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Introducción                   Análisis de mezclas por RMN

mezclas

No destructiva

No requiere separación física

Información de los componentes

Información estructural

¿Por qué usar RMN para el análisis de mezclas?
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Introducción                   Análisis de mezclas por RMN

Métodos de RMN para el análisis de mezclas

Experimentos 1D Experimentos nD

Experimentos pure shift Experimentos de difusión
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Introducción                   Análisis de mezclas por RMN

Difusión en RMN para el estudio de mezclas 

Publicaciones

Citas



𝑟ℎ

Fundamentos 

de la 

difusión

Limitaciones/Soluciones



Difusión molecular traslacional
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Movimiento Browniano

Introducción                   Difusión en RMN

La difusión traslacional es debida al movimiento Browniano de la 
moléculas en disolución en ausencia de fuerzas externas 
(como gradientes de concentración o campos eléctricos) 

Robert Brown 
(1773-1858)

Clarkia 
pulchella

Movimiento aleatorio de las 
partículas en estado líquido debido 

a las colisiones entre todas las 
partículas presentes en el medio

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



Difusión molecular traslacional
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Movimiento Browniano

Introducción                   Difusión en RMN

Robert Brown 
(1773-1858)

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

ൻ𝑟௫௬௭ൿ
௧→ஶ

ൌ 0

𝑍௥௠௦ ൌ 6𝐷𝑡

Coeficiente de 
auto-difusión

El coeficiente de auto-difusión molecular traslacional describe cuanto se ha 
movido una molécula en un medio específico durante un intervalo de tiempo

Movimiento aleatorio de las 
partículas en estado líquido debido 

a las colisiones entre todas las 
partículas presentes en el medio



Coeficiente de (auto)difusión traslacional
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Stokes-Einstein

Introducción                   Difusión en RMN

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

George G. Stokes
(1819-1903)

Constante de Boltzman𝑘:

𝑇: Temperatura

𝑓: Coeficiente de fricción

Aproximación:
Disolución homogénea

Tamaño disolvente << soluto
Partícula esférica 

𝜂: Viscosidad del medio

𝑟: Radio de la esfera
Albert Einstein 

(1879-1955)



Coeficiente de (auto)difusión traslacional
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Stokes-Einstein

Introducción                   Difusión en RMN

Constante de Boltzman𝑘:

𝑇: Temperatura
𝜂: Viscosidad del medio

𝑟: Radio de la esfera

La difusión depende:

• Tamaño y forma del soluto

• Temperatura

• Viscosidad del disolvente

𝑟 ⇒   𝐷
𝑇 ⇒   𝐷

𝜂 ⇒   𝐷

Mayor 
difusión

Menor
difusión



Tamaño y forma del soluto
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Stokes-Einstein

Introducción                   Difusión en RMN

Radio efectivo de una partícula esférica 

𝐷 ൌ
𝑘𝑇

6𝜋𝜂𝑟௛ 

El radio hidrodinámico, 𝑟௛

𝑟௛ ൌ  
3𝑀𝜈
4𝜋𝑁

య

Moléculas de geometría esféricas

𝑀: Peso molecular

𝜈: Volumen especifico parcial

𝑁: Número de Avogadro

Difusión – Radio hidrodinámico – Peso molecular

𝑟௛ ∝  𝑀య

Moléculas de geometría plana aleatoria 𝑟௛ ∝  𝑀

Molécula lineares rígidas 𝑟௛ ∝ 𝑀

Prog. Nucl. Mag. Res. Sp. 30, 39 (1997)

𝐷 ∝
1
𝑀య

𝐷 ∝
1
𝑀

𝐷 ∝
1
𝑀



𝑟ℎ

Experimento 

básico de 

difusión

Limitaciones/Soluciones



Eco de espín
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Introducción                   Experimento básico de difusión 

Los primeros experimentos

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

Erwin L. Hahn 
(1921-2016)

Herman L. Carr 
(1924-2008)

Edward M. Purcell
(1912-1997)
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Introducción                   Experimento básico de difusión 




fast slow


y

x

Tras la 
excitación la 

magnetización 
de todos los 

espines está a lo 
largo del eje y

Los espines 
precesionan
en el plano 
xy durante 
un tiempo 

Tras un tiempo 
los espines han 
adquirido una 

diferencia de fase 
() proporcional 

al 

 180º



fast slow

  
y

x

El segundo 
tiempo de 

precesión 
reenfoca la 

magnetización 
de los espines

El pulso de 
180º invierte 
la posición de 
los spines en 
el plano xy

Los espines 
precesionan en 

el plano xy
durante
el mismo 
tiempo 

Eco de espín

Reenfoque de la magnetización



Eco de espín
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Introducción                   Experimento básico de difusión 

Phys. Rev. 80, 580 (1950)

Erwin L. Hahn 
(1921-2016)

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

coefficient, D...”



Eco de espín con gradientes
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Introducción                   Experimento básico de difusión 

Stejskal-Tanner

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

Edward O. Stejskal John E. Tanner

En presencia de un gradiente de campo magnético, la difusión de las moléculas 
durante  hace que los espines pierdan la coherencia de la fase

଴ 
ି ଶఛ

మ் ି ஽ఊమఋమ௚మ∆

Tiempo total del echo2𝜏:

𝛿: Duración del gradiente

𝑔: Fuerza del gradiente
∆: Tiempo de difusión

Intensidad de la señal en 
ausencia del echo de spin 

𝐼଴:
𝐷:Constante de difusión
𝛾: Constante giromagnética

𝑇ଶ:Constante de relajación transversal



𝑩𝒛

Eco de espín con gradientes
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Gradientes de campo magnético (PFG)

Introducción                   Experimento básico de difusión 

Dirección 
de B0

𝜔 ൌ െ𝛾𝐵଴

En ausencia de PFG: 𝐵௭ ൌ 𝐵଴

𝐵଴

z

0

𝐵௭

𝐵

Frecuencia de 
Larmor constante 

a lo largo de z

Campo magnético 
constante a lo 

largo de z



𝑩𝒛

Eco de espín con gradientes
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Gradientes de campo magnético (PFG)

Introducción                   Experimento básico de difusión 

Dirección 
de B0Magnitud 

de B0

Menor 
frecuencia 
de Larmor

Bobinas de 
gradiente
de campo

Mayor 
frecuencia 
de Larmor

En presencia de PFG:

En ausencia de PFG: 𝐵௭ ൌ 𝐵଴

𝑩𝒛 ൌ 𝑩𝟎 ൅ 𝒛𝑮𝒛

𝐵଴

z

0

𝐵௭

𝐵

𝐵଴

z

0

𝐵௭

𝐵

Frecuencia de 
Larmor constante a 

lo largo de z

𝝎 ൌ െ𝜸ሺ𝑩𝟎൅𝒛𝑩𝒛ሻ

Frecuencia de 
Larmor varía 

linealmente a lo 
largo de z

𝜔 ൌ െ𝛾𝐵଴



𝑟ℎ

Eco de espín con gradientes
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Eco de espín con gradientes de campo (PFGSE)

Introducción                   Experimento básico de difusión 

  

Cada espín precesiona con 
una frecuencia diferente

dependiendo de su posición

Tras la excitación de 
todos los espines está 

a lo largo del eje y

El pulso de 180º 
invierte todos los 

spines 

Todos los espines son 
reenfocados si no se 

han desplazado

La pérdida de 
coherencia en 

Mx/My causada 
por la 

inhomogenidad
de B0 al usar 

PFG es 
reversible

Desfasa Reenfoca

Sin difusión

Gz



𝑟ℎ

Eco de espín con gradientes
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Introducción                   Experimento básico de difusión 

  

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

no todos los espines son perfectamente reenfocados lo que provoca una atenuación de la señal

Desfasa Reenfoca La pérdida de 
coherencia en 

Mx/My causada 
por el 

movimiento 
Browniano es 
irreversible

Eco de espín con gradientes de campo (PFGSE)

Con difusión

Gz



𝑟ℎ

Eco de espín con gradientes
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Introducción                   Experimento básico de difusión 

Tras el pulso de 90º Tras el pulso de 90º Tras el pulso de 90º

Tras el pulso de 180º Tras el pulso de 180º Tras el pulso de 180º

Efecto de los PFG Efecto de la difusión Efecto de ambos

Pérdida de coherencia 
reversible

Diferente (pero estática) posición 
de cada espín durante el gradiente

Cambio aleatorio de la posición de 
cada espín durante el gradiente

Pérdida de coherencia 
irreversible

La pérdida de coherencia 
provoca una 

atenuación de la señal

Efecto de la difusión y los gradientes



𝑟ℎ

Eco de espín con gradientes
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Introducción                   Experimento básico de difusión 

Influencia del tamaño y la forma de las partículas

௛

Mayor 
difusión

Menor
difusión



Mayor 
perdida de 
coherencia

Menor 
tamaño

Mayor 
atenuación 
de la señal

      
      

      

ି஽

Con difusión

 Sin difusión



𝑟ℎ

Análisis de mezclas mediante experimentos de difusión
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Introducción                   Experimento básico de difusión 

଴ 
ି ଶఛ

మ் ି ஽ఊమఋమ௚మ∆

Información 
fisico-química 

de los 
componentes

𝐷 ൌ
𝑘𝑇

6𝜋𝜂 3𝑀𝜈
4𝜋𝑁

య
 

Diferenciación de 
los componentes 

basada en los 
diferentes D
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𝑟ℎ

Aspectos prácticos

Experimentos 

de 

difusión



𝑟ℎ

PFGSE vs PFGSTE
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Aspectos prácticos Experimentos de difusión

Relajación transversal

Consecuencias:
• El valor de  no puede ser muy largo (pérdida de señal por relajación T2)

• Distorsión de las señales debido a su modulación con la constante de acoplamiento 
escalar (J) durante 2

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

Eco de espín con gradientes de campo (PFGSE)

Durante todo el experimento la magnetización está en el plano xy



PFGSE vs PFGSTE
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Aspectos prácticos Experimentos de difusión

PFGSE

Relajación 
transversal

Limitaciones:
•  limitado por T2 de los 

componentes

• Distorsión de las señales 
(evolución de J)

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

Stimulated-echo (PFGSTE)

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

Relajación 
longitudinal

Beneficios:
• Durante la magnetización esta la mayor parte 

del tiempo en z (𝜏ଵ~1 െ 5 ms; 𝜏ଶ~20 െ 200 ms) por 
lo que se reduce: 

- La perdida de señal por relajación transversal
- La modulación de J

Inconvenientes:
• Solo uno de los componentes de la magnetización 

transversal es detectado (la sensibilidad se reduce 
a la mitad)



𝑟ℎ

Mejora de los experimentos PFGSTE
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Aspectos prácticos Experimentos de difusión

Bipolar Pulse Pair (BPP-STE)

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

PFGSTE

Eliminación de la distorsión de las 
señales debida al desfase del lock

PFGSTE BBP-STE

gradientes bipolares

Distorsión del lock
Corrientes de Foucault

El par de gradientes bipolares  (BBP) 
compensan la distorsión del lock



𝑟ℎ

Mejora de los experimentos PFGSTE
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Aspectos prácticos Experimentos de difusión

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

PFGSTE

Compensación de la distorsión del lock

Longitudinal Eddy current Delay
BPP-LED

Compensación de la distorsión del lock
Reducción de la corrientes de Foucault 
(eddy current)

gradientes bipolares

BPP-STE

Distorsión del lock
Corrientes de Foucault

gradientes bipolares



𝑟ℎ

Mejora de los experimentos PFGSTE
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Aspectos prácticos Experimentos de difusión

BPP-STE

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

PFGSTE

Ciclado de fases exhaustivo
Distorsión del lock
Corrientes de Foucault

BPP-LED

Ciclado de fases exhaustivo
Corrientes de Foucault

Ciclado de fases exhaustivo

One-shot

Gradientes bipolares
asimétricos 
𝛼~0.1-0.2

No necesita un 
ciclado de fases 

exhaustivo

Gradiente de 
compensación

Gradiente 
de purga

Lock
Eddy current
Ciclo de fases

Selección 
magnetización 
longitudinal



𝑟ℎ

Aspectos prácticos

Adquisición 

de los datos 

experimentales



𝑟ℎ

¿Cómo codificar la difusión?
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Aspectos prácticos Adquisición de los datos

𝐼

¿?

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

A

B

C

Fuerza del 
gradiente

଴ 
ି ଶఛభ

మ்
ାఛమ

భ் ି 𝑫ఊమఋమீభ
మ∆

Duración del 
gradiente

Tiempo de
difusión



𝑟ℎ

¿Cómo codificar la difusión?
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Aspectos prácticos Adquisición de los datos

𝐼

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

A

B

C

Variación no deseada

Óptimo: relajación constante 
en todos los incrementos

Fuerza del 
gradiente

଴ 
ି ଶఛభ

మ்
ାఛమ

భ் ି 𝑫ఊమఋమீభ
మ∆

Duración del 
gradiente

Tiempo de
difusión

𝐺ଵ
ଶ
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¿Cómo codificar la difusión?
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Aspectos prácticos Adquisición de los datos

𝐼

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

A

B

C

Variación no deseada

Óptimo: relajación constante 
en todos los incrementos

Fuerza del 
gradiente

ீబ 

଴ 
ି ଶఛభ

మ்
ାఛమ

భ் ି 𝑫ఊమఋమீభ
మ∆

Duración del 
gradiente

Tiempo de
difusión

𝐺ଵ
ଶ



𝑟ℎ

Codificación de la difusión con la fuerza de los gradientes
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Aspectos prácticos Adquisición de los datos

BPP-STEOne-shot

బ
మ మீభ

మ

Aumento 
de la fuerza

del gradiente



𝑟ℎ

Optimización de los parámetros experimentales
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Aspectos prácticos Adquisición de los datos

Factores que afectan al coeficiente de difusión

௛
Viscosidad del disolvente
Tamaño y forma del soluto

TemperaturaLos parámetros 
experimentales tienen 
que ser optimizados 
para cada muestra

1º - Determinar la condiciones físicas optimas 
 Concentración
 Disolvente
 Temperatura

2º - Optimizar los parámetros relacionados con el experimento
 Tiempo de difusión
 Duración de los gradientes
 Rango de la fuerza de gradientes

Proceso de optimización 



𝑟ℎ

Optimización de los parámetros de difusión
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Aspectos prácticos Adquisición de los datos

Proceso iterativo

 Definir el tiempo de difusión
o Moléculas pequeñas: ≈ 50-200 ms
o Moléculas grandes: ≈ 200-1000 ms

 Definir la duración de los gradientes
o ≈ 1-5 ms

 Optimizar el rango de los gradientes
o Gmin ≈ 10 %

o Gmax ≈ 70-80 %

Atenuación 50% 5%25%

Atenuación óptima
20-30%



𝑟ℎ

Optimización de los parámetros de difusión
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Aspectos prácticos Adquisición de los datos

Proceso iterativo

Atenuación 
óptima
20-30%


(ms)


(ms)

𝐼 ൌ 𝐼ீబ𝑒ି ஽ఊమఋమீభ
మ∆

Atenuación (∝ ∆ )

𝛿 ⇒ Atenuación (∝ 𝛿ଶ )

T. D. W. Claridge, High-resolution NMR techniques in organic chemistry, 3rd Ed, Elsevier, Chapter 10 (2016)

∆
Relajación (T1)



𝑟ℎ

Análisis de 

los datos 

experimentales

Aspectos prácticos



𝑟ℎ

Ajuste de los datos a la ecuación apropiada 
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Aspectos prácticos Análisis de los datos

ீబ
ି ஽ఊమఋమீభ

మ∆ᇱ

Stejskal-Tanner

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

Experimento
Forma gradiente

PFGSTE BPP-STE One-shot



𝑟ℎ

¿Cómo obtener los valores de difusión?
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Aspectos prácticos Análisis de los datos

Ajuste del decaimiento de las señales en función del área de los gradientes

Determinación de D + Error estándar

Regresión exponencial
I vs G1

2

Regresión Gaussiana
I vs G1

Regresión exponencial
I vs G1

2
Regresión lineal

ln(I/I0) vs G1

ீబ
ି ஽ఊమఋమீభ

మ∆ᇱ

Stejskal-Tanner

Representación y ajuste de los datos experimentales

T. D. W. Claridge, High-resolution NMR techniques in organic chemistry, 3rd Ed, Elsevier, Chapter 10 (2016)



𝑟ℎ

Parámetros que afectan al ajuste
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Aspectos prácticos Análisis de los datos

Parámetros de adquisición

 Relación señal-ruido

 Atenuación de la señal

 Numero de gradientes

La calidad del ajuste depende de:

> 100

20-30%

8-20

 Ventana de adquisición (afecta a la corrección de la línea base)

 Incrementación cuadrática (no lineal)

 Numero de scans (afecta a la relación señal-ruido y a la selección de coherencia)

Otros parámetros a considerar:

32 inc. D=(7.12 ± 0.01) x10-10m2s2

8 inc. D=(7.13 ± 0.02) x10-10m2s2

5 inc.   D=(7.13 ± 0.07) x10-10m2s2



𝑟ℎ

Parámetros que afectan al ajuste
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Aspectos prácticos Análisis de los datos

Parámetros de procesado

 Fasado del espectro

 Corrección de la línea base

 Reference deconvolution

La calidad del ajuste depende de:

7.2 ± 0.2 7.12 ± 0.01

7.13 ± 0.02

Mal fasado Bien fasado

(TSP o TMS)



𝑟ℎ

Tipos de análisis de los datos
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Aspectos prácticos Análisis de los datos

Análisis univariante

Análisis multivariante

Ajuste de la variación de las señales individualmente

En el análisis de mezclas:

Diferencias en el coeficiente de difusión (normalmente >5%)

Solapamiento (parcial o total) de las señales de los distintos componentes

Número de componentes

Ajuste del espectro como un todo

En el análisis de mezclas:

Diferencias en el coeficiente de difusión (normalmente >30%)

Solapamiento (parcial o total) de las señales de los distintos componentes

Número de componentes (2-5)



𝑟ℎ

Análisis univariante
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Aspectos prácticos Análisis de los datos

𝐼

𝑔2

𝐼

𝑔2

𝐷௪௔௧௘௥
𝐼

𝑔2

𝐷௖௔௙௙

𝐷௣௥௢௣

ீబ
ି ஽ఊమఋమீభ

మ∆ᇱ

൅ 𝑒𝑟𝑟𝑜𝑟 𝑑𝑒𝑙 𝑎𝑗𝑢𝑠𝑡𝑒



𝑟ℎ

Análisis univariante
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Aspectos prácticos Análisis de los datos

Diffusion Ordered SpectrocopY (DOSY)

Desplazamiento 
químico

Coeficiente de
difusión

Ancho de línea
del espectro

Ancho de 
línea

del error 
estándar

del ajuste

Forma de 
la línea

Gaussiana 
centrada 

en D

Espectro 2D sintético (pseudo-2D)

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



𝑟ℎ

Análisis univariante
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Aspectos prácticos Análisis de los datos

Análisis de crudos de reacción

Espectro HR-DOSY de una mezcla de glicerol y mono-m di- y triacetina en D2O 

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



𝑟ℎ

Análisis multivariante
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Aspectos prácticos Análisis de los datos

ீబ
ି ஽ఊమఋమீభ
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Aspectos prácticos Análisis de los datos

Métodos de análisis

 SCORE/RSCORE (Speedy Component REsolution)
Minimización de los residuales

 OUTSCORE (Optimized Unmixing of True Spectra for COmponent REsolution)
Maximización de las diferencias espectrales

 LOCODOSY (LOcal COvariance Diffusion-Ordered SpectroscopY)
Híbrido entre DOSY y SCORE (análisis espectral fragmentado)

 DECRA (Direct Exponential Curve Resolution Algorith)
Decaimiento exponencial puro

 FDM (Filter Diagonalization Method)/RRT (Regularized Resolvent Transform)
Utilización de la transformada de Laplace inversa

 ICA (Independent Component Analysis)
Independencia estadística de los componentes

 PARAFAC (PARAllel FACtor)
Modos (≥3) matemáticamente y físicamente independientes

∑ 𝑎௜ ⨂ 𝑏௜ ⨂ 𝑐௜
ே
௜ୀଵ ൅ 𝐸

Magn. Reson. Chem. 56, 546 (2018)
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Aspectos prácticos Análisis de los datos

PARAFAC análisis de la hidrólisis de la maltotriosa

Experimentos de difusión adquiridos de forma continua durante el curso de la reacción

J. Biomol. NMR 58, 251 (2013)
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Limitaciones/Soluciones Solapamiento de señales

El problema

HR-DOSY Ajuste monoexponencial

Da=nD1+mD2

D2

D1

Señales 
solapadas

Coeficiente 
de difusión aparente
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Limitaciones/Soluciones Solapamiento de señales

Posibles soluciones

Análisis
multivariate

Ajuste 
multiexponential

Evitar el 
solapamiento
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Limitaciones/Soluciones Solapamiento de señales

Posibles soluciones

Análisis
multivariate

Ajuste 
multiexponential

Evitar el 
solapamiento
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Ajuste multiexponencial
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Limitaciones/Soluciones Solapamiento de señales

Ajuste 
biexponencial

Residuales 
Ajuste 

monoexponencial

Ajuste
biexponencial

El ajuste multiexponencial supone una alta demanda matemática:
- Alta dependencia del planteamiento inicial
- Numéricamente inestable

Los resultados dependen altamente de:
- La relación señal-ruido 
- Diferencia en los coeficientes de difusión (>30%)
- Número de componentes (2-3)

J. Am. Chem. Soc. 115, 4291 (1993)
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Limitaciones/Soluciones Solapamiento de señales

Espectro DOSY de sacarosa, isopentanol y propanol en D2O

Anal. Chem. 78, 3040 (2006)

Ajuste monoexponencial Ajuste biexponencial
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Limitaciones/Soluciones Solapamiento de señales

Soluciones

Análisis
multivariate

Ajuste 
multiexponential

Evitar el 
solapamiento
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Análisis multivariante
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Limitaciones/Soluciones Solapamiento de señales

Separación de especies similares en base a su difusión 

HR-DOSY

OUTSCORE

Análisis 
univariante

Análisis 
multivariante

Solapamiento 
de señales

Separación de los 
componentes

Estradiol Progesterona

Chem. Commun. 49, 10510 (2013)
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Limitaciones/Soluciones Solapamiento de señales

Soluciones

Análisis
multivariate

Ajuste 
multiexponential

Evitar el 
solapamiento
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Limitaciones/Soluciones Solapamiento de señales

Otros núcleos

Z

Condiciones experimentales

Disolvente

Pure shiftRMN multidimensional (nD)

Z

3D DOSY



𝑟ℎ

Z

Z

Reducción del solapamiento de señales

Limitaciones/Soluciones Solapamiento de señales

Otros núcleos

Z

Condiciones experimentales

Disolvente

Pure shiftRMN multidimensional (nD)

Z

3D DOSY



𝑟ℎ

Reducción del solapamiento de señales

47

Limitaciones/Soluciones Solapamiento de señales

Experimentos de difusión en núcleos con mayor dispersión de señales

1H HR-DOSY one-shot 19F HR-DOSY one-shot

¿?

Chem. Commun. 52, 6892 (2016)

Solapamiento 
de señales
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Pure shiftRMN multidimensional (nD)

Z
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Limitaciones/Soluciones Solapamiento de señales

Combinando las secuencias de pulsos de difusión con otros 
experimentos nD se producen experimentos  (n+1)D 

Difusión

J. Mag. Reson. Series A 121, 88, (1996)

D

F2

F1

Combinación de experimentos de difusión y convencionales

nD RMN
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Limitaciones/Soluciones Solapamiento de señales

Difusión

Combinación de experimentos de difusión y convencionales

nD RMN nD RMN Difusión

Concatenados Codificación interna

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

COSY-DOSY
DOSY-TOCSY
DOSY-NOESY
HSQC-DOSY

…

2DJ-iDOSY
COSY-iDOSY
TOCSY-iDOSY
HSQC-iDOSY

…
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Reducción del solapamiento de señales
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Limitaciones/Soluciones Solapamiento de señales

Combinación de experimentos de difusión y convencionales

G. Dal Poggetto, L. Castañar, M. Foroozandeh, P. Kiraly, R. W. Adams, G. A. Morris, M. Nilsson (unpublished)

One-shot DOSY One-shot HSQC-DOSY
Pseudo-2D espectro

Solapamiento 
de señales

Separación de los 
componentes

Pseudo-3D espectro

¿?
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Otros núcleos

Z

Condiciones experimentales

Disolvente

Pure shiftRMN multidimensional (nD)

Z

3D DOSY
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Limitaciones/Soluciones Solapamiento de señales

Combinación con la metodología pure shift

Reducción de la complejidad

Mejora de la resolución 

Menor solapamiento de señales

Multiplicidad debida a JHH Solo información de 

Oneshot DOSY PSYCHE-iDOSY

Señales solapadas
Señales engañosas

Mayor resolución de las señales
Reducción del solapamiento

Chem. Commun. 933 (2007); Chem. Eur. J. 20, 11171 (2014); Angew. Chem. Int. Ed. 55, 15579 (2016)
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Limitaciones/Soluciones Solapamiento de señales

PSYCHE-iDOSY: Espectros de ultra-alta resolución

Angew. Chem. Int. Ed. 55, 15579 (2016)

Oneshot DOSY PSYCHE-iDOSY

4%



𝑟ℎConvección

Limitaciones/Soluciones



𝑟ℎ

Convección

Limitaciones/Soluciones Convección

El fenómeno de 
convección térmica

La convección es un mecanismo 
de transferencia de calor que se 

produce  cuando un fluido 
experimenta diferentes

temperaturas en diferentes
partes del mismo

Frío

Frío Caliente

Raleigh–Bérnard

Fenómeno crítico

Hadley

Siempre presente

Cuando el gradiente 
de temperatura 

supera un 
determinado límite

Caliente

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

Cuando no se 
trabaja a 

temperatura 
ambiente

Corrientes de convección en 
el tubo de RMN

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

53
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Convección en los experimentos de difusión

Limitaciones/Soluciones Convección

El problema: pérdida de señal por convección

Ecuación de Stejskal-Tanner modificada considerando el movimiento de las 
partículas debido a la difusión y a la convección en un tubo de RMN

௚బ
ିሺ஽ఊమఋమ௚మ୼ᇲሻ ᇱ

𝛿: Duración del gradiente

𝑔: Amplitud del gradiente

∆: Tiempo de difusión y convecciónIntensidad de la señal en 
ausencia de gradientes

𝐼௚బ:

𝐷:Constante de difusión

𝛾: Constante giromagnética

𝑣: Velocidad de convección

Amplitud del gradiente

Con convección

Sin convección

Langmuir 16, 7548 (2000) 54
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¿Cómo minimizar la convección?

Limitaciones/Soluciones Convección

Factores que influyen en la convección

 Temperatura
Cercana a la temperatura ambiente

 Diámetro del tubo de RMN
Pequeño (3 mm)

 Material del tubo de RMN
Zafiro

 Viscosidad de la muestra
Disolventes de alta viscosidad (DMSO, D2O)

 Sonda

 Flujo de aire

 Girar la muestra

 Experimento de difusión
Secuencias con compensación de convección

J. Magn. Reson. 252, 120 (2015); RSC Adv. 6, 95173 (2016) 55
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Experimentos de difusión para compensar la convección

Limitaciones/Soluciones Convección

Experimentos con Double Stimulated Echo (DSTE)

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

BPP-STE

BPP-DSTE

Compensación del efecto de convección mediante la cancelación de la 
influencia de los flujos de convección en la muestras

El tiempo total de difusión () es dividido en dos

El efecto de la convección durante el primer tiempo de difusión 
(/2) es compensado durante el segundo periodo

56
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Limitaciones/Soluciones                                                      Mismo coeficiente de difusión

El problema

NO es posible 
diferenciar entre 
compuestos que 

difunden a la 
misma (o muy 

similar) velocidad

57

δ / ppm

¿Es posible manipular la forma en la que las diferentes especies difunden?
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Análisis de mezclas con el mismo coeficiente de difusión

Limitaciones/Soluciones                                                      Mismo coeficiente de difusión

La solución

Añadir un co-soluto (difusión más lenta) que interaccione de forma diferente con 
las moléculas (diferente difusión aparente en función de la fuerza de interacción)

58

Matrix-Assisted DOSY (MAD)

Cambiar  la matriz en la que difunden los solutos 

¿Cómo?

Intercambio

rápido

Moléculas libresMoléculas + Co-soluto

Modelo
simplificado

𝐷௔௣௔௥௘௡௧௘ ൌ 𝑓௜௡௧௘௥௔௖௖௜ó௡𝐷௠௔௧௥௜௫ ൅ ሺ1 െ 𝑓௜௡௧௘௥௔௖௖௜ó௡ሻ𝐷௟௜௕௥௘
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Matrix-Assisted DOSY (MAD)

Limitaciones/Soluciones                                                      Mismo coeficiente de difusión

Separación de isómeros mediante la utilización de micelas

Es posible utilizar una matriz micelar para diferenciar entre compuestos 
que en ausencia de ella difunden a la misma (o muy similar) velocidad

59Anal. Chem. 81, 4548 (2009)

D2O + Sodium Dodecil Sulfate (SDS)

δ / ppm

D2O

D
/ 

10
-1

0
m

2
s-

1

δ / ppm

C H R



ℎ

Matrix-Assisted DOSY (MAD)

Limitaciones/Soluciones                                                      Mismo coeficiente de difusión

Utilización de micelas invisibles

Las utilización de matrices “invisibles” evita el solapamiento de 
señales y facilita el análisis de la mezcla  

60RSC Adv. 7, 10757 (2017)

D2O D2O + Sodium perfluorooctanoate (POF)



ℎ

Matrix-Assisted DOSY (MAD) quiral

Limitaciones/Soluciones                                                      Mismo coeficiente de difusión

Separación de productos naturales mediante la utilización de 
ciclodextrinas quirales

La diferencia de inclusión de los epímeros en la -ciclodextrina permite la 
separación de los mismos

61Org. Biomol. Chem. 9, 7062 (2011)

Con
-ciclodextrina
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Softwares para el procesado de los experimentos de difusión

Softwares

62

GNAT MAGNATE

Procesamiento, visualizado y analisis de 
experimentos de difusión (pseudo-3D)

Procesamiento, visualizado y analisis de 
experimentos de difusión (pseudo-2D)

General NMR Analysis Toolbox Multidimensional Analysis for the 
GNAT Enviroment

Software libres y gratuitos
Interfaz de fácil uso para el usuario 

MATLAB®

Basado en DOSY Toolbox

Magn. Reson. Chem. 56, 546 (2018)
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Magn. Reson. Chem. 56, 546 (2018)
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General NMR Analysis Toolbox

Softwares GNAT  

63Magn. Reson. Chem. 56, 546 (2018)

Ventana principal de GNAT

Acceso a todas las funciones de procesado y análisis
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Softwares GNAT  

63Magn. Reson. Chem. 56, 546 (2018)

Ventana principal de GNAT

Acceso a todas las funciones de procesado y análisis
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General NMR Analysis Toolbox

Softwares GNAT  

64Magn. Reson. Chem. 56, 546 (2018)

Análisis univariante y multivariante

Parámetros de difusión experimentales

0

0
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General NMR Analysis Toolbox

Softwares GNAT  

64Magn. Reson. Chem. 56, 546 (2018)

Análisis univariante y multivariante

Parámetros de difusión experimentales
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General NMR Analysis Toolbox

Softwares GNAT  

65Magn. Reson. Chem. 56, 546 (2018)

2D DOSY - Análisis univariante
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2D DOSY - Análisis univariante



𝑟ℎ

General NMR Analysis Toolbox

Softwares GNAT  

65Magn. Reson. Chem. 56, 546 (2018)

2D DOSY - Análisis univariante



𝑟ℎ

General NMR Analysis Toolbox

Softwares GNAT  

65Magn. Reson. Chem. 56, 546 (2018)

2D DOSY - Análisis univariante



𝑟ℎ

General NMR Analysis Toolbox

Softwares GNAT  

65Magn. Reson. Chem. 56, 546 (2018)

2D DOSY - Análisis univariante
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Basado en DOSY Toolbox
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Softwares MAGNATE  
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Ventana principal de MAGNATE

Acceso a todas las funciones de procesado y análisis uni- y multivariante

Multidimensional Analysis for the GNAT Enviroment

G. Dal Poggetto, L. Castañar, M. Foroozandeh, P. Kiraly, R. W. Adams, G. A. Morris, M. Nilsson (unpublished)



𝑟ℎ

Softwares MAGNATE  

66

Ventana principal de MAGNATE

Acceso a todas las funciones de procesado y análisis uni- y multivariante

Multidimensional Analysis for the GNAT Enviroment

G. Dal Poggetto, L. Castañar, M. Foroozandeh, P. Kiraly, R. W. Adams, G. A. Morris, M. Nilsson (unpublished)



𝑟ℎ

Softwares MAGNATE  

66

Ventana principal de MAGNATE

Multidimensional Analysis for the GNAT Enviroment

Acceso a todas las funciones de procesado y análisis uni- y multivariante

G. Dal Poggetto, L. Castañar, M. Foroozandeh, P. Kiraly, R. W. Adams, G. A. Morris, M. Nilsson (unpublished)



𝑟ℎ

Softwares MAGNATE  

66

Ventana principal de MAGNATE

Multidimensional Analysis for the GNAT Enviroment

Acceso a todas las funciones de procesado y análisis uni- y multivariante



𝑟ℎ

Softwares MAGNATE  

67

3D DOSY - Análisis univariante

Multidimensional Analysis for the GNAT Enviroment

G. Dal Poggetto, L. Castañar, M. Foroozandeh, P. Kiraly, R. W. Adams, G. A. Morris, M. Nilsson (unpublished)
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Softwares MAGNATE  

67

3D DOSY - Análisis univariante

Multidimensional Analysis for the GNAT Enviroment

G. Dal Poggetto, L. Castañar, M. Foroozandeh, P. Kiraly, R. W. Adams, G. A. Morris, M. Nilsson (unpublished)
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3D DOSY - Análisis univariante

Multidimensional Analysis for the GNAT Enviroment

D = 1.25  x 10-10 m2 s-1 D = 1.63  x 10-10 m2 s-1

G. Dal Poggetto, L. Castañar, M. Foroozandeh, P. Kiraly, R. W. Adams, G. A. Morris, M. Nilsson (unpublished)
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