 b — b —p——————— ll-q ————————— His

D/10Y m? s

—— IIIlllllllllIIIIIIllllllllll"llll'llllll'llll'! Illllllll![lll'l"IIIIIlllll'lllllI'Illlllllllllllll
9 8 7 6 5 4 3 2 1 Opp .9 8 7 6 5 4 3 2 1 Oppm

Las utilizacion de matrices “invisibles” evita el solapamiento de
senales y facilita el analisis de la mezcla

RSC Adv. 7, 10757 (2017) 60



Limitaciones/Soluciones

Mismo coeficiente de difusion

Matrix-Assisted DOSY (MAD) quiral

Separacion de productos naturales mediante la utilizacion de

ciclodextrinas quirales

e L b e 1

% 27 2- f
t S et i L i ot
= Y T T H
‘IQ 4_ A OH OH-‘ OH OH ' 4_ H%GE&%
8 ""'@OH o +1OH LQO . Oié..-OH g " :%GH Con
6 Q H(} oH © H} OH 6- HO‘%H 5 B—CiClOdextrina
HO OK OH » O-\-u on ¢ % ) Hggﬁ\w |
¢ MR) & Ns) SRR
8 | | | [ | I | I 8 | | | I | I | |
7 6 5 4 3 2 1 0 7 6 5 4 3 2 1 0
o/ ppm o/ ppm

La diferencia de inclusion de los epimeros en la B-ciclodextrina permite la

Org. Biomol. Chem. 9, 7062 (2011)

separacion de los mismos
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Estructura

Analisis de mezclas por RMN
Fundamentos de difusion en RMN

Experimento basico de difusion

Experimentos de difusion
Adquisicion de los datos

Analisis de los datos

III — Limitaciones-soluciones
Solapamiento de senales
Conveccion

Mismo coeficiente de difusion

IV - Software
GNAT
MAGNATE



Softwares
Softwares para el procesado de los experimentos de difusion

GNAT MAGNATE

General NMR Analysis Toolbox Multidimensional Analysis for the
GNAT Enviroment

General NMR Analysis Toolbox MGNAT@
Procesamiento, visualizado y analisis de Procesamiento, visualizado y analisis de
experimentos de difusion (pseudo-2D) experimentos de difusion (pseudo-3D)

Basado en DOSY Toolbox

Software libres y gratuitos
Interfaz de facil uso para el usuario
MATLAB®

Magn. Reson. Chem. 56, 546 (2018) 62
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Softwares para el procesado de los experimentos de difusion

GNAT
General NMR Analysis Toolbox

Softwares
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Software libres y gratuitos
Interfaz de facil uso para el usuario
MATLAB®

Procesamiento, visualizado y analisis de
experimentos de difusion (pseudo-2D)
Basado en DOSY Toolbox
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Acceso a todas las funciones de procesado y analisis
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Softwares para el procesado de los experimentos de difusion

GNAT MAGNATE
General NMR Analysis Toolbox Multidimensional Analysis for the
GNAT Enviroment

maCNAT e

General NMR Analysis Toolbox

Procesamier analisis de Procesamiento, visualizado y analisis de
experiment seudo-2D)

experimentos de difusion (pseudo-3D)

Software libres y gratuitos
Interfaz de facil uso para el usuario
MATLAB®
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Secuencias de pulsos, software y presentaciones

Manchester NMR Methodology Group
https:/ /nmr.chemistry.manchester.ac.uk/

Home Research

W
People

Publications

Vacancies Downloads

Manchester NMR Methodology Group

Home

tools, some of which are freely available here.

The NMR methodology group is jointly supervised by Gareth Morris and Mathias Nilsson, and currently has 8 members.
Our research concerns the development of novel techniques in high resolution NMR spectroscopy, and their application to
problems in chemistry, biochemistry, and medicine. In many cases this work leads to new pulse sequences and software

v v
Software Login Search Preprints

News
Course in diffusion NMR at
UNICAMP, Brazil

GNAT - the General NMR
Analysis Toolbox

JMR Young Scientist Award

Pulse Sequences

We are currently preparing many of our pulse sequences, parameter sets,
example datasets and processing macros for the website. Some are available
here but if you would like to use any of the other the sequences, as described
in the publications section, please email us. The majority of sequences are
available for Varian systems and we are gradually writing the Bruker variants.

The pulse sequences and any macros required for data conversion can be
accessed from this part of the website.
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Software

maCNATe

Ganaral NMR Analysis Toolbox

SEGWE D/IMW Calculator
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Workshops and presentations

The slides from some of the workshops and presentations given by group
members are available from this part of the website. There is a pure shift NMR
package available for download as part of our 2017 workshop on pure shift
NMR.
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