DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE PARTICION EN
SISTEMAS BIFASICOS POR RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

CHRISTIAN FELIPE PANTOJA RIVILLAS

Universidad
del Valle

UNIVERSIDAD DEL VALLE
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y EXACTAS
PROGRAMA DE QUIMICA

SANTIAGO DE CALI
2014




DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE PARTICION EN
SISTEMAS BIFASICOS POR RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

CHRISTIAN FELIPE PANTOJA RIVILLAS

Proyecto de Trabajo de Grado presentado como requisito para optar al

titulo de Quimica

Director de tesis:

Julien Wist, Dr.Sc

UNIVERSIDAD DEL VALLE
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y EXACTAS
PROGRAMA DE QUIMICA
SANTIAGO DE CALI

2014




UNIVERSIDAD DEL VALLE
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES Y EXACTAS
PROGRAMA DE QUIMICA

DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE PARTICION EN
SISTEMAS BIFASICOS POR RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

CHRISTIAN FELIPE PANTOJA RIVILLAS, 1991

PALABRAS CLAVES: SISTEMAS BIFASICOS, PULSOS
SELECTIVOS, CODIFICACION ESPACIAL, COEFICIENTE DE
PARTICION




Contenido

ST U1 T 11
P2 © 1 o] = LYo 1P 12
2.2. ODJELIVO GENEIAL ...t e 12
2.2. ObJetiVO €SPECITICOS. ... et 12
1 R 1010 Yo LU o] o] ' o 13
3.1. El origen en la inhomogeneidad magnética en sistemas bifasicos.................... 13-14
3.2. Descripcién de los experimentos selectivos en RMN................cooo, 14-21
3.2.1. CodificaciOn @SPACIAl...........ieiii i 14-16
3.2.1. SelecciOn eSpaCial...........cvuiuii 17-19
3.3. Compensacion de la inhomogeneidad en los experimentos selectivos............... 19-20
3.2.2. Coeficiente de partiCion Kp........cooeiiiiiii e 19-20
4. Antecedentes y planteamiento del problema.......cccveviiiiiiiiiiiiicinnnnne. 2-25
4.1. Sistemas Bif4sicos LiqUidO-LiQUIT0. ..........eeeiiiiiiiieiiiiiiieiiiieee e 20-24
4.2. Determinacion del Coeficiente de particion Kp........c.oooiviiiiiiiiiiiiciieeene, 24-25
4.2.1. MEtodo Shake-flasK....... ..o 25
4.2.2 Método de cromatografia liquida.............coouiiiiii s .25
CS Y/ o T o ] Lo o - 26
5.1. Composicion de los sistemas ODA Y ODM. ...t 26
5.2. Secuencias de pulSos SEIECHIVAS. ... ... 26
5.2.1. Secuencia DPFGSE-Selectiva..........ccviiiiiii i 27
5.2.1. Secuencia DPFGSE-Mdltiple-EXCitacion...............ooviiiiiiiiiiciiea 27-28




0. DiSCUSION 0B rESUITAT DS . et ttiineeeerriiannmeeerrasssnnnesrrrrsasnnnnssrrraasnnnnneres 29

6.1. Experimentos DPFGSE-selectivo y DPFGSE-Mdltiple-Excitacion: Sistema ODA y

SISEEMEA ODM ... 31-32
6.3. Determinacion del coeficiente de partiCion.............ocoouiiiiiiiiiiiieeeeeene 33-35
6.4. Comparacion en términos de sensibilidad y limitaciones................................ 35

A 0 g Tod 18 = Lo 4 = 36
S T = =T = o] - TR 37-38




Lista de Tablas

Tabla 1.0 Comparacion entre la Determinacion del coeficiente de particion por

RMN y cromatografia gas-liquido CGL...........ccoieiiiiii e, 33

Tabla 2.0 Variacion del coeficiente de particion P medido por RMN con respecto a

[@ TEMPEIALUIA. . ...\t 34




Lista de Figuras

1. Descripcion del sistema bifasico (ODA), representacion ambiente y la induccion

magneética en cada fase...........oooiiiii i

2. Descripcion del proceso de codificacion espacial en el experimento eco de

0= T 1= (=

3. Descripcion de los perfiles de excitacion tras llevar acabo la transformada de

Fourier en el espacio del tiempo; A) pulso gaussiano, B) Pulso cuadrado............

4. Descripciéon del proceso de seleccion de un volumen discreto a partir de la
variacion sobre el SPOFF a lo largo del sistema bifasico...............................

5. Descripcion del proceso de multiple-excitacion realizado sobre el sistema
o)1= 1= oo 2N (@ 15 ) TR

6. Descripcion espacial de seleccién realizada por los esquemas (DPFGSE)
Selectivo y (DPFGSE) Multi- SeleCtivo.........c.ooviiiiiii e

7. Seleccidn espacial realizada por la secuencia PRESS..................coinl

8. Secuencias selectivas, A. Secuencia DPFGSE propuesta por Kozminski, B.
Secuencia DPFGSE-Selectiva, C. Secuencia DPFGSE-Multiple-Excitacion.........

9. Espectro protonico 'H del sistema ODA, Temperatura 300K.........................
10. Espectro proténico *H del sistema ODM, Temperatura 300K........................

11.Experimento DPFGSE-selectivo realizado a diferentes distancias de la interfase
del SIStEMA ODM ... ...

12. Superposicion de los espectro espacialmente selectivos sobre del sistema
(ODA) medidos a 293K

13. Superposicion de los espectro espacialmente selectivos sobre del sistema
(ODM) medidos a 293K




14 Determinacion del coeficiente de particion P en funcion de la posicion espacial
en los sistemas ODAY ODM @ 273 K'Y 272K ...

15 Comparacién entre el experimento (DPFGSE) Multi- Selectivo (rojo) y el

experimento protonico 1H (azul) para el sistema (Octanol/D20/Metanol) a 300K....




Lista de Simbolos

A Susceptibilidad magnética
{1 : Corrimiento Quimico

Kp : Coeficiente de particion

U Potencial Quimico

W~ : Potencial Quimico estandar

Uo - Permeabilidad magnética del vacio

B :Induccién magnética interna

B, : Campo magnético estatico

Y :Relacion giromagnética

V(o : Frecuencia de resonancia.

¢ : Fase codificada

¢o : Fase inicial

¢.s - Fase asociada al corrimiento quimico
a, . Actividad

V. : Volumen parcial molar

K : Constante universal de los gases




Lista de Abreviaturas y Acrénimos

RMN: Resonancia Magnética Nuclear

DPFGSE: Double Pulsed Field Gradient Selective Echo
ODA: Sistema Octanol/D20/Acetona

ODM: Sistema Octanol/D20/Metanol

AFM: Atomic force microscopy

SEM: Scanning electron microscope

SFG: Sum frequency generation spectroscopy
MRI: Magnetic resonance imaging

ISIS: imaged selected in vivo spectroscopy
PRESS: Point Resolved Spectroscopy Sequence
STEAM: Stimulated echo acquisition mode

UV: Espectroscopia Ultravioleta

HPLC: High-performance liquid chromatography
GC: Gas-liquid chromatography

TLC: Thin-layer chromatography

SPOFF: offset del pulso

10



1. Resumen

Habitualmente los experimentos de RMN son llevados a cabo en campos magnéticos
altamente homogéneos sin embargo, en el caso de los sistemas bifasicos la
inhomogeneidad magnética producto de la diferencia en la susceptibilidad magnética
entre fases hacen de dicho objetivo una meta dificil de alcanzar, por lo tanto estrategias
como la seleccion espacial abren nuevos caminos en la busqueda de metodologias
capaces de realizar estudios dinamicos y cuantitativos sobre tales sistemas.

En el presente trabajo se realizé una modificaciébn sobre los bloques de selecciéon del
esquema DPFGSE (Double Pulsed Field Gradient Selective Echo) propuesto por
Kozminski ¥ en el afio 2000, con lo cual se logra una mdltiple excitacion por medio de
una modulacion sinusoidal de un pulso selectivo, posteriormente se calcul6 el coeficiente
de particion (Kq) de los sistemas Octanol/D.O/Acetona (ODA) y Octanol/D.O/Metanol
(ODM) encontrando valores de Kq= 0.62 para el sistema ODA a 273K y Kq=0.19 para el
sistema ODM a 272K, lo cual fue consistente con los valores reportados en la literatura.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo General

e Proponer una secuencia capaz compensar la inhomogeneidad del campo
magnético producto de la diferencia en la susceptibilidad magnética entre las fases

del sistema
2.2. Objetivos Especificos

e Determinar el coeficiente de particién para los sistemas (ODA) y (ODM) por medio
de los esquemas selectivos propuestos.

e Analizar las fortalezas y debilidades de los esquemas selectivos con respecto a su
capacidad para cuantificar un analito en sistemas bifasicos.

e Comparar los esquemas selectivos con los métodos actuales que son empleados

en la determinacion de los coeficientes de particion.
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3. Introduccidén

3.1 El origen de la inhomogeneidad magnética en sistemas
bifasicos
Consideremos un sistema compuesto por dos fases homogéneas en mutuo contacto a y

B. Posteriormente, una vez ambas fases se encuentren saturadas se procede a la

incorporacion del analito de interés.

‘J‘" Induccion magnética interna
B | ) sdlE ”
e ¥
| A

5 Fase o
z=0 \_/ \___,/

Coeficiente de distribucién
! AE‘ ﬁflff ﬂC-ﬁ'Jﬁ’ [ﬁ]ﬂ!:l{lrlun’ = K,I_) [ ’1,"1‘.]320

Fase B
o Fase B

N~

Figura 1. Descripcién del sistema bifasico (ODA), representacion del ambiente quimico y la

induccion magnética en cada fase
El equilibrio de particiébn se alcanza una vez el potencial quimico u, de la especie en
ambas fases se iguala:
Hx,a = Hx,p (D

Dos parametros fundamentales, determinan el ambiente magnético de un nucleo:

e El primero corresponde al ambiente quimico en el cual se encuentra inmerso el

nucleo de interés que en este caso resulta ser uniforme a lo largo de cada fase.

e El segundo pardmetro corresponde a la induccién magnética interna B, la cual
depende de la permeabilidad magnética de vacio p, y la susceptibilidad

magneética A correspondiente a cada fase:
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By = uo(1+ 1,)B, 2)

Bg = o(1+2)Bo 3)

En este caso, dado que A cambia abruptamente al pasar de una fase a otra, se origina
una distorsion sobre el campo magnético aplicado y por ende sobre la forma de las

sefales resultantes.

3.2 Descripcién de los experimentos selectivos en RMN

3.2.1. Codificacion espacial

En ausencia de un gradiente de campo magnético, el campo magnético es homogéneo.
Esto significa que la magnitud y direccién del campo en todos los puntos del espacio es
la misma. Consideremos un campo magnético de magnitud B, aplicado en la direccién del

eje z:
B(r) = By.e, (4)
Donde e, es un vector unitario de laformae, =[0 0 1]

En presencia de un gradiente de campo magnético la magnitud de campo varia de forma
gradual a lo largo de la direccion del gradiente, en este caso consideremos un gradiente

de campo magnético de magnitud G aplicado en la direccién del eje z:
B(r) = By.e, + G.z.e, (5)

La posicién en z se encuentra dada como z =r. e,

Si consideramos la relacion existente entre la frecuencia de resonancia vy = yB,/2n
donde y corresponde a la relacion giromagnética y el campo magnético que experimenta
el nucleo es posible obtener una frecuencia especifica en cada posicion a lo largo del eje

Z.

B(z) = By.e, + G.z.e,
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yB(2) =y_BO . yG.z
21 2r 7 21

.e,

yG.z

v(z) =vy.e, + R (6)

El ancho de frecuencias codificadas SW esta dado a partir de la magnitud del gradiente G

y la longitud de muestra L en la bobina de deteccion

SW =v.G.L (7)

En la mayoria de los casos esta longitud corresponde a un valor constante entre 18mm a
20mm que corresponde a la longitud de las bobinas en la sonda de tal forma que el SW
podra ser modificado segun el valor de G empleado durante la codificacion espacial

Las etapas que acontecen durante la codificacion espacial estan descritas en la figura 2.
para el experimento eco de gradiente 2

nf2
RF
AQ
d(z) =+ v.G1. Ty 2
G dz) = ¢y +G1 di(2) = by + P
Codificacion espacial -G1
+ 7 - P—
= =0
C: __-":\ Q:_;:_-
’:-___ —> C::;_::;J
z=0 (:::——-=::__ I‘:::;—_-_')
C—\__" _"'j I:-_'_'_—_—;\-—-_—_
= T

=-F
Figura 2. Descripcion del proceso de codificacion espacial en el experimento eco de gradiente

En el comienzo del experimento la magnetizacion del sistema se encuentra en equilibrio
termodindmico a lo largo del eje z. Una vez el sistema es irradiado con un pulso de
excitacion la magnetizacion es transferida al plano xy donde la fase de cada uno de los
isocromatos lo largo del eje z esta dada por la frecuencia de resonancia del nacleo y el

tiempo de evolucion t :
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(l)o = 2m. Uot (8)

La aplicacion del primer gradiente +G; de duracion Ta ocasiona la codificacion de la fase
de cada isocromato como una funcién de la posicién en el eje z, de modo que la
frecuencia de resonancia de cada nucleo dependera de su posicion espacial tal como se

encuentra descrito en la Ec. 6, en tanto la fase estara dada por:

$(2) = po+v.G1. Ty 2 €C))

Posteriormente la aplicacion de un segundo gradiente de signo opuesto -G: de la misma
magnitud y duracion T, ocasiona la decodificacion del sistema, igualando la fase a lo largo

del eje z

¢(2) = o +Vv.G1.Tg.z2—v.G1.Ty.2Z (10)

¢(2) = ¢ (11
3.2.2. Seleccidn espacial

La aplicacion de un pulso selectivo ¥ de amplitud B1 modulada lleva a cabo la seleccion
del volumen de muestra una vez el sistema se encuentra codificado espacialmente por el

gradiente de campo magnético G.

Perfil de excitacién

A Pulso Gaussiano
TF
Tiempo Frecuencia
B Pulso cuadrade Perfil de excitacion
TF
AN AN
SAVERVA

Frecuencia

Figura 3. Descripcion de los perfiles de excitacion tras llevar acabo la transformada de Fourier en

el espacio del tiempo; A) pulso gaussiano, B) Pulso cuadrado
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La selectividad del pulso depende de su perfil de excitacion en el espacio de frecuencia, el
cual puede ser obtenido de manera aproximada haciendo uso de la aproximacion lineal
sobre la transformada de Fourier. % Tal como se muestra en la figura 3, La selectividad
del pulso gaussiano resulta ser mayor en relacion al pulso cuadrado clasico, dado que el
rango de frecuencias excitadas por este Ultimo resulta ser mas extenso a consecuencia
de las oscilaciones de su perfil de excitacién a frecuencias lejanas a la condicion de

resonancia 2y =0 .

Seleccion espacial

A +z +7 +zZ

M Espesor de la seleccién
> Aw
Az=——
M — Y.G
Fase a
z=0 z=0 z=0 - .
v Posicion z-axial

)
7 =

\m > Y'G
Fase p

v -Z | (mm) -Z | (mm) -Z | (mm)

+4 =0 =5

Figura 4. Descripcion del proceso de seleccion de un volumen discreto a partir de la variacién sobre el

SPOFF (&) a lo largo del sistema bifdsico.

La simetria en la seleccién del volumen transversal de muestra en el sistema bifasico
depende de la buena ubicacion de la region interfacial en el centro de la bobina, ya que
con ello se asegura que +y.G1. z de gradiente se encuentre justamente en la interfase del
sistema z = 0, de tal forma que un cambio sobre el signo de un valor especifico de § nos
permita medir a una distancia simétrica en relacion a la interfase. Las dimensiones del
volumen de seleccidén pueden ser modificadas variando el ancho del perfil de excitacion
Aw 0 ajustando la magnitud del gradiente G de codificacion tal como se encuentra descrito

en lafigura 4.
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En el caso de realizar una excitacibn de mas de una regién, el pulso gaussiano es
modulado con una fase sinusoidal, de modo que la seleccion se puede llevar a cabo en
ambas fases simultaneamente tal como lo muestra la aproximacion lineal de su perfil de

excitacion descrito en la figura 5.

Pulso Multi-Selectivo

Multi-Seleccién espacial

B /-"""'_"“-\ +Z
I\
\_H—__"/ L:___—;—-._.—-
Tiempo m
Fase c
z=0
TF N~
* P——
Fase p
\1_____)_/ -Z | {mm)

Frecuencia

Perfil de excitacién

Figura 5. Descripcién del proceso de multiple-excitacion realizado sobre el sistema bifasico (OD).
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3.3. Compensacion de la inhomogeneidad en los
experimentos selectivos
La razbn por la cual esta estrategia es capaz de sopesar la falta de homogeneidad se

debe a la forma en la cual se realiza la seleccion del volumen de muestra tal como se

encuentra descrito en la figura 6.

Z
z T
- i x Z)
______'_:__h Iz y) Az— dur
I | Y.l
Fase o
rix.) A
Az = . e—
¥ Mz, vz
Fase o
- Fiey) | 4, Ao
1an
Experimento selectivo
Fase B
s g

Experimento Multi-selectivo

Figura 6. Descripcion espacial de seleccion realizada por los esquemas (DPFGSE) Selectivo y
(DPFGSE) Multi- Selectivo
La inhomogeneidad del campo estd dada por una funcion tridimensional I'(x,y,z) a lo
largo de toda la muestra, sin embargo cuando se lleva a cabo la selecciéon de un volumen
especifico es posible considerar dicha funciéon independiente de la componente z, de
modo que las fluctuaciones espaciales solo dependeran de las componentes

transversales de I'(x, y,).

Tal como se observa en la figura 6, la inhomogeneidad depende principalmente de la
variacion a lo largo del eje z, mientras que las variaciones en las componentes
transversales I'(x,y,) son muy pequefas, de modo que es posible considerar el volumen

seleccionado de muestra como parcialmente homogéneo.
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3.2.3. Coeficiente de particion (Kp):

Si una sustancia X se encuentra distribuida entre una fase orgénica y una fase acuosa en

equilibrio, el potencial quimico u en cada una de las fases esta dado por ©:
Uy = Uy + RT lnay

iy = g + RT In(yx@x) (12)

Donde u$ corresponde al potencial quimico de la sustancia pura X, y, al coeficiente de

actividad y @y es la fraccion molar de la especie X en cada fase.

Para cada una de las fases ¢y esta dada por:
[X]. Ve =@y (13)

donde Vy corresponde al volumen parcial molar de X en solucion. En el caso de
soluciones diluidas de liquidos no electroliticos en agua u octanol, el volumen parcial
molar puede ser remplazado por el volumen molar del liquido puro sin errores apreciables,

aq __ y,0rg
Vo' =V

Condicion de equilibrio: ug? = p3"?

1y + RT In(yx?. [X]%. V) = p§ + RT In(yy 2. [X]°79.V,™9)
In(yy % [X]%0. V) = In(yy 2. [X]°79.V™9)

In(yx?) + In(. [X]%9) + In(V,?)

In(¥¢™) + In([X]°79) + In(y™)

In(y,?) — In(yry' )

aq X1er9
exp[ln <}]//§—Tg)] = exp[ln <[[X]] o )]

In([X]°79) — In([X]%9)

e\ _ (X1
<y,?rg) - <[X1aq> =7
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4. Antecedentes y Planteamiento del Problema

4.1. Sistemas bifasicos liquido-liquido

Los sistemas bifasicos han sido estudiados ampliamente con la finalidad de comprender
los fendmenos de transporte, equilibrios, coeficientes de particién, prediccion de

mecanismo de reaccion, y modelamiento de membranas bioldgicas entre otros 7.

En la actualidad diversos métodos son usados en el estudio de la interfase liquido-liquido,
entre ellos se encuentra la microscopia de fuerza atomica (AFM), los Rayos-X,
la dispersion de neutrones y la microscopia electronica de barrido (SEM). Aunque son
técnicas muy Utiles algunas de ellas provocan la modificacion de la interfase o el

rompimiento del equilibrio termodindmico del sistema como es el caso del AFM.

Histéricamente la mayor parte de la informacion obtenida acerca de la estructura y
dinamica de la interfase liquido-liquido proviene de los estudios de tensién superficial y
andlisis termodinamicos [, aunque hace algunas décadas se han desarrollado métodos
Opticos no lineales que con ayuda de estudios en dinamica molecular, han sido capaces

de obtener informacién especifica de esta region.

La espectroscopia SFG (Sum frequency generation spectroscopy) es considerada una
técnica no lineal que permite analizar la estructura molecular de los sistemas
hidrocarburo/agua por medio de variaciones en las frecuencias vibracionales en los
enlaces de hidrégeno del H,O cercanos a la region interfacial; por otro lado los estudios
en dindmica molecular emplean el modelo de fluidos de Lennard-Jones con el fin de
calcular los coeficientes de difusidn en sistemas bifasicos en relacién a su dependencia

con la temperatura y la distancia promedio respecto a la interfase.

En general el estudio de los sistemas liquido-liquido impone un problema técnico
importante: La discriminacion entre la informacién proveniente del pequefio volumen que

compone la interfase y la informacién proveniente del volumen de muestra restante. [l

Hace algunos afos en el campo de la resonancia magnética in vivo surgié la necesidad
de estudiar sistemas bioldgicos de forma selectiva, de tal manera que la sefial obtenida
correspondiera a una region especifica del sistema. El primer paso para alcanzar dicha
meta consisti6 en modificar la superficie de las bobinas con la finalidad de observar

sefiales de regiones discretas del sistema, sin embargo debia existir la posibilidad de
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seleccionar la region espacial donde se deseaba extraer la sefial, lo cual fue obtenido por
medio de las técnicas de gradientes de campo estatico donde se alteraba la forma del
campo con el objetivo de obtener un campo magnético homogéneo Unicamente en
regiones cercanas al centro del iman % posteriormente se desarrollaria la técnica de
“punto-sensible” la cual por medio de la variacion en la fortaleza del gradiente de campo

lograria la seleccion de un volumen especifico sin alterar las sefiales restantes 4

Aunque dichos métodos realizan la seleccion de un volumen discreto no poseen una
buena resolucién espacial de las sefiales por lo tanto fue necesario el uso de gradientes
lineales y pulsos selectivos, tal como se realiza en los experimentos de (RMI). Un nuevo
grupo de esquemas basados en las técnicas ISIS ™ (imaged selected in vivo
spectroscopy) de multiple seleccion permitieron realizar una determinacion discreta del
sistema sin la necesidad de excitar la totalidad del mismo, tal como sucedia con los
esquemas anteriores, lo cual hizo de las técnicas ISIS altamente sensibles a los efectos

dindmicos.

Dos de los esquemas mas representativos de este tipo de experimentos corresponden a
la secuencias PRESS [*% (Point Resolved Spectroscopy Sequence) y STEAM [
(Stimulated echo acquisition mode) las cuales actualmente son empleadas en la mayoria

de equipos de resonancia destinados a las aplicaciones in vivo.

—
|
’ 1)
Gz ﬂ ﬂ
Gy
o =N A
gl — H
S S fﬁ

time [ms]

Figura 7.0 Seleccion espacial realizada por la secuencia PRESS a través de la geometria de un
voxel [13]

Uno de los inconvenientes en este tipo de esquemas radica en los diferentes tiempos de
relajacion T, asociados a cada una de las especies quimicas presentes en el sistema

analizado, lo cual exige un continuo reajuste en los plazos del experimento con fin de no
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perder sefiales de metabolitos especificos. Por otro lado la seleccion tridimensional se ve
afectada por imperfecciones en los pulsos empleados para realizar la excitacion a través
de los tres ejes espaciales, razén por la cual procesos rigurosos de calibracion y
aplicacion de fuertes gradientes son necesarios para evitar distorsiones sobre el voxel
(ver figura 7.0) de seleccion, acosta de la reduccion en sensibilidad debido a perdidas
por difusiéon ocasionadas por el uso de gradientes fuertes 41,

En el afio 2009, Lambert ¥ emplea la secuencia STEAM con el objeto de analizar la
region cercana a la interfase del sistema Benceno-agua encontrando que los efectos por
difusion cerca de la interfase son 5 veces menores en relacion a los medidos
internamente en cada una las fases empleando un voxel de seleccion de 250 x 250 um?3,
logrando de esta forma una alta resolucién cerca de la region interfacial pero una baja

relacién sefial ruido debido a la pequefia region de muestra excitada.

Kozminski [ ha propuesto un esquema basado en el Double Pulsed Field Gradient
Selective Echo (DPFGSE) el cual ofrece una alta selectividad en sistemas heterogéneos
a través de la seleccibn de un volumen transversal de muestra, compensando
parcialmente la perdida de sensibilidad ocasionada por la geometria del voxel empleada
en los esquemas STEAM y PRESS.

Otro enfoque diferente a la seleccién espacial con el fin de estudiar sistemas bifasicos fue
propuesto por Martin 9 en el afio 2012, su idea consiste en igualar la susceptibilidad
magnética entre dos fases parcialmente miscibles por medio de un dopaje paramagnético
de GdCl; obteniendo de esta forma una mejora sobre la resolucién espectral, sin embargo
dado que el ambiente magnético es igualado en ambas fases resulta problematico
conocer por medio de RMN cdmo una sustancia se distribuye o transfiere de una fase a

otra.

4.2. Determinacion del coeficiente de particion:

Los coeficientes de distribucion han sido correlacionados con los estudios de actividad
biol6gica para moléculas organicas simples de los cuales se ha concluido que solventes
con cadenas largas de ésteres o alcoholes resultan ser los mas apropiados para su uso

como fase organica en determinacion del coeficiente de distribucién. En la actualidad el
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sistema 1-octanol/Agua es el modelo mas ampliamente usado y del cual se registra

mayor cantidad de informacién en la literatura.

Dada la definicion del coeficiente de distribucibn como una propiedad termodinamica
medida bajo condiciones de equilibrio fisico-quimico especificas, permite describir
cuantitativamente las propiedades lipofilicas e hidrofilicas de una sustancia en particular,
lo cual se encuentra relacionado con la energia Gibbs de transferencia que representa en
cierta medida la tendencia termodinamica de una sustancia a distribuirse entre dos fases

en contacto. (19!

Actualmente dos de los métodos mayormente empleados en la determinacién de los

coeficientes de distribucion son:

4.2.1. Método Shake-flask

El método Shake-flask consiste en disolver el analito en el sistema bifasico dentro de un
tubo de ensayo, una vez ambas fases se encuentren mutuamente saturadas se procede a
agitar el sistema y se deja reposar durante algunas horas hasta alcanzar el equilibrio de
particién, finalmente se determina la concentracion el analito en ambas fases a través de

una variedad de métodos entre los que se destaca UV, HPLC, GC, TLC.

4.2.2. Método de Cromatografia liquida

En el afio de 1951 Collander *®! logro establecer la relacion existente entre el coeficiente

de distribucién vy el factor de retencion:
K, = alog(k) + b (15)

Donde Kp corresponde al coeficiente de distribucion, k al factor de retencion y las
constantes a, b corresponden a valores experimentales medidos en sustancias con
coeficiente de distribucion conocidos.

En el caso particular de los coeficientes de distribucion en el sistema octanol-agua (P) se
emplea generalmente columnas Cisy Cgcon una fase movil compuesta de metanol-agua
En la actualidad los métodos de cromatografia liquida han sido ampliamente usados

debido a su rapidez y reproducibilidad en sus resultados.

24



5. Metodologia

Inicialmente se prepararon dos sistemas bifdsicos de Octanol/D,O empleando como

solutos acetona y metanol.
5.1. Composicion de muestras:

Sistema Octanol/D.O/Acetona (ODA)

Se tomaron 225 ulL de D,0 + 225ul de Octanol y se agregaron 50 ul. de acetona
obteniendo una solucion al 0.1% V/V.

Sistema Octanol/D.O/Metanol (ODM)

Se tomaron 230 uL de D,0 + 230 uL de Octanol y se agregaron 40 ulL de metanol
obteniendo una solucion al 0.15% V/V

5.2. Secuencias de pulsos selectivas:

Los experimentos citados a continuacion fueron tomados sobre un espectrémetro Bruker
Avance II- 400 MHz con un campo Bo=9.4T una sonda BBO (directa, la bobina de 3C
interna y la bobina 'H externa) equipada con gradientes en los 3 ejes. EL gradiente

maximo para el eje z es de 50 G/cm

Se tomaron los espectros proténicos *H para ambos sistemas con el objetivo de observar
los efectos de la falta de homogeneidad sobre el ancho de banda de las sefiales a una

temperatura de 300K.

Los espectros selectivos fueron tomados a partir de las modificaciones realizadas a la
secuencia DPFGSE (Double Pulsed Field Gradient Selective Echo) propuesta por
Kozminski en la Figura 7A. Este esquema consta de un pulso inicial de 90° encargado de
generar la magnetizacion transversal, posteriormente dos bloques selectivos formados por
un pulso chirp y un gradiente de codificacion G; se encargan de realizar la seleccion
espacial del volumen de muestra, mientras los gradientes Ga y Gg cumplen el papel de
seleccionar el orden de coherencia [1'y eliminar los posibles artefactos formados durante

el transcurso del experimento.
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5.2.1. Secuencia DPFGSE-selectiva

Teniendo en cuenta los argumentos dados sobre la selectividad anteriormente se procede
a modificar la secuencia de Kozminski (DPFGSE) empleando en cada bloque de
seleccidén un pulso gaussiano en lugar de un chirp pulso tal como se muestra en la figura
7B.

5.2.2. Secuencia DPFGSE-Multiple-excitacion

Con la idea de lograr una excitacion multiple en el sistema se propone emplear en el bloque de
seleccion un pulso gaussiano modulado sinusoidalmente en amplitud tal como se encuentra

descrito en la figura 7C

A /2

N K
SN NN IEN Y

AR AR
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Figura 8. Secuencias selectivas, A. Secuencia DPFGSE propuesta por Kozminski, B. Secuencia
DPFGSE-Selectiva, C. Secuencia DPFGSE-Mlltiple-Excitacion.

El pulso gaussiano empleado tiene duracion 1ms y un ancho de banda Aw = 1200Hz, la
magnitud del gradiente de codificacién +G1 fue ajustado al 20% del valor maximo lo cual
corresponde a 11 gauss/cm, mientras que los gradientes Ga y Ge se ajustaron al 40% del

valor maximo lo cual corresponde a 22 gauss/cm

Los esquemas selectivos al igual que los experimentos proténicos H se realizaron a
diferentes temperaturas con la idea de observar las variaciones sobre el coeficiente de

particién del sistema.

Todos los espectros obtenidos fuero procesados e integrados en el software de Scilab

version 5.4
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6. Discusion de resultados:

Inicialmente se obtuvieron los espectros *H correspondiente a los sistemas bifasicos
(ODA) y (ODM) con la idea de mostrar el efecto ocasionado por la diferencia de

susceptibilidad magnética (1) bajo condiciones 6ptimas de shimming

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1 0.8 0.6 0.4

.
4.8 4.6 4.4 4.2 4 38 36 3.4 3.2 3 28 26 2.4 22 2 1.8 16 1.4 12
5 (ppm)

Figura.9 Espectro proténico *H del sistema ODA, Temperatura 300K

T T T T T T T T T T T
2.4 22 2 18 1.6 1.4 1.2 1 0.8 0.6 0.4

T T T T T T T T T T T T
4.8 4.6 4.4 4.2 4 3.8 3.6 34 32 3 2.8 2.6

& (ppm)

Figura.10 Espectro 'H del sistema ODM, Temperatura 300K
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El ensanchamiento inusual de las sefales se atribuye a la inhomogeneidad del campo
magneético producto de la diferencia de susceptibilidad magnética (1) entre las dos fases,
Igualmente se observan sefiales asimétricas tipicas de sistema inhomegeneos. Sin
embargo en el caso del sistema ODA es posible asignar las sefiales correspondientes a la
acetona en ambas fases, las cuales se encuentran ubicadas a 2.2 ppm y 1.9 ppm
sefaladas en la figura 9, mientras que en el sistema ODM no es posible resolver ambas
sefales correspondientes al metanol dado que una de ellas se encuentra solapada con la
sefal del (CH,—O) perteneciente al octanol cercana a los 3.4 ppm tal como se muestra en
la figura 10, lo cual resulta problematico si se desea cuantificar la concentracion del

analito a través de este tipo experimento.

Vale destacar que las sefales correspondientes al grupo hidroxilo (—OH) no se observan a

razon del rapido intercambio Protén-Deuterio "1 que se lleva cabo con el D;O del sistema,

Empleando la secuencia DPFGSE-selectiva fue posible observar como la

inhomogeneidad afecta la resolucién espectral a medida que nos acercamos a la interfase

z=4.17mm

/

z=0.76 mm /

T T T
356 3354 332 33 348 345 344 342 34 338 336 334 332 33 328 326 324
Chemical Shift (ppm)

Figura. 11 Experimento DPFGSE-selectivo realizado a diferentes distancias de la interfase del
sistema ODM

La sefial del (CHs-) del metanol medida a z= 4.17 mm de distancia en relacion a la
interfase posee un corrimiento quimico de 3.36 ppm con una resolucion relativamente
buena, sin embargo una vez se comienza a variar el SPOFF (8) con el fin de acercarnos

al punto z=Omm se observa como la forma de la sefial se degrada gradualmente hasta
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una gran banda que se extiende entre 3.36 ppm y 3.56 ppm a una distancia de z=0.76

mm de la interfase.

6.1. Experimentos DPFGSE-selectivo y DPFGSE-Mdultiple-
Excitacion: Sistema ODA y Sistema ODM

o JJ

T T T T T \ T T \ T T \ T T \ T T \ T T \ '
48 46 44 42 4 38 36 34 32 3 28 26 24 22 2 18 16 14 12 1 08 06
& (ppm)

Figura. 12. Superposicién de los espectro espacialmente selectivos sobre el sistema (ODA)
medidos a 293K

En la superposicion de los espectros selectivos del sistema ODA en la figura.13, la
seleccion de una volumen discreto en la fase acuosa a z=3.17mm muestra la aparicién
de Unicamente dos sefiales correspondientes al HDO/H,O a 4.7 ppm y la acetona en
dicha fase a 2.1ppm (azul). Posteriormente se cambid el signo de & con la finalidad de
seleccionar un volumen discreto sobre fase organica del sistema a z=-3.17 mm de la
interfase, mostrando las correspondientes sefales de la fase organica (verde) y de la
acetona inmersa en ella a 1.85 ppm con una diferencia de 0.2 ppm en relaciéon a su

corrimiento quimico en la fase acuosa. D,O

A diferencia del esquema anterior (6) no necesita ser modificado para realizar la
seleccién de un volumen discreto dado que el perfil de excitacion es simétrico respecto a
z=0mm, razén por la cual en una Unica medicidn es posible recopilar la informacion de
dos experimentos selectivos medidos a la misma distancia de la interfase, tal como se

observa en el espectro Multi-selectivo denotado en negro en la figura 12.
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T T T T T T T T T T T T T T T T
4.8 4.6 4.4 4.2 4 3.8 3.6 \& 3.2

2.[8 2.|5 2.‘4 2.'2 2I 1.8 1.6 1.4 1.2 1 0.8 0.6
- Chemical Shift (ppm)
Figura 13. Superposicion de los espectro selectivos sobre del sistema (ODM) medidos a 293K

En el sistema ODM se observa que la sefial correspondiente al (CHs-) del metanol en la
fase D.O (azul) medida a z=3.17mm de la interfase posee un corrimiento quimico de
3.19ppm, la cual no habia sido resuelta en el experimento *H, mientras que en seleccion
realizada sobre fase organica (verde) se observa que el metanol posee un corrimiento de

3.01ppm con una diferencia de 0.18ppm similar a la observada en el sistema ODA

A diferencia del anterior esquema la sefial del metanol a 3.19 ppm reportada en el
experimento de mdltiple excitacién (negro) sigue estando solapada parcialmente, aunque
la resolucién del experimento es mucho mayor en comparacion con el espectro H
reportado en la figura. Por tal razon en sistemas donde el solapamiento es dominante el

esquema DPFGSE-selectivo resultan ser mas eficiente
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6.3 Determinacion del coeficiente de particion

El coeficiente de distribucion de una sustancia X en el sistema l1-octanol/agua esta
representado por la letra P, donde la concentracion de la sustancia X en la fase orgénica
se encuentra representada por [X]°"Y y en la fase acuosa por [X]%9 :

[X]org

P= (15)

La cantidad representada por P corresponde a un valor adimensional independiente de la
concentracion total de la sustancia X, que se encuentra definido para una temperatura

especifica donde ambos solventes se encuentran mutuamente saturados.

El coeficiente de particion P del sistema Octanol/D,O/Acetona fue determinado a una
temperatura de 293K a través de la integracion de las sefales del analito en los

experimentos antes mencionados.

Tabla 1.0 Comparacion entre la determinacion del coeficiente de particion por RMN y
cromatografia gas-liquido CGL

Tipo experimento

Coeficiente de particiéon
P, NMR, T=293K

Coeficiente de particién
P, CGL, T=293K

Porcentaje de
diferencia (%)

Protonico *H 0.414 0.5754 28.0
(DPFGSE) Selectivo 0.628 0.5754 9.1
(DPFGSE) Multi- 0.620 0.5754 7.7

selectivo

Tal como se observa en la tabla 1.0, los coeficientes de particion P obtenidos a partir de
los dos tipos de experimentos selectivos son muy cercanos, lo cual indica la equivalencia
de ambos métodos en términos de cuantificacion, haciendo que el uso de uno u otro
dependan exclusivamente de las caracteristicas del sistema y no del tipo de esquema de

seleccion empleado.

Posteriormente se analizé el coeficiente de particion (P) de ambos sistemas en funcion de

la posicion espacial con la finalidad de garantizar el estado de equilibrio.
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Sistema ODA Sistema ODM

A B
+2 +z
O +4.23mm O +4.23mm
\& e
S R

+3.17mm P=0621 +3.17mm P=0194

+2.10mm P=0.628 +2.10mm P=0.194

= F = Fase o
-210mm -210mm
& o
s »* -317mm * -317mm
-4.23mm -4.23mm
Fase B Fase p
-z \_/ -z \_/

Figura 14. Determinacion del coeficiente de particién P en funcién de la posicién espacial en los
sistemas ODAy ODM a 273 Ky 272K

Dado que el coeficiente de particion corresponde a una propiedad termodindmica
intensiva al medir dicha propiedad a lo largo de la muestra la variaciébn en su valor
estimado de equilibrio debe ser muy pequefia tal como se observa en regiones
superiores a los 2.10mm, sin embargo en regiones cercanas a la interfase se observan
cambio mayores como consecuencia del continuo intercambio de moléculas del analito de
una fase a otra modificando ligeramente el valor de equilibrio medido experimentalmente

tal como es observado a distancias menores a 2.10mm en la figura 14

El sistema ODM fue empleado para determinar la dependencia del coeficiente de particion
P en relaciébn a la variacion de temperatura haciendo uso del esquema (DPFGSE)

selectivo.

Tabla 2.0 Variacién del coeficiente de particion P medido por RMN con respecto a la

temperatura
Coeficiente de particion P, NMR Coeficiente de particion P, CGL
Experimento
T=292K T=300 K T=307K T=292K
(DPFGSE) 0.194 0.221 0.260 0.1949845
selectivo

La variacion del coeficiente de distribucién P con la temperatura esta descrito a partir de

las relaciones de termodinamicas de transferencia [©!:
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4,,G = —RT In(P) (16)

Asumiendo que el cambio en la entalpia molar estandar AH° es independiente en el rango
de temperaturas de estudio, se obtiene que la dependencia de P en relacién a la

temperatura esta dado por:

dIn(P) AH°
dT _ RT? (17)

Sin embargo desde un punto de vista practico, esta relacion no es muy exacta dado que
no siempre se tiene a disposicion las entalpias de transferencia como tampoco la

dependencia del volumen molar del solvente en relacién a la temperatura.

Segln estudios realizados por Leo Albert en 1971 sobre la dependencia de los
coeficientes de distribucion en relacion a la temperatura, se demostré6 que dichos
coeficientes cambian muy poco en tanto ambas fases sean parcialmente miscibles, lo cual

es acorde con la pequefia variacion observada en las mediciones realizadas por RMN.

6.4. Comparacion en términos de sensibilidad y limitaciones

La fortaleza del método Shake-flask radica en la determinacion directa del coeficiente de
particion sin realizar aproximaciones teoricas acerca del valor real del mismo sin embargo
al igual que en la mayoria de metodologias analiticas propuestas la sensibilidad resulta
ser el factor limitante a la hora de cuantificar la cantidad de analito presente en cada una

de las fases.

En el caso de la espectroscopia UV el rango de deteccién esta dado para coeficientes de
particion entre -1< log (P) > 1 siempre y cuando se tenga garantia de la pureza del soluto,
mientras que en el caso de los métodos cromatograficos el rango de detecciéon se

extiende desde -3< log (p) >3 bajo condiciones ideales de medicion.

Para el caso de los esquemas selectivos empleados anteriormente la sensibilidad resulta
ser uno de los principales desafios en su implementacion, dado que sus principios hacen

del método una técnica poco sensible tal como se encuentra descrito en la figura 6.
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A pesar de las ventajas en términos de resolucién la sensibilidad se ve fuertemente
afectada debido a la reduccién en el volumen observado ya que la intensidad de las
sefiales depende del nimero de nucleos excitados por unidad de volumen, tal como se
muestra en la imagen comparativa de la figura 15 correspondiente a un esquema

(DPFGSE) Multi- Selectivo que posee un espesor de seleccion de 4z = 0.25 mm.

7.6e084
7.5e08
7.4e08
7.3e08
7.2e08
7.1e08
7208
9el7
8e07

Intensity

7elr
6e07
5e07
4el7
3e07

2e07 A
1e07
0200

385 38 375 37 3865 36 3855 35 345 34 335 33 325 32 315 34 305 3 205 29 285 28
Ghemical Shift (ppm)

Figura 15. Comparacién entre el experimento (DPFGSE) Multi- Selectivo (rojo) y el experimento

proténico *H (azul) para el sistema (Octanol/D,0O/Metanol) a 300K

Por lo tanto en el caso de analitos que se encuentren 50 0 mas veces concentrados en
una fase con respecto a la otra, los esquemas selectivos propuesto resultaran ineficientes
dado que la intensidad de las sefial en una de las fases sera practicamente imperceptible

haciendo imposible la determinacién del coeficiente de particion de la especie.
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7. Conclusiones

-La modificacién llevada a cabo sobre el esquema de Kozminski con la idea de realizar
una multiple excitacion a través de una modulaciéon sinusoidal del pulso gaussiano
permitid obtener resultados similares a los obtenidos con el esquema de Unica seleccion
(DPFGSE-selectivo), haciendo de ambos métodos complementarios en funcion de las
caracteristicas particulares de cada sistema en estudio. Sin embargo, la diferencia de los
resultados obtenidos por los dos métodos es tan pequefia comparada con las diferencias
reportadas entre varios estudios y varias técnicas que no es posible determinar cudl
experimento resulta ser mas exacto. En cambio el experimento Multi-selectivo es limitado

a sistemas donde las sefiales del analito no se solapan

-Las limitaciones en sensibilidad propias de los experimentos selectivos hacen de esta
estrategia limitada en los casos en que el analito de interés se encuentre en
concentraciones muy bajas, por lo tanto debe ser complementada con técnicas clasicas

tales como cromatografia gas-liquido o espectroscopia de UV.
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