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Capitulo 1
Objetivos y motivacion

La baja intensidad de una senal en un experimento de Resonancia Magnética Nuclear,
producto de la escasa polarizacién, motiva la utilizaciéon de diferentes métodos de hiper-
polarizaciéon. En esta tesis nos dedicaremos al método de hiperpolarizacién inducida con
parahidrogeno (o PHIP por sus siglas en ingles), el cual involucra una reaccion quimica de
hidrogenaciéon de una molécula organica no-saturada utilizando el isémero de espin para de
la molécula de hidrégeno en estado gaseoso. Si bien esta técnica posee varias ventajas, no
solo con respecto a la intensidad de la senal obtenida sino también el bajo costo que presen-
ta comparada con otras técnicas de hiperpolarizacion, la senal obtenida presenta una gran
dependencia a las inhomogeneidades del campo magnético en el que se realiza la medicién y
esto puede afectar destructivamente a la senal PHIP.

El objetivo principal de la tesis es la implementacién de secuencias de pulsos especializadas
en detectar este tipo de senales hiperpolarizadas para obtener espectros de alta resolucion,
evitando no solo la pérdida de intensidad debido a la inhomogeneidad del campo magnético,
sino también a la interferencia con senales térmicamente polarizadas.

Para validar la técnica desarrollada en este trabajo, se utilizaron diferentes tipos de mo-
lécula y arreglos experimentales. Ademas, se probd la técnica en campos magnéticos altos
y bajos, donde la dindmica de espin es considerablemente diferente. Se incluye un desarro-
llo teoérico detallado de los procesos involucrados y la validaciéon de los experimentos con

simulaciones numeéricas.



Capitulo 2

Estructura de la tesis

Esta tesis esta estructurada en 4 capitulos de la siguiente forma:

Capitulo 3 RMN e Hiperpolarizacion.
Se presentan los conceptos basicos de la RMN (pulsos, senales, etc.) e hiperpolarizacion,
asi como también un desarrollo teérico mas detallado utilizando la matriz densidad y
los Hamiltonianos pertinentes. Por tltimo se introducen los isémeros de espin de la

molécula de hidrogeno (orto-parahidrogeno).

Capitulo 4 Hiperpolarizacion con parahidrogeno.
En primera instancia se presenta la técnica de PHIP de forma sencilla. Luego se muestra
una descripcién mas detallada utilizando el concepto de matriz densidad y su evolu-
cion con la Ecuacion de Liouville von-Neumann, esquemas de arreglos experimentales,

resultados obtenidos y simulaciones.

Capitulo 5 CPMG y Espectroscopia-J.
Se presenta la espectroscopia-.JJ, de manera analitica, numérica y experimental. Por
otro lado, se presentan las diferentes aplicaciones de la técnica a campo magnético alto
y bajo. Por ultimo, se realizan simulaciones para analizar la posibilidad de utilizar la

técnica desarrollada en sistemas gaseosos.

Capitulo 6 Conclusiones y perspectivas futuras.
Se resumen las principales conclusiones obtenidas y se muestran las perspectivas futuras

que se tiene al finalizar esta tesis.



Capitulo 3

RMN e Hiperpolarizacion

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se encuentra entre las técnicas analiticas mas
potentes utilizadas para la caracterizaciéon de materiales a un nivel microscopico. Sus aplica-
ciones en la ciencia y la tecnologia son muy variadas e incluyen, entre otros, a la quimica, la
biologia, control de calidad de alimentos y estudios ambientales de plantas y suelos. También
se utiliza en la determinacion de estructuras porosas, lo cual tiene un gran impacto en la in-
dustria petrolera. Ademas la RMN es quizés la técnica de diagnéstico més potente utilizada
en la medicina actual. A pesar de todas estas aplicaciones, existe un gran inconveniente en su
aplicacion debido a la baja sensibilidad inherente de las senales que pueden ser detectadas.
Este problema se origina debido al mintsculo tamano de los momentos magnéticos nuclea-
res, lo que resulta en un pequeno desequilibrio en la polarizacién del espin nuclear, incluso
en campos magnéticos altos. Tradicionalmente, la RMN se ha ocupado de la excitacion y
la deteccion de los momentos angulares de los espines nucleares en equilibrio térmico con
el campo magnético estatico externo. La intensidad de la senal de RMN es proporcional a
la diferencia de poblaciéon de estados cuénticos que resultan de la diferencia de energia en
los niveles y esta dada por 7By /kgT , donde 7 es la razon giromagnética nuclear, By es la
intensidad del campo magnético externo, T es la temperatura absoluta y kg es la constante
de Boltzmann. Este exceso de poblaciéon puede ser descripto por la polarizacion P. Para los
nicleos de espin 1/2, P es la diferencia de poblacion entre los dos estados de energia N, y
N_ sobre toda la poblacién de espines, es decir:

N, — N_

p=t""= 3.1
N, + N_ (3:1)
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Figura 3.1: Esquema de un sistema de dos niveles. (Izquierda) Polarizacion térmica. (De-

recha) Hiperpolarizacion

Por ejemplo, en una muestra de agua a temperatura ambiente, en presencia de un campo
magnético By = 4.7 T, la polarizacion del proton *H serda P = 1.6 x 107°. Esto resulta en
una diferencia poblacion para los protones de solo 1 en 62500.

A continuacion se presenta a modo de introduccion el fenomeno de la hiperpolarizacion, el
cual serd descripto en detalle en los capitulos subsiguientes. Los métodos més comunes para
mejorar la polarizacion, y por lo tanto la intensidad de la senal adquirida, son los llamados
métodos de polarizacion por fuerza bruta, y se basan en el uso de campos magnéticos de gran
intensidad y/o sondas de baja temperatura. Sin embargo, esto no solo resulta en equipos
de RMN costosos y complejos, sino que en general las bajas temperaturas imposibilitan el
estudio de muchos sistemas fisicos, por ejemplo estudios fisiologicos.

Un enfoque alternativo para mejorar la polarizacién es llevar al sistema a un estado
metaestable (de no-equilibrio), donde se aumenta externamente la diferencia de poblacion,
es decir, se hiperpolariza el sistema. En la Fig. [3.1]se esquematiza este fenémeno, para el caso
de dos niveles de energia. Si se logra obtener un sistema de espines con esta configuracion
energética el aumento de la senal de RMN es evidente pero también temporalmente acotado,
ya que el sistema siempre intentara volver a la configuracion de baja energia, es decir, el
equilibrio térmico de Bolztmann.

Diferentes métodos han sido desarrollados en los tltimos anos para obtener sistemas hiper-
polarizados. Entre los mas usuales se encuentra la polarizacion con laser (LP) de gases nobles
a través de bombeo optico [1[-4], la polarizacién nuclear dinamica (DNP) [5-7] o polariza-

cion nuclear dindmica inducida quimicamente (CIDNP) [8,9] y la hiperpolarizacién inducida
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por parahidrogeno (Parahydrogen Induced Polarization o PHIP) [L0-13], entre otros. Los
métodos de hiperpolarizacion son de gran importancia en la fase gaseosa, donde la baja
densidad de los gases hace que las sefiales sean alin més bajas en comparacién con el es-
tado liquido. Asi, los gases nobles polarizados con laser (*He y '2°Xe) son particularmente
adecuados para ser utilizados en aplicaciones médicas, principalmente en la realizaciéon de
imagenes del pulmén humano. El helio es un gas perfectamente inerte que puede ser in-
halado en grandes cantidades sin efectos en el organismo con una bajisima solubilidad en
sangre y puede alcanzar senales hiperpolarizadas de hasta en un 70 % |[1,/14,/15]. El Xen6n se
puede disolver en los liquidos, entrar en la corriente sanguinea y ser utilizado para obtener
informacion detallada de los tejidos de los pulmones [16,17]. También es posible transferir la
hiperpolarizacion a otros nucleos utilizando secuencias de pulsos adecuadas [18}19|, ciclado
de campo adiabatico [20] o utilizando los niveles de energia cruzados conocidos como levels
avoiding crossing |21,22]; y fuera del campo de la quimica y la medicina, es posible utilizar
el estado cuantico, generado luego de la reaccién quimica, en el contexto de la informaciéon
cuantica [23}24].

En esta tesis nos dedicaremos solamente al método de hiperpolarizacion con PHIP, el
cual se basa en una reacciéon quimica, donde los protones, que provienen originalmente del
gas enriquecido en su estado para, o parahidrogeno (pHs), se depositan en un compuesto
organico no-saturado, (con dobles o triples enlaces entre carbonos) antes de la adquisicion
de la senal de RMN, lo que resulta en una molécula con un sitio hiperpolarizado especifico.
Este proceso es una hidrogenacion, y puede llevarse a cabo tanto en presencia del campo
magnético en el cual se realiza el experimento de RMN, proceso conocido como PASADENA
(Parahydrogen and Synthesis Allow Dramatically Enhanced Nuclear Alignment ) [10], o
fuera del mismo, donde el campo magnético es poco intenso y se conoce como ALTADENA
(Adiabatic Longitudinal Transport After Dissociation Engenders Net Alignment) |11] (ver
Fig. . En esta tesis, a no ser que se aclare lo contrario, cuando nos referimos a senales
hiperpolarizadas o PHIP, siempre serd para el caso PASADENA, que es de la forma en la
cual se realizaron la mayoria de los experimentos, andlisis y simulaciones.

La principal caracteristica, asi como el principal problema, es que si bien la senal PHIP
posee una gran intensidad debido a la hiperpolarizacion, el espectro adquirido bajo esta con-

dicion es de caracter antifase (ver Fig. 3.2)). Esto resulta en un evidente problema a la hora de
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PASADENA ALTADENA
p-H, inlet _
N p-H, inlet
)
W Espectro térmico
Av S~e
- 1
M M

Espectro PHIP /S' >>e S >>e Espectro PHIP

Figura 3.2: Esquema de los diferentes tipos de hidrogenacién con parahidrégeno y las diferen-

cias en los espectros de RMN obtenidos

realizar experimentos en campos magnéticos poco homogéneos donde la cancelacion parcial
de la senal resultara no solo en una baja de intensidad sino también en una deformacion del
espectro, llevando a una mala interpretacion de los valores reales de los acoplamientos J, los
cuales son de suma importancia a la hora de realizar analisis estructurales de compuestos.

En la figura[3.3]se muestran simulaciones de una senales de RMN térmica (en fase) y PHIP
(antifase). Para ello se simulan dos espines débilmente acoplados con una inhomogeneidad de
campo magnético modelada por la convolucion de las senales con una funcién Lorentziana de
diferentes anchos medios (FWHM=2, 10, 20, 40 Hz) Fig. (A). Para evidenciar la perdida
de senal debido a la cancelacion parcial de los picos en el espectro PHIP, se grafican las
integrales de los espectros térmicos y PHIP en funcion de los diferentes FWHM (ver[3.3(B)).
Esto demuestra que la inhomogeneidades de campo magnético afectan tanto a la resolucion
como a la intensidad de los espectros de senales hiperpolarizadas con parahidrogeno.

Una forma de solucionar este problema es utilizar lo que cominmente se conocen como
ecos de espin, que consisten en secuencias de pulsos de radio frecuencia con las cuales es
posible eliminar la inhomogeneidades del campo magnético refocalizando la magnetizacion.

La secuencia propuesta por Carr y Purcell en 1954 |25 y luego modificada por Meiboom
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(A) En fase Antifase (B)
M FWHM ‘e 1.0- 0
5 ]
2 hz £ 0.8 —o— Enfase
8 | —e— Antifase
(&)
‘S 0.6
(72]
xz2 N\ 0w x2 2
©
(_‘E 0 2-
x3 N aom 3 8
_/\_/_— E
0.0
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Figura 3.3: Esquema del efecto de la inhomogeneidades de campo en las senales térmicas y
PHIP.(A) Espectros simulados con diferentes FWHM.(B) Integrales de los espectros en funcién
de los FWHM, se puede apreciar como la sefial PHIP disminuye su intensidad a medida que el

campo es mas inhomogeneo.
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y Gill cuatro anos después [26] es la mas usada y se conoce como CMPG (Carr-Purcell-
Meiboom-Gill). Bajo cierta condiciones experimentales y el correcto procesamiento de los
datos obtenidos (los cuales se describen en detalle en el Cap. , es posible obtener una
senal de RMN donde las inhomogeneidades del campo magnético no son visibles y donde
solo se aprecia la modulacién por los acoplamientos-.J. Esto se conoce como espectroscopia-
J |27 y en esta tesis se utilizo, de manera novedosa, para obtener espectros PHIP con mayor
resolucion sin perder la intensidad de la senal [28].

El capitulo esta organizado de la siguiente manera. En primer lugar se revisan los aspectos
béasicos de la RMN descriptos de manera sencilla y se presentan las herramientas necesarias
para entender una senal de RMN. Luego se analizan las diferentes interacciones de espin
con los Hamiltonianos relevantes y la evoluciéon de la matriz densidad utilizando la ecuaciéon
de Liouville-von Nuemann. Finalmente, se describe la molécula de hidrégeno y los isémeros

para/orto de la misma.

3.1. Elementos basicos

Para entender las ventajas y los problemas que conlleva esta técnica de hiperpolarizacion,
es necesario realizar una breve resumen de la técnica de RMN.

Como se mencioné anteriormente, la resonancia magnética nuclear es un fenémeno fisico
basado en una propiedad cuantica de los niicleos atémicos llamada espin o momento angular
intrinseco. Todos los niicleos que poseen niimero impar de protones o neutrones tienen espin
distinto de cero el cual esta asociado a un momento magnético i = fyhf.

El momento angular de una particula con espin es un vector que, en los casos mas gene-
rales, puede apuntar en cualquier direccion del espacio. Si se coloca la muestra (por ejemplo
agua) en presencia de un campo magnético externo constante en la direccion z (éo = Bol%) ,
el ensamble de espines (los protones 'H) se alineardn con el campo y comenzaran a precesar
con una frecuencia wy = vBy llamada frecuencia de Larmor. Esto define la polarizacion P
anteriormente descripta, la cual es posible manipular utilizando pulsos de radio frecuencia
(pulsos de r.f.) y asi obtener una senal de RMN.

Se puede tratar este problema utilizando una descripcién cuantica sencilla. Para ello,

definimos una base de operadores en la cual se describe el Hamiltoniano del sistema, en este
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caso, un ensamble de espines 1/2 no interactuantes en un campo magnético externo en la
direccion z.

Dado que el operador I conmuta con todas las componentes del momento angular total f,
en particular con I,, se puede trabajar con la base comun a ambos. Sean m los autovalores de
I, con 21 4+ 1 valores posibles. Entonces en presencia del campo magnético externo, el nicleo

adquirird una energia de interaccién dada por el Hamiltoniano (Hamiltoniano Zeeman),
H. = —jiBy = —lhyByL.. (3.2)

Si elegimos el campo externo en la direccién z del sistema de referencia, lo autovalores

del Hamiltoniano del sistema son
E,, = —ymhB,. (3.3)

Por lo tanto, existirAn dos niveles de energias posibles donde la diferencia de energia
estd dada por A = hwy. Es posible detectar este espectro discreto de autovalores mediante
alguna forma de absorcion espectral, lo cual se logra aplicando un campo alterno de radio
frecuencia (r.f.) perpendicular al campo B} Si se considera este campo en la direcciéon x,
con una amplitud B; y frecuencia angular w, es necesario incluir un término adicional al

Hamiltoniano total del sistema de la forma,
H,p = —hyBy 1, cos(wt). (3.4)

Debido a que el operador I, se puede escribir como una combinacién de los operadores
I, _, es posible mezclar estados cuyos nimeros cuanticos m difieran en la unidad siempre y
cuando se cumpla la condicién que la frecuencia w sea igual a diferencia de energia entre los
niveles, es decir, la condicién de resonancia hw ~ AE = hwy.

Se define la magnetizacion neta que posee un sistema de espines en presencia de un campo

magnético estéatico en funcion de la polarizacion P (ec. [3.1)) como:

M, 5

P, (3.5)

la cual puede ser manipulada a través de campos de r.f. utilizando el Hamiltoniano de la
ec3.4)y de esta forma obtener informacion del sistema de espines.
Una herramienta mateméatica muy usada en RMN es la transformacion del sistema de

referencia fijo en el laboratorio a una terna rotante para eliminar la dependencia temporal
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del Hamiltoniano de espin debido a la presencia del campo de r.f. Este cambio de coordenadas
de un sistema a otro es equivalente a ver a los espines desde un sistema que rota alrededor
del eje del campo externo y de esta forma el campo de r.f. serd independiente del tiempo.
El método para observar la senal de resonancia magnética o FID (Free Induction Decay)
es bastante sencillo. Luego de colocar la muestra en el campo estatico en condiciones de
equilibrio térmico, habra un exceso de magnetizacion M, en la direccion del campo estatico.
Aplicando un campo de r.f. perpendicular a g@ de magnitud B; durante un tiempo t,, esta
magnetizacion comenzard a rotar con un angulo ¢ = vBit,. Si se aplica un pulso de dngulo
0 = 7/2 en la direccion z, luego de finalizada su accion, la magnetizacion rotara en el
plano xy y precesara a la frecuencia de Larmor, induciendo una corriente en la bobina que
generara una fem que puede ser amplificada y detectada. La fern inducida no va a persistir
indefinidamente, la interaccion de los espines con el ambiente la hara decaer, y esto es lo
que se observa en el experimento. El decaimiento puede durar del orden de los milisegundos
en liquidos y en so6lidos es més tipico que el decaimiento sea alrededor de las centenas de

microsegundos. Asi, la sefial detectada s(t) en el sistema rotante puede ser modelada como:

M, (t) = +M; cos(Qt)e /T2
(3.6)
M,

,(t) = —Mysen(Qt)e /72

donde 2 = w —wp y T3 es el tiempo de decaimiento de la senal, el cual depende de las
inhomogeneidades de campos magnéticos externos y locales. El espectro de RMN se obtendra
aplicindole a la senal digitalizada el algoritmo de Transformada Rapida de Fourier o FFT

por sus siglas en inglés, lo que resulta en un espectro de RMN,

S(w) = / s(t)e—dt, (3.7)

el cual depende de las diferentes frecuencias w presentes en la FID de la muestra (ver Fig.
. Se define la relacion sefial-ruido RSR = S(Q)/R ~ /N, donde N es el ntimero de
adquisiciones que se realizan y R es el ruido de la senal. Asi, es necesario aumentar el
niumero de adquisiciones para obtener la relacion senal-ruido deseada, lo cual no solo precisa
tiempo sino que también requiere estabilidad del sistema para promediar senales que sean
iguales.

En la Figura se puede ver un ejemplo de espectro de RMN en protones de etanol. Los

diferentes picos del espectro se deben a los diferentes protones de la muestra que estan siendo
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— My

FFT

T T T T T T T T 1
0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 6 5 4 3 2 1 0
tiempo [s] ppm

Figura 3.4: Espectro 'H de etanol. (Izquierda) Parte real e imaginaria de la FID obtenida
luego del pulso de rf. (Derecha) Espectro luego de realizar la FFT, donde se discrimina cada
pico correspondiente a las diferentes frecuencias de resonancia de la molécula. El decaimiento
de la senal depende del tiempo de relajacion T35 el cual afectara directamente el ancho de linea

lw del espectro de RMN.

detectados los cuales poseen diferente entorno quimico por el apantallamiento ocasionado
por los electrones del nicleo del campo magnético estatico. Este fendomeno se conoce como
desplazamiento quimico y produce una leve diferencia en la frecuencia de resonancia. El
corrimiento quimico se suele expresar en partes por millén (ppm) y se considera con respecto
a una sustancia de referencia a la cual se le asigna cero ppm.

Un hecho importante a destacar es que el espectro de etanol que se muestra es de baja
resolucion, es decir, no es posible apreciar la estructura interna de cada pico, la cual devela
informaciéon sumamente relevante del sistema de espines. Esta informacion faltante proviene
de los llamados acoplamientos-.J entre los protones de la molécula, que son el resultado de
la interacciones entre las nubes electrénicas de cada ntcleo. En la Fig. se muestra un
espectro simulado de etanol de alta resoluciéon. El pico correspondiente a los dos protones del
grupo C H, se encuentra desdoblado en un cuatriplete, ya que cada uno de ellos esta acoplado
con los tres hidrogenos del grupo C'Hs. Lo mismo ocurre con el pico del grupo C' Hs, pero en
este caso se desdobla en un triplete debido a acoplamiento con los dos protones del grupo
CH,. No se considera el grupo OH para este analisis, ya que la falta de resoluciéon de ese
pico se debe al intercambio o exchange del protéon con el medio y la dindmica de este proceso

es varios ordenes de magnitud superior a los accesibles por RMN. En la seccion siguiente se
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H3
CH2
/\ H
CH3 OH 2
H
Figura 3.5: Espectro simulado 'H de etanol con
6 5 4 3 2 1 0

lw =1 Hz.

describen estas interacciones en mas detalle.

La baja resolucion de un espectro de RMN esta relacionado directamente con la inhomo-
geneidad del campo magnético externo By. En este punto es importante resaltar la diferencia
entres los tiempos T, y T3, tan usados y nombrados en la literatura de RMN. El tiempo T5
es el tiempo de decaimiento de la magnetizacion transversal (M,,) que proviene de las inter-
acciones naturales a niveles atémicos y/o moleculares del sistema de espines. Sin embargo,
en un experimento usual de RMN como el que se muestra en la Figura [3.4] el tiempo de
relajacion transversal es mucho mas corto, es decir, la senal decae mucho mas rapido de lo
que se predice por los mecanismos naturales de relajacion. Esta tasa de decaimiento es la
que comunmente se conoce como 775 y puede ser considerada como el T observado o efectivo
el cual depende directamente de la inhomogeneidades del campo magnético externo AB;, en
otras palabras, es el factor que determinara el ancho de linea lw de un espectro usual. La

relacion entre estos dos tiempos de decaimiento puede escribirse matematicamente como,

11
— — — 1 ~AB,. 3.8
T + (3.8)

En general, para liquidos isotropicos (todas las muestra que se utilizaron en este trabajo)
Ty = T, > Ty. Por lo tanto, si fuera posible medir una senal de RMN que dependiera
solamente T5, el ancho de linea del espectro resultante evidenciaria una mejora notable.
Afortunadamente, es posible hacerlo utilizando lo que se conoce cominmente como ecos de

espin y en el Capitulo |5| se describira detalladamente este fenémeno.
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3.1.1. Hamiltoniano e interacciones

En la seccion anterior se describe el sistema de espines 1/2 no interactuantes en presencia
en una campo magnético externo. Una descripcién mas completa del fendémeno de resonan-
cia magnética implica la consideraciéon tanto de las interacciones internas entre los espines
nucleares como las externas y su evolucion utilizando la ecuaciéon de Liouville-von Neumann.

Podemos escribir todas las interacciones de un sistema de espines con un Hamiltoniano

total H de la forma:

H = /Hz—l—/Hrf + HD—i-qu—i-HJ-i-HQ, (3.9)
\hﬂ A ~~ v
interacciones externas interacciones internas

donde H. es Hamiltoniano Zeeman, H,s es el Hamiltoniano de radio frecuencias. Tanto el
Hamiltoniano Dipolar Hp como el Hamiltoniano de acoplamiento cuadrupolar eléctrico Hq
no se consideraran para la descripcion, ya que las interacciones dipolares promedian a cero
en liquidos isotropicos y los nicleos observados son protones (S = 1/2) los cuales no poseen
momento cuadrupolar eléctrico.

Por lo tanto, el Hamiltoniano relevante del sistema correspondera a las interacciones
externas antes mencionadas mas los términos Hq, y Hj, que son el desplazamiento quimico
y el acoplamiento indirecto espin-espin o acoplamiento-.J, respectivamente. Se puede escribir
explicitamente los términos de interaccion internas y externas de un ensamble de N espines

1/2 de la forma [29,30],

N N
H=2r) vl;+2r> Jul I (3.10)
J

j<k
donde v; son los diferentes desplazamientos quimicos de cada espin y Jj; son los acoplamien-
tos entre los espines j y k, ambos medidos en Hz.

Para obtener los autovalores del sistema es necesario diagonalizar este Hamiltoniano y
para ello debemos elegir una base pertinente. La base usual utilizada es la base Zeeman
o desacoplada. Sea |m;) el autovector del operador 7 con autovalor m; = +1/2, entonces
existirdn 2V elementos de la forma |m;) ® |mo) @ ..., ® |my) = |my, ma...,my).

El caso mas simple, pero de gran utilidad, ocurre cuando N = 2, es decir, dos espines
acoplados con una constante de acoplamiento Ji5, con desplazamientos quimicos v; y 15 que

se encuentran en presencia de un campo magnético By = Byk. Asi, la eq. [3.10| para dos
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espines es,

H = 2771/1]f + 271'1/2[5 + 27TJ1211 . IQ. (311)

La base Zeeman o producto tendra 4 elementos, [|aqa) , |af) , |Sa) , |85)], donde la notacion
« indica un valor de momento angular en z del espin I; definido 1/2 y 5 un valor de momento
angular en z del espin I5. La funcion de ondas del sistema serd una superposicion de todos

los estados,

|V) = Coa |@) + cap |aB) + csa |Bar) + cap |B5) (3.12)

donde las constantes ¢y son tal que ) |ckl|2 =1 para todo kL.
Es posible reescribir el Hamiltoniano H en esta base como la suma de dos Hamiltonianos,

uno diagonal H* y otro con términos no diagonales H? utilizando las relaciones,

LI, =71+ V1Y + I

1 (3.13)
I+ 1L = 5 (IF1; + IT15).
De esta forma la ec. resulta en,
H = 2mi 1] + 2mnlf + 20 o If 15 + wdis (I 1y + 17 1) (3.14)
Ha o
Y la representacion matricial sera:
2(1/1 + 1/2) + J12 0 0 0
%A _ z 0 2(V1 — Vz)—Jlg 0 0
2 0 0 2(—V1 + VQ)_J12 0
0 O O —2(1/1 + I/Q) + J12
0 O 0 O
0 0 2J O
ns == = (3.15)
210 2/, 0 0
0 O 0 O

Consideremos ahora dos casos fundamentales que ayudarédn a introducir el fenémeno de

hiperpolarizacion con parahidrogeno.
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3.1.1.1. Par de espines magnéticamente equivalentes-Triplete/Singlete

Si dos espines acoplados inmersos en un campo magnético poseen la misma frecuencia de
resonancia, es decir el mismo desplazamiento quimico v; = v, = v, entonces se dice que los
espines son magnéticamente equivalentes y normalmente se conoce como sistema A,. Existen
infinidad de sistemas que cumplen esta condicién, pero el caso mas paradigmatico es el de
la molécula de hidrégeno Hs, la cual consiste en solo dos protones acoplados y se describira
con detalle mas adelante. Por ahora pensemos en un sistema abstracto que cumple estas

condiciones. De esta forma, la representacion matricial se reescribird como,

4v + J12 0 0 0
T 0 —Jia 2J52 0
0 2J12 —J12 0

0 0 0 —4v + Jio

Esta matriz es nodiagonal, por lo tanto [|aa),|af),|Ba),|B5)] no son autovectores del
Hamiltoniano del sistema. En cambio, es posible elegir una base que diagonalice esta matriz
conocida como base Triplete/Single o base suma, que no es otra cosa que una combinacion

lineal normalizada de la base Zeeman de la forma:

Tha) = o)
1
Triplete Ty) = —= (|aB) + |Ba 3.17
riplete § |To) \/5(| B) + Bey) (3.17)
[T-1) = |85)
‘ 1
Singlete {]SO> =% (laB) — |Ba)) (3.18)
Por lo tanto, la matriz H 4, quedara,
2v + %Jlg 0 0 0
0 1J 0 0
Hay = = 22 (3.19)
2 0 0 —2w+iJy 0
0 0 0 —%le

y los estados [|T%1) ,|To) . |T-1) . |So)] seran autoestados del par de espines magnéticamente

equivalentes.
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Debido a que los tres estados triplete del par de espines 1/2 se comportan de manera
similar a tres estados de un espin con I = 1, es posible definir un operador momento angular

total I que sea la suma de las diferentes proyecciones de cada espin,

L=+
I,=1/+1 (3.20)
I =1+ 1,

donde el momento angular total al cuadrado se construye de la forma,
2 2 12, 72
r=I1r,+1,+1I. (3.21)
Por lo tanto las tres autofunciones del triplete cumplen las ecuaciones de autovalores,

L |Ty) = M |Ty)
(3.22)
I*|Tar) = 2[Tu)
donde M es igual a 1, 0, o -1.

En el caso del singlete, el sistema de espines acoplados se comporta como un ntcleo de

espin I = 0 con autoecuaciones,
L |So) =0 (3.23)
I*|Sp) = 0,
con cuatro niveles de energia disponibles, tres que corresponden a un espin total I = 1y
uno a I = 0. Este altimo es no-magnético ya que su proyeccion de espin es nula, es decir,
no interactiia ni con el campo magnético externo ni con los pulsos de r.f. aplicados, y por
lo tanto no se puede obtener senal de RMN. El estado singlete, usualmente ignorado dentro
de la RMN, ser4 de suma importancia a la hora de entender la técnica de PHIP. Los tres
niveles restantes provienen de la interacciéon Zeeman de un espin con el campo magnético
la cual genera una separacion (splitting) wy = 27 que a su vez se separan nuevamente
debido a la interaccion Zeeman del espin restante. El acoplamiento-J rompe la degeneracion
aumentando la energia de cada nivel en una direccion como se muestra en la Fig. [3.6] El

espectro de RMN resultante consistird en un solo pico centrado en wyp, por ejemplo, en un

espectro de HyO o de H,, donde no es posible distinguir el acoplamiento entre los protones.
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Zeeman Acoplamiento-J

Figura 3.6: Esquema de niveles de un sistema de espines As
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Zeeman Acoplamiento-J

Figura 3.7: Esquema de niveles y espectros de RMN de un sistema de espines AX con J > 0

yvy>0

3.1.1.2. Par de espines débilmente y fuertemente acoplados-AX y AB

Siguiendo con el analisis de espines acoplados, el siguiente caso a analizar es el de dos
espines débilmente acoplados o comtinmente llamado sistema AX. Se dice que dos espines
se encuentran débilmente acoplados si la diferencia entre sus desplazamientos quimicos es

mucho mayor al acoplamientos-J entre ambos, o lo que es lo mismo,
1
Av = |I/1—V2’ > §’J12| (324)

De esta forma, es posible simplificar el Hamiltoniano de la ec. [3.14] utilizando la apro-
zimacion secular (ver Apendice A.6 [29]) y descartar el término HP. Resultando en un

Hamiltoniano de la forma,
Hax = 2w 17 + 2mnls + 21 J10I7 15, (3.25)

donde tanto los términos Zeeman como el de acoplamiento-J son diagonales en la base
producto [|aa) , |afB) ,|Ba), |B5)] y por lo tanto conmutan entre si. El sistema estaré formado
por cuatro niveles con cuatro transiciones posibles (ver Fig[3.7)). Por lo tanto el espectro de

RMN estara formado por dos pares de picos, donde la separaciéon entre picos esta dada
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por la constante de acoplamiento-.J y la separaciéon entre los pares por la diferencia entre
desplazamiento quimico Av.

El caso en que la desigualdad no se cumpla (Av = [ — | & 5 |J12]), se dice que
los espines estan fuertemente acoplados y se conoce como sistema AB. Esta situacion difiere
del sistema A,, ya que en este caso los espines no son magnéticamente equivalentes y por
lo tanto ni la base Zeeman la ni la base triplete-singlete diagonalizaran el Hamiltoniano H.
Es posible resolver este problema exactamente y obtener los cuatro autovalores y cuatro
autovectores del sistema (ver Apendice A.8 [29]). Luego de un pulso de r.f., el espectro de
RMN consistira en cuatro picos, donde la distancia entre ellos dependera de la relacion entre
el acoplamiento-J y el desplazamiento quimico. En la Fig. se simularon, utilizando todo
el Hamiltoniano H, varios sistemas de espines para diferentes Av fijando el acoplamiento
Ji2 en 10 Hz en presencia de un campo de 7 Tesla. Se puede apreciar como el espectro se va
deformando desde las dos condiciones limites A; a AX pasando por el sistema AB.

Es importante aclarar que, aunque este sistema modelo de dos espines aislados acoplados
es util para entender ciertos experimentos y la senales PHIP, la mayoria de los experimentos
realizados en esta tesis corresponden a sistemas mucho mas complejos, por ejemplo en la
molécula de etanol de la Fig. existen seis protones de los cuales cinco estan acoplados
entre si. De esta forma, es necesario introducir el formalismo de matriz densidad, que permite

trabajar y entender sistemas de espines de mayor tamano.

3.1.2. Matriz Densidad y Ecuacién de Liouville-von Neumann

El tratamiento de un sistema aislado de espines de la seccion anterior puede ser util
como primera aproximacion, pero si pensamos en una muestra real macroscopica, existen
muchos espines (aproximadamente 10%3) y por lo tanto es necesario introducir la nocion de
matriz densidad de un ensamble de espines. El formalismo de matriz u operador densidad es
muy utilizando como herramienta fundamental para calcular senales de RMN luego de una
dada secuencia de pulsos de r.f. [29,]30]. Comenzando con la evolucion del estado cuéntico
normalizado |¥(t)) con un Hamiltoniano H, se puede escribir la ecuacién de Schrodinger

como,

d .
S W(1) = —ihH (1)) (3.26)
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Figura 3.8: Simulaciones de espectros de RMN de en un sistema de dos espines acoplados
con Ji2 = 10 Hz en un campo de 7 Tesla. Si la deparaciéon es Av = 450 Hz, obtenemos un
sistema puramente a AX y si Av = 2 Hz el resultado es un sistema de espines magnéticamente
equivalentes y por lo tanto el espectro serd un solo pico. Cualquier caso intermedio podra ser

visto como un sistema AB. Los detalles de la simulacién de explicaran mas adelante.
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Si expandimos el autoestado |U(t)) del sistema en una base ortonormal |i) se obtiene la

ecuacion:
n

(W) =D cilt) ). (3.27)

i=1
Donde la dependencia temporal de |W(¢)) queda expresada en los coeficientes ¢(t); y n es la
dimensién del espacio de Hilbert.

Si todos los espines del sistema se encuentran en el mismo estado cuantico y pueden ser
descriptos por la misma funcion de onda |W(¢)) decimos que el sistema se encuentra en un

estado puro y la matriz densidad se define como,

p(t) = W) (T (1) =Y & (e (1) [3) (. (3.28)

2%
En caso contrario, por ejemplo un sistema de espines en equilibrio térmico, el estado se
denomina estado mezcla y solo es posible conocer la probabilidad p* de que el sistema se
encuentre en uno de los posibles estados |[¥*(¢)). Entonces, la matriz densidad se define como

un promedio sobre todo el ensamble de espines de la forma,

ZOEDI A HOMUUOIED I ZCf(t)C§*(t) i) Gl = Zci(t)6§(t) i Gl (3.29)

donde la barra denota el promedio sobre el ensamble y los elementos de la matriz densidad

seran el producto de los elementos de la expansion de la funcion de onda |¥(t)), es decir,
(rl plt) ) = Y pep(t)ek™ () = e, (B)es (D). (3.30)
k

Los elementos de la diagonal,

prr = (rlp(t) Ir) = e (O = P, (3.31)

representan la probabilidad de encontrar al sistema de espines en el estado |r) con poblacion

P,.. Fuera de la diagonal, los elementos se escriben como,

prs = (| p(t) [s) = cf(t)ck*(t) (3.32)

y representan la superposicion coherente de los autoestados ¢, (t) |r) 4+ ¢4(t) |s). Esta superpo-

sicion coherente es lo que comiinmente se conoce como coherencia cudntica. Estas coherencias
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pueden ser asociadas a las transiciones entre los estados |r) v (s|. Si los dos estados repre-
sentan transiciones con diferencia en el nimero cuantico magnético Am,.s = m, —m, = *+1,
la coherencia p,s esta relacionada con magnetizacion transversal con componentes M*" =
M7 £ iM;"*. En general, un elemento de matriz p.s representa una coherencia cuantica
de orden p, con p = M, — M, la cual solo ser& directamente detectable por RMN si p = +1.

Se denotaran las coherencias cuanticas de orden p = 0 (Am,s = 0) como Z@Q) (Zero
Quantum), las coherencias de orden p = +1 como S@Q (Single Quantum) y por tdltimo las de
orden p = +2 como D@ (Double Quantum).

Es posible reescribir la ecuacion de Schrodinger ec. para p de la forma,

(1) = —i [0, (3.33)
resultado que se conoce como Ecuacién de Liouville-von Neumann.

Resolver esta ecuaciéon implica resolver la evolucion temporal de estado p sobre el Ha-
miltoniano del sistema H. Si H no depende explicitamente del tiempo, tal es el caso de los

Hamiltonianos que se consideraran en esta tesis ya que estan descriptos sobre el sistema

rotante, la ecuacion anterior puede ser simplificada a,
p(t) = e~ p(0)e™, (3.34)

donde p(0) es el operador densidad inicial del sistema, es decir, antes de evolucionar con el
Hamiltonanio H.

Si pensamos en la representacion matricial de p y H, estd ecuacion se resumen en ro-
taciones en el espacio de Hilbert del ensamble de espines donde todos los operadores son
Hermitianos. Esta idea serd de gran ayuda a la hora de entender no solo los experimentos de
RMN y PHIP, sino también de realizar las simulaciones y calculos numéricos para predecir
los espectros de sistema complejos.

Comenzamos nuevamente con un ensamble de N-espines 1/2 no interactuantes en equili-

brio térmico en un campo magnético. En este caso, ‘H serd el Hamiltonanio Zeeman total,
N
M. =21 ;. (3.35)
k=1

Podemos escribir la matriz densidad del sistema en equilibrio térmico como,

N
1
prer = oy (ﬂ +) ka;> ~ I (3.36)
k=1
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donde I representa la identidad, I, = Zfﬁvzl Byl; vy By, el factor de Boltzmann del nicleo k.

Esta matriz solo tendra elementos diagonales en la base Zeeman y por lo tanto no existirian
coherencias cuanticas de ningin orden o dicho de otro modo, no habra senial de RMN. Como
se dijo anteriormente, para obtener una FID es necesario excitar al sistema con un pulso
de r.f. Si utilizamos la ec. con H,; = —h27vI7 resultard en una rotacion unitaria del

operador densidad py., en un angulo de 7/2 al rededor del eje z,

N
i - 1
Pr = e_lalmlotereZELlc - _2_N g BkI]?: (337)
k=1

Donde se ha obviado el término correspondiente a la identidad, ya que no resulta afectado por
los pulsos y no contribuira a la magnetizaciéon resultante. Luego del pulso de r.f. el sistema
evolucionard libremente en presencia del campo magnético durante un tiempo 7, esto resulta
en una precesion sobre el eje z con frecuencia w? y con tasas de relajacion transversal y
longitudinal T y T} respectivamente. De esta forma, el operador densidad de una FID se

escribe como,

1
Pf:2—N

NE

By (1 —e ™M) I + By, (I} cos wir + I} sen wir)e /™. (3.38)
k=1

Solo resta calcular las diferentes componentes de la magnetizacion utilizando el estado

final del sistema. Para ellos utilizamos la traza sobre los los observables I, I, e I., es decir,

N N
M, (t)=Tr | ps ZI,;”) = +Zsen Wit e /T
k=1 k=1
N
My(1)=Tr | ps ZZI,‘;’) = —
k=1

N
cos wor e /T2 (3.39)
k=
N
M.(1)=Tr | py ZL?) =1—e /N,
k=1

1

En el caso de espines acoplados el tratamiento es similar al mostrado anteriormente,
pero ahora el Hamiltoniano del sistema tendra un término adicional correspondiente al

acoplamiento-.J entre pares de espines. Por lo tanto H se escribe como,

N
H=-2r) v I;+2r> JoLi L. (3.40)
k=1 k<l

La evolucion de la matriz densidad del sistema luego del pulso de r.f con este Hamiltaniano

es considerablemente mas complicada que la evolucién con Hamiltoniano Zeeman, por tal
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motivo, el tratamiento de este problema serd de indole numérico y se analizard con mas
detalle en la seccion y en el Cap. [o| para el caso de dos espines acoplados sobre un tren
de pulsos de r.f.

3.1.2.1. Base de Operadores

Al trabajar con la ecuacion de Liouville y la matriz densidad, es natural introducir el
concepto de base de operadores.

En muchas situaciones, no es necesario considerar a toda la matriz densidad, ya sea
porque ciertos elementos son irrelevantes para el observable en cuestion, o porque el nimero
de grados de libertad es menor al niimero total de elementos de la matriz. En estos casos,
vale la pena expandir el operador densidad p(t) en términos de una base de operadores { B}

de la forma,
p(t) = ba(t)B.. (3.41)
s=1

Donde n es la dimensién del espacio de Hilbert expandido por n funciones independientes.
Por lo tanto existiran n? operadores independientes B, que expanden en un espacio llamado
espacio de Liouville. Los operadores que actiian en este espacio se los llama superoperado-
res, ya que son operadores que actiian sobre otros operadores. Un ejemplo de esto es el
conmutador en la Ecuacion de Liouville.

La forma de expandir al operador densidad en una base {B;} depende de cada problema
a tratar. La mas util, cuando se lidia con sistemas de espines acoplados, es la base formada
por operadores de momento angular I, I/ y I7 de cada espin k, donde se cumple siempre la

relacion de conmutacion ciclica,

[I,g, I;f] =il (3.42)

con «, 8,7 = x,y, 2z vy sus permutaciones ciclicas.

Para el caso de N espines 1/2, B, se define como el producto [30],

N
B, =207 [ ] (1p)™ (3.43)
k=1

donde k= indice de nicleos, a = z,y, o z, g=nimero de operadores en el producto, oz, = 1

para el ¢ del espin, y ags = 0 para los N — g espines restantes.
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Por lo tanto, la base completa y ortonormal {B,} para N espines 1/2 consiste en 4V
operadores producto By. Por ejemplo, para dos espines 1/2, existiran 16 operadores B, de
la forma,

=0 = %]I (Identidad)

g=1 =01 0 I 131,

q=2 = 2071 2071Y 20717, (3.44)
2015, 21 13 217 I
20715, 2171 217 I .

Como se mostrara en la seccion este formalismo sera de gran ayuda para calcular la
evolucion de la matriz densidad sobre la secuencia de pulsos CPMG para senales PHIP y

térmicas, y de esta forma entender de manera analitica y mas completa el protocolo PhD-

PHIP desarrollado durante este trabajo de tesis.

3.1.3. Isémeros de espin: Para y ortohidrégeno

Para entender el funcionamiento de la técnica de hiperpolarizacién utilizada en esta tesis,
es necesario describir primero la molécula de hidrogeno H, y los diferentes isdmeros de espines
que presenta, el parahidrogeno pH, y el ortohidrégeno oHs.

Comenzando con la molécula de hidrogeno, la cual consiste en dos protones y dos electro-
nes, en la aproximacion Born-Oppenheimer de rotor-rigido, es posible escribir la funcion de
onda total del sistema como el producto de cinco funciones de ondas independientes [31}32]
de la forma,

Wi, = WU, (3.45)

donde ¥° describe el movimiento orbital de los electrones, U al estado de espin electronico,
Yuib v grot o] estado vibracional y rotacional nuclear, y ¥¢ corresponde al estado de espin
nuclear.

En concordancia con el Principio de Exclusiéon de Pauli, la funcién de onda de cualquier
molécula diatéomica homonuclear tiene que ser antisimétrica respecto a la permutacion de
los nticleos con espin semientero y simétrica para permutaciones de nticleos con espin entero
o cero. Esto resulta en una funcion de onda ¥y, antisimetrica para los dos electrones, ya

que el estado base electronico 12; es simétrico con respecto al intercambio de electrones, la
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funcion de onda de espin electronico es antisimétrica y el resto de las funciones de ondas son
independientes de las variables y simetrias electronicas. Por otro lado, tanto ¥ como W?
son simétricas con respecto a los nticleos y W' es simétrica, ya que los estados vibracionales
no se ven afectados por el intercambio de posiciones de los dos nicleos. Esto deja una
dependencia de la simetria de toda la funcién de ondas al producto (U7°'Ws). Se puede
expresar el intercambio de los dos nicleos como una permutacion Pj5 a la funcion de onda
‘I/ZOt,

Pro(W77) = (=1)7 w0y (3.46)
donde J es el nimero cuantico rotacional. De esta forma se evidencia el hecho que para
valores de J pares, W' es simétrica y para valores de J impares W% es antisimétrica. Asi,
la funcion de onda de espin nuclear puede ser simétrica o antisimétrica dependiendo de
que funcién de onda rotacional se elija. Si pensamos en la molécula de hidrogeno como un
sistema de espines acoplados Ay (ver sec. 3.1.1.1), la eleccion natural de ¥ no es otra cosa
que la base triplete-singlete. La tres funciones del triplete, que poseen espin total I = 1 son
simétricas y el single de espin I = 0 es antisimétrica ante intercambio de niicleos. Por lo tanto,
existen dos posibilidades para construir la funcién de onda total del H, para que cumpla el
Principio de Pauli de ser antisimétrica ante el intercambio de niticleos, es decir, dos isémeros
de espin. Si la funcién de ondas rotacional es simétrica y la de espin es antisimétrica Sy, el
isomero se conoce como parahidrogeno o pH,. Por otro lado, si la funciéon de onda rotacional
es antisimétrica y la de espin es simétrica {T'y1,70,7-1} ante intercambio de niicleos, el
isomero se llama, ortohidrégeno o oH,. Asi, como las transiciones entre estados rotacionales
pares e impares implican transiciones entre los estados tripletes y singletes del espin, las cuales
estan simétricamente prohibidas, la proporcién de para-ortohidrogeno es cuasiestable a una
dada temperatura y por lo tanto la conversion para-ortohidrogeno es extremadamente lenta.
En 1929, Bonhoeffer and Harteck [33] descubrieron que en presencia de un catalizador, por
ejemplo carbon activado u oxido de hierro, es posible alcanzar el equilibrio termodindmico en
cuestion de minutos, permitiendo asi una rapida modificacion de la proporcion de oHy/pHo
cuando se enfria o se calienta el gas H,. En la seccion se explicard detalladamente es
proceso de forma experimental.

Es posible calcular la proporcion exacta de oHy/pHs a una dada temperatura si conside-

ramos un ensamble de moléculas de Hs utilizando mecénica estadistica. Comenzando con la
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1.0

0.8+
Figura 3.9: Cantidad de pH> en funcién de la

temperatura del gas. Se observa que a 77 K la

0.44 fraccion de para-orto Ho es aproximadamente la

Proporcion de pH,
o
&o

0.24 misma. Como se vera en el siguiente capitulo, esta
0.0 cantidad es suficiente como para obtener una senal
.U+ 77K
0 50 100 150 =200 250 300 I HIP:
funcion particion del sistema,
Z =Y de P (3.47)
i

donde d; es la degeneracion del nivel de energia E; y T es la temperatura absoluta. Como se
dijo anteriormente, solo es necesario considerar los estados rotacionales y de espin nuclear
en la aproximacion Born-Oppenheimer de rotor rigido, es decir, es posible desacoplar el
movimiento electronico del nuclear considerando a los niicleos fijos, ya que la masa de los
nucleos es considerablemente mas grande y su velocidad muy pequena en comparaciéon con

la de los electrones. Entonces, la energia rotacional se puede escribir como,

hQ

donde I es el momento de inercia de la molécula de hidrégeno. El primer intervalo de energia

corresponde a la diferencia de energia entre los valores F;—g — Ej_1,
AE)_oj-1 =hx37x 10"Hz (3.49)

el cual resulta mucho mas grande que la diferencia de energia de los estados nucleares. Por
lo tanto, es posible simplificar la funcién particién considerando solo los estados rotacionales
con una degeneracion adicional correspondiente a los estados nucleares.

Los estados rotacionales se presentan con una poblacion P; de acuerdo a distribucion de

equilibro de Boltzmann de la forma,
1
Py = (2] + 1)ds e/ (JHDO:/KT (3.50)

donde O, es la llamada temperatura rotacional y se define como ©, = hQ/QIk.
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A temperaturas muy bajas, menores de T = 20 K, solos los niveles correspondientes a
J = 0 se encuentras poblados y por lo tanto, el 100 % del gas es parahidrogeno. A medida que
la temperatura aumenta, los niveles superiores se iran poblando, y a temperatura ambiente
(T = 300 K), los cuatro primeros niveles se encontraran poblados y contribuiran a generar
una fracciéon del gas en estado parahidrogeno y otra en estado ortohidrégeno.

Para obtener la cantidad de parahidrogeno N,H, (u ortohidrégeno 1— N,Hs) en equilibrio
térmico para cualquier temperatura, es necesario considerar la poblacién de todos los niveles
rotacionales que poseen nimero cuantico J par. Utilizando la ec. [3.50] la proporcion de pHo

se escribe como,

1
Now, = - D (2 + 1)dg & TDOAT, (3.51)

J=par

En la Fig. se grafica esta ecuacion. Se puede ver que para T' = 77K, que es la tempe-
ratura de ebullicion del nitroégeno liquido, la proporciéon de pH, v 0Hs es aproximadamente
la misma. Por otro lado, a temperatura ambiente la fraccion pH, es solo de un 25% y la
de 0H, de un 75%. Cabe aclarar que en este trabajo cuando nos referimos a experimentos
hidrogenaciones con pHs, a no ser que se aclare lo contrario, corresponden a experimentos

realizados con gas hidrégeno enriquecido en un 50 % de estado pHo.



Capitulo 4

Hiperpolarizaciéon con parahidrégeno

La técnica de hiperpolarizacon inducida con parahidrogeno o (PHIP) fue publicada por
primera vez en Septiembre de 1987 por Bowers y Weitekamp [13| con el nombre Parahydro-
gen and Synthesis Allow Dramatically Enhanced Nuclear Alignment o cominmente llamado
PASADENA, y demostré una gran mejora en la intensidad de los espectro de 'H en el pro-
ducto luego de la incorporacién de gas hidrogeno dentro del espectrometro, enriquecido en
su estado pH,, al educto. Las senales detectadas fueron del orden de 100 veces mayores si
se comparaban con las senales adquiridas con la hidrogenacién realizada con gas en equili-
brio térmico a temperatura ambiente. Al siguiente afio, Pravica y Weitekamp [11] lograron
realizar la hidrogenaciéon con parahidréogeno del doble enlace del estireno para obtener etil-
benceno hiperpolarizado. La reacciéon quimica fue realizada fuera del espectréometro a campo
magnético bajo y luego se transportd la muestra adiabaticamente a la zona de deteccion
dentro espectrémetro a campo magnético alto. El espectro obtenido de este experimento, si
bien demostré las particularidad del fenomeno PHIP, fue sustancialmente diferente al rea-
lizado un ano antes. Se pudieron observar dos multipletes separados en oposicion de fase
para los sitios de los dos protones del producto. Esta forma de realizar la hiperpolizacion con
parahidrogeno se conoce como ALTADENA (Adiabatic Longitudinal Transport After Disso-
ciation Engenders Net Alignment), donde el acronimo hace referencia al proceso adiabatico
de transporte de la muestra luego reaccionar.

En este capitulo se muestra detalladamente la técnica de PHIP de forma analitica y
experimental. Para ello se describe el proceso de preparacion del pHs v las reacciones quimicas

llevadas a cabo en diferentes moléculas organicas no-saturadas. Por tltimo se explica el

28
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proceso de simulacion de una reacciéon quimica y la obtencion de forma numérica de un

espectro de RMN utilizando Matlab.

4.1. PASADENA y ALTADENA

Como se dijo anteriormente, el parahidrogeno utilizando para realizar estos experimentos
no posee senal de RMN por si solo, ya que el espin total del pH, es I = 0. Pero si se transfiere
a una molécula en donde cada sitio de espin tiene diferente desplazamiento quimico, es posible
transformar al sistema en un sistema de espines AX o AB y de esta forma obtener senal
de RMN. Esta transferencia no es otra cosa que una hidrogenaciéon homogénea, donde el
catalizador utilizado tiene que ser capaz que realizar el proceso con los dos protones a la
vez de la misma molécula de pH,, ya que el incremento en la senal de RMN proviene de

preservar su simetria.

4.1.1. Esquema de niveles y poblaciones en PHIP

Es posible entender PHIP intuitivamente si pensamos en un par de espines acoplados

(secciones [3.1.1.1} y [3.1.1.2)) y sus poblaciones en los cuatro niveles de energia. Asumiremos

por el momento que el sitio en donde se deposita el pH, es un sistema AX asilado del resto
de la molécula de destino.

Si la reaccion se realiza con hidrogeno térmico, es decir con abundancia natural de pH,
(25% de pHy y 75 % de 0H,), los cuatro niveles del sistema A, estaran igualmente poblados
con una poblacion P = 0.25. En este caso, es indistinguible si la reaccion ocurre dentro o
fuera del iméan, por lo tanto consideraremos que la hidrogenacion se realiza en presencia de
un campo magnético intenso By, el cual genera una diferencia de poblacion de acuerdo a
Boltzmann e = hBy/kT..,, del orden de 107° para una muestra a temperatura ambiente.
Luego de la reaccion quimica, el sistema de espines se transforma en un sistema AX, donde
las energias corresponden a la base Zeeman, ver Fig.

Por otro lado, se la hidrogenacion se realiza con gas hidrogeno enriquecido en su estado
pH>, el resultado depende fuertemente del campo al que se realiza el experimento y pode-
mos distinguir los dos casos antes mencionados. Sea AP el exceso de poblacion debido al

enriquecimiento con pH,, donde AP = 0 corresponde a hidrogeno térmico y AP = 3P a
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P-e |T-1 > P-e “35 >
- oA
RN Intensidad ~ e
P [So> p [To> ' laB>p / IBa>
P+e [Te> |°‘°‘> v (Hz)

Sistema A2 m Sistema AX ﬁ Esped(:r;"\[;':jmlco

Figura 4.1: Esquema de la hidrogenacién con abundancia natural de pHs. El sistema de espines
los sufre una transformacion de un sistema A2 a uno AX resultando en un espectro de RMN
similar al de la Fig[3.7] con una intensidad que depende del factor e. Notar que solo se grafican

las senales provenientes del pHs y no el resto de la molécula.

parahidrogeno puro. Entonces, para el caso de PASADENA, antes de la reaccién, la pobla-
cion del estado singlete |Sp) serda P + AP y la del triplete P — AP. Ademas los estados T}
y T_1 tendréan una correcciéon en la poblacién e debido a Boltzmann. Por lo tanto, existira
una diferencia sustancial de poblacion entre estado singlete y el triplete, que solo se puede
utilizar luego de la reaccion, donde este exceso de poblacion es transferido a los estados |af3)
y |Ba) de la molécula producto en el sistema AX. Como resultado, se obtienen un espectro
de RMN con dos dobletes en antifase (ver Fig. [£.2), donde la intensidad de cada uno es
%APj: e. Debido a que AP es el orden de la unidad y e ~ 1075, la intensidad de un espectro
PHIP sera de 10* veces mas intenso que uno térmico (Fig. . Por supuesto que en este
analisis no se consideraron aspectos de relajaciéon y otras variables experimentales, pero es
una buena aproximacion para entender la potencia del método de PHIP y las ventajas que
conlleva.

Si la hidrogenacion ocurre fuera del iman, es decir, a campo magnético bajo (campo terres-
tre por ejemplo) y la muestra es transferida a la zona de medicion dentro del espectrometro
de forma adiabatica en el sentido que el estado inicial |Sp) es siempre autoestado del Ha-
miltoniano del sistema en cada campo magnético, el excedente de poblacion AP terminara
en autoestado |Sa) del sistema AX dentro del espectrometro. De esta forma, el espectro de
RMN sera diferente al de la Fig. [1.2] y presentara solos dos picos en oposicion de fase con
intensidades 3AP + e (ver Fig. .

Este tipo de analisis poblacional es una buena primera aproximacion al fenémeno de PHIP,
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P-AP/3-e [T4> P-AP/3-e BB Intensidad ~ 2/3 (AP)+
A
s > /N
PLW P-AP/3 1 ITo> _> — \ | B>
\ P+AP/3 v(Hz)
P-AP/3+e |Te> P-AP/3+e %
Intensidad ~ 2/3 (AP)-e

Hidrogenacién dentro
del espectrémetro Pulso de r.f

Sistema A, =——)p Sistema AX =———]p Espectro PHIP-PASADENA

Figura 4.2: Esquema de la hidrogenacién dentro del espectrémetro con hidrégeno enriquecido

en su estado pHo.

Intensidad ~ 4/3 (AP)+e

P-AP/3-e  |BB>
Ax
[So> [aB> y
— T> [To> T ey ———
P+AP P-AP/3-e P-AP/3 P-AP/3+e P-aPi3 R P+AP v (Hz)
P-AP/3+e\ ¢ I .
Intensidad ~ 4/3 (AP)-e
Hidrogenacién fuera Transporte
del espectrometro Adiabatico de la muetra Pulso de r.f
Sistema A, > P  Sistema AX ==y Espectro PHIP-ALTADENA

Figura 4.3: Esquema de la hidrogenacién fuera del espectrémetro con hidrégeno enriquecido
en su estado pHs. Si la transferencia de la muestra luego de la incorporacién del hidrégeno se

realiza adiabaticamente, el exceso de poblacion proveniente del estado |Sp) se transfiere solo al

nivel |Sa)
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pero no es 1til si se quiere aplicar en sistema reales, es decir, moléculas donde no solos los
acoplamientos no son débiles, sino que tampoco existen dos espines aislados luego de que se
realiza la hidrogenacion. Es posible utilizar el formalismo de matriz densidad, anteriormente
introducido, para generalizar la técnica de PHIP en sistemas con mayor ntimero de espines

y, por lo tanto, poder predecir resultados experimentales a través de calculos numéricos.

4.1.2. Formalismo de la matriz densidad en PHIP

Es posible escribir la matriz densidad de cada estado de la molécula de hidrogeno utili-

zando la ecuacion [3.28] con la base triplete-singlete,

1 0 0 O 00 0O
00 00 1 01 10
T 1) (Ty1| = , To) (To| = 3 :
00 0O 01 10
00 0O 0 0 01
(4.1)
00 0O 0 0 0 0
00 00O 1 0O 1 -1 0
|T_1) (T_1| = , |S0) (So| = 3
00 00 0 -1 1 0
00 01 0 0 0 1

Se puede escribir cada una de estas matrices en la base de operadores producto (ec. |3.44])

como,
T} (Tl =3 T4 5 (05 + I 4+ 20575)
To) (Tol =3 T+ 5 (U5 + 2001} — 215 15)
[Ty (Tl =3 Tt 5 (<15 — 5 4+ 2155) (4:2)
1S0) (ol =3 T+ 5 (~IFI§ — 20¢1Y — 215 15).

Ahora, utilizando la ec. definimos la matriz densidad del ortohidrégeno puro como la
suma de las tres matrices del triplete, cada una con un peso p* = 1/3, y la matriz densidad
de parahidrégeno puro utilizando la ecuaciéon restante con p* = 1, es decir,

O 1 1 1 X JT zZTZ
ptte =g UTe) (Tl + |To) (To| + [To) (T} = T+ S (L + L + IT15),

4.3
Ho 1 T 7T Y1y 2T ( )
Pp :|SO> <SO|:Z]I_<]1]2 +11]2 +—]1—]2)-
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Estas expresiones se pueden reescribir de manera mas compacta,

1 1
ponz_]I+—(Il‘:[2)a

T8 (4.4)
ppH2:Zl]I_(IlIQ)

Finalmente, si definimos p2 como la matriz densidad de un ensamble de moléculas de
hidrégeno con una cierta fracciéon de parahidréogeno N,p, se obtiene,

e

T+ 1), (4.5)

1
P = (1= Ny, )p™™ + Npppyp™ = 2 1= €1, Ty —

con { = (4N, — 1) /3. La cantidad de pH, depende de la temperatura a la que el hidrogeno
fue enriquecido, (ver Fig.[3.9). Vemos que a temperatura ambiente N,z, = 1/4y por lo tanto
& =0, resultando en un operador densidad de equilibrio térmico para dos espines como el de
la ec. . Por otro lado, a temperaturas bajas (tipicamente menores a 20K), Nyg, =~ 1 0
& =1, el operador densidad esta dominado por el segundo término de la ec. El cociente
¢/e dara una idea del grado de hiperpolarizacion del sistema (teoricamente del orden de
10%) y por lo tanto de la intensidad de la senal obtenida. Es importante destacar que el
incremento de la senal PHIP es nulo a temperatura ambiente, dicho de otro modo, siempre
es necesario enriquecer el gas en pH, a algiun valor superior al 25 % para obtener senial PHIP
(ver Fig. . Para mayor simpleza del anélisis, se fijard £ = 1, cualquier valor intermedio
solo serd un factor multiplicativo en el espectro PHIP resultante. Sin perdida de generalidad,
podemos decir entonces que el operador p”2, es proporcional al producto I; - I, el cual es
invariante antes rotaciones, es decir, pulsos de r.f. En consecuencia, como ya se mencioné
antes, no existira senal de RMN proveniente del pHs.

En cualquier experimento de PHIP, el gas es enfriado lo suficiente como para enriquecerlo
en alguna proporcion entre 1/2 < N,g, < 1, por lo tanto, el tercer término de la ecuacion

anterior puede ser perfectamente descartado, ya que es del orden de e ~ 107°.

4.1.2.1. Dos espines acoplados

Para obtener una senial de RMN hiperpolarizada es necesario transferir este sistema mag-
néticamente equivalente A, a una molécula donde exista diferencia de desplazamiento qui-
mico entre los dos espines. Inmediatamente luego de esta transferencia (¢ = 0), el operador

densidad térmico del producto se vera perturbado por la presencia del parahidrégeno, esto
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&/e [u.a]

15x10%
Bo=1 Tesla

10}

Figura 4.4: Célculo del incremento de la senal
S Bo=7 Tesla PHIP en funcién del porcentaje de pHs para dos
0 campos magnéticos diferentes. Se puede ver co-

mo la hiperpolarizacién es cero a temperatura am-
-5 - - biente (Npm, = 1/4) y aumenta a medida que el

° 025 ’\?pSHOZ o7 1 campo magnético es mas pequeno.
se puede escribir como,
P (0) = p™2 @ p*(0), (4.6)

donde p'"(0) corresponde al operador de un ensamble de N espines 1/2 (ver ec. [3.36)) vy
® denota el producto directo de las matrices asociados al operador densidad. El mismo se
puede aproximar al operador identidad I debido a que los valores e, son muy pequenos. Asi,
PP (0) resulta en,

7(0) = p @ QLNH. (4.7)

Una vez comenzada la reaccion, la matriz densidad, de una sola molécula de H,, evolu-

cionara en un tiempo ¢ de acuerdo a Liouville von-Neumann (ec. [3.33)) de la forma,

Goty=—ilisl = (1) =M (0) ™, (4.9
donde H es el Hamiltoniano total del sistema de la ec. B.40l

Dado que el gas no se encuentra homogéneamente distribuido en el sistema, se produciran
hidrogenaciones a diferentes tiempos. Consideremos todo el proceso de hidrogenacion como
un ensamble de moléculas que reaccionan a diferentes tiempos t;, distribuidos a lo largo de
un periodo de tiempo donde comienza la reaccion t; = 0, hasta donde se aplica el pulso de
radio frecuencia t; = T'. Por lo tanto, cuando comienza la adquisicion, existird un ensamble
de operadores p!” que tienen evoluciones individuales por periodos de tiempo T — ;. Si
el tiempo en el cual transcurre la hidrogenacion es mucho mayor que cualquier evoluciéon

interna del sistema (desplazamiento quimico y acoplamiento-.J), es decir, T' >> 1/wy, 1/Jy

para todo wy v Jy, el operador densidad sobre todo en ensamble se puede obtener realizando
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un promedio temporal de la forma,

T
1) =g [ e (4.9)

T Jio
Como consecuencia de la reacciéon y la posterior evolucion de los espines dentro de la
molécula, la hiperpolarizacion se transfiere o esparce del parahidrogeno a los otros ntcleos,
ya sea a los otros hidrégenos como a los carbonos, dependiendo solamente del H molecular.
Es importante aclarar que se modela la reacciéon quimica una vez se han incorporado la
molécula de hidrogeno al educto, es decir, para nuestros fines tedricos la reaccion comienza
en el momento que se forma el producto y no antes. Esto, que si bien puede parecer una
restriccion en el modelado, no afectara en lo mas minimo a la hora de comparar los espectros

obtenidos numéricamente con los experimentales.
Supongamos que el sistema en el cual se deposita la molécula de pH, es un sistema AA’
aislado del resto de la molécula producto. Entonces ‘H sera un Hamiltoniano de dos espines
acoplados como el de la ec. [3.11] De esta forma, la evolucion del operador densidad para una

sola molécula p!" con la ec. resultard en [34],

1

() = 5 T TiT — alt) ZQu — b(t) 2@y + 5e(t) (I — 1), (4.10)

donde ZQ, = (I{I5 + 1Y) y ZQ, = (I{ I3 — IT1}) son los operadores de orden cero, es
decir, correspondientes a coherencias cuanticas de orden cero. Los coeficientes dependientes
del tiempo a(t;), b(t;) y c(t;) son proporcionales a los valores de expectacion (ZQ,), (ZQ,)
y ((If — 1)) respectivamente. Los mismos provienen del sistema de ecuaciones diferenciales
de primer orden,

%a(t) = 2rAv b(t)

d
%b(t) = —21Av a(t)2mJi9c(t) (4.11)

d
EC(t) == 27TJ12 b(t),

con solucidén:

a(t) = 11 (1 + ¢*cos(kt))
bt) = % sen(kt) (4.12)
o) = —S (1 — cos(kt),

2(¢2+ 1)
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donde k = 27+\/(Av)? + J4, v ¢ = ?—1’;. Realizando un promedio sobre todo el ensamble de
operadores p!" (;) que se generan en toda la muestra, para un tiempo de reaccion T >> 1/k,

el operador densidad promedio (ec. queda,

—=pr Z Tz C z z
P =113 ZQx+2 (7 — 13), (4.13)

(¢2+1)

donde se obvi6 el término correspondiente a la identidad i I, ya que no aporta a la dindmica

L
¢+l

del sistema y no producird magnetizacion detectable. Debido a que la técnica desarrollada
en esta tesis para obtener espectros PHIP libres de senales térmicas de alta resolucién,
fundamentalmente sirve para el caso en el que la hidrogenacion se realiza dentro del iman,
consideremos en detalle la situacion PASADENA para diferentes sistemas de espines.

Por supuesto, si el sistema de espines en el cual se deposita la molécula de pHsy es A,,
(Av = 0= ¢ =0), se recupera la operador densidad del parahidrogeno que es proporcional
al producto Iy - Iy = —(ITI5 + IY I3 + I713) (ec.[4.5)), y por lo tanto no existira serial PHIP,
yva que no se rompi6 la simetria del pHo.

Si el sistema de espines luego de la hidrogenacion es AX, entonces ( >> 1 y por lo tanto

el operador densidad luego de la reaccién resulta en,
P = —I{T;. (4.14)

Este resultado es posible obtenerlo utilizando el analisis anterior de los niveles de energia,
ya que si se poblaron los niveles |af) y |Sa) luego de la reaccion, se puede construir el

operador densidad como,
[aB) (aB] + |Bar) (Ba| = —ITI5. (4.15)
Volviendo a la ecuacion anterior, si se aplica un pulso de r.f. de dngulo ¢ y fase y para

obtener una sefial de RMN, p/454 sufrira una rotacion resultando en,

Py 54 = cos(¢) sen(¢) (IF 15 + IT13) + IT I3 cos®(¢) + I7 I sen?(9)) . (4.16)
Antz}ase Coherencias Z;nticas dobles

Durante la adquisiciéon, los términos correspondientes a las coherencias cuanticas dobles
no evolucionardn en magnetizacion detectable y solo se detectard los términos en antifase
del operador densidad. Los términos en antifase poseen magnitudes comparables, lo que
resulta en una cancelacion parcial de los picos en el espectro de RMN en presencia de una

inhomogeneidad de campo magnético (ver Fig. . Es importante destacar que para obtener
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PASADENA-AX

Figura 4.5: Espectro PASADENA simulado en

un sistema de dos espines débilmente acoplados

— T — — . . " con Av = 2 ppm y Ji2 = 10 Hz en un campo
-400 -200 0 200 400
Freq.[Hz] By =17T.

una FID con maxima senal es necesario utilizar un pulso de angulo ¢ = 7/4, lo cual difiere

considerablemente de un experimento usual de RMN con senales térmicas, donde en angulo

de méxima senal es /2. Finalmente, luego del pulso de r.f., ﬁg AS4 ayolucionara nuevamente
con H,x produciendo los términos observables,
1
oy = 3 sen(mJyot) (1Y + 1Y), (4.17)

los cuales produciran el espectro de RMN de la Fig. [4.5

Es posible pensar a la reacciéon en términos de los valores de expectacion de cada operador
bajo la evolucion con el Hamiltoniano Hax. El valor de expectacion del operador ZQ),
(originalmente presente en el operador inicial del pH,), oscila y produce el término ZQ,, el
cual también oscila con un valor de expectacion medio igual a cero. Si el tiempo de reacciéon
es lo suficientemente largo (7" >> 1/k), ambos términos promedian a cero y solo queda el
término restante proporcional a I7I{, que no evoluciona y se mantiene constante durante
toda la reacciéon. En la Fig. se muestran los diferentes valores de expectacion de los
operadores resultantes luego de una hidrogenaciéon simulada para dos espines acoplados en
un campo magnético By =7 T con Av =2 ppm y Ji5 = 10 Hz.

Finalmente, si el sistema de espines que se forma luego de la reacciéon en la molécula
producto es un sistema AB, la pequena diferencia en desplazamiento quimico entre los dos
espines reduce la frecuencia de oscilacion de los valores de expectacion (ZQ),) y (ZQ),) y por
lo tanto, el tiempo en el cual el sistema alcanza un estado estacionario es mayor (ver Fig.
. Esto genera nuevos términos en el operador densidad ya que los valores de expectacion

(If) y (I3) no se anulan. En la Fig. se simuld esta situacién para un sistema AB en
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Figura 4.6: Valores de expectacion para los diferentes operadores durante la reaccién quimica
en un sistema AX. Para tiempos de reacciéon lo suficientemente largos, los valores de expecta-
cion (ZQy) y (ZQy) se desvanecen. Tanto (If) como (I5) son cero durante toda la reaccion.
Finalmente, el tinico valor de expectacion que sobrevive es (I715), el cual se mantiene constante

en —1 y aportaré la sefial PHIP resultante.
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Figura 4.7: Valores de expectaciéon para los diferentes operadores durante la reaccién quimica

en un sistema AB.

un campo By = 7 T con Av = 0.1 ppm y Ji2 = 10 Hz, lo que resultoé en el operador
phas4 = —IFIZ +0.3(IF — IZ). El espectro resultante se muestra en la Fig. Se puede ver
como la forma del espectro cambia debido al solapamiento de ambos picos en antifase y al
término adicional en el operador densidad (/7 — I5).

Para el caso de que la hidrogenacion ocurra fuera del imén, es decir, condiciéon ALTADE-
NA, es posible obtener el operador aproximado que se obtiene una vez se incorpora el pHs a
la molécula. Mas alld de que el campo magnético en el cual ocurra la reaccion puede ser mas
o menos fijo (campo terrestre por ejemplo), es necesario transportar la muestra dentro del
espectrometro, y por lo tanto el término Zeeman del Hamiltoniano del sistema ira variando.
Asi, el operador densidad resultante dependera de la velocidad y el camino que se eligié para
transportar la muestra dentro del imén, es decir en que campo magnético estuvo y cuando
tiempo. En general se considera que este transporte se realiza de forma adiabéatica, es decir
lo suficientemente lento comparado con la dindmica molecular interna.

Consideremos el caso mas simple, en el cual el sistema que se forma luego de la reaccion

es un sistema AX aislado. Utilizando la ec. se puede analizar la variaciéon del campo
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PASADENA-AB
Figura 4.8: Espectro PASADENA simulado en
un sistema de dos espines fuertemente acoplados
T T T T con Av = 0.1 ppm y Ji2 = 10 Hz en un campo
400  -200 0 200 400 bpmm Y ’ P
Freq. [Hz] By=7T.

magnético externo con el cambio en el parametro (. A campos pequenos (del orden de mT), el
operador densidad del sistema de dos espines sera una combinaciéon de los operadores de espin
I{I5, ZQ, y £(If — I5). A medida que la muestra se acerca a la zona de medicion, el campo
va aumentando hasta llegar a su maximo valor By ~ 7 T. Esto produce un desvanecimientos
del término Z@),, de la misma forma en que se explico para PASADENA. Finalmente, el
operador densidad resultante para el ensamble de moléculas sera,

1
PAKTA = —IiI; £ (17— 1), (4.18)

dado que ( puede ser positivo o negativo. Nuevamente, este resultado puede obtenerse si
consideramos que, o bien luego de la reaccion se poblé el nivel |a5) o el nivel |a) de la Fig.

[4.3] Por lo tanto, el operador densidad en cada caso ser4,

1
aB) (Bl = —I{ 15 + 5 (I — 1)

0 (4.19)
1

B0) (Bl = ~ I 15 = 5(IF = ).

Aplicando un pulso de r.f para realizar un espectro de RMN, el operador resulta en,

P;lLTA = cos(¢) sen (o) (ITI5 + I7I3) i§ sen(¢)§ (IT — I5) + IT I3 cos*(¢) + 217 I sen®(9),
— —

~-
Antifase Enfase Coherencias cunticas dobles

(4.20)
el cual es similar el operador obtenido para PASADENA (ec. [4.16]), pero con un término

adicional en fase de la forma (I{ — I5). Calculando nuevamente la evolucion de este operador
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ALTADENA-AX
Figura 4.9: Espectro ALTADENA simulado en
un sistema de dos espines débilmente acoplados
. - . - . - . - 1 con Av = 2 ppm y Jio2 = 10 Hz en un campo
-400 -200 0 200 400
Freq.[Hz] Bo=TT.

con el Hamiltoniano |3.11] se obtendr& un espectro como el de la Fig. donde se considera
el transporte de la muestra de forma adiabatica y, al igual que en el caso PASADENA, el

méaximo de la senal se obtiene cuando ¢ = /4.

4.1.2.2. PASADENA con tres o mas espines acoplados

Es importante aclarar que los sistemas AA’ aislados en general no existen, y siempre que
haya otro espin en la molécula producto (ya sea 'H u otro niicleo), parte de la polarizacion
se transferird a los mismos. Este hecho puede ser o no 1til, dependiendo del experimento
que se desee realizar, por ejemplo si se desea obtener sefial PHIP de !3C, es posible realizar
secuencias de pulsos para realzar esta transferencia de polarizacion de los protones hacia los
carbonos en la molécula [18,35]. Esta transferencia de polarizacion existird en mayor medida
sila reaccion ocurre a campo bajo (ALTADENA) y /o se realiza la medicion a campo bajo [36]
(seccion , debido al fuerte acoplamiento de los espines mientras ocurre la hidrogenacion.
En anélisis pertinente no se realizard en esta tesis, pero se puede encontrar informaciéon
detallada del proceso en un gran niimero de publicaciones [20,37-39|, por mencionar algunas.

Para el caso PASADENA a campo alto, la transferencia hacia otros espines ocurre y
en general, errbneamente, se desprecia. El andlisis en estos casos es el mismo que el que
se realizd anteriormente, pero es necesario considerar mas espines acoplados, es decir, el
Hamiltoniano del sistema sera H (ec. . Un anélisis analitico, como el desarrollado para

un sistema de dos espines, es extremadamente engorroso si el nimero de espines es mayor
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Figura 4.10: Esquema de hidrogenacion de una
molécula orgénica con triple enlace donde se forma

c un sistema de tres espines acoplados. Se indican de

N ) k( R
W

color rojo los hidrégenos que provienen del pHo.

a tres. En principio, es posible resolver numéricamente la evoluciéon de cualquier sistema
de espines utilizando las ecuaciones [3.33] v [£.9] dependiendo fundamentalmente del
poder de célculo computacional que se disponga, ya que la dimensiéon de las matrices que
representan las evoluciones y Hamiltonianos aumenta como 2V x 2V, siendo N el ntimero de
espines. En esta tesis se trabajo con sistema entre dos y ocho espines acoplados, dependiendo
del experimento que se realice. En general se utilizo la molécula modelo 1 — hexyne (ver sec.
, la cual posee dce espines una vez realizada la hidrogenacién, pero como se vera en
las secciones siguientes, una buena aproximacion de la dinamica de espin se puede realizar
utilizando un sistema de cinco espines.

Como ejemplo de transferencia de polarizacion en PASADENA, consideremos el caso de
un sistema de 3 espines, dos de los cuales provienen originalmente del pHy y el tercero
recibe parte de la polarizacion una vez realizada la reaccion. Este tipo de sistemas es muy
usual en PHIP y se forma cuando se incorpora el pHs en un triple enlace que se encuentra
entre el carbono 1y 2 de la molécula (ver Fig. . Supongamos que la molécula luego de
reaccionar posee tres sitios diferentes de desplazamiento quimico v; = 5.8 ppm, v = 4.92
ppm vy v3 = 4.96 ppm y estan acoplados con las constantes Ji» = 10.2 Hz, Ji3 = 17 Hz y
Jog = 2.2 Hz respectivamente. La eleccidn de estos parametros no es arbitraria, y corresponde
a los valores reales de la molécula de acido propiolico luego de reaccionar con una molécula
de pHj y convertirse en acido acrilico [40].

Si la reaccion ocurre en presencia de un campo By = 7 Tesla, parte de la polarizacion se
transferira al espin 3 (un 2% aproximadamente), lo que resultara en el espectro de la Fig.
La cantidad de polarizacién que se trasfiere a otros espines en la molécula producto,
dependera de los parametros de acoples en la molécula y el campo en el que se realiza el
experimento. Como se mencioné anteriormente, un sistema aislado AX no existe, y si se
desea realizar una simulacion lo mas cercana posible al sistema real (ya sea hidrogenaciones

m j n ri nsiderar siempr voluciéon
a campo bajo sec. |5.3.3| o alto sec. [5.3.2)), es necesario considerar sie e la evolucion del
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PASADENA
H, Acido acrilico

Figura 4.11: Espectro PASADENA simulado a
campo alto de acido propidlico luego de reaccio-

nar. Se observa que parte de la polarizacién pro-

—_—- veniente del pHy (Hy y Ho) se transfiere al tercer
-150 -100 -50 0 50 100 150

Freq.[Hz] espin Hs.

mayor nimero de espines posibles dentro de la molécula producto.

4.2. Experimental

En esta seccion se esbozaran los procesos experimentales en PHIP que se desarrollaron
en esta tesis. Como se menciond anteriormente, la mayor parte de reacciones quimicas se
realizaron dentro del espectrometro. Para ello se construyeron diferentes arreglos experimen-
tales para poder incorporar el pHs dentro de la muestra, una vez dispuesta en la bobina de

deteccion dentro del imén.

4.2.1. Preparacion del pH,

Todo experimento de PHIP comienza siempre con la preparaciéon del pH,. Para ello, la
Fig. da una idea de como realizar este proceso. El método mas sencillo para enriquecer
el H, en su estado pHy es enfriar el gas a una dada temperatura en presencia de impurezas
paramagnéticas |41], las cuales fuerzan transiciones entre los estados orto y para del hidro-
geno. Una vez alcanzado el equilibrio térmico, se retira el gas de las impurezas y se almacena
para su posterior uso a temperatura ambiente. En este punto, la no existencia de transiciones
entre los estados para/orto se convierte en una ventaja, ya que si el gas se almacena en un
lugar lo suficientemente limpio de impurezas paramagnéticas, no volvera a su estado natural
a temperatura ambiente, es decir 25 % de pHy v 75 % de oHs, y se mantendra la proporcién

de pH, correspondiente a la temperatura a la cual se enfri6 el gas en un principio.
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En teoria, el gas deberia permanecer sin alterar su estado sin importar el tiempo que
esta almacenado. En la practica, incluso en las mejores condiciones experimentales, el gas
enriquecido mantiene su proporcion un par de semanas, ya es imposible almacenar el gas
en un lugar totalmente libre de impurezas, ya que la mera presencia de las paredes del
cilindro de aluminio que se utiliza para almacenarlo o alguna molécula de O, ayuda a generar
nuevamente transiciones triplete/single. Mas aun, las mismas moléculas del gas afectan a la
proporcion de gas enriquecido, ya que la imposibilidad de generar transiciones existe si se
considera una sola molécula. De esta forma, se tomo especial recaudo a la hora de construir
el arreglo experimental, en el cual realizo vacié de todas sus componentes asi como también
se agregaron filtros para evitar el traspaso de las impurezas dentro del cilindro contenedor
de pH,. En general se enriqueci6 el gas el mismo dia, o un dia antes, en el que se realiz6 el
experimento de PHIP.

En la Fig. se muestra en esquema del arreglo experimental que se utilizd para generar
50 % de gas enriquecido en pH,. El gas a temperatura ambiente en (A) ingresa por (1) en
un tubo lleno de impurezas paramagnéticas (mezcla de carbon activado y oxido de hierro)
el cual se encuentra embebido en nitrogeno liquido (77 K). El equilibrio térmico se alcanza
en cuestion de minutos, pero para asegurar la conversion total del gas, se esperé 30 min por
carga de gas ingresado. Por tltimo, se abre la valvula (2), la cual posee un filtro de lana de
vidrio y tela para evitar que el catalizador se filtre por la linea, y se equilibren las presiones
con el cilindro (B). Este proceso de repitié entre cuatro y cinco veces hasta obtener la presion
deseada de pH, (4 Bar aproximadamente).

Para los experimentos realizados con pHj al 90 % se utilizé un conversor de parahidrogeno
comercial de marca Bruker (ver Fig. [£.13)), el cual se encuentra en el Instituto Max Planck
para la Investigacion de Polimeros en la ciudad alemana de Mainz (MPIP-Mainz). Este
aparato trabaja a una temperatura de conversion entre 36 K y 40 K, permitiendo tener una

presion maxima de salida de 10 Bares y un flujo constante de 0.2 1/min.

4.2.2. Hidrogenacién

Una vez obtenido el gas Hy enriquecido en su estado para, es necesario transferirlo a una
molécula. En esta seccién se explican los materiales y métodos que se utilizaron para realizar

la hidrogenacién con pHs.
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Figura 4.12: Esquema del arreglo experimental utilizado para enriquecer Hy en un 50 % de

estado pHs. Descripcién en el texto. Para mayor informacién consultar el Apéndice.

Figura 4.13: Generador de parahidré-

geno comercial Bruker, tnico en el mer-

cado.
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4.2.2.1. Catalizador

Como se dijo anteriormente, es necesario romper la simetria del sistema de espines en la
molécula de H, para poder observar senial PHIP. La forma usual se realizar esto, es mediante
una reaccion quimica de hidrogenacion de una molécula no-saturada. En general, cualquier
molécula con un doble o triple enlace entre carbones acepta la incorporacion de hidrogeno
utilizando algin catalizador, pero para obtener un senal PHIP es necesario que dos protones
provenientes de la misma molécula de Hs se incorporen a la molécula producto, proceso
que se genera en mayor medida cuando la hidrogenacién es homogénea, es decir, tanto el
catalizador como la molécula a reaccionar se encuentran en la misma fase, generalmente
en fase liquida. Ademas, este proceso tiene que ser lo suficientemente rapido (del orden
de segundos), como para realizar experimentos antes que el sistema vuelva al equilibrio
térmico. Lamentablemente, no existen en el mercado muchos catalizadores que cumplan
estas dos condiciones, pero se ha encontrado que los catalizadores llamados Complejos de
Wilkinson [42]| resultan ideales para realizar experimentos PHIP [13]. En particular, los
que poseen centros metalicos con Iridio, Paladio o Rodio, han demostrado tener un buen
desempeno en reacciones de hidrogenacion homogénea. El problema fundamental de este tipo
de compuestos, es su alto grado de toxicidad y baja, o nula, solubilidad en agua, por lo que en
general se utiliza acetona como solvente, lo que impide el uso directo en sistemas biologicos o
en aplicaciones medicas. Si bien se han realizado grandes avances para separar el catalizador
de la molécula reaccionada y/o utilizar catalizadores solubles en agua [43,44], todavia sigue
siendo uno de los grandes desafios de PHIP. Esto ha llevado a utilizar catalizadores para
reacciones de hidrogenacion heterogéneas, donde la molécula producto se encuentra en estado
gaseoso y el catalizador en estado solido [45,46). De esta forma, se elimina el solvente y se
filtra de manera simple el catalizador, pero la sefial PHIP obtenida es considerablemente
menor si se compara con una hidrogenacion homogénea, ya que la probabilidad de que la
adicion del pH, sea de a pares es muy baja. Una recopilacion detallada sobre este tipo de
reacciones se puede encontrar en el trabajo de Zhivonitko et.al. [47]. En la seccion [5.3.4] se
analiza este proceso utilizando gas propano hiperpolarizado de manera teorica.

En esta tesis, se utilizé un catalizador adquirido comercialmente a base de Rodio (ver Fig.
. Este compuesto es el mas comtn utilizado en PHIP, ya que produce la hidrogenacion

de a pares en cuestion de segundos. Una vez disuelto en acetona, (en esta tesis se utilizo
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Figura 4.14: Catalizador soluble en

acetona utilizado en los experimentos

acetona deuterada) es incorporado al educto para su posterior hidrogenacion. Este proceso
debe realizarse en una camara de atmosfera controlada en presencia de una gas inerte (/Ny
o Ar) debido a que el catalizador es propenso a oxidarse y esto afecta directamente su

desempeno en la reacciéon quimica.

4.2.2.2. Molécula producto

Se eligi6 el hexyne (ver Fig. como molécula modelo para el desarrollo de técnicas de
medicion debido a su alta reactividad y su bajo costo. Se utilizé en sus tres variantes 1/2/3-
hexyne, siendo la primera la que presenta una intensa sefial PHIP (Fig. . El 1-hexyne
es un liquido toxico inflamable con punto de ebullicion entre 71 °C y 72 °C comercialmente
disponible. El sistema de tres espines formados luego de la reaccién quimica muestra un
tiempo de relajacion espin red 77 de alrededor de 30 s, el doble del tiempo de los otros
protones de la molécula.

Para demostrar la robustez y versatilidad de la técnica desarrollada en este trabajo, se
realizaron experimentos en PHIP en otras moléculas, donde la reactividad es mas baja que
en el 1-hexyne, y que presentan utilidad en la medicina y la quimica. Se utilizaron dos
tipos de moléculas biocompatibles (ver Fig. , las cuales fueron sintetizadas en el MPIP-
Mainz, y pueden ser utilizadas como sustancias de contraste para imagenes por RMN en
sistemas biolégicos. La molécula formada luego de la reaccion en la Fig. . (B) es conocida
como Fallypride, la cual se utiliza normalmente como sustancia de contraste en imagenes
PET (Tomografia por Emision de Positrones) [48]. En este caso, se dopé con Carbono 13

para realizar espectros PHIP en ese espin debido a la transferencia de polarizacion del pH,
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1-hexyne 1-hexene
H H H H H H H H
| P-H, 1
H—C=C—C—C—C—C—H —» H;—C=C—C—C—C—C—H
| | | | Catalizador | | | | | |
H H H H H, H, H H H H
2-hexyne cis-2-hexene
H H H H H H H H
| ] P-H | ]
H—C—C=C—C—C—C—H —? H—C—C—C—C—C—C—H
| | | | Catalizador | | | | |
H H H H H H, H H H H
3-hexyne cis-3-hexene
H H H H H H H H
| | P-H | |
H—c—C—C=C—C—C—H — % H—C—C—C=C—C—C—H
| | | | Catalizador | | | | | |
H H H H H H H, H{ H H

Figura 4.15: Esquema de la hidrogenaciéon con pHs de hexyne a hexene.
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Figura 4.16: Esquema de la hidrogenacion con pHy de diferentes biomoléculas. Para mayor
simplicidad, nombraremos como BioMol1l a la molécula luego de la reaccion en (A) y BioMol2

a la molécula en (B).
incorporado luego de la reaccion.

4.2.2.3. Experimento PHIP

Para un experimento de PHIP es necesario realizar los siguientes pasos:
1 Preparacion del parahidrégeno: Ver sec. 4.2.1

2 Preparacion de la muestra: En presencia de una atmosfera controlada de Ny o Ar, se
colocan 0.010 gr de Catalizador (Fig. y se disuelven en 2.6 gr de Acetona-d6 para
luego agregar 0.3 gr el educto (ver sec. y Apendice que se desee reaccionar.
Finalmente, se separa el liquido en tubos de RMN para su posterior uso en los diferentes
arreglos experimentales de la Fig. Es importante aclarar que estas cantidades

pueden variar dependiendo de la molécula que se utilice.

3 Incorporacion del pHy : Una vez emplazada la muestra en de la zona de mediciéon dentro
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del espectrometro (se utilizo una sonda de medicion estandar de liquidos para tubos
de RMN de 10 mm marca Bruker), se puede comenzar con la incorporacion del gas en-
riquecido a la muestra. En esta tesis de realizd de dos maneras diferentes, burbujeando
unos segundos (entre 15 seg y 40 seg) utilizando el arreglo experimental de la Fig.
(A), o bien de manera continua (Fig. (B)) .

4 Medicion: Se aplica la secuencia de pulsos correspondiente y se adquiere la senal (Fig.
4.18). Para el caso de la Fig. (A), no es necesario detener la incorporacion del gas

para realizar la medicion, ya que no hay burbujas dentro de la muestra.

En la Figl4.17 se muestran los arreglos experimentales que se utilizaron para realizar las
reacciones quimicas de las diferentes moléculas. En el caso (B), el sistema permite reaccionar
lenta y controladamente al educto, evitando la formaciéon de burbujas, ya que el gas es capaz
de percolar las paredes de los tubos de teflon de 360 pum y incorporarse al liquido. Ademés es
posible controlar la temperatura de reaccion (utilizando el sistema de control de temperatura
provisto por el cabezal del espectrometro) y aumentarla a niveles mayores (entre 65 °C y
75 °C) que el punto de ebullicion del educto y de la acetona a presion atmosférica, ya que se
puede aumentar la presion dentro del tubo de RMN incorporando gas N, a 6 Bares. Esto es
sumamente util para moléculas poco reactivas, ya que al aumentar la temperatura aumenta
la cinética de la reaccion, es decir, aumenta la probabilidad de que cada molécula de pHs y
de educto se encuentren con los centros activos del catalizador para luego formar la molécula
producto.

Los espectros obtenidos en la Fig. fueron medidos en las mismas condiciones ex-
perimentales de temperatura, presion (ya sea de pHs como de Nj) y concentracion de los
compuestos utilizados. Esto permite una comparacion relativa entre las maximas intensida-
des PHIP obtenidas en funcién del cambio de entorno quimico del pH> una vez incorporado
al educto, es decir el cambio en el pardmetro (;5. Se puede ver como la senal PHIP obtenida
en 1-hexene es considerablemente mas intensa que en cis-2/3-hexene, debido a que la ruptu-
ra de la simetria del pH, es mucho mayor, es decir, que el sistema presenta caracteristicas
cercanas a un sistema AX ({12 > 1). En la tabla {4.1]se muestran los valores de las diferentes
constantes (o para H; y Hs en las tres moléculas reaccionadas y el valor maximo de la senal

PHIP obtenida integrando los picos que se encuentran en la zona entre 4 ppm y 5.5 ppm.
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Figura 4.17: Esquema del los arreglos experimentales para incorporar pHy a la muestra.(A)

Burbujeo de pH» directamente sobre la muestra a presiéon y temperatura ambiente. Este sistema

es mucho mas precario, pero sumamente facil y barato de construir, y como se verd en los

siguientes capitulos, se utiliz6 satisfactoriamente para desarrollar la técnica PhD-PHIP. (B)

Sistema utilizado para incorporar pHsy a alta presion (9 Bar) sin burbujas utilizando tubos

permeables de teflén. Permite ajustar la presiéon dentro del tubo de RMN utilizando Na. De

esta forma, se tiene mayor control sobre la reaccién, se puede variar la temperatura y todo el

sistema se encuentra libre de oxigeno.

Molécula (12 | Intensidad de la sefial PHIP

1-hexene 33 3.86781
cis-2-hexene | 0.54 1.70062
cis-3-hexene | 0 0.28631

Tabla 4.1: A medida que el sistema de espines se aleja de la condicion ideal AX ({12 > 1), la

intensidad de la senal PHIP disminuye.



CAPITULO 4. HIPERPOLARIZACION CON PARAHIDROGENO 52

Sefial PHIP

3-hexyne x20 cis-3-hexene x15 de toda reaccion

o [

P-H, I

Catalizador
2-hexyne x20 cis-2-hexene x2

H
J\.AJ\_A 2 PN

Sefial PHIP
de toda reaccion

P-Hy ' t. [min]

Catalizador

Sefial PHIP
de toda reaccion

1-hexyne x20 1-hexene x1 /

A k ¢ J 23 ~
1 ’ =
0 20 40 60 80
LN B A L A R RN SR B R R — | LN A B A R A BN R AN R S B — | t. [min]
6 5 4 3 2 1 0 6 5 4 3 2 1 0
ppm ppm

Figura 4.18: Espectros de alta resolucion antes y después de la hidrogenacién con pHs de
1/2/3-hexyne utilizando el arreglo experimental (A) (ver Fig. [£.17). Se monitore6 toda la
reaccion quimica con una FID mientras se incorporaba pHsy al 92 %. Se muestran las integrales
de los picos Hy y Ha 3 para cada FID adquirida en funcién del tiempo de reaccién con un pulso
7 /4. Los espectros mostrados corresponden al maximo de la seial PHIP obtenida en toda la

reaccion(punto rojo).

Aun cuando el sistema presenta caracteristicas de sistema A, ({15 = 0), en cis-3-hexene se
observa senal PHIP y parte de la polarizacion se transfiere a los otros protones de la molécula
(0.5 ppm y 1.5 ppm). Por otro lado, y en concordancia con lo mostrado en la sec. ,
el espectro de 1-hexene muestra una gran transferencia de polarizacion al proton Hs debido
al fuerte acoplamiento-J entre Hs y H; del orden de 17 Hz. Cabe destacar, que el mismo
efecto se observa si se realizan reacciones con un catalizador que logre disponer el pHs de
forma trans en la moléculas 2/3-hexene, pero la intensidad es aun menor.

Los espectros del 1-hexyne y del 1-hexene muestran la potencia de la técnica en cuando

a la intensidad lograda. Vemos que con una sola reacciéon quimica es posible obtener una
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senal PHIP considerablemente intensa, incluso si se compara con las senales térmicas de los
otros protones en la molécula que se encuentran entre 0 ppm y 2 ppm. Es dificil realizar
un anélisis cuantitativo del incremento de la senal PHIP obtenida, ya que debido a la im-
posibilidad de estimar la cantidad exacta de moléculas que reaccionan con el pH, cuando
se realiza la medicion, no es posible comparar una senal PHIP con una senal térmica de la
molécula producto. Cualitativamente, podemos estimar una cota superior del incremento de
la senal PHIP normalizando las intensidades de todos los espectros al maximo de la reaccion
(punto rojo). Esto resulta en un incremento de aproximadamente dos ordenes de magnitud
comparado con el final de la reaccion (¢ = 90 min), donde no hay mas educo en la muestra
que reaccione con el pH, y solo se observan los picos térmicos de H; y Hy3 de 1-hexene.

En la Fig[4.19se muestran los espectros obtenidos antes y después de la hidrogenacion de
las biomoléculas mostradas en la Fig. Los espectros muestran senales PHIP analogas
a las de 1-hexene, ya que luego de la incorporacion de pH, se forma un sistema de tres
espines de caracteristicas similares. En el caso del espectro de la Biomol2 se observan dos
picos PHIP en 5.8 ppm y 4.7 ppm los cuales interfieren con las senales de los picos Hy v Hag
respectivamente. Esta senal hiperpolarizada provienen de los hidrogenos adicionales resul-
tantes de la hidrogenacion del doble enlace del grupo carbonilo, la cual a su vez se transfieren
al hidrogeno del Nitrogeno mas cercano y forma un sistema de dos espines acoplados. Este
proceso pudo ser corroborado realizando un espectro de alta resolucion en *C, en el cual
se observa un carbono correspondiente a un grupo hidroxilo (metanol) y la desaparicion del
carbono del grupo carbonilo.

Los espectros mostrados en la Fig. se obtuvieron mediante la excitaciéon de la mues-
tra con un solo pulso de r.f. de w/4. El resultado es una senal de RMN que decae con un
tiempo caracteristico de relajacion T3, el cual esta sujeto a las inhomogeneidades del campo
magnético externo By (ec. . En este caso, los espectros obtenidos corresponden a espec-
tros de alta resoluciéon con un ancho de linea de no mas de 2 Hz, debido a que se tomo
especial recaudo en homogeneizar el campo externo mediante las bobinas compensadoras
de shimming. Este tipo de configuraciones experimentales lleva mucho tiempo y la mayoria
de las veces no es posible optimizar este proceso para obtener espectros de alta resolucion.
En general, se utiliza la técnica de burbujeo de pH, directamente sobre la muestra (arre-

glo experimental (A) de la Fig. 4.17), ya que es una manera rapida y simple de obtener
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Figura 4.19: (A) Espectros antes y después de la hidrogenacion con pHy de BioMoll utili-
zando el arreglo experimental (B) (ver Fig.[4.17). (B) Lo mismo que en (A) pero utilizando la

molécula BioMol2.

H, H, 3
Figura 4.20: Espectros de baja resolucién des-
pués de la hidrogenacién con pHs de 1-hexyne
T T T T utilizando el arreglo experimental (A) (ver Fig.
8 6 4 2 0

117).
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senales hiperpolarizadas. Asi, lo normal es obtener espectros como el de la Fig. .20, donde
no es posible visualizar la estructura interna de cada pico, la cual da informaciéon de los
acoplamientos-J de la molécula, y la intensidad de la senial PHIP se ve afectada debido a su

cardcter de antifase, como se muestra en la Fig. [3.3] (B).



Capitulo 5

CPMG y Espectroscopia-.J

En la RMN de liquidos, la aplicaciéon de una secuencia de Carr-Purcell-Meiboom-Gill
(CPMG) |26] genera un decaimiento que estd modulado por la evolucion con el Hamilto-
niano de acoplamientos-.JJ. En este capitulo se describe la espectroscopia-J aplicada a senales
PHIP. Es importante destacar dos puntos fundamentales a la hora de entender esta técnica.
Primero, como se dijo anteriormente, se elimina la cancelacién parcial del pico debido a la
alta resolucién de un espectro-J, por lo general en el orden de 0.1 Hz. Por otro lado, la
evolucion de los operadores de densidad en senales PHIP bajo esta secuencia difiere sus-
tancialmente de los operadores que surgen de la polarizacién térmica, esto resulta en una
separacion de frecuencias de ambos tipos de senales, incluso en situaciones experimentales
en donde las senales provenientes de protones térmicamente polarizados estan mezclados con
las senales de protones hiperpolarizados. Nos referimos a este método como PhD-PHIP por

Parahydrogen Discriminated PHIP [36,49.50].

5.1. CPMG

Como se mencion6 anteriormente, la baja resolucion del espectro PHIP de la Fig.
comparada con la Fig. se debe a la inhomogeneidad del campo By. Es posible solucionar
este problema aplicando una secuencia de pulsos, la cual consiste en un tren de pulsos de
7w de refocalizacién posteriores a un pulso de excitacidon que, para el caso de que la senal
sea PHIP, debe ser de 7/4. El resultado es un tren de ecos, conocido cominmente como

CPMG (ver Fig. , donde el decaimiento del maximo de cada eco corresponde al tiempo

o6
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Figura 5.1: Esquema de la secuencia CPMG. La linea punteada corresponde al decaimiento

del maximo de cada eco adquirido, los cuales decae exponencialmente con T3 > T3 en liquidos.

de relajacion 75 y es independiente de las inhomogeneidades en el campo By. Esta secuencia
es una modificacion de la secuencia conocida como CP [25], introducida en 1954 por H.
Y. Carr and E. M. Purcell, la cual a su vez es una reformulacion y extension de fenémeno
conocido como espin eco o eco de Hahn [51].

En la Fig. se muestra la secuencia de pulsos utilizada en este trabajo, donde se
esquematizan los ecos obtenidos luego de cada pulso de 7 separados por un tiempo conocido
como tiempo de eco tg. Se realiza una adquisicién estroboscopica en el maximo de cada eco,
para garantizar la refocalizacion total de las inhomogeneidades de campo. Las fases de los
pulsos de 7 pueden variar dependiendo del experimento que se realice, en este trabajo se
utilizo mayormente el ciclado de fase (z T ), para un pulso de excitacion con fase y, el cual
nombraremos como C'PMG — 4. En la seccién se detallan los diferentes ciclados y se
argumenta experimentalmente porqué se utilizo este ciclado para realizar los experimentos

de espectroscopia-.J.

5.2. Espectrocopia-J

En esta seccion se presentan las bases teoricas detras de la adquisicion y el procesamiento
de datos de la llamada espectroscopia-J, o de manera mas general, la espectroscopia espin-
eco.

En liquidos isotropicos, donde las interacciones dipolares se promedian a cero y no existe
intercambio quimico en la muestra, se puede considerar solo las interacciones internas corres-

pondientes a los acoplamientos-.J de la molécula. Por lo tanto, el sistema puede ser descripto
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Figura 5.2: Esquema de la secuencia CPMG.

completamente con el Hamiltoniano en el sistema rotante [3.10],

N N
H=2rY vli+2r> Jy LI (5.1)
J

j<k
Supongamos que el sistema se encuentra en un estado inicial p(0) durante la formacion
del primer eco. Denotemos como P, el pulso de refocalizaciéon de 7 en la direcciéon x del
sistema rotante como se indica en la Fig. 5.2
Descomponiendo la secuencia para un solo eco, existe un periodo inicial de evolucion libre
bajo el Hamiltoniano H de duracion tg, seguido de un pulso de 7 y una segunda evolucion
libre, también de duracion tg. De esta forma, se puede escribir la evolucion del estado inicial

para un t bajo este Hamiltoniano independiente del tiempo como:

p(t) = Ut)p(O)U (1), (5.2)

donde U(t) = exp(—iHt) es el operador de evolucion temporal, o propagador |30]. Para un

solo eco, se puede escribir,

Insertando la identidad I = P_, P, en la parte derecha de esta ecuaciéon y reagrupando los

términos se obtiene,

U(tg) =U(tg/2)PiU(tp/2) Py Py = Ut /2)U(tg/2) P,. (5.4)
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Donde U(tz/2) no es otra cosa que la version rotada del propagador, que resulta en:
U(tp)2) = PU(tp)2)P_y = Pexp(—iHtg/2)P_y = exp (iP,HP_t5/2).  (5.5)

Equivalentemente, definimos H como la version rotada de H,

N N
H=PHP,=-2r) vl +2ry Ju1;- L (5.6)
J

i<k
Se puede ver como los pulsos de refocalizaciéon producen una inversion de signo en los
términos lineales en los operadores de espin del Hamiltoniano, es decir los términos Zeeman,
y dejan inalterados los términos bilineales, términos que corresponden a acoplamientos-.J
entre los espines, ya que son invariantes ante rotaciones unitarias. Combinando la ecs[5.4]y

b.6,
U(tg) = exp(—iHtg/2)exp(—iHtg/2) Py, (5.7)

obtenemos una expresion general del propagador sobre el eco, para un sistema de N espines
1/2 acoplados.
Si los espines del sistema estan débilmente acoplados (|v; — vg| > |Jjk|), entonces pode-

mos aproximar el término de acoplamiento-J en H a solo la parte secular, es decir,

N N
Ho =21 vli+20 > J LI} (5.8)
J

j<k

(&

~~
J
HW

Asi, solo quedan las componentes en z del acoplamiento y ambos términos del Hamiltoniano

‘Hw conmmutan. El propagador en este caso puede escribirse como,
Uy (tg) = exp(—iHwte/2)exp(—iHwts/2) Py (5.9)

Debido a que los Hamiltonianos de antes y después de la rotaciéon en la condicion de

acoplamiento débil conmutan, [H.y, 7:£W] = 0, es posible reescribir la ecuacién anterior como,
U (tr) = exp {—i (HW + fzw) tE/z} P.. (5.10)
Dado que Hy + Hw = 2H7,, se obtiene

Uy (tg) = exp (—iHiyte) Po = Uy (ts) Py (5.11)
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Agregando el segundo eco directamente después del primero obtenemos el propagador,
U (tp) Uy (tg) = UL (tg) PAUL(tE) Py = UL (2t) P P, (5.12)

Siguiendo este mismo razonamiento, podemos obtener la expresién del propagador para

los n ecos de la secuencia, como:

Z\/{W(tE);.r.L{W(tE)/ =UJ(ntg) P,...P, . (5.13)

En general, es posible descartar del propagador anterior el término correspondiente a los
pulsos de r.f cuando se aplica un pulso de excitacién a 90° del pulso de refocalizacién. En
este caso particular, el pulso de excitacion se aplica en la direcciéon y del sistema rotante, lo
cual produce una magnetizacion en la direccién z. Asi, la evolucién con los pulsos P,...P, no

afectard al estado y se puede reescribir la ec. [5.13[ como:

Uy (tp).. Uy (ts) = Ul (ntg). (5.14)

S/

N~
n—veces

Esto significa que las intensidades de los ecos se modulan solo por la evolucion del Hamil-
toniano de acoplamiento-J débil. La Fig. muestra simulaciones numeéricas en un sistema
de dos espines con el fin de ejemplificar los resultados posteriores. Cuando ambos espines
son magnéticamente equivalente todos los ecos tienen la misma forma y sus intensidades
méximas estan moduladas por una funcién exponencial, como por lo general se observa en
agua. Incluso si los dos espines tienen diferentes desplazamientos quimicos pero no existe
acoplamiento-J entre ellos, las intensidades del maximo de cada eco presentan un decai-
miento monoexponencial, aunque aparece una modulacién en cada eco. En el caso de que
el sistema de espines esté débilmente acoplado, la CPMG forma un tren de ecos con sus
intensidades maximas moduladas por la evolucion que se describe en la ec. |5.14]

Aqui radica la base del método de espectroscopia-J, el cual consiste en realizar una Trans-
formada de Fourier al maximo de cada eco y de esta forma obtener la informaciéon espectral
sobre los acoplamientos-J presentes en la molécula. La idea fue introducida por primera vez
de manera tedrica y experimental en 1961 por Powles and Hartland [52|. En este trabajo,
los autores utilizan una secuencia multipulso para determinar el acoplamiento-.J en liquidos,
obtienen un formula cerrada para los tres primeros ecos y, para el caso de acoplamiento débil,

muestran que el sistema de espines solo evoluciona con el Hamiltoniano H{,, como se mostro
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Figura 5.3: Modulacién de los ecos bajo la secuencia de pulsos CPMG debido al acoplamiento-

J entre dos espines magnéticamente equivalentes, desacoplados no equivalentes y acoplados

débilmente.
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en la ec. 5.14] Llaman a este tipo de experimentos con el nombre de espectro colapsado,
va que al no existir evoluciéon con el Hamiltoniano de desplazamiento quimico, el espectro
resultante se encuentra literalmente colapsado al centro de la ventana espectral.

A comienzos de la década de los 70's, con la ayuda del reciente formalismo de operadores
densidad [53,54], Ray Freeman y D. Hill [27] introducen los términos Espectroscopia-J para
el caso de espectros obtenidos en la condicion de acoplamiento débil utilizando secuencias
con la estructura de una CPMG y Espectroscopia-Espin Eco para el caso general.

Es posible realizar un listado de las condiciones que se deben cumplir para obtener un

espectros-J puro:

i. El campo magnético By debe ser lo suficientemente fuerte como para asegurar la condicion
de acoplamiento débil para cada par de espin, es decir, |v; — vg| > |Ji|, Vj, k. De otra
forma, el maximo de cada eco se vera afectado por la evolucién con el Hamiltoniano

de desplazamiento quimico.

ii. El tiempo de eco utilizado debe ser mayor a la inversa del menor desplazamiento quimico
, . —1 . .
en la molécula, es decir, tg > (v; —v,) , sino las frecuencias en el espectro pueden

resultar desplazadas.

iii. Los pulsos de m deben estar cuidadosamente ajustados. El incorrecto ajuste de los pulsos

de refocalizacién producen falsas lineas de resonancia en el espectro.

iv. No debe existir otros mecanismos fisicos que puedan afectar a la modulacion de los ecos,

como por ejemplo interacciones dipolares, intercambio quimico, etc.

La Fig. muestra una simulacién numérica de un sistema de dos espines acoplados a los
cuales se le aplica un solo pulso para obtener un espectro usual de RMN (A) y se compara
con un espectro-J (B) cuando las cuatro condiciones listadas anteriormente se cumplen al
mismo tiempo. Para los célculos se utilizé un sistema modelo de dos espines acoplados con
Jio =7 Hz , en un campo By =7 T con Av = 140 Hz y un tiempo de eco ty = 20 ms. Para
simular la relajacion del sistema se utiliz6 una diferencia entre 75 y 75 de aproximadamente
un orden de magnitud (lo normal en liquidos isotropicos), con un 75 = 160 ms (que produce
un ancho de linea de 2 Hz) y T, = 2 s. Al comparar ambos espectros se puede ver el potencial

de este método, ya que el incremento en el ancho de linea del espectro-J es notable, es decir,



CAPITULO 5. CPMG Y ESPECTROSCOPIA-J 63

(7T5)~" = 0.16 Hz. Para mostrar el problema que surge si la condicion (ii) no se cumple, en la
Fig. (C) se grafica al diferencia entre los pico del espectro-J en funcion del tiempo de eco
tg. Vemos que el valor oscila entre J15 = 7 Hz, y solo para tiempos de eco lo suficientemente
largos se obtiene el valor verdadero.

En el caso que el campo magnético no sea lo suficientemente alto como para generar la
condiciéon de acoplamiento débil, la condicion (i) se viola y las frecuencias observadas en el
espectro-J no estaran asociadas a combinaciones lineales de las constates de acoplamientos
reales en la molécula. El resultado seran espectros-J fuertemente dependientes del tiempo de
eco, que llamaremos espectros-espin eco. Para ilustrar este caso, en la Fig. se muestran
simulaciones de un sistema de tres espines acoplados en ambos regimenes. Se observa como los
espectros-J permanecen inalterados a medida que se varia el tiempo de eco y los espectros-
espin eco muestran una clara dependencia en su forma en el rango de tiempos de ecos
utilizados en esta simulacion. Por supuesto que si el tiempo de eco es muy corto (menor
a 1 ms para este sistema de espines), el sistema experimentara una suerte de irradiacion
continua, siendo imposible detectar algin tipo de modulaciéon debido al acoplamiento-.J, sin
importar la condicién de acoplamiento. Por otro lado, el tiempo de eco no puede ser todo lo
grande que uno quiera, ya que la senal estd modulada por un decaimiento exponencial, y a

medida que aumenta el tiempo de eco, la intensidad disminuye.

5.2.1. Espectros-J Parciales

Ya sea en el caso de acoplamiento débil como en el fuerte, cuando tratamos con sistemas de
varios espines acoplados, el espectro-J puede llegar a ser dificil de interpretar correctamente
debido a la interferencia de los multipletes dentro de un pequeno rango de frecuencias. En la
Fig.[5.5se puede ver como, ain cuando el sistema de tres espines tiene solo dos acoplamientos
distintos de cero, aparecen ocho picos en el rango de 20 Hz para los espectros-J, y entre tres
y trece lineas en los espectros-espin eco, dependiendo del tiempo de eco. Una forma de
simplificar este tipo de espectros fue propuesta por Ray Freeman y D. Hill en el mismo
articulo antes mencionado [27], la cual consiste realizar una CPMG, con un filtro digital
centrado en la posicion de desplazamiento quimico del multiplete que se desee. Asi, dado
un sistema de NN espines acoplados, es posible realizar una N cantidad de experimentos con

diferentes filtros digitales y obtener N subespectros. Los autores proponen el nombre de
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Figura 5.4: (A) Espectro simulado luego de un pulso de r.f para un sistema aislado de dos
espines débilmente acoplados. Se muestra el desplazamiento quimico y el acoplamiento-.J. (B)
Espectro-J simulado utilizando el mismo sistemas de espines pero ahora bajo una secuencia
CPMG. Los puntos rojos corresponden al maximo de cada eco, los cuales se adquieren estro-
boscopicamente para luego realizar una transformada de Fourier. (C) Separacion del los picos
en el espectro-J en funcién del tiempo de eco de la CPMG. Solo para valores grandes de tg es

posible obtener el verdadero acoplamiento-J.
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Debilmente acoplados _ Fuertemente acoplados
Tiempo de eco

50 ms

40 ms

30 ms

20 ms

Intensidad /3

10 ms

ol

L L L L L L L D e e L L L L L L L L e e
-10 8 6 4 2 0 2 4 6 8 10 -10 8 6 4 2 0 2 4 6 8 10
Freq. [Hz] Freq. [Hz]
Figura 5.5: Simulaciones numéricas para un sistema de tres espines débil (izquierda) y fuerte-
mente (derecha) acoplados con los siguientes parametros: Jio = 10 Hz, Ji3 = 6 Hz, Jo3 = 0 Hz,
y un campo magnético que satisface Avya/J1o = 100 (débil) y Avia/Ji2 = 5 (fuerte). Bajo el
acoplamiento fuerte, el espectros dependen fuertemente del tiempo de eco de la CPMG. Para

comprar los espectros, cada uno fue normalizado a su intensidad méaxima.
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espectroscopia-.J parcial o espectroscopia-espin eco parcial a esos subespectros obtenidos en
cada medicion de una CPMG con un filtro digital.

El método puede entenderse graficamente si se observa la Fig. 5.6 A la izquierda se
muestra un esquema de la molécula de etanol junto con simulaciones en alta resolucion que
permiten distinguir la estructura interna de cada pico de resonancia. Se realizaron tres ex-
perimentos, el primero es un espectro-J sin filtro digital, donde se aprecia la estructura de
los dos picos colapsada en el centro del espectro. Luego, utilizando un filtro digital de 500
Hz, se midieron espectros-J parciales por separado en cada pico. El resultado muestra una
concordancia perfecta con los espectros simulados numéricamente ya que se puede apreciar
como la linea de resonancia de los dos protones del grupo metileno se desdobla en un cua-
triplete (ya que estan acoplados débilmente a los tres protones del grupo metilo) y como los
tres protones del grupo metilo forman un triplete debido a su acople (J = 7 Hz) con los dos
protones del grupo metileno.

Utilizando nuevamente el etanol como molécula de prueba, se puede mostrar la potencia
del espectroscopia-J. En la Fig. se comparan los diferentes espectros-J parciales de
cada pico del etanol con un espectro usual realizando una FID bajo la misma condicién de
homogeneidad de campo By. Agregando deliberadamente inhomogeneidades en la direccion
z de By utilizando las bobinas de shimming, se puede ver como a medida que se pierde

resolucion en un espectro usual, los espectro-J permanecen inalterados.

5.2.2. Consideraciones experimentales

Usualmente, la RMN de liquidos se lleva a cabo en tubos de RMN de 10 mm de diametro,
en donde el largo de la muestra excede las dimensiones del volumen sensitivo dado por el largo
de la bobina de deteccion. Asi, es posible eliminar las distorsiones de campo magnético debido
a los cambios en la susceptibilidad en la interfaz liquido-aire. Alternativamente, se pueden
utilizar tubos de RMN especialmente disenados para igualar las susceptibilidades magnéticas
como los Shigemi plugs o los Doty Susceptibility Plugs. En el caso de la espectroscopia-.J,
dado que la acumulacion de fase debida a las inhomogeneidades de By es eliminada en el
centro de cada eco adquirido, lo relevante es la homogeneidad del campo de r.f., es decir de
By, la cual es necesaria si desea realizar satisfactoriamente una rotacion de la magnetizacion

de 180 en cada eco de la secuencia.
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Espectro simulado Espectro-J Espectro-J parcial
de etanol (sin filtro digital) (con filtro digital)
Grupo Grupo Simulaciones Simulaciones

Metileno  Metilo

filtro dig.
500 H

54" 36 12

ppm
Experimentos Experimentos
T
OH —C—C—H
| | Grupo
H H i
Grupo Metilo
Metileno -14 -7 0 714 14 -7 0 7 14 -14-7 0 7 14
Freq. [HZ] Freq. [HZ] Freq. [HZ]

Figura 5.6: (Izquierda) Simulacién de un espectro de alta resolucion del etanol y esquema
de la molécula. (Centro) Espectros-J simulado y medido experimentalmente sin filtro digital.
Se observa como todas las lineas de resonancias colapsan al centro del espectro. Las bajas
intensidades de las lineas del grupo metileno se deben a los efectos de fuera de resonancia en
los pulsos de , ya que los experimentos se realizaron centrados en el grupo metilo. (Derecha)
Espectros-J parciales realizados a cada grupo de protones de la molécula, donde las intensidades
concuerdan perfectamente con las simulaciones, ya que cada espectro-J parcial fue adquirido

en resonancia.

La forma mas sencilla de obtener un campo de r.f. lo mas homogéneo posible es disminuir
el tamano de la muestra con respecto al volumen de detecciéon. En la Fig. se muestran
diferentes espectros-.J de etanol utilizando diferentes tamano de muestra en tubos de 10 mm
de diametro. El efecto de la inhomogeneidad del B; en el espectro-J es evidente cuando la
muestra excede el volumen de deteccion (Fig. Derecha).

La adquisicion de los espectros-J parciales fue realizada usando el filtro digital de la
consola Bruker Avance II 300. En general, los equipos mas modernos de RMN suelen estar
disenados para realizar una adquisicion de datos digital con sobremuestreo y, dependiendo
de fabricante o el modelo del espectrémetro, la adquisicion de datos puede ser continua o
estroboscopica. En cualquier caso, entre el comando de inicio de adquisicion y el muestro de

los datos, la mayoria de los equipos adquieren una serie de puntos que utilizan para calcular el
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Espectro Espectro-J parcial
de etanol (con filtro digital)
Grupo
filtro dig. Grupo Metilo
500 Hz Metileno
—
Grupo Grupo
Metilen Metilo

e

e
e e L

8 6 4 2 0 14 -7 0 714 14 -7 0 714
ppm Freq. [HZ] Freq. [HZ]

>

Homogeneidad de B,

Figura 5.7: Comparacion de un espectro usual de RMN en etanol con un espectro-J parcial
modificando la inhomogeneidad del campo By utilizando las bobinas de shimming. Se puede
observar como la inhomogeneidad del campo externo no afecta a los espectros-J de cada pico

aun cuando el espectro usual es de muy baja resolucion.
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Sonda| ¢
Bobina
Sonda
Bobina
Sonda
Bobina

-14 -7 0 714 -14 -7 0 714 -14 -7 0 714
Freq. [Hz] Freq. [Hz] Freq. [Hz]

Figura 5.8: Espectros-J de etanol para diferentes tamanos de muestra. Se observa como afecta

la inhomogeneidad del pulso de 7 al espectro a medida que el tamafio de muestra aumenta con

respecto a la bobina de deteccion.

filtro digital. En esta tesis, se utilizaron filtros de 1 kHz y de 0.5 kHz, los cuales corresponden
a tiempos de adquisicion, o dwell time, de dw = 0.bms y dw = 1 ms respectivamente. Para
compensar el tiempo de célculo del filtro una sola vez en la secuencia, se eligi6 comenzar la
adquisicion luego del pulso de excitacion. Debido a la forma de adquisicion de la consola, es
necesario realizar un blaqueo o blanking del receptor durante el pulso de 7 para protegerlo.
Asi, para obtener buen espectro-.J, la condicion que debe cumplirse es que la cantidad t g /4dw

tiene que ser un nimero entero.

Nombre Ciclado de Fase

CP x—(x),

CP-4 r—(rxZTT),

CP-8 r—(rxxT Txxi),

CP-16 r—(x2xZTT TxxT TTxx TTTT),
CPMG y— ()

CPMG-4 |y—(zz T ),

CPMG-8 |y—(r2xzZzZ Tzal),

CPMG-16 |y—(z2ZZ ZxaxZT TTZxx TITIT),

Tabla 5.1: Diferentes ciclados de fase para las secuencias CP y CPMG.

Para reducir los ecos estimulados sobre el decaimiento del tren de ecos se utilizé el ciclado
de fase (z © 7 £) o CPMG-4 (ver tabla[5.1)) sobre el pulso de refocalizacion [28]/55]. Si bien se

probaron otros ciclados de fases comunes en las secuencias CP y CPMG, normalmente son
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(A) Espectros-J parciales (B) Espectros-J parciales
del grupo Metilo del grupo Metileno
J\Jw CPMG CP CPMG CP AN

J LL CPMG4  CP4 J_JLL . JAJW\AL CPMGi CP4 U l

UL.L CPMG8 CP8 J.JLL J‘Jmu‘ CPMG8 CP8 JJWLL

J 1 CPMG16 CP16 J L A }m h CPMG16  CP16 A fm A
-r 1. +rr— 1 r+1 '—1 1 o 1 T ' 1 " T 1T 1T '— T 1" T 1T 1T
50 25 O 25 50 50 25 O 25 50 50 25 0 25 50 50 25 0 25 50
Freq. [Hz] Freq. [Hz] Freq. [HZ] Freq. [Hz]

Figura 5.9: Espectros-J parciales de etanol para diferentes ciclados de fase. Se observa parte
del triple del grupo Metilo en el espectro-J del Metileno, esto ocurre por la ineficiencia del filtro

digital que se utiliz6.

utilizados para realizar un analisis directamente sobre el decaimiento de la senal en funcién
del tiempo [56]. Para realizar un buen espectro-J no solo es importante que la senal decaiga lo
mas lentamente posible, sino también que se preserve la informacion sobre los acoplamientos-
J de la molécula. Un anélisis espectral de la senal con los diferentes ciclados de fase puede
verse en la Fig. [5.9 Los resultados muestran que con el ciclado CPMG-4 se obtiene un mejor
espectro-J, es decir, no solo aparecen los desdoblamientos de cada pico correspondientes a
los acoplamientos-J, sino que también las intensidades relativas entre picos son las predichas
tedricamente y corresponden las de un espectro de alta resolucion. Se observa como el ciclado
usual CPMG, que si bien produce una senal que decae lentamente, si se le aplica una FFT
produce un pico en el centro del espectro-J de gran intensidad que no proviene de ningin
acoplamiento-.J, sino de errores en los pulsos que acumulan un decaimiento en la direccién
del campo externo By, y por lo tanto da lugar a un decaimiento mas lento con T; [57]. Este
proceso puede ser comparado con la formacion de un eco estimulado [58|, en el cual se forma
un eco donde su intensidad depende tanto de 715 como de T a través de una secuencia de

tres pulsos de 7/2 con la misma fase.
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'H(d.c) H,y H, Hj Hys
H; 5.8 ppm | - 10.2 Hz | 17 Hz | 6.7 Hz
Hy, |4.92 ppm | - - 2.2 Hz | 1.2 Hz
H; | 4.96 ppm | - - - 1.6 Hz
Hys | 2.06 ppm | - - - -

Tabla 5.2: Parametros utilizados para realizar la simulacién numérica de la reaccién de 1-

hexyne a 1-hexene y los espectros de la Fig. [5.10

5.3. PhD-PHIP

Cualquier método que elimine las inhomogeneidades de campo magnético para aumentar
la resolucion espectral es siempre bienvenido, mas que nada en PHIP, donde la particular
forma de antifase del espectro puede producir una cancelacion parcial de los picos (ver Fig.
. Este efecto se ve acrecentado en PASADENA, donde las separaciones de los picos con
intensidades opuestas son proporcionales a las constantes de acoplamiento-J, tipicamente
del orden de unos pocos Hz [28,59]. En el caso de ALTADENA, estas las separaciones son
proporcionales a las diferencias de desplazamiento quimico. Como se mencioné anteriormen-
te, en esta tesis no se trabajo en la condicion ALTADENA, por lo tanto, la descripcién que
se realizara a continuacion esté restringida a PASADENA.

Las inhomogeneidades que afectan a la senial PHIP pueden provenir directamente de
la inhomogeneidad de campo By o por la presencia de elementos dentro de la sonda de
medicion que perturben el campo de polarizacion, lo que es muy comtn en los experimentos
PASADENA, donde es necesario un arreglo experimental para incorporar gas a través de
burbujeo o membranas permeables dentro de la muestra. La utilizacion de la CPMG para
adquirir senales en alta resolucién abre la posibilidad de detectar senales PHIP en nuevas
situaciones, incluyendo arreglos experimentales especiales o muestras mas complejas. En la
Fig. muestra la técnica de espectroscopia-J parcial en la senal PHIP en la condicién
PASADENA en la hidrogenacion del 1-hexyene. Se puede ver la concordancia perfecta con
las simulaciones, las cuales fueron realizas como se explicd en la sec. [4.1.2| utilizando un
sistema de 5 espines acoplados con los parametros de la tabla

La molécula de 1-hexene dista de ser un sistema puro de espines débilmente acoplados,
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(A) 1-hexyne 1-hexene
H HHH Hs H H

iomo b b b L P Ha_c=<~,u,$,£,H

I | i
H ||_| H J_| Catalizador ||_|2 ||_|1 ||_|4 ||_| ||_|

Espectro usual Espectro-J parcial Espectro-J parcial
PASADENA de H; de Hy;

H2,3

(B) H,

—~

(©)
—

filtro dig.
500 Hz
—_
5 45 0 15

7 6 5 4 15 0 1
ppm Hz Hz
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Figura 5.10: (A) Esquema de la hidrogenacion con pHs del 1-hexyne. (B) Simulaciones del

espectro usual PHIP y de los espectros-J parciales de cada pico. (C) Datos experimentales de

un espectro usual PHIP y de los espectros-J parciales obtenidos aplicando un filtro digital 500

Hz en cada pico (barras horizontales) con tg = 8 ms
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Espectro-J Espectro experimental Espectro simulado
parcial de H, de alta de alta
resolucion de H, resolucion de H;,

) )

45 0 15 15 0 15 45 0 15
Hz Hz H7

Figura 5.11: Comparacién de un espectro-J y un espectro usual, experimental y simulado, de
alta resolucién. Se puede observar un pico en antifase de mas en el centro del espectro-J, esto

ocurre porque el sistema de espines no es un sistema completamente AX.

por lo tanto el espectro-J resultante se ve afectado con algunas frecuencias que provienen
de la evolucion con el Hamiltoniano de desplazamiento quimico, es decir, se viola parte de
la condicion (i) de la seccion . Esto se puede apreciar en la Fig. , donde se compara
el espectro-J parcial obtenido experimentalmente con un espectro usual de alta resolucion.
Vemos como aparece un pico en antifase de mas en el centro de espectro-.J, el cual no aparece
en el espectro de alta resolucion ni en su simulaciéon. Para realizar esta simulacién se utilizo
el mismo operador inicial que en las simulaciones de los espectros-J (ver Fig. , solo que
en este caso se aplica un solo pulso de r.f. de adquisicion y al operador resultante, luego de
la evolucion con H, se lo multiplica por un decaimiento exponencial dado por 75 = 0.21 s,
el cual equivale a un ancho de linea de 1.5 Hz.

Como se demostrara en este capitulo de manera analitica y experimental, las sefiales en
fase y antifase evolucionan de manera totalmente distinta bajo un tren de pulsos de re-
focalizacion, resultando en un desplazamiento en la mitad del ancho espectral entre una
senal y otra en el espectro-J. Este efecto se aprovech6 para generar un protocolo de medi-
cion que provee espectros-J de alta resolucion en senales PHIP libres de senales térmicas,
el cual denotaremos con el acronimo PhD-PHIP por sus siglas en ingles (Parahydrogen

Discriminated-PHIP) [49].
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5.3.1. Mecanismos subyacentes

Es posible entender el funcionamiento detras PhD-PHIP sin perdida de generalidad ana-
lizando el caso mas simple de dos espines débilmente acoplados. Para ello, vamos a comparar
la evolucién de la matriz densidad del sistema térmicamente polarizado con la matriz den-
sidad justo después de la hidrogenacion bajo un tren de pulsos de (7), (en la direccion x)
separados por un tiempo tg luego de una excitacién con un pulso de (7/4), (en la direccion
y)-

Comenzando con la ec. |3.36] podemos escribir la matriz densidad inicial para dos espines

polarizados térmicamente como,
pr(0) o< (I +I5) (5.15)
que luego del pulso de excitacion resulta en,
pr(07) oc (IT + I3) . (5.16)

Como se mencion6 anteriormente, en el maximo de cada eco solo existe evoluciéon con el
Hamiltoniano de acoplamiento débil Hi;,. Inmediatamente después de la aplicacion del pulso

7 la matriz densidad del sistema es,
pr(tp/2) o< (IT + I3) cos(mJiat g /2) + (217 I + 217 1)) sen(w Jyat g /2). (5.17)

El primer término conmuta con el pulso de 7, mientras que el término (217 I + 217 1)) cambia
el signo dos veces, es decir, los operadores I} y I7 invierten su signo simultaneamente dejando
el producto inalterado. Por lo tanto, pr(tg/2) no se ve alterado por el pulso de refocalizacion
7,. Para obtener la operador densidad justo sobre el méaximo del eco (tg), realizamos una

segunda evolucion con HJ durante un tiempo tg/2, el cual resulta en:
pr (tg) o< (IT + I3) cos (wJiotg) + (217 15 + 217 I3) sen (7w Jiotg) (5.18)
y produce una magnetizacion detectable,
My (tg) o< cos(mJiatg). (5.19)

Siguiendo el mismo razonamiento para el segundo eco en la secuencia (2tg), el operador

densidad queda,

pr (2tg) o< (I + I3) cos (mJiatg) + (21715 + 2I7 1Y) sen (7192t g) (5.20)
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v la senal seré,
My (tg) o< cos(mJi92tg). (5.21)
Por lo tanto, para los n ecos en la secuencia, la magnetizacion resultante es:
My (tg) o< cos(mJiantg), (5.22)

es decir, la parte real de los ecos esta modulada por una funcién coseno. Esto se muestra en
la Fig. con vectores grises, donde las evoluciones estdn esquematizadas segin las reglas
del formalismo de operadores producto [29,30].

En el caso de una sefial PHIP-PASADENA, donde el parahidrogeno fue transferido a un

sistema AX, el operador densidad inicial es el de la ec. [4.14],
Pruw (0) o< 21715 (5.23)
Luego de un pulso de (7/4),, tenemos
peure (07) oc (2ITI5 + 217 13). (5.24)
La primera evolucion bajo H, resulta en,
peme (tr/2) o (I + 1Y) sen(m Jiot g /2) + (21715 + 2I715) cos(mJiat g /2). (5.25)
Aplicando el primer pulso de (7). la ecuaciéon anterior queda,
peme (te/27) o< —(If + 1Y) sen(m 1ot p/2) — (217 I3 + 21T I3) cos(mJiat g /2). (5.26)

En este punto se puede apreciar la diferencia entre el sistema polarizado térmicamente y
el PHIP. Vemos como ambos términos cambiaron de signo. El primer término, lineal en el
operador de espin, cambia su signo como siempre y el segundo término, bilinear, también
cambia el signo ya que I cambia e I conmuta con el pulso (ver vectores negros en Fig.
5.12)).

Evolucionando el sistema hacia el primer eco con H{,, el operador densidad queda,
peme (tg) o< —(IY + 1Y) sen(mJiotg) — (2I7I5 + 217 I5) cos(w Jiat i), (5.27)
donde la magnetizacion resultante es,

Mpyp(tg) < —isen(mwJiotg), (5.28)
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Figura 5.12: (Arriba) Esquema de la secuencia de pulsos. (Centro) Subespacios expandidos

por el producto de los operadores de espin correspondientes al acoplamiento escalar; (Abajo)

Evolucién de un solo operador de espin durante la formacién de dos ecos consecutivos, donde

se representa la alteracién de la fase en las senales PHIP.
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Notar que el eco se formara 90° desplazado con respecto al caso térmico, es decir, en el canal
imaginario, como es usual en experimentos PHIP de un solo pulso [37,41].
Siguiendo con el calculo, realizando una nueva evolucién en un tiempo tp/2 con H

seguida de un pulso (7),, el operador queda,
peue (3tE/2) o< +(I7 + I{) sen(nJ123tg/2) + (21715 + 217 15) cos(mJ123t g /2). (5.29)

Nuevamente, el efecto del pulso de refocalizacion es cambiar el signo global del operador (ver

punto 5 de la Fig. . Finalmente, en el segundo eco el operador densidad sera,
peue (2tg) o< +(I7 + 1Y) sen(m J122t ) + (21715 + 217 15) cos(mJ122t k), (5.30)
con la correspondiente intensidad de la senal de la forma,
My (2tg) o< +isen(mJi22tg). (5.31)

Por lo tanto, y siguiendo este mismo razonamiento para el n-esimo eco de la secuencia, la

magnetizacion resultante sera
Mpyip(ntg) o< i(—1)" sen(wJiontg). (5.32)

Esto impone una cambio de signo en los sucesivos ecos durante la secuencia, ademas de la
modulacion por el acoplamiento-J. La diferencia entre la senales térmicas y PHIP se vuelve
mas evidente si vemos la Fig. (A), donde se muestran simulaciones numéricas de las
intensidades de los ecos obtenidos con una CPMG en un sistema AX. El efecto par-impar
entre los ecos estd modulado por la evolucion de acoplamiento-.J.

Es posible encontrar una expresion analitica que explique el efecto del algoritmo de la
Transformada Réapida de Fourier (FFT) sobre senales obtenidas mediante la adquisicion del
maximo de los ecos en un tren de pulsos.

La digitalizacion de una senal en el dominio temporal provee una serie de n niimeros que
representan un tiempo total de adquisicion T" = n dw. En la espectroscopia-.J, este intervalo
de muestreo dw esta dado por el tiempo de eco tg. Cuando se aplica la FFT a una serie de
n datos se obtienen, las frecuencias representativas de la senal, siendo el valor maximo de
frecuencia vy, = 1/tg con una resolucion espectral 1/T.

Asumimos ahora que se adquiere una senal continua f(¢), la cual se quiere discretizar en

intervalos tiempo tg. El efecto de discretizacion se puede realizar con la ayuda de un peine
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Figura 5.13: (A) Simulaciones de la evolucion de la parte real de una senal térmica y PHIP

durante una CPMG en un sistema AX. (B) Espectros obtenidos sin realizar el shift en la

Transformada de Fourier. (C) Espectros obtenidos realizando el shift en la Transformada de

Fourier.
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de Dirac. Asi la version discreta de f(t) se escribe como,
1)y ot — jte), (5.33)
=0

donde 9 es la funcion Delta de Dirac. Entonces, la transformada de Fourier de esta funciéon

resulta en la funcion,

Fyf ®Z§<u——) ZFG—-) (5.34)

donde ® denota la convolucion entre ambas funciones. La respuesta en frecuencias consiste
en una serie de replicas separadas en 1/tg, es decir, el ancho espectral. Por lo tanto, el tiempo
de eco tiene que ser cuidadosamente ajustado de acuerdo al teorema de Niquist, para prevenir
aliasing. Una herramienta comin en cualquier software para procesar senales, sea o no de
RMN,; es el desplazamiento o shift del espectro en n/2 puntos y reasignar las frecuencias a
un rango entre —vy /2 y +14/2 — 1. Por ejemplo, en Matlab, la funcion para realizar una
Transforma de Fourier se escribe como fft y para realizar el shift es fftshift. Si aplicamos una
FFT sin el shift a una senal que proviene de un estado de espin con polarizaciéon térmica, el
espectro-J seré como el de la izquierda en la Fig. (B), en cambio, si se realiza el shift el
resultado es un espectro-J como el que se muestra en la Fig. (C). Por otro lado, para
el caso de senales PHIP, ocurre exactamente lo contrario, y el espectro-J sin el shift es el
que mantiene la senal en el centro de la ventana espectral.

Si ahora consideramos seniales PHIP como la de la ec. [5.32] podemos escribir la senal

discretizada como,
(o]

F@6)) (=1)5(t — jtg), (5.35)

J=0

la cual puede separarse en una parte par e impar como,

£)Y St —2ktg) — f(t)>_6(t — (2k + L)tg). (5.36)
k=0 k=0

Definiendo 7 =t — tg, la expresion anterior se reescribe como,

FO)Y 6t —2ktp) — f(r+1tp) > 6(t — (2k + Litg). (5.37)
k=0 k=0

Usando el Teorema del Shift en la Transformada, es decir, F[f(t + to)] = F(v)e "™, la
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ecuacion [5.37] se convierte en,

Dado que (k/2tg) = (k/tg) — (k/2tg) llegamos a la expresion final,

Fo(v) = (1 —e ™) i (F <u + %) - ﬁ) : (5.39)

k=0

Comparando las expresiones y descartando el factor de fase, se puede ver que
difieren en un desplazamiento en la frecuencia de 1/2tg, es decir, en la mitad del ancho
espectral. Esto explica lo obtenido numéricamente en la Fig. (B), donde las lineas
del espectro-J aparecen en el centro en la senal PHIP y en los bordes en la senal térmica.

Esta separacion natural provee un mecanismo para distinguir ambas senales y es la base de

PhD-PHIP.

5.3.2. PhD-PHIP a campo alto

Los célculos de la seccién anterior fueron realizados para sistemas de espines aislados
débilmente acoplados AX. Como se vera en la seccion siguiente, es posible generalizar el
método de PhD-PHIP para campos magnéticos bajos, donde los espines de la molécula se
encuentran fuertemente acoplados.

Centrandonos en experimentos a campo alto, es posible probar experimentalmente del
protocolo PhD-PHIP de manera simple. Para ello utilizo la senal PASADENA del 1-hexene
mezclada fisicamente con una senal térmica proveniente del Diclorometano (CHCly), mo-
lécula que posee un solo pico justo en el centro de ambos picos PHIP del 1-hexene. En la
Fig. se aprecia la potencia del método y como, no solo se obtiene el mismo espectro de
alta resolucion de la Fig. sino que también la senal térmica proveniente del C HyC'ly se
encuentra en los bordes del espectro-J.

El mismo efecto se observa si realizamos una mezcla de la molécula antes y después de
reaccionar [50]. Esto es muy ttil si se quiere monitorear una reacciones quimicas en donde
las senales PHIP y térmicas, originadas por la misma reaccién, compiten de forma tal que
no es posible aislar la reacciéon de las senales PHIP. Esta situacion se muestra en la Iig.

para una muestra que consiste en una solucion de 0.05 gr de 1-hexyne (educto), 0.1 gr de
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(A) CH2Cl2 -

H
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Figura 5.14: Experimento de la separacién de la sefial PHIP y térmica mezclando fisicamente

1-Hexyne y Diclorometano utilizando el arreglo experimental de la Fig. (A).
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1-hexene (molécula producto en estado térmico adquirida comercialmente) 1.3 gr de acetona-
d6 y 0.01 gr de catalizador. En la Fig. (A) se muestra un espectro usual y un espectro-.J
parcial sobre Hy previos a la incorporacion de pH,, donde la senal térmica proveniente del
1-hexene se encuentra en los bordes el espectro-J. Luego de cinco ciclos de burbujeo de
pHs y medicion se obtienen los espectros que se muestra en (B). Se observa que, mientras
en un espectro usual la senal PHIP se encuentra claramente distorsionada y solapada con
la senal térmica de 1-hexene, en el espectro-J parcial la senal PHIP aparece en el centro
del espectro, libre de impurezas térmicas y similar a la de la Fig. [5.10] Mas aiin, la senal
térmica de 1-hexene permanece en las esquinas del espectro junto con la senal térmica recién
reaccionada que ha relajado al estado térmico. Luego de viente ciclos de burbujeo/medicion,
la senal PHIP en el espectro usual se encuentra completamente apantallada por la senal
térmica y su intensidad es muy baja debido a la evaporacion de la muestra (Fig. 5.15(C)).
En este caso, el espectro-J muestra pocos cambios y toda la senal térmica se encuentra en
los bordes, dejando nuevamente una senal PHIP limpia y de alta resolucion.

Para probar la eficacia del método, se realizaron experimentos con moléculas mas comple-
jas, donde la reactividad es mucho menor que en el 1-hexene y las senalas térmicas natural-
mente afectan a la sefial PHIP. Para ello se utilizaron las moléculas biocompatibles (BioMoll
y Biomol2) de la Fig. Es importante destacar que, debido a la baja reactividad de estas
moléculas, para obtener los espectros de la Fig. y los espectros-J parciales de la Fig.
5.16| se utilizo el arreglo experimental de la Fig. (B) con 92% de gas enriquecido en
pHy a 9.8 Bar y calentando la muestra a 60 °C en una atmoésfera de Ny a 6 Bar. Nuevamente,
los espectros-J parciales muestran informacion relevante acerca de los acoplamientos-.J de

las moléculas, que es imposible de ver en un espectro usual (ver Fig. [4.19).

5.3.3. PhD-PHIP a campo bajo

La implementacién de cualquier técnica de RMN a campo bajo siempre es bienvenida.
A diferencia de los grandes y costosos equipos de RMN de campo alto, en los cuales se
requieren materiales superconductores, los espectrometros de campo bajo se caracterizan por
ser portables y de bajo costo. Alin cuando la intensidad y resolucion es notoriamente menor,
es posible obtener informacion relevante mediante métodos de relajacién y espectroscopia.

Esto a llevado a su utilizacion en gran parte de la industria quimica, petrolera y alimenticia.
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Figura 5.15: Experimento de la separaciéon de la sefial PHIP y térmica mezclando fisicamente
1-hexyne y 1-hexene. (A) Espectros para 66 % 1-hexene y 33 % 1-hexyne. (B) Espectros luego
de la hidrogenacion con pHs. (C) Espectros luego de 20 ciclos de burbujeo y medicion, donde
gran parte de la muestra se ha evaporado y la mayor parte del 1-hexyne a reaccionado a 1-

hexene, incrementando la proporcién de 1-hexene.
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(A) Espectro-J parcial Espectro-J parcial
de H1 de H2 3
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Figura 5.16: Espectros-J parciales de ambas Biomoléculas. Se utilizé un filtro digital de 500
Hz y un tiempo de eco tg = 8 ms. Debido a la complejidad del sistema, no fue posible realizar
simulaciones con un ntmero acotado de espines. En el caso de la BioMol2, no solo existe trans-
ferencia de hiperpolarizacion a otros espines de la molécula, sino que también la hidrogenaciéon
del grupo carbonilo produce una senal PHIP que afecta directamente a la sefial de los protones

Hy y Hs 3.
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Como se mencion6 anteriormente, si pensamos en utilizar la espectroscopia-J a campo
bajo el primer problema que surge es la violacion de la condicion (i) de la sec. , es decir,
el sistema de espines ya no esta acoplado débilmente. De esta forma, como se aprecia en la
columna derecha de la Fig. 5.5 el tiempo de eco jugard un papel importante en la forma del
espectro. Sin embargo, ain con estas condiciones experimentales desfavorables, es posible
aplicar el método de PhD-PHIP a campo bajo, es decir, realizar espectros espin-eco en
PHIP. [36].

Recordando el Hamiltoniano para sistemas de espines fuertemente acoplados tenemos,

N N
Honons = »_ 200317 +> 2wy 1 - 1, (5.40)
i=1 i<j

donde el Hamiltoniano de acoplamiento-J no conmuta con el término de desplazamiento
quimico. Por lo tanto, la evolucién del sistema debe calcularse con todo el Hamiltoniano
Hirongs 10 que resultard en informacioén del desplazamiento quimico sobre los maximos de los
ecos en la CPMG y una gran dependencia con el tiempo de eco, tg [27]. Al final de la reaccion
quimica, el operador densidad no solo contiene términos de segundo orden, sino que también
existiran términos de orden cero y primer orden, dependiendo del desplazamiento quimico
y la red de acoplamientos-J en la molécula. Realizar un calculo analitico de estos sistemas
resulta muy engorroso y, en general, imposible. Por lo tanto, el analisis para determinar la
existencia de la separacion entre las senales PHIP y térmicas en espectros espin-eco se realizé
de forma numérica (ver sec. [3.1).

Consideremos primero el caso donde el sistema formado luego de la reacciéon quimica es
un sistema de dos espines asilados fuertemente acoplados (H; y Hs), es decir un sistema AB.
Las simulaciones fueron llevadas a cabo con las siguientes condiciones: vy = 1 ppm, vy = 1.5
ppm, Jio = 7Hz, By = 0.45 T (lo que corresponde a una frecuencia de Larmor para protones
wo/2m = 19.86 MHz) y un tiempo de eco tg = 15 ms. El operador densidad resultante luego

de la reaccion es,
PER(0) = — 1 x IFIE 4 0.4772 x (IF — I%)
—0.3183 x (I{I3 + I I3) (5.41)
+0.0125 x ([P + IVIE),

lo que resulta en un espectro espin-eco como el de la Fig. (A), donde se aprecia un solo
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doblete en antifase en el centro de la ventana espectral, el cual es la marca caracteristica del
segundo orden longitudinal de espin (I715). Ahora, supongamos que inicialmente el sistema
posee cantidades iguales de especies PHIP y térmicas, entonces el operador puede escribirse
como: pin(0) + pir(0). En este caso espectro espin-eco resultante serd el de la Fig.
(B), donde se aprecia el doblete adicional enfase en los bordes de la ventana espectral
correspondiente a las senales térmicas.

El siguiente paso en complejidad es agregar un espin mas luego de la reaccion. Asi, el
sistema que se forma es un sistema de tres espines fuertemente acoplados, debido a la trans-
ferencia de los protones del pH; a un tercero (sistema ABC' [29]), como se esquematiza
en la Fig. (C). En este caso, los valores utilizados para realizar la simulacion fueron:
vy = 6.0ppm, v» = 5.8 ppm,v3 = 6.25 ppm, J1» = 7 Hz, Ji» = 10.2 Hz, Ji3 = 17.2 Hz,
Jog = 1.8 Hz, By = 0.45 T y tg = 15 ms; lo que resulta en un operador densidad de varios
términos y puede ser reescrito como,

3 3
Pinc(0) = > ayli I + N (7L + 1 17)
(i<j)=1 (i<j)=1 (5 42)
) .
+ 3 B+ S(ITE + L) + e(IT I I3 + VI TY),

i=1
donde «yj, Bi, A\ij, 0 ¥y € son constantes obtenidas en la simulaciéon. El espectro espin-eco
resultante se puede ver en la Fig. (C), donde se aprecia, ademas del doblete en antifase
caracteristico de PHIP en el centro, la contribucion a la senal en los bordes de la ventana
espectral proveniente de los términos de alto orden de espin en el operador. En la Fig.
(D) se aprecia como esta contribucion no puede ser separada de la senal térmica usual,
donde se utilizé la misma fraccion de operador PHIP (ec. y de operador térmico en el
estado inicial del sistema.

Esta es la mayor diferencia con un espectro-J, en el cual toda la informacion de las
senales PHIP se encuentra en el centro de la ventana espectral, bien separada de las senales
de los protones térmicamente polarizados. Como es de esperarse, a medida que el sistema
de espines es mas grande, mas compleja serd la estructura del operador resultante luego
de la reacciéon quimica. Sin embargo, estd claro que una fracciéon importante de las senales
hiperpolarizadas se encontraré en el centro de la ventana espectral, mas atn, solo las senales

PHIP se encontrarén en esta region, y por lo tanto es posible utilizar el protocolo PhD-PHIP
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A) Espectro-J PHIP C) Espectro-J PHIP
H, H,
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Figura 5.17: (A) Simulacion de un espectro espin-eco usando un sistema AB a campo bajo.
(B) Tgual que (A) pero agregando un operador térmico al estado inicial PHIP de la ec.

(C) Simulacion de un espectro espin-eco en un sistema ABC. (D) Igual que el anterior pero

con el operador un térmico agregado a pABC

a campos bajos.

La comprobacion experimental se llevo a cabo en un espectrometro Bruker Minispec mq20
con By = 0.45 T, donde no solo el campo By es altamente inhomogéneo (ancho de linea del
orden de 200 Hz), sino que también los pulsos de r.f. presentan un gran inhomogeneidad, por
lo que se tuvo especial recaudo en utilizar muestras lo mas pequenas posibles. Las muestras
consistieron en 1-hexene hiperpolarizado con 50 % de pH, utilizando el arreglo experimental
(A) de la Fig. . Una vez incorporados a la muestra, los protones del pHy ocupan sitios
quimicamente diferentes e interactian con otros tres protones en la molécula, los protones
Hs, Hy y Hjs esquematizados en la Fig. (A). Es importante destacar que todos los
protones estan separados aproximadamente 5 ppm, que representa un rango de 100 Hz a la
intensidad de campo del espectrometro y esto produce un solo pico de resonancia para toda

la muestra (ver Fig. 5.18).

Como la diferencia de desplazamiento quimico relativa a los acoplamientos entre los pro-

tones Hy, Hy, Hy y Hy 5 son:
L] |l/ik - V;|/J12 ~ 1.7

u |I/f - Vg’/Jlg ~ 1.0
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Figura 5.18: Espectros antes y después de la reaccién de 1-hexyne a 1-hexene con pHs a campo

bajo.

L] |I/;—V3’/J23N036
u |l/ik - V4|/J14(5) ~ 10.5
L |V§< — V4’/J24(5) ~ 48

es posible descartar la transferencia de hiperpolarizacion a Hy_5. Asi, la senal térmica total,
la cual interfiere con la senial PHIP a la hora de la deteccion (ver Fig. , proviene de
los nueve protones térmicamente polarizados de la molécula producto y de los diez de las
moléculas 1-hexyne que no reaccionaron todavia.

Por lo tanto, resulta natural la utilizacién del protocolo de PhD-PHIP en este sistema. En
la Fig. se muestran los espectros espin-eco antes (A) y después (B) de la hidrogenacion
con pH,. Como se habia predicho, las senales térmicas estdn dispuestas naturalmente en los
bordes de la ventana espectral mientras que la senal PHIP aparece como un gran pico en
antifase en el centro. Es importante destacar que debido a las imperfecciones de los pulsos de
T, se observa una pequena sefial en el centro de la ventana espectral en (A), la cual interfiere
con la senal PHIP en (B). Los espectros se muestran en la misma escala vertical, esto produce
la visualizacién de nuevos picos en la linea de base del espectro espin-eco hiperpolarizado
por encima del nivel del ruido. La simulacién en (C) fue realizada utilizando un sistema
de 7 espines acoplados. La misma provee un espectro similar al de (B), pero con diferente
forma en la linea de base, esto nos dice que las senales provienen de senales de mayor orden
de espin y que, incluso con un sistema de 7 espines acoplados, no es posible simular a la

perfeccion el sistema. Debido a que estamos lidiando con un sistema de espines fuertemente
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A) Espectro espin-eco térmico
- J

B) Espectro espin-eco PHIP

C) Simulacion

200 150 -100 50 0 50 100 150 200

Freq.[Hz]

Figura 5.19: (A) Espectro espin-eco antes de la hidrogenacion y después (B) de la hidrogena-
cion con pHy con tg = 15 ms sin filtro digital. (C) Simulacion del espectro espin-eco utilizando

un sistema de 7 espines acoplados.
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Figura 5.20: Espectros espin-eco para diferentes tiempos de eco. Para tg cortos la evolucion

con el acoplamiento-J se perturba debido a los pulsos de r.f. Izquierda Espectros espin-eco de

una fracciéon 1-hexene hiperpolarizado en 1-hexyne térmico. Derecha Espectros espin-eco de

1-hexene con polarizacién térmica diluido en acetona-d6.

acoplados, las intensidades relativas de los picos en antifase con respecto a los picos en fase

que aparecen en los bordes dependen fuertemente del tiempo de eco que se utilice.

La Fig. muestra el efecto del tiempo de eco en este tipo de experimentos. A la

derecha se muestran los espectro espin-eco de una muestra térmicamente polarizada de 1-

hexene adquirida comercialmente. Todos los espectros fueron normalizados al valor méximo

en el espectro obtenido para tz = 21 ms. Para la molécula producto, el area de los espectros

aumenta a medida que el tiempo de eco se hace mas pequeno, lo cual es consistente con el

hecho que para tiempos de eco cortos el primer eco digitalizado tiene mayor intensidad. En el

caso de la muestra hiperpolarizada, para tiempos cortos (g = 3 ms), el doblete en antifase a

frecuencia cero es del mismo orden de magnitud que el térmico y esta mezclado con el error
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en los pulsos de r.f. Si se aumenta el tiempo de eco (tg = 9 ms), la senal hiperpolarizada del
centro excede los artifacts generados por los pulsos de r.f. y, una interferencia destructiva
debido a los términos de alto orden en el operador densidad, genera una senal pequena en los
bordes del la ventana espectral. Para tiempos de eco atin mayores (tz = 15 ms), el doblete
en antifase PHIP mantiene su intensidad pero aparece con mayor resolucién. De nuevo, las
senales térmicas se cancelan en los bordes del espectro. Como se mencion6 anteriormente,
aparecen muchas senales sobre la linea de base del espectro que exceden el nivel de ruido del
mismo. Este efecto se aprecia en mayor medida para tiempos de eco mas largos (tx = 21 ms),
donde estos artifacts son del orden de las senal PHIP en el centro del espectro. Esta figura
nos muestra que una descripcion total del sistema es extremadamente complicada y requiere
realizar simulaciones numéricas con los doce espines presentes en la molécula producto. Aun
asi, podemos concluir que la existencia del doblete en antifase en el centro del espectro es
un claro indicador de la presencia de senales hiperpolarizadas libre de impurezas térmicas y
puede ser utilizada, como se muestra en la Fig. [5.21] para monitorear reacciones quimicas
en tiempo real de manera muy simple. Una eleccion correcta del tiempo de eco depende del
sistema particular que se este estudiando y pude ser determinado comparando el resultado
obtenido en la molécula producto como se mostré antes. Para este sistema y campo magnético
en particular, £z = 15 ms es una opcion razonable a la hora de observar senal PHIP utilizando
el protocolo PhD-PHIP.

Para realizar el experimento se colocé la muestra dentro del espectrometro antes de la
reacciéon durante unos 15 min para alcanzar el equilibrio térmico. Luego se burbuje6é pH,
durante 20 s y se esper6 5 s, antes de realizar la secuencia de pulsos, para evitar la mediciéon
de burbujas de gas dentro de la misma. Los resultados de este experimento se muestra en
la Fig. .21} donde la variable ¢, denota el lapso de tiempo desde que la reaccion comenzo.
Las intensidades fueron obtenidas mediante la integracion de cada espectro en el rango que
se muestra dentro de la misma figura, cambiando el signo del pico negativo para evitar la
cancelacion en la integral. El punto que se indica como 1, corresponde al estado inicial antes
del primer burbujeo. Una vez que se comienza la incorporacién del gas, es necesario esperar
cierto tiempo para que el catalizador se active y comience la hidrogenacion de a pares que
produce senal PHIP. Luego de dos ciclos de burbujeo/medicion, la senal PHIP aparece y

su intensidad rapidamente se incrementa al maximo (punto 2). En este punto, el burbujeo
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Figura 5.21: Reaccién de 1-hexyne a 1-hexene monitoreada con PhD-PHIP en un campo

By =0.45 T. Ver descripcién en el texto.

fue interrumpido, pero no las adquisiciones de los espectro, de esta forma se muestra que
la intensidades adquiridas estdn realmente relacionas con la reaccion de la senal PHIP, es
decir, para mostrar el control que se tiene sobre la reaccién. Cinco espectros espin-eco se
adquirieron, donde se observa la intensidad decreciente de los mismo hasta llegar al punto 3
(espectro térmico). Finalmente se incorpora nuevamente pH, y se continua con la reaccion
(punto 4). En este punto, la senal representa un ~ 90 % de la intensidad méxima obtenida,
ya que parte del 1-hexyne ha reaccionado en 1-hexene entre los puntos 2 y 3. Luego de 50
minutos de comenzado el experimento, la reaccién termina cuando no hay mas educto en la
muestra para reaccionar y por lo tanto la parte central del espectro posee intensidad cero. La
evaporacion juega un papel importante en la ultima etapa de la reacciéon, ya que se observa
un rapido decaimiento en la senal PHIP luego de los 35 minutos de experimento.

Este simple experimento muestra que PhD-PHIP es una herramienta extremadamente
sensible para monitorear reacciones quimicas a campo bajo, incluso con las altas inhomo-
geneidades presentes en este tipo de espectrometros. Mas atin, la posibilidad de detectar
senales hiperpolarizacion en equipos de RMN portables y de bajo costo, como es el caso del
Bruker Minispec mq20, abre nuevas ramas de investigacion dentro del drea de PHIP.

Es importante destacar el hecho que todos los espectros, ya sean a campo bajo o alto,
fueron realizados con una sola adquisicién. Para los experimentos con senales PHIP este
hecho es muy relevante, ya que el promedio de varias mediciones sobre la misma senal es

practicamente imposible debido a que la senal va cambiando con el tiempo. Esta imposibili-
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dad proviene no solo de que el sistema se encuentra en un estado meta-estable sino que, ain
cuando se incorpora pH, antes de cada medicion, la cantidad de moléculas reaccionadas, que
en promedio daran la senial PHIP, es diferente. Si bien es posible obtener un grado mayor de
control sobre la reaccion si utilizamos el arreglo experimental de la Fig. (B), siempre
existird una curva de reaccion (ver Fig. y Fig. [£.18), la cual muestra el cambio de la

senal en funcion del tiempo a medida que la molécula educto va reaccionado con el pHo,.

5.3.4. PhD-PHIP en Gases

Ahora centremos nuestra atencion en analizar la posibilidad de aplicar PhD-PHIP al estu-
dio de gases hiperpolarizados en campo alto [60]. En este caso, solo se realizaron simulaciones
v los experimentos se realizardn en trabajos futuros, como parte de la tesis doctoral del Lic.
Leonel Garro Linck. Utilizando gas propano hiperpolarizado o propano HP, molécula mas
popular en este tipo de experimentos [61], se realizaron simulaciones de un espectro de pro-
pano con un operador densidad térmico y PHIP utilizando los siete espines de la molécula. El
sistema de espines a campo alto (By = 7 T) se comporta mas o menos como un sistema AX,
por lo tanto, podemos decir que los espectros obtenido utilizando una CPMG corresponden
a espectros-J.

En la Fig. (A) se muestra la reaccion quimica de propeno a pronano cuando se
incorpora pH,, donde el protén Hys pasa a formar parte uno de los grupos Metilo y el
Hix forma el Metileno. En la RMN de estado gaseoso, la difusiéon juega un rol importante
en el ancho de linea del espectro, ya que las moléculas pueden difundir grandes distancias
durante la adquisicion de la senal y esto produce una acumulaciéon de fase sobre el volumen
de medicion. En los espectro de alta resolucion (lw = 1 Hz) de la Fig. (B)se aprecian
las estructuras internas de cada pico debido al acoplamiento entre los espines. En el espectro
térmico se ve como el protéon H,,y experimenta un desdoblamiento en un triplete debido al
acoplamiento con los protones H,x y Hs, mientras que el acoplamiento de H;x con los 6
protones (Hsa, Hs, Hy, Hg, H7; y Hg) produce una estructura interna de 7 picos. De manera
similar ocurre con el espectro PHIP, solo que ademas se aprecian las senales en antifase
caracteristicas de los términos de segundo orden de espin. Los resultados experimentales
encontrados en la literatura [46,/61-64] corresponden a espectros similares a los de la Fig.

(C), donde el ancho de linea es del orden de 20 Hz. Claramente, no solo la intensidad del
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(A) Propeno Propano
H H H H, Hs Hs
| P-Hp [
H—c=C—IC—H —> Hs—CII—(f—T—H7
H H2A H1X H8
(B) Espectro térmico de propano Espectro PHIP de propano
simulado simulado
Hoa Lw=1 Hz Lw=1 Hz
H2A
Hix Hix
lrh Am . IpHip ‘LLY-V‘
(C) Lw=20 Hz Lw=20 Hz
lrhx10 lpHiPXx20
-300 -150 0 -300 -150 0
Freq. [Hz] Freq. [Hz]

Figura 5.22: (A) Esquema de la hidrogenacion con pHj del propeno. Existen solo dos posicio-
nes de desplazamiento quimico (4 = 1.336 ppm y v5 = 0.899 pmm) y todos los espines estan
acoplados con una constante J = 7.4 Hz. (B) Espectro de RMN simulados para muestras de
propano polarizada térmicamente y PHIP con un ancho de linea lw =1 Hz. (C) Influencia del
ensanchamiento de la linea en los espectros térmicos y PHIP. Se observa una disminucién en la
intensidad del espectro comparada con (B), la cual se acenttia cuando la senales proviene de un

sistema PHIP.

espectro es mucho menor (aprox. un orden de magnitud), sino que la informacion sobre los
acoplamientos-.J se pierde y solo aprecian dos picos. Mas atin, en el caso del espectro PHIP, la
intensidad es dos veces menor que la intensidad térmica, esto ratifica lo dicho anteriormente
cuando se analiz6 el efecto de la inhomogeneidad de By sobre senales PHIP, ver por ejemplo
Fig.

Para analizar el método de PhD-PHIP en gases es necesario considerar el efecto que tiene
la difusion sobre la adquisiciéon de un eco. El caso extremo de este efecto se observa en la
medicion ®He, en el cual el alto coeficiente de difusiéon elimina casi por completo al eco [65].

En el caso del propano, en una aproximaciéon simple, podemos considerar a un gradiente
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local lineal g como responsable de los anchos de linea observados, es decir, para [w = 20 Hz

en un tubo de RMN de 10 mm, se satisface

vy 20Hz

(5.43)

Sabemos que el decaimiento de una senal proveniente de una CPMG no solo depende del
tiempo de relajacion Ty, sino también del coeficiente de difusion D y el gradiente g [66], es
decir,

nt 1/ v 2
I(g,ntg) = Iye T e slzzonts) Dnis. (5.44)

Es posible definir un tiempo de decaimiento efectivo,

1 1 1. ./~ 2
S —D<— t) , 5.45
T27eff T2 * 3 27Tg ¢ ( )

donde, para gases del rango molar del propano, la constante de difusion libre es D ~
107% m2s~!. Para un valor de 7, = 2 s y un tiempo de eco ty = 50 ms, el valor que se
obtiene es de Ty .y = 1.97 s, lo que un cambio menor al 1%. Por lo tanto, no existira una
perdida importante de resolucion en el espectro-J. Variando el tiempo de eco entre 1 ms y
100 ms, el tiempo de relajacion efectivo solo cambia entre un 0.0004 % y 45 % respectiva-
mente. Podemos concluir, por lo menos de manera tebrica, que es posible obtener un ancho
de linea menor a 0.2 Hz en gases hiperpolarizados libres si utilizamos PhD-PHIP.

Si el gas se encuentra embebido en un ambiente poroso, el tiempo de relajaciéon sera
considerablemente menor al de un gas libre debido a las interacciones con la superficie [66].
Se han reportado anchos de linea de 15 Hz para gases confinados en medios cataliticos [46],
esto resulta, tomando un valor estimado de 75 = 200 ms, en un espectro-J con un ancho de
linea de aproximadamente 1 Hz. En este caso, se define un coeficiente de difusion efectivo,
mucho menor al coeficiente de difusion libre D, el cual depende fuertemente del tamano de
la cavidad, la presion, temperatura, ect. [67]. Sin embargo, atin en este tipo de sistemas mas
complejos donde el T5 es de unos pocos cientos de milisegundos, PhD-PHIP promete ser una
herramienta importante en el estudio de gases hiperpolarizados.

En la Fig. se muestran las simulaciones de los espectros-J térmicos (Izquierda) y
PHIP (Derecha) que fueron realizadas utilizando los ocho espines acoplados de la molécula
para un tiempo de eco tg = 8 ms y un decaimiento efectivo de 200 ms. En (A) se simulo el

espectro-J adquirieron ambos picos a la vez para hacer énfasis en el uso del filtro digital, ya
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(A)
x1 x1

(B)
Hoa X2 Hoa X2

(&)
Hix x4 1x x4

-60 -30 0 30 60 -60 -30 0 30 60
Freq. [Hz] Freq. [Hz]

Figura 5.23: Simulaciones de espectros-J en propano. Columna izquierda: Térmicos. Columna
derecha: PHIP. (A) Espectros-J de ambos picos, la falta de desplazamiento quimico induce al
colapso de las lineas, lo que resulta en una perdida de informacion. (B) Espectros-J parciales
correspondiente al grupo C' Hs. (C) Espectros-J parciales correspondiente al grupo C' Hs. Notar

que todos los graficos estan normalizados a los espectros-J térmicos y PHIP respectivamente.

que aun cuando se obtiene un espectro de alta resolucién, las lineas del mismo se encuentran
colapsadas y resulta dificil analizarlo. Este efecto desaparece en los espectros-J parciales de
(B) y (C), donde, tanto en las senales térmicas como en las PHIP, las simulaciones muestran

una concordancia perfecta con los espectros simulados de alta resolucion de la Fig. [5.22]



Capitulo 6

Conclusion y perspectivas

En este trabajo se desarroll6 la técnica PhD-PHIP para obtener espectros de RMN hi-
perpolarizados de alta resoluciéon libre de impurezas térmicas. El desarrollo incluy6 todas
las etapas necesarias para validar la técnica. Desde el armado de diferentes arreglos ex-
perimentales para realizar las reacciones quimicas, pasando por los experimentos de RMN
ratificAindolos con simulaciones numéricas, hasta un desarrollo analitico de la dinamica de
espin pertinente.

Se publicaron cuatro trabajos y un capitulo de un libro. EI primer trabajo se baso en la
obtencion de espectros de alta resolucion de sefiales PHIP [28|, mientras que en el segundo
[49] se mostré como el método es capaz se separar las sefiales PHIP y térmicas con el
beneficio de poder adquirir espectros de alta resolucién, de aqui provino el protocolo PhD-
PHIP. En la tercera publicacion [50], se probo la robustez del método cuando se tiene poca
hiperpolarizacion y gran parte de la senal se encuentra apantallada por la senales térmicas.
Finalmente, se demostré que PhD-PHIP funciona a campos bajos [36], donde la teoria no esta
aun cerrada debido a la complejidad que introducen los acoplamientos fuertes. Sin embargo,
se mostré que es una herramienta muy tutil para el monitoreo de reacciones quimicas.

Parte del trabajo se realiz6 en Alemania gracias a una beca de la Fundacién Bunge y
Born. La estadia de tres meses permitié realizar mediciones mas precisas y probar la técnica
en moléculas mas complejas con utilidad en la medicina y la quimica. Este trabajo quedo
enmarcado en la tesis doctoral del Lic. Manuel Braun del MPIP-Mainz y se estima que a
principio del 2018 los resultados de los experimentos en curso podrian ser publicados.

Por ultimo, se sentaron las bases teéricas para utilizar el método en gases hiperpolarizados
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[60], trabajo que se continuara de forma experimental en la tesis doctoral del Lic. Garro y
se planea utilizar la técnica en el estudio de materiales porosos para la determinacion de la
relacion superficie/volumen e interconectividad de los poros, asi como también para realizar

imégenes rapidas por RMN.



Apéndice A

Generador de parahidrégeno y oxidacion

del catalizador

Tanto el diseno como la construccion del arreglo experimental para obtener parahidrogeno
fueron realizadas enteramente en el laboratorio. En la Fig. (A) se muestra una foto del
arreglo experimental sin el reservorio de nitréogeno liquido en el cual se sumerge el tubo de
acero inoxidable. Dentro del mismo se encuentra una mezcla de carbon activado y oxido de
hierro en polvo que sirve como catalizador para la conversion orto/para. Se colocaron filtros
especiales para detener el avance de las particulas sin obstruir el paso del gas hidrégeno.
Estos filtros son sumamente importantes ya que evitan la contaminaciéon de las linea y del
cilindro de almacenamiento del parahidrogeno con las particulas paramagnéticas (ver Fig.
(B)).

Como se menciond anteriormente, el catalizador en sumamente sensible a una atmosfera
con presencia de oxigeno, mas ain en estado sélido (polvo), que es la forma en la que comer-
cialmente se adquiere. Por esa razon, se utiliz6 una camara en la que se saturd el ambiente
con un flujo constante de gas nitrogeno durante todo el proceso de preparacion de la mues-
tra (ver Fig. (C)). Una vez disuelto en acetona, la oxidacion del catalizador es mucho
mas lenta (un par de horas) y es posible realizar experimentos dentro del espectrometro sin
necesidad de aislarla del exterior, por ejemplo para realizar experimentos PASADENA con
burbujeo a presion atmosférica. Por supuesto que para experimentos en los cuales se requirié
un mayor grado de hiperpolarizacion y/o control, fue necesario disminuir al maximo la pre-

sencia de oxigeno durante todo el proceso. Para ello se utiliz6 el sistema de tubos de teflon
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B)

Figura A.1: (A) Arreglo experimental utilizado para la obtenciéon de parahidrogeno. (B)
Filtro utilizado a la salida y entrada del gas hidrogeno. (C) Céamara de atmosfera controlada

con fluyo constante de nitrégeno en donde se realizaron las muestras.

permeables explicado en la seccion [4.2]y las muestras se realizaron dentro de una camara de

guantes (glovebox) con atmosfera de argon.
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