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Infroduccidn

1 Introduccidon

En la actualidad, el uso extensivo de resinas epdxicas en las industrias de
adhesivos, pldsticos, recubrimientos y automotriz tiene un considerable impacto
econdmico y ambiental. La caracteristica mds importante que presenta una
resina epoxica polimerizada es su alta resistencia eléctrica y al calor, motivo por el
cual presenta una alta viscosidad y como consecuencia se hace mas dificil su
manipulaciéon en un proceso a nivel industrial. Ante tal situaciéon, para aplicarla es
necesario abatir su viscosidad, o cual puede lograrse empleando disolventes
orgdanicos voldtiles como xileno y benceno. Sin embargo, esto es muy costoso,
contribuye a la contaminacion del medio ambiente y genera problemas de
salud. Por lo anterior, en el drea de formulacion, hay un esfuerzo encaminado en
emulsificar estos componentes y estabilizar sus dispersiones en una formulacién

acuosa con ayuda de tensoactivos.

Las propiedades de una emulsion dependen, entre otros factores, del
tamano de particula. Consecuentemente, el radio hidrodindmico, i, (radio de la
particula solvatada) es uno de los pardmetros mds importantes a estimar. Puesto
que las particulas de una emulsidon estdn suspendidas libremente en un liquido, la
velocidad con la que se mueven depende directamente de su tamano (las
particulas mds grandes se mueven mds lentamente). Por tanto, si se determina el

coeficiente de difusidn, D, de las particulas se puede estimar el rh.

La difusion de las particulas se puede determinar por varias técnicas
dispersivas, una de las mds comunes es la de Dispersion Dindmica de Luz o
Dynamic Light Scattering (DLS). Sin embargo, debido a los avances instrumentales
en las Ultimas décadas, como es la incorporacién de Gradientes de Campo
Magnético pulsado, la espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
se ha convertido en una de las técnicas de andlisis mdas utilizadas, tanto para la

elucidacion estructural y conformacional de moléculas, como para el estudio del
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fendmeno de la difusion traslacional, el cual permite realizar el andlisis de mezclas
de compuestos’ y de una gran variedad de interacciones inter- e intra-
moleculares.23 La técnica se conoce como DOSY (Diffusion Order Spectroscopy) y
tiene la gran ventaja sobre otros métodos de que no requiere la separacion fisica

de sus componentes, como lo podria ser una separacion cromatogrdfica.

En particular, entre las aplicaciones de DOSY para investigar las propiedades
de las emulsiones a nivel molecular se encuentran: la investigacion de
inferacciones entre tensoactivos catidnicos, anidnicos y una resina,* el estudio de
la formacién y crecimiento de micelas entre diversos tensoactivos y dendrimeros,s
y el andlisis de los cambios conformacionales de agregados premicelares de

copolimeros y alcoholes.¢

Al estudiar sistemas de emulsiones por RMN existen limitaciones,
principalmente debido a que el gran tamano de particula puede causar tiempos
de relgjacion cortos, lo que genera senales muy anchas en el espectro. Cuando
no se observan las senales de las moléculas al tfrabajar a una temperatura dada,
si el sistema lo permite, se puede elevar la temperatura para aumentar la

movilidad y aumentar los tiempos de relajacion; obteniendo asi senales mds finas.

En este trabajo se llevd a cabo el andlisis por RMN de una emulsion comerciall
acuosa de una resina epdxica del bisfenol A. El estudio se estructurd en dos
partes: en la primera se abordd el estudio de la resina en agua, y en la segunda el

estudio de la emulsidon de la misma resina en su presentacion comercial.

El principal objetivo de esta Tesis consiste en evaluar la RMN como fécnica
para estudiar la difusion de las particulas de una emulsion de la resina epdxica y

asi poder estimar el radio hidrodindmico de las particulas de la emulsion.

1Jerschow, A.; Muller, N., Macromolecules, 31, 6573-6578 (1998).

2Fielding, L., Tetrahedron, 56, 6151-6170 (2000).

3BeIIachioma, G.; Ciancaleoni, G.; Zuccaccia, C.; Zuccaccia, D.; Macchioni, A., Coordination Chemistry Reviews, 252, 2224-
2238 (2008).

“Pettersson, E.; Topgaard, D.; Stilbs, P.; S6derman, O., Langmuir, 20, 1138-1143 (2004).

5Yang, K.; Cheng, Y.; Feng, X.; Zhang, J.; Wu, Q.; Xu, T., J. Phys. Chem. B, 114, 7265-7273 (2010).

6Kriz, J.; Dybal, J., Magn. Reson. Chem., 51, 275-282 (2013).
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1.1 Estructura de la tesis

La presente tesis estd estructurada en 5 capitulos, a continuacion se describe

brevemente el contenido de cada uno de ellos:

En el Capitulo 1 se da una Intfroduccién acerca del tema de investigacion de
la presente tesis y un resumen del contenido, mientras que en el Capitulo 2 se

plantean los objetivos de la misma.

En la primera parte del Capitulo 3, Marco tedrico, se presenta una revision
general acerca de las resinas epoxicas; mientras que en la segunda parte se da
una infroduccién a la RMN y a los métodos que permiten medir el coeficiente de
difusion y los tiempos de relajaciéon. Se hace especial hincapié en el fundamento
tedrico de la secuencia de pulsos utilizada para medir la auto-difusion, teniendo

en cuenta las propiedades y caracteristicas especificas de la emulsion.

En el Capitulo 4, Metodologia, se hace una descripcion de los materiales, las
caracteristicas de los equipos, los experimentos y las condiciones experimentales
empleadas. Particularmente se detallan las condiciones de adquisicion y

procesamiento de los espectros para la interpretacion de resultados.

Posteriormente en el Capitulo 5, Resultados y Discusion, se presentan, analizan
y discuten los resultados obtenidos ordenados en dos partes: en la primer parte se
confirmé la caracterizacién realizada por Haixiang Sun y colaboradores en el 2013
de la resina en CDCls/ proporcionando ademds, los valores de las constantes de
acoplamiento. Adicionalmente, aunque estd reportado que la resina es insoluble
en agua, en una solucion muy diluida, fue posible obtener el espectro en D20 y
observar su comportamiento a diferentes temperaturas. En la segunda parte de
este capitulo, se muestran los resultados del estudio por RMN de los tiempos de
relajacion de los protones de la resina en emulsion a diferentes temperaturas.

Finalmente, se detallan los factores que se deben controlar para lograr obtener el

7Haixiang, S.; Weiliang, N.; Bingbing, Y.; Tiantian, W.; Peng, L.; Yunqi, L.; Lintong, W., Journal of Applied Polymer Science,
130, 2652-2659, (2013).
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valor de D a 60°C y poder estimar el . Este resultado se compard con el valor

obtenido por la técnica de DLS, resultando una buena correlacién.

Como parte final de este trabajo, en el Capitulo é se presentan las

conclusiones obtenidas del desarrollo de este proyecto.
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2 Objetivos

El objetivo general consiste en evaluar la RMN como técnica para determinar el
coeficiente de difusidon de las particulas de una emulsion acuosa de la resina

epdxica del bisfenol A, para ello los objetivos especificos consisten en:

e Confirmar la estructura de la resina epdxica en un disolvente orgdnico.

e Encontrar las condiciones experimentales para poder observar las
senales de la resina en emulsion acuosa.

e Evaluar los efectos de la temperatura sobre los tiempos de relajacion
de los protones de la resina en emulsion.

e Implementar y optimizar las secuencias de pulsos para adquirir 10s
experimentos de difusion.

e Lograr la eliminacion de cualqguier efecto indeseable para obtener el
valor de D en sistemas de emulsificantes.

e Estimar el m de las particulas de la emulsion con el D determinado por

RMN, y comparar dicho resultado con el valor obtenido por DLS.
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3 Marco tedrico

En este capitulo se describe el sistema de estudio (una resina epdxica en emulsion
acuosa), se presentan las generalidades de la auto-difusidn y se infroducen los
conceptos bdsicos de la RMN. Se enfatiza el procedimiento para la
determinacion de los tiempos de relajacion y en cémo, gracias a los gradientes
de campo magnético pulsado (PFG-RMN), la RMN permite medir el movimiento

de las particulas de la resina en la emulsion.

3.1 Sistema de estudio

El sistema que se usd en este estudio fue la resina epdxica DGEBA n=0 y su
emulsion acuosa. El interés de estudiar el sistema en emulsidn acuosa radica en
poder evitar el uso de disolventes téxicos y/o contaminantes que afectan la salud,

el medio ambiente y, ademds, aumenten su costo.

3.1.1 Resinas epoéxicas

Las resinas epodxicas son consideradas una de las clases mds importantes de
polimeros termoestables con propiedades sobresalientes, como son una buena
resistencia al calor y alta resistencia eléctrica.8 Las resinas epdxicas y sus derivados
han tenido gran aceptacidn y su uso se ha extendido a todas aquellas

actividades donde se requiere un polimero de mucha resistencia mecdnica.

Hoy en dia, cerca del 90% de la produccidon mundial de resinas epdxicas estd
basada en la reaccién entre el 2,2°-bis(4-hidroxifenil) propano (bisfenol A) vy la
epiclorhidrina (Figura 1). Esto se debe a la alta reactividad de la epiclorhidrina
que permite su combinacion con cualquier molécula portadora de hidrégenos
activos, asi como a su facil obtencidon por petroquimica y también a que el

bisfenol A es relativamente barato, ya que los productos de partida para su

8Soo-Jin, P.; Fan-Long, J.; Jae-Sup, S., Materials Science and Engineering: A, 390, 240-245, (2005).
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sintesis son acetona y fenol. Al variar la relacion estequiométrica entre la
epiclorhidrina y el bisfenol A se obtiene una molécula resultante conocida como
éter diglicidil de bisfenol A (DGEBA). La DGEBA estd representada con su formula
general mostrada en la Figura 1; en donde n representa el grado de
polimerizacion. La parte repetida de la molécula tiene un peso molecular de 284,
por lo tanto, de acuerdo a la proporcidon utilizada de los reactivos, es posible
formar mezclas variables de resinas de alto y bajo peso molecular, lo cual brinda
distintas caracteristicas a las resinas. Si el peso molecular es mayor a 908, son

sélidas; con menor peso molecular son liquidas.

CH,
P -
HO X “—oH 1 MNaOH
| CH + T
- L -
= “\.VJ{/ o

Bisfenol A Epiclorohidrnina

CH, CHy
//:1“\\: P Ax S
.o : ) o o
\o - | Chy | I T | T CHy P o/
,// = OH ;f e

n

Figura 1. Resina epoxica producto de la reaccion entre bisfenol A y epiclorhidrina.

Desde hace muchos anos, las resinas epodxicas han sido ampliamente
utilizadas como pldsticos termoestables para aplicaciones como pinturas marinas,
revestimientos para metales, compositos y adhesivos.?1011.1213 Recientemente, ha
aumentado el interés en las resinas epdxicas de alto rendimiento debido a su
aplicacién en productos electronicos.'4 Actualmente, con el gran niUmero de

resinas diferentes y el alto desarrollo alcanzado en los sistemas de aplicacién, son

9. Fan-Long, P. Soo-Jin, Polymer Degradation and Stability, 97, 2148-2153, (2012).

1o, Xiunan, L. Yonggen, Z. Xin, Z. Fangjia, Materials & Design, 40, 497-501, (2012).

U5 Le Hoang, S. Bui Thanh, T. Nguyen Ngoc, L. Dong-Guk, S. Seunghan, B. Jin-Young, Reactive and Functional Polymers,
72,542-548, (2012).

2y Jan, J. Bartosz, K. Marcin, European Polymer Journal, 47, 1601-1606, (2011).

B, Jintao, B. Zhi-Yang, X. Cun-Jin, L. Bo-Geng, F. Hong, Chemical Engineering Journal, 171, 357-367, (2011).

¥ Eun Yong, C. Il Seok, H. Jinkee, K. Sang Wook, Industrial & Engineering Chemistry Research, 52, 15713-15717, (2013).
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pocas las dreas ftecnoldgicas donde las resinas epodxicas no estén siendo

utilizadas.

3.1.2 Emulsiones

Las emulsiones son un tipo de sistema coloidal (sistema heterogéneo), son
dispersiones termodindmicamente inestables de dos o mds liquidos inmiscibles o
parcialmente miscibles. La mayoria de las emulsiones estdn constituidas por una
fase acuosa y ofra que contiene un aceite. Una de las fases es un liquido que se
distribuye en gotas en el otro liquido y se conoce como la fase dispersa,
discontinua o interna. Mientras que el segundo liquido, en el que se distribuye el
primero, se conoce como fase continua o externa. Si la fase dispersa es el aceite,
se conocen como emulsiones de aceite en agua (oil-in-water, o/w) y las
emulsiones que tienen al agua como fase dispersa se conocen como emulsiones
de agua en aceite (water-in-oil, w/0). En el presente trabajo, la fase contfinua de
la emulsidon es agua vy las pequenas gotas estdn formadas por la resina epdxica
DGEBA n=0.

Aunque se ftraten de dispersiones termodindmicamente inestables, las
emulsiones pueden convertirse en cinéticamente estables. A menudo, esta
estabilidad se debe a la presencia de agentes tensoactivos, los cuales favorecen
la unidn de las fases mediante la disminucion de la tensidon superficial de la
interfase que se encuentra enfre los dos liquidos. Generalmente la fase contfinua
es la que solubiliza al agente tensoactivo. El tipo de emulsidn que se tiende a
formar depende del balance entre las propiedades hidréfilas e hidréfobas del
tensoactivo. La concentracion del agente tensoactivo es variable, pero por
razones de eficiencia y costo en las aplicaciones prdcticas, se utilizan mezclas de
tensoactivos en un intervalo de concentracién del 0.2-3%. Para crear la interfase y
poder obtener gotas pequenas es necesario aplicar energia externa. La
formacion y la estabilizacion de estas gotas son las etapas mds importantes en la

produccion de emulsiones.

El estudio de las emulsiones es de gran interés debido a sus diversas e

importantes  aplicaciones en  medicina, cosmetologia,  agroquimica,



Marco tedrico

recubrimientos, alimentos, refineria, etc. De acuerdo a la aplicacion en la cual
serdn empleadas, es necesario que las emulsiones tengan ciertas caracteristicas o
propiedades en especifico. Sin embargo, existen algunos criterios generales de
calidad que pueden ser utilizados. Entre ellos se encuentra el hecho de que una
emulsion debe ser estable, es decir, no debe presentar cambio alguno
(floculacién, sedimentacion, coalescencia, etc.) durante un periodo de tiempo

suficientemente largo para el propdsito de la aplicacion prdctica.

Las emulsiones fienden a ser turbias o blancas debido a la presencia de
muchas gotas pequenas que dispersan la luz incidente; sus propiedades
dependen, entre ofros factores, del tamano de particula. Consecuentemente el

es uno de los pardmetros mds importantes a estimar.

Hay muchas técnicas experimentales que permiten medir el tamano de
particula de una emulsion. Estas pueden agruparse en: (i) observacion
microscopica, (i) métodos de dispersion de luz, (i) espectrometria de ultrasonido,
(iv) conductividad eléctrica y (v) determinacion de la difusidon.'s Entre estos
métodos, los que se basan en la dispersidon de la luz son, actualmente, los mds

ampliamente utilizados.!6.17

3.2 Difusion traslacional

El término difusidon es utilizado para describir muchos procesos fisicos diferentes. En
RMN, difusién puede referirse a difusion de espin, difusidon rotacional o difusidon
traslacional. En la presente tesis, al utilizar el término de difusion sélo se hard
referencia a la auto-difusion fraslacional, una forma de difusion debida al
movimiento Browniano de las moléculas o particulas en solucidén que ocurre en
ausencia de cualquier fuerza externa (como gradientes de concentracion o

campos eléctricos).

BM.L. Johns, K.G. Hollingsworth, Progress in Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, 50, 51-70, (2007).
M.J. Hey, F. Al-Sagheer, Langmuir, 10, 1370, (1994).
7. Novales, P. Papineau, A. Sire, M.A.V. Axelos, Coll. Surf. A, 221, 81, (2003).
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El movimiento de una particula debido a la difusion traslacional se debe
solamente a la energia cinética. Al moverse, las moléculas o particulas colisionan
entre si y cambian la direccién del movimiento. A lo largo del fiempo, el
movimiento de una molécula sigue un camino aleatorio que resulta en un valor
que representa la facilidad con la que se mueve, este valor es conocido como

coeficiente de difusidon traslacional, D.

Considerando la relacion existente entre la energia cinética de una molécula
y la friccion, el valor de D se puede obtener a partir de la ecuacion denominada

de Stokes-Einstein:

_ kgT _ kpT
- f  6myr

Ecuacién 1. Ecuacidn de Stokes-Einstein.

D

donde ks es la constante de Boltzman (1.38066 x 10 -2 kg m?2 K1 s2), T la
temperatura (en K), n la viscosidad de la solucion (en Nsm2=kgs' m')yfesel
coeficiente de friccion que en este caso estd definido por f = 6mryr. Las unidades
del coeficiente de difusion son m2/s. Esta ecuacion fue originalmente desarrollada
para particulas esféricas coloidales, donde se define bien el movimiento
Browniano. Sin embargo, también es una aproximacion para pequenas particulas
no esféricas. El uso de la ecuacién de Stokes-Einstein para predecir la difusidon
puede ser mejorada reemplazando el radio de la molécula, r, por su radio
efectivo, rer, también llamado radio hidrodindmico, . El valor de m se puede
utilizar para compensar factores como las formas de moléculas no esféricas y sus

esferas de solvatacion.

El valor de D representa la facilidad con que cada soluto en particular se
mueve en un disolvente determinado y describe la distancia que una molécula se
mueve en un medio especifico durante un intervalo de tiempo especifico.
Depende bdsicamente de tres factores: i) tamano y forma del soluto, i)
temperatura, vy iii) viscosidad del disolvente (el cual por si mismo es funciéon de la
temperatura). Por ello, D es definido individualmente para cada soluto en un

disolvente dado y a una temperatura especifica.
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El aumento del tamano del soluto o de la viscosidad del disolvente dificulta la
difusion, mientras que el aumento de la temperatura la acelera. A igual masa
molecular, los solutos esféricos difunden con mds facilidad en el agua que los

solutos alargados principalmente debido a aspectos de superficies de contacto.

Para un mismo disolvente, a mayor masa molecular el valor de D disminuye y
para un mismo compuesto, el valor de D disminuye al aumentar la viscosidad del
medio. En algunos casos, valores invertidos pueden ser evidencias de la existencia

de diferentes formas de solvatacion.

La mayor parte de las técnicas reportadas para estimar el tamano de
particula recurren a la dispersion de luz. Sin duda alguna, una de las técnicas mds
utilizadas es la de DLS, que se basa en el andlisis de la dispersion de un haz de luz
monocromdtica por las particulas en disolucion. Se obtienen fluctuaciones
temporales de la intensidad dispersada debido a que las moléculas en disolucion
estdn sometidas al movimiento Browniano y las distancias entre ellas estdn
cambiando constantemente. Por tanto, la evolucion temporal de la intensidad de
luz dispersada proporciona informacidén sobre la velocidad con la que se mueven
las particulas en el medio, es decir, el coeficiente de difusion D. Con dicha
técnica es necesario trabajar con muestras muy diluidas ya que al hacer los

cdlculos se considera que se estd en el dominio de dilucion infinita.

Como se verd en la seccién 3.3.5, la espectroscopia de RMN de gradientes
de campo pulsados (PFG-NMR) también permite medir la auto-difusion para
investigar el famano de particula de una emulsion. Esta técnica tiene las ventajas
de que se andliza la muesira completa o en concentraciones altas, no se
perturba la muestra, es completamente no invasiva, se puede aplicar a muestras
relativamente grandes y con presencia de burbujas de gas o soélidos en

suspension, la misma muestra puede ser analizada varias veces, es especialmente
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Util cuando hay opacidad en la emulsion y al igual que con DLS, las mediciones

pueden ser relativamente réapidas.8.1?

3.3 Resonancia Magnética Nuclear

La RMN es la heramienta anadlitica que proporciona mayor informacion
estructural y estereoquimica en un fiempo asequible; es una técnica
indispensable para la quimica asi como para otras ramas de la ciencia. Sin la
destruccion de la muestra, esta espectroscopia permite: identificar moléculas,
determinar su estructura y es la Unica técnica que permite el estudio de procesos
dindmicos de manera sencilla y eficaz con resolucion atébmica en varias escalas

de tiempos.

3.3.1 Conceptos bdsicos de Resonancia Magnética Nuclear

La RMN se basa en la absorcion de energia de radiacién electromagnética
en la regidn de radiofrecuencias (ff) por parte de ciertos tipos de nucleos
atédmicos con momento magnético de espin nuclear no nulo (u#0), es decir,
nucleos atdmicos con un nUmero impar de protones o neutrones (0 de ambos).
Dicha absorcién ocurre a frecuencias Unicas que dependen del tipo de nicleo y
del ambiente quimico en el que se encuentra y se manifiesta en presencia de un
campo magnético (Bo) intenso y constante. Este tipo de nlcleos son
magnéticamente activos, es decir, poseen momento angular de espin vy
momento magnético, lo que hace que se comporten como si fueran pequenos
imanes. En ausencia de Bo, los espines nucleares se orientan al azar y son
equivalentes en energia. Sin embargo, cuando una muestra que contiene
nucleos magnéticamente activos se coloca en un Bo se orientan en la misma
direccién del campo, en un estado de minima energia denominado estado de

espin a, mientras que los nucleos con espin negativo se orientan en direcciéon

ML Johns, K.G. Hollingsworth, Progress in Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, 50, 51-70, (2007).
B, Bernewitz,G. Guthausen y H. P. Schuchmann, Magn. Reson. Chem., 49, S93-5104, (2011).
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opuesta a la de Bo, en un estado de mayor energia denominado estado de espin
B. Al estar alineados con Bo describen un movimiento de precesion a una
frecuencia proporcional a dicho campo, llamada frecuencia de Larmor. A
temperatura ambiente, el nUmero de espines a supera levemente al nUmero de
espines B de acuerdo a la distribuciéon de Boltzmann (Ecuacion 2). Sélo los nUcleos
en el estado a son capaces de absorber radiacion externa de if, lo cual se

traduce en una baja sensibilidad de la técnica.

Ng — o—AE/KT
Ne

Ecuacidn 2. Distribucidon de Boltzmann.

En los equipos de RMN que se usan actualmente, el Bo s& mantiene constante
mientras el breve pulso de f, perpendicular al Bo externo, excita simultdneamente
a todos los nucleos. El pulso que se aplica tiene la misma frecuencia a la que
precesan los nucleos, por ello el término de resonancia magnética nuclear. En
otras palabras, la senal en espectroscopia por RMN es el resultado de la
diferencia entre la energia absorbida por los espines, que realizan una transicion
del estado de menor al de mayor energia, y la energia emitida por los espines
que simultdneamente realizan una transicion del estado de mayor al de menor
energia como respuesta a ser irradiados por el pulso de rf. La senal es entonces
proporcional a la diferencia de poblacidon entre los dos estados. Al regresar estas
senales a su estado de equilibrio son registradas como la intensidad de senal
respecto al tiempo, y posteriormente mediante la transformada de Fourier (FT-
RMN), se convierten dichos daftos en una grdfica de infensidad de senal en

funcion de la frecuencia. Dicha grdfica es conocida como “espectro de RMN™.

Los equipos modernos ademds de las bobinas de rf, también incluyen bobinas
adicionales con las que se puede generar gradientes de campo magnético en
una determinada direccion del espacio, la mdas habitual es en direccion del eje z
paralela al campo magnético principal Bo, que como se verd en las seccion 3.3.5

permiten estudiar el movimiento de las moléculas en disolucion.
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3.3.2 Procesos de relajacion en RMN: T y T2

En términos de RMN, la condicidon de equilibrio se caracteriza por un estado de
polarizacién con una magnetizacion de magnitud Mo alineada a lo largo del Boen
direccion al eje z. Una vez que se intfroduce energia adicional en el sistema
mediante pulsos de i, se desvia del equilibrio y se provoca una disminucién de la
magnetizacion Mo y la aparicion de la magnetizacion transversal, en el plano xy.
Al tiempo requerido por el sistema de espines nucleares para volver al equilibrio
térmico y disipar el exceso de energia después de apagar el pulso de rf se le

conoce como “relajacion”.

La relajacion del componente z de la magnetizacion (Mz) hasta alcanzar el
equilibrio con un valor de Mo, se conoce como tiempo de relajacion longitudinal o
espin-red o Ti. El término de relajacién espin-red se deriva del hecho de que este
proceso de relajacion involucra el intercambio de energia asociado a las
transiciones entre los estados de espin entre los espines nucleares y sus entornos
moleculares “la red”. La variacion de la magnetizaciéon en el eje z con respecto al
tiempo, suponiendo que el campo magnético es uniforme, sigue la siguiente

ecuacion diferencial de primer orden:

dM; _ (M7 — Mz(0))

dt T,

Ecuacidn 3. Ecuacion diferencial que describe el retorno al equilibrio Mz en funcidn de T.

La determinacion experimental de Ti se lleva a cabo utilizando secuencias
multipulso, es decir, secuencias en las que se generan varios pulsos de rf
separados por infervalos de tiempo determinados. En este caso se ufiliza la
secuencia “recuperacion de la inversion” (Figura 2) la cual consiste en aplicar un
pulso de 180° para invertir la magnetizacion y los niveles poblacionales,
posteriormente se deja que la magnetizacion se recupere durante un tiempo 1, en
el que se produce relajaciéon longitudinal cuya magnitud depende de la duracién
de dicho infervalo. Finalmente se aplica un pulso de 90° para enviar la

magnetizacion al plano xy y poder detectarla.
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180 90

H

Figura 2. Secuencia de pulsos recuperacion de la inversion.

El experimento se repite con una serie de diferentes valores de . Segun el
intfervalo t que se utilice; se observan senales cuya intensidad varia en funcion del
tiempo de relajacion Ti. Para determinar el valor de Ty, la intensidad de las senales
de los espectros se ajusta a una curva exponencial de 1er orden (Figura 3) descrita
por la Ecuacion 4 (que es la solucidén a la Ecuacion 3 bajo la condicion inicial
M,(t = 0) = —M,(0).). Esta curva es asintética, al cabo de 5 veces Th el sistema ha

recuperado mds del 99% de su magnetizacién de equilibrio Mo.
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Figura 3. Grafica exponencial de la intensidad de sefal en funcién del tiempo tpara la
determinacion de T.

My (t) = Mz(0)(1 —2¢ /1)

Ecuacidn 4. Ecuacién exponencial con la que se obtiene el valor de Ti.

Por otfro lado, el tiempo necesario para que regrese la magnetizacion
transversal Mxy al equilibrio (alcance un valor igual a cero) es llamado tiempo de

relajacion transversal o Ta. Este describe la pérdida de magnetizaciéon en el plano
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xy. Por ejemplo, suponiendo que la magnetizacion neta estd localizada en el
plano xy, rotard en el eje z a la frecuencia de Larmor. La magnetizaciéon neta
comenzard a desfasarse por tres razones: la primera es que cada espin nuclear
experimenta un Bo ligeramente diferente debido a las interacciones entre los
espines, por ello se denomina relajaciéon espin-espin. La segunda se debe a que
en realidad el campo Bo creado por el imdn nunca es perfecto y no es totalmente
homogéneo, por lo que los nUcleos “sienten” un campo ligeramente distinto
dependiendo de su localizacién en el tubo de muestra. Y la Ultima es producida
porgue los nUcleos con diferente desplazamiento quimico precesan a diferentes
frecuencias. Asi, los vectores magnéticos de los nucleos individuales, que
componen la magnetizacion transversal del plano xy, se desfasardn,
disminuyendo la intensidad de la magnetizacion transversal. La interaccion entre
espines no cambia la poblacidn neta del estado excitado, pero la duracién del
nucleo en el estado excitado si disminuye, por lo que la senal se ensancha. La
determinaciéon de T2 podria llevarse a cabo midiendo el ancho de las senales a
altura media; sin embargo, este pardmetro estd dominado por las
inhomogeneidades del campo magnético. Por lo tanto, el tiempo de relajacién
transversal se determina mediante secuencias multipulsos de eco de espin. Una
de las secuencias mds utilizadas es la secuencia denominada Carr-Purcell-
Meiboom Gill (Figura 4). Esta consiste en aplicar un pulso de 90° que envia a la
magnetizacion al plano transversal para alcanzar su valor maximo, seguido de un
tiempo t en el que comienza el proceso de relajaciéon y los espines se desfasan.
Posteriormente se aplican conjuntos de ecos de espin, formados por pulsos de
180° enfre infervalos de tiempo 1 para reenfocar el desfase debido al
desplazamiento quimico y a las inhomogeneidades del campo magnético,
permitiendo asi medir el desfase debido solamente a la interaccidn entre espines.
Al repetir este experimento variando el nUmero de veces que se aplica el eco de
espin se obtfiene una curva como la mostrada en la Figura 5. Esta curva es
asintética a cero, al cabo de 5 veces Tz el sistema ha perdido mas del 99% de la
magnetizacion transversal xy. Para determinar el valor de T2 esta curva se ajusta a

la Ecuacion 5.
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Figura 4. Secuencia de pulsos Carr-Purcell-Meiboom Gill.
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Figura 5. Grdfica exponencial de la intensidad de sefial en funcidon del tiempo para la
determinacion de Ta.

My (£) = Myy(0)e /72

Ecuacion 5. Ecuacion exponencial con la que se obtiene el valor de Ta.

3.3.2.1 Procesos de relajacion y tamaino molecular

Como ya se menciond la relajacion Ti es una medida de la regeneracion de la
componente en M, causada por campos magnéticos transitorios. La existencia
de estos campos magnéticos fluctuantes, originados por el movimiento de la red
y la presencia en ésta de nucleos u ofras particulas magnéticas (que forman
parte de la molécula y de las otras moléculas que componen la muestra), con
movimientos con frecuencias asociadas cercanas a la de resonancia de Larmor,
crea el mecanismo mediante el cual se intercambia energia entre el sistema de
espines y la red. La relajacion Ti serd tanto mads eficiente en la medida en que sea

mayor la infensidad de estos campos magnéticos fluctuantes a la frecuencia de
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precesion de Larmor. Esto depende de la movilidad de la red (estado fisico,
viscosidad, temperatura, masa molecular) y de la frecuencia de resonancia. La
movilidad media de la red se expresa mediante el llamado tiempo de correlacion
molecular, t, que es el tiempo promedio requerido por la molécula (o el
agregado) para rotar 1 radidn alrededor de un eje de coordenadas. En los
liquidos, el tiempo de correlacién, disminuye con el aumento de temperatura y/o
la reduccidon de la viscosidad. Cuando el tiempo de correlacion es del orden del
inverso de la frecuencia de resonancia del sistema, se tiene la mdxima eficiencia
de la relajaciéon T y, por lo tanto, el menor valor de Ti (Figura 6). Las redes mds
moviles tienen una distribucion mds aplanada y campos fluctuantes a la
frecuencia de resonancia de menor intensidad, lo que conduce a valores de T
superiores. Redes mds rigidas generan campos magnéticos fluctuantes de menor

infensidad a la frecuencia de resonancia.

Dentro del intervalo de frecuencias de los campos magnéticos asociados all
movimiento de la red se encuentra la frecuencia de resonancia. Por lo tanto el
movimiento de la red serd capaz de inducir con mayor o menor eficiencia
transiciones entre los niveles de energia de los espines nucleares y esta eficiencia
dependerd de la intensidad de los campos magnéticos fluctuantes a la
frecuencia vo. Sin embargo, en la Figura 6, se puede observar que cuando el

movimiento molecular es menor que la vo, T1 vuelve a ser mayor.

Por su parte, como también se puede observar en la Figura 4, la relajaciéon
T2 depende de la influencia de los campos locales, que disminuye mientras
mayor sea la movilidad de la red (valores de T2 mayores) y alcanzan su
maxima eficiencia cuando la estructura es muy rigida (valores de T2 menores).
En general, para moléculas chicas y soluciones de baja viscosidad (redes muy
moviles) T2~Ti, mientras que para moléculas grandes y soluciones de alta

viscosidad Ta<Th.



Marco tedrico

T,
* campo
campo %, alto ,
4 i % mol |
moléculas bajo th EClt.l) a.s
grandes alta Yot C.Icas_ aja
viscosidad . viscosidad
T,T, P
Polimeros y
proteinas
1/v, >

Relajacién T, mas  Relajaciéon T, mas
eficiente eficiente
—— Disminucién de la viscosidad o tamafo molecular —>

Tiempo de correlacion t,

Figura 6. Curva de los tiempos de relajacién en funcién del tiempo de correlacion =. Una
molécula que exhibe movimientos locales con un tiempo de correlacion = menores que
la inversa de la frecuencia de Larmor, va a ser considerada en la regién de movimientos
rdpidos. Procesos cuya escala temporal estd en el régimen de la frecuencia de Larmor
van a ser responsables de la relajacion espin-red.

3.3.3 Difusion y gradientes de campo magnético

Gracias a los avances en el diseno de sondas para RMN de alta resolucion
incorporando gradientes de campo magnético estables, hoy en dia es posible
realizar el estudio del movimiento de las moléculas en solucién. La base es la
secuencia de pulsos eco de espin con gradientes, conocida como “pulsed field
gradient spin-echo” (PFGSE), propuesta por Stejskal y Tanner?® en 1965 (secciéon
3.3.7.2). Esta secuencia es una de las mds importantes en RMN y es la base de la
aplicacién mds conocida de la técnica de RMN en el mundo clinico y biomédico:

la obtencién de imdagenes.

. 0. Stejskal, J. E. Tanner, Journal of Chemical Physics, 42, 288-292, (1965).
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3.3.3.1 Gradientes de Campo Magnético

Los gradientes de campo magnétfico se generan creando variaciones
contfroladas del campo magnético al aplicar una corriente a través de una
“bobina de gradiente”, que estd situada en el interior de la sonda y es adicional a
las bobinas que se utilizan para aplicar los pulsos de radiofrecuencias. El campo
magnético producido por esta bobina se suma al Be principal (estatico vy
permanente), y el resultado es un campo magnético diferente en cada punto de
la muestra. Normalmente, la variacion del campo siempre es lineal a lo largo de
un eje preestablecido. Hoy en dia, las casas comerciales ofrecen sistemas con 3
bobinas de gradiente, que se pueden aplicar simultdneamente en tres
direcciones (x, y, z). En la presente tesis sélo se utilizaron gradientes en la direccidén
del eje z, en donde el campo magnético generado por el gradiente es paralelo
al Bo principal. Usualmente, la bobina de gradiente de las sondas comerciales
puede generar gradientes de campo magnético de algunas decenas de G/cm

durante periodos de tiempo de algunos milisegundos.

3.3.3.1.1 Corrientes eddy
Las sondas que incorporan una bobina de gradientes tienen que estar disenadas
para que después de aplicar el gradiente se recupere la homogeneidad en toda
la muestra lo mds rdpidamente posible. Desafortunadamente, el cambio rdpido
del Bo causado por pulsar una bobina de gradiente induce corrientes en el
material conductor de los alrededores. Estas corrientes, conocidas como
corrientes eddy, generan un cambio en el Bo que puede afectar la evoluciéon
posterior de los espines nucleares y provocar, entre ofras cosas, distorsiones en el
espectro resultante. Estas corrientes eddy pueden persistir por algunos
milisegundos después de que el gradiente se ha apagado. Hay diferentes

aproximaciones para minimizar dichas corrientes:
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Encender y apagar el gradiente suavemente utilizando pulsos con formas
(normalmente gaussiano truncado, media onda sinusoidal o triangular) en
lugar de usar un pulso rectangular.2!.22

= Adicionar un fiempo de recuperacion antes de la adquisicion para que

durante este tiempo las corrientes eddy se desvanezcan.

= Usar pulsos bipolares para auto-compensar las corrientes eddy.2425

= Utilizar bobinas de gradiente apantalladas, lo cual consiste en adicionar
una bobina complementaria a la primera bobina de gradiente, disenada
de tal forma que el campo magnético fuera de las dos bobinas sea
cercano a cero mientras que en el interior se mantenga.?¢.27.28 Este método
en la prdctica puede reducir las corrientes eddy en mdas de dos érdenes de
magnitud (<1%). Esto adiciona una gran complejidad en el diseno de la
bobina, pero permite que experimentos de alta resolucion se lleven a cabo

de forma muy eficaz.

3.3.4 Gradientes y movimiento

Para visualizar cémo el movimiento de las moléculas afecta el resultado de un
experimento con seleccion por gradiente, es ventajoso utilizar un modelo donde
la muestra estd dividida en planos en los cuales el campo magnético aplicado es
homogéneo (Figura 7). Antes de la aplicacién del gradiente, todos los vectores
de magnetizacién de todos los planos estdn alineados (Figura 7a). Durante la
aplicacién del primer gradiente (gradiente de desfase), los vectores de cada
plano adqguieren una velocidad de precesidon diferente, por lo que después de

aplicar el gradiente los vectores de magnetizacion han adquirido una fase

21Price, W. S.; Hayamizu, K.; Ide, H.; Arata, Y., Journal of Magnetic Resonance, 139, 205-212, (1999).
22Price, W.S.; Kuchel, P. W., Journal of Magnetic Resonance, 94, 133-139, (1991).

BGibbs, S.J.; Johnson Jr, C. S., Journal of Magnetic Resonance, 93, 395-402, (1991).

24Wider, G.; Dotsch, V.; Wuthrich, K., Journal of Magnetic Resonance Series A, 108, 255-258, (1994).
25Wu, D. H.; Chen, A. D.; Johnson, C. S., Journal of Magnetic Resonance Series A, 115, 260-264, (1995).
26Mansfield, P.; Chapman, B., Journal of Magnetic Resonance (1969), 66, 573-576, (1986).
27Mansﬁeld, P.; Chapman, B., Journal of Physics E: Scientific Instruments, 19, 540-545, (1986).
28Chapman, B.; Mansfield, P., Journal of Physics D: Applied Physics, 19, (1986).
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diferente en funcién de su posicidon en el eje z (Figura 7b). La adquisicion de la FID
en este punto no nos proporcionaria ninguna senal. En ausencia de movimiento,
el segundo gradiente (gradiente de reenfoque) volverd a dlinear la
magnetizacion (Figura 7c). Sin embargo, si los espines se mueven entre los
gradientes, el segundo gradiente no serd capaz de reenfocar toda la senal al
final del experimento y su intensidad estard disminuida. Las senales pertenecientes
a las moléculas mds pequenas se atenuardn mads rdpidamente que las
pertenecientes a moléculas mds grandes debido a que se mueven mds

rdpidamente en solucion.

a) b) c)

e
>

Gradiente
de desfase
_

| Gradiente -
de reenfoque |
_

Figura 7. Planos de la magnetizacién. a) Antes de aplicar el gradiente de desfase todos los
vectores estdn alineados. b) Después del gradiente de desfase los vectores han adquirido
una fase dependiendo de su posicion en z. c) Después del gradiente de reenfoque los
vectores estdn nuevamente alineados.

3.3.5 Gradientes y difusion

Como se verd en la seccidn 3.3.7.2, el experimento bdsico que permite estudiar el
movimiento de auto-difusion es el eco de espin con gradientes, PFGSE. La
determinacidon experimental se realiza adquiriendo una serie de experimentos de
'H utilizando una secuencia basada en PFGSE donde se aumenta
progresivamente la fuerza de los gradientes y se analiza la atenuacion de la
intfensidad de las senales en cada espectro. La relacidn que hay entre la
infensidad de la senal observada (A) que se obtiene al utilizar gradientes G:

rectangulares es una funcion exponencial descrita por la Ecuacion 6:
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Ecuacion 6. Ecuacion que describe la relacién que hay, al variar Gz, entre la intensidad de
senal observada (A) y la senal sin aplicar gradiente; donde Ao es la intensidad de Ila senal
de referencia (con intensidad de gradiente nula), §es la duracidn de los gradientes (en
segundos) y A es la separacion entre los gradientes (en segundos).

Normalmente, el pardmetro mds conveniente a variar es la fuerza del
gradiente Gz, ya que el cambio de la intensidad de las sefales es Unicamente
debido al proceso de difusion. Pero, aunque se podria variar A en lugar de G,
dicha aproximacién no es recomendada ya que el resultado de la variacion en la
intensidad de la senal no solo reflejaria el proceso de difusion, sino también la
relajacioén, la relajacion cruzada y el infercambio quimico. También se podria
variar la duracion del gradiente (8) en lugar de Gz, pero en este caso se deberia
mantener constante en toda la serie de experimentos el fiempo en que la
magnetizacion estd en el plano transversal, ya que de lo contrario la intensidad
de la senal se veria afectada tanto por la difusibn como por la relajacion
transversal. En resumen, si sélo se varia Gz la ecuacion puede reescribirse sin

considerar la pérdida de intensidad por tiempo de relajacion.

Desde el punto de vista tedrico, en los experimentos de difusion es preferible
utilizar gradientes con forma rectangular para que se aproveche al mdximo la
intensidad de los gradientes, sobre todo si se frabaja con compuestos de alto
peso molecular como, por ejemplo, polimeros o biomoléculas, tal como es el caso

en la presente tesis.

3.3.6 Gradientes y conveccion

Una de las fuentes de error en los experimentos de difusion es debida al
movimiento coherente generado por gradientes de temperatura a lo largo del
tubo de RMN. Un movimiento coherente es el movimiento que persiste en

direccién y magnitud a lo largo de la escala de tiempo del experimento.

La Figura 8 muestra la secuencia de eventos cuando, después de aplicar un
gradiente de desfase (Figura 8b) y antes de aplicar el gradiente de reenfoque

(Figura 8c), hay un movimiento coherente en una sola direccion (en este caso el
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movimiento es hacia abajo). Como se ve al final del experimento (Figura 8d), las
coherencias son readlineadas, pero han adquirido una fase diferente vy
dependiente de la velocidad del movimiento. Es gracias a este efecto que se
pueden crear secuencias especiales (ver seccion 3.3.7.6) para compensar la
atenuacién de la senal por el efecto del movimiento a velocidad constante,

como lo es el movimiento causado por la conveccion.

a) b) c) d)
z
A

>~ == ==

Gradiente = = @Gradicntc (}_Z/

de desfase | =——— *a [ —— |dereenfoque | ——

— [ [ TY— — Cié\

< = B

)
Figura 8. Secuencia de eventos en presencia de movimiento coherente en una direccion.
a) Antes de aplicar el gradiente de desfase b) Después del gradiente de desfase. c)
Después de un movimiento uniforme de la muestra a lo largo del eje del gradiente. d)
Después del gradiente de reenfoque. Al final del proceso, los vectores estan alineados

pero han adquirido una fase diferente a la inicial dependiente de la velocidad de dicho
movimiento.

Los gradientes térmicos se pueden generar por varias causas, pero el mds
comun es debido al flujo de aire utilizado para regular la temperatura. Esto es
debido a que el sistema de regulacidon de temperatura incorporado en los
espectrometros comerciales, ya sea para calentar o enfriar las muestras, estd
disenado de tal forma que la corriente de aire o de nitrdgeno gas es aplicada por
la parte inferior de la sonda (Figura 9). Cuando el liquido en la base del tubo estd
mds caliente que el de la superficie, hay una tendencia de este liquido caliente y
menos denso, de subir a la superficie donde se enfria y regresa a la parte de
abagjo en un ciclo continuo, lo que da lugar al fendbmeno de “corrientes de

conveccion”.
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El efecto de las corrientes de conveccion térmicas ha atraido mucha
atencién en los Ultimos anos. Para entender mejor el fendbmeno, se han medido las
velocidades de conveccidn en el tubo de RMN,27.30 se han obtenido las imdgenes
de los patrones del flujo3!3233 y |as imagenes de la distribucion de velocidad sin

eliminar los efectos de difusidon.34

Estd descrito que para disminuir los efectos de la conveccidén se puede
reducir el didmetro del tubo y/o la altura de la muestra, incrementar la viscosidad
de la muestra, trabajar girando el tubo de RMN a velocidades apropiadasss,
incrementar la velocidad de flujo o redisenar el sistema de control de
temperatura. Sin embargo, cuando se trabaja a temperaturas superiores o
inferiores a la temperatura ambiente cada vez es mdas dificil contfrolar estas
corrientes y por ello se han desarrollado secuencias de pulsos que compensan

dichos efectos.

Sonda

\ Muestra

nsor
4l Senso
v deT
L]
b4
¥ .
i Aire o N,
IL:-::

Heater |__L

Figura 9. Representacion del sistema de control de temperatura.

29Manz, B.; Seymour, J. D.; Callaghan, P. T., Journal of Magnetic Resonance, 125, 153-158, (1997).
30Loening, N. M.; Keeler, J., Journal of Magnetic Resonance, 139, 334-341, (1999).

3lGibbs, S.J.; Carpenter, T. A.; Hall, L. D., Journal of Magnetic Resonance, Series A, 105, 209-214, (1993).
32Weis, J.; Kimmich, R.; Mdller, H. P., Magnetic Resonance Imaging, 14, 319-327, (1996).

33Jerschow, A., Journal of Magnetic Resonance, 145, 125-131, (2000).

34Mao, X. A.; Kohlmann, O., Journal of Magnetic Resonance, 150, 35-38, (2001).

3N, Esturau, F. Sanchez., Journal of Magnetic Resonance, 153, 48-51, (2001).



Marco tedrico

3.3.7 Secuencias de pulsos utilizadas para determinar D

Aungue todos los experimentos que utilizan gradientes son sensibles a la difusion,
algunos son mejores que otfros para obtener una medida correcta de D. En la
literatura se han descrito diferentes secuencias de pulsos, todas ellas tratando
siempre de mejorar la precision con la que se obtienen las mediciones.3637:38 En |as
siguientes secciones se describe el experimento bdsico PFGSE y su evolucidon hasta

obtener las secuencias de pulsos utilizadas en esta tesis.

3.3.7.1 Experimento eco de espin (SE)

En 1950 Erwin L. Haohn demostré que un pulso de 180° después de un fiempo t
revierte el orden relativo de los componentes de la magnetizacion en el plano
transversal y se obtiene un efecto de reenfoque espontdneo de las senales
después de un tiempo 2t. Por tanto, al cabo de un tiempo 2t los componentes de
magnetizacion, que inicialmente fueron desfasados, vuelven a dar un mdaximo de
intensidad de senal. A este fendmeno se la llamod “eco” de la FID. La secuencia
de pulsos eco de espin (SE) basada en el bloque 90- t -180°-t (Figura 10) es uno
de los conceptos mds simples e importantes en espectroscopia de RMN. La
importancia del SE reside en que cualquier vector, independientemente de su
frecuencia de Larmor, finalizard alineado con el eje y al final del segundo periodo
de espera. Esto también se expresa manifestando que el efecto del

desplazamiento quimico ha sido reenfocado por la secuencia SE.

- 1] 180
T T

e

Figura 10. Secuencia eco de espin (SE).

3. ), Gibbs, C. S. Johnson Jr, Journal of Magnetic Resonance, 93, 395-402, (1991).
D H. Wou, A. D. Chen, C. S. Johnson, Journal of Magnetic Resonance Series A, 115, 260-264, (1995).
#M. D. Pelta, H. Barjat, G. A.Morris, A. L. Davis, S. J. Hammond, Magnetic Resonance in Chemistry, 36, 706-714, (1998).
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3.3.7.2 Experimento eco de espin con gradientes (PFGSE)

La secuencia PFGSE3 es muy similar a la secuencia SE excepto que se aplican dos
gradientes pulsados (Figura 11). La funcién del primer gradiente es la de desfasar
la magnetizacion vy la del segundo es reenfocarla. Estos dos gradientes pulsados
deben ser idénticos en la forma (s), duracion (8) e intensidad (G) para que se
cumpla la condicion de reenfoque. Los gradientes de desfase y de reenfoque
estdn separados por el tiempo de difusion (A). Si durante este tiempo A los espines
se mueven (difunden) a lo largo del eje z no serdn reenfocados por el segundo
gradiente y disminuird la senal del eco de una forma proporcional a la media del

desplazamiento de las moléculas en direccidon del eje del gradiente.

A
=
%0 @ 180
1 T

z

Figura 11. Experimento eco de espin con gradientes (PFGSE). En el canal de Gz se
representan los gradientes G1/G2 de desfase/reenfoque con forma rectangular, con
duracion & separacién A (tiempo de difusion), y cuya fuerza se varia simultdneamente y
de manera progresiva durante el experimento.

A pesar de que con la secuencia de pulsos PFGSE foda la senal disponible es
adquirida, en muchas ocasiones no es la mejor eleccion, ya que tiene la
desventaja de que la magnetizacién se encuentra amplios periodos de tiempo
(2t) en el plano transversal y cuando se trabaja con grandes moléculas el tiempo
necesario para poder observar completamente la difusion suele ser largo

comparado con los tiempos de relajacion transversal Ta.

¥Stejskal, E. O.; Tanner, J. E., Journal of Chemical Physics, 42, 288-292, (1965).
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3.3.7.3 Experimento Eco Simulado (PFGSTE)

El experimento PFGSTE“ (Figura 12) se disend para reducir el fiempo en que la
magnetizacion se mantiene en el plano transversal, ya que para medir la difusion
soélo es necesario que la magnetizacion sea fransversal durante la aplicacién del
gradiente. En este experimento la magnetizaciéon es transversal durante un corto
periodo 1 (solo un poco mayor que la duracion de los gradientes) y, por tanto, los
efectos asociados a la relajacion dependerdn principalmente de Ti, que suele ser
mayor que Ta. Este experimento incorpora un gradiente de purga Gp, para

desfasar la magnetizacion transversal residual en el periodo T.

) A S
T V/4
1H 4
Gt [ ]
GZ —

Figura 12. Experimento eco de espin estimulado (PFGSTE). En el canal G: se representan los
pulsos de gradiente: Gp es un gradiente de purga con fuerza constante, y G1/G2 son los
gradientes de desfase/reenfoque con forma rectangular, con duracién & separacion A, y
cuya fuerza se varia simultdnea y progresivamente durante el experimento. La diferencia
-8 es el periodo de recuperacion (Tr) de los gradientes.

La sensibilidad del experimento PFGSTE es sdlo la mitad del experimento
original. Esto es resulfado del segundo pulso de 90° que gira los componentes de
la magnetizacién del eje y al eje * z mientras que las componentes del eje x
continUan en el plano transversal y son eliminadas posteriormente por el gradiente
de purga. Sin embargo, esta disminucion del 50%, se compensa por la diferente
dependencia en la velocidad de relajacion (Ti > T2), por lo que en muchas
sifuaciones, la sensibilidad de PFGSTE puede ser comparable o incluso mejor que

la del experimento PFGSE.

“Tanner, J. E., Journal of Physical Chemistry, 52, 2523-2526 (1970).

i
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3.3.7.4 Experimento LED (PFGLED)

Un inconveniente de la secuencia PFGSTE es que no compensa posibles errores
debidos a corrientes eddy. Para compensar estos efectos se puede anadir un
filtro-z, que consiste en anadir dos pulsos de 90° entre los cuales se aplica un
gradiente de purga. En el corto periodo de tiempo entre estos dos pulsos la
magnetizacion se encuentra en el eje z y el gradiente de purga desfasa la

magnetizacién transversal no deseada.

Al adicionar un filtro-z a la secuencia PFGSTE se obtiene la secuencia PFGLED*'
(Figura 13). Durante el periodo de fiempo que se encuentra entre los dos Ultimos
pulsos de 90°, Te, las corrientes eddy se desvanecen. Este experimento lleva dos
gradientes de purga, Gp, para desfasar la magnetizacion transversal residual en

los periodos Ty Te.

Cuando se utilizan gradientes de intensidad moderada la secuencia PFGLED
da espectros de muy buena calidad. Sin embargo, cuando se requieren
gradientes de intensidad fuertes, el periodo Te necesario para obtener senales sin

distorsiones puede llegar a ser inaceptablemente largo.

41Gibbs, S. J.; Johnson Jr, C. S., Journal of Magnetic Resonance, 93, 395-402, (1991).

i
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Figura 13. Experimento eco de espin estimulado con tiempo longitudinal para desvanecer
las corrientes eddy (PFGLED). En el canal Gz se representan los pulsos de gradiente: Gp son
gradientes de purga con fuerza constante pero diferente entre si, y G1/G2 son los
gradientes de desfase/reenfoque con forma rectangular, con duracién 6, separacion Ay
cuya fuerza se varia simultanea y progresivamente durante el experimento. La diferencia
7-8 es el periodo de recuperacion (T;) de los gradientes. Te es el periodo tiempo en que las
corrientes eddy se desvanecen.

3.3.7.5 Experimentos de difusion con pulsos bipolares (BPPSTE y BPPLED)

Una modificacion que permite disminuir las corrientes eddy inducidas por los
gradientes consiste en reemplazar el gradiente pulsado (de duracién 8) por dos
gradientes pulsados de diferente polaridad (de duracion 6/2 cada uno)
separados por un pulso de f de 180°. Con esta combinacion de pulsos de tipo SE
se obtiene una auto-compensacion de las corrientes eddy y, ademds, se
reenfocan tanto la inhomogeneidad del campo Bo como el efecto del

desplazamiento quimico durante la aplicacion de los gradientes.

Al reemplazar todos los gradientes pulsados en las secuencias PFGSTE vy
PFGLED por pares de pulsos bipolares BPP (Bipolar Pulsed Pair) se obtienen las
secuencias BPPSTE y BPPLED#? (Figura 14 y Figura 15). Hoy en dia, las secuencias
con pulsos bipolares son de las mds ampliamente aceptadas, ya que presentan la
ventaja de que el pulso de 180° insertado en el centro de los gradientes de

desfase/reenfoque elimina las modulaciones introducidas cuando hay

42Wu, D. H.; Chen, A. D.; Johnson, C. S., Journal of Magnetic Resonance Series A, 115, 260-264, (1995).

¥
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infercambio quimico®® o infercambio de magnetizacion (relajacidon cruzada o

difusion de espin).44

A

90 180 90

Figura 14. Experimento eco de espin estimulado utilizando pulsos bipolares (BPPSTE). En el
canal Gzse representan los pulsos de gradiente: Gp es un gradiente de purga con fuerza
constante y G1G2/G3G4 de duracion /2, son los gradientes de desfase/reenfoque con
forma rectangular, con separacion A4, y cuya fuerza se varia simultdnea y progresivamente
durante el experimento.

90 180 90 20

Figura 15. Experimento eco de espin estimulado con tiempo longitudinal, Te, para
desvanecer las corrientes eddy utilizando pulsos bipolares (BPPLED). En el canal Gz se
representan los pulsos de gradiente: Gp son gradientes de purga con fuerza constante,
pero diferente entre si, y G1G2/G3G4 de duracion §/2, son los gradientes de
desfase/reenfoque con forma rectangular, con separacion 4, y cuya fuerza se varia
simultdnea y progresivamente durante el experimento.

43Chen, A. D.; Johnson, C. S.; Lin, M.; Shapiro, M. J., Journal of the American Chemical Society, 120, 9094-9095, (1998).
44Dvinskikh, S. V.; Furd, 1., Journal of Magnetic Resonance, 148, 73-77, (2001).

;
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3.3.7.6 Experimento de difusion para eliminar los efectos de la

conveccién (DBPPLED)

En los experimentos de difusion con seleccion por gradientes, el movimiento de los
espines durante el tfiempo que hay entre el gradiente de desfase y de reenfoque
produce cambios en la intensidad y/o en la fase de las senales. Por lo tanto, en la
infensidad y/o en la fase de las senales en un experimento con seleccidon por
gradientes se reflejardn todos los tipos de movimiento en la muestra, como son los
movimientos de difusion y de conveccién. Esto es indeseable, ya que en la
mayoria de los casos es sélo uno de los tipos de movimiento el que interesa

estudiar.

Estudiar el movimiento de difusidon y separarlo del movimiento de conveccidén
es relativamente fdcil ya que el movimiento incoherente de la difusion siempre
produce un cambio en la intensidad de las senales sin afectar la fase; mientras
gue el movimiento coherente de la conveccidén cambiard la fase de las senales
pero no la intensidad. Por tanto, la intensidad de las senales estard determinada
por el movimiento de difusion y la fase por el movimiento de conveccién (o

cualquier movimiento de velocidad constante).

El efecto de la pérdida de senal que se produce por cualquier movimiento en
la muestra a velocidad constante se puede compensar colocando un segundo
par de gradientes iguales, pero opuestos a los dos primeros (Figura 16). Una
explicacion muy sencilla del funcionamiento de esta secuencia es que al aplicar
la misma secuencia dos veces invirtiendo los gradientes, la fase inducida en la
primera parte de la secuencia por el movimiento constante de la conveccion es
igual, pero tiene sentido contrario a la producida en la segunda parte y por el
cambio de fase total de la secuencia es nulo. Con base a este principio A.
Jerschow y N. MUller4 proponen doblar la secuencia PFGSTE para crear una
secuencia insensible a la velocidad Double-simulated-echo experiment (DPFGSTE),

o0 su version con gradientes bipolares Double-simulated-echo experiment with

45Jerschow, A.; Miller, N., Journal of Magnetic Resonance, 125, 372-375, (1997).
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bipolar gradient pulse (DBPPSTE) o la version con un periodo LED Double

Longitudinal eddy delay experiment using bipolar gradient (DBPPLED) (Figura 17).

90
a, s
1 : 1
" 5 Uit
S —
S ]
z ) —
8 8
—
28

Figura 16. Experimento eco de espin con gradientes, donde el primer momento de
gradientes es cero. El sentido del giro magnético estd indicado en la parte superior. Esta
secuencia es utilizada para reenfocar el cambio de fase inducida por los efectos del flujo.
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Figura 17. Experimento doble-BPPLED que compensa los efectos de conveccion (DBPPLED).
En el canal Gz se representan gradientes pulsados, Gp son gradientes de purga con fuerza
constante, y los otros 8 son los gradientes de desfase/reenfoque, con duracion 6/2 y cuya
fuerza se varia simultdnea y progresivamente durante el experimento. G1G2/G3G5 y
G4G6/G7G8 son los gradientes de desfase/reenfoque del primer y segundo eco
respectivamente. El periodo de difusion A estd dividido entre los dos ecos.

3.3.8 Representacion DOSY

Una manera muy atractiva para representar los resultados de los datos de difusidon
es el lamado método DOSY .4 El cual da como resultado un mapa pseudo 2D con
el espectro 'TH-NMR convencional en el eje x y el coeficiente de difusidon D en el

eje y (Figura 18).

46Johnson, C.S., Progress in Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy, 34, 203-256, (1999).

;
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Figura 18. a) Representacion cldsica de un “espectro DOSY" correspondiente a una
mezcla de 3 compuestos con diferentes velocidades de difusion. b) Traza 1D
correspondiente a las senales del compuesto que aparecen en la fila marcada con la
linea discontinua en (a).

Esta representacion consiste en el procesado de la serie de espectros de
difusion adquiridos con incrementos de la intensidad de gradiente, donde primero
se aplica la transformada de Fourier en la dimension directa para obtener la serie
de espectros de 'H, a los cuales posteriormente se les aplica la tfransformada de
Laplace inversa en la dimension indirecta para resolver la exponencial y obtener

el valor de D#.

47Morris, K. F.; Stilbs, P.; Johnson, C. S., Analytical Chemistry, 66, 211-215, (1994).
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4 Metodologia

En este Capitulo se detallan los métodos seguidos para el estudio de la emulsion
por RMN a diferentes temperaturas. Se describe el equipo empleado y los
pardmetros experimentales de adquisicidon y procesamiento que fueron aplicados

para la determinacion de los tiempos de relajacion y del coeficiente de difusion.

4.1 Materiales

Se utilizd la resina epdxica liquida comercial DGEBA n=0 de peso equivalente
tedrico 190 g/eq y su emulsibn comercial. Los disolventes deuterados utilizados
fueron CDCls (99.8 %-d, TMS, 0.1 % V/V) y D20 (99.9%-d).

4.2 Experimentacion

42.1 Preparacion de las muestras

Para la confirmacion de la estructura de la resina DGEBA n=0 por RMN en CDCls,
se colocaron aproximadamente 15 mg de dicha resina en un tubo de RMN de 5

mm de didmetro y se disolvié en 1 mL.

Para la caracterizacion de la resina en D20, por ser muy poco soluble en
agua, fue necesario preparar una disolucién saturada. Para ello se colocaron en
un vial aproximadamente 15 mg de la resina y se adicioné 1 ml del disolvente

deuterado, posteriormente esta disoluciéon fue decantada al tubo de RMN.

La preparacion de las muestras para el estudio de la emulsiéon se llevd a cabo
utilizando D20. Se colocaron, aproximadamente 0.1 mL de la emulsidén en un tubo
de RMN de 5 mm de didmetro y 0.9 mL del disolvente deuterado, para obtener

una disolucion 1/10, a partir de esta disolucion se prepard la dilucion 1/100.

4.2.2 Equipo

Los experimentos de RMN realizados para la confirmacion de la estructura de la

resina en CDCl3 se adquirieron en un espectrometro Varian Unity Inova de 11.7

!
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Teslas (500 MHz para 'H) con una sonda 5mmTR_PFG. Mientras que el resto de los
experimentos fueron adquiridos en un espectrometro Bruker Avance Il (Figura 19)
de 9.4 Teslas (400 MHz para 'H), provisto de una sonda de deteccién indirecta (5
mm BBI), con una unidad de generaciéon de gradientes de campo en el eje z
(58.9 G/cm), deteccién en cuadratura y una unidad de control de temperatura
VTU.

aco

Py
) rb ULIRASHIELD !

Figura 19. Equipo Bruker Modelo Avance il de 9.4 Teslas (400 MHz para 'H).

4.2.3 Experimentos de RMN

Para llevar a cabo los experimentos a diferentes temperaturas el equipo se dejé
estabilizar aproximadamente 10 min antes de adquirr cada espectro para
alcanzar el equilibrio térmico. La temperatura de trabajo fue controlada £ 1 °C

con un flujo de aire de 270 a 530 I/h, dependiendo de la misma.

4.2.3.1 Condiciones de adquisicion y procesamiento de los

experimentos convencionales

Los espectros de protdn, RMN-H, se adquirieron mediante la secuencia estdndar
de la casa comercial (zg30), girando el tubo a 20 Hz y con los siguientes
pardmetros: time domain (TD) 32K, tiempo de adquisicion (AQ) de 3.5 s, tiempo de
espera entfre scans (D1) de 15, 16 acumulaciones (NS) y 4 dummy scans (DS). Los
espectros se referenciaron a la senal residual del disolvente D20 de acuerdo a la

temperatura de trabagjo.

:
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Los espectros de RMN de 3C, RMN-13C, también se adquirieron mediante la
secuencia estandar de la casa comercial, con un tiempo de adquisiciéon de 0.6 s,
un tiempo de espera entre scans de 0.4 s y 512 acumulaciones. Los espectros se

referenciaron a la senal residual del disolvente (77.16 ppm).

Los espectros fueron procesados con el software Topspin 3.2 de la casa
comercial Bruker-BioSpin, mediante FT-RMN con una apodizacion por funcién
exponencial utilizando un ancho de linea de 1 Hz, ajuste manual de fase y

correccion de linea base con ajuste polinomial.

4.2.3.2 Condiciones de adquisicion y procesamiento de los

experimentos para medirT1y T2

La determinacion experimental de Ti se llevé a cabo utilizando la secuencia de
pulsos “recuperacion de la inversion™ mostrada en la seccién 3.3.2 (denominada
en la libreria de Bruker como t1ir). Los experimentos se llevaron a cabo utilizando 5
s de fiempo de espera entre scans (D1), 4 dummy scans (DS), 16 scans (NS), 3.5 s
de tiempo de adquisicion (AQ) y un time domain 46K (TD). Para todas las
temperaturas, se utilizd una lista de 16 puntos con los siguientes valores de t en
segundos: 0.001, 0.005, 0.01, 0.05,0.1,0.2,0.4,0.8,1,1.5,2,2.5,3,3.5, 4y 5.

Como se planted en la seccion 3.3.2, para la determinacién Tz, se usd la
secuencia Carr-Purcell-Meiboom Gill cpmg. Los experimentos se llevaron a cabo
utilizando 5 s de tiempo de espera entre scans (D1), 16 dummy scans (DS), 8 scans
(NS), 3.5 s de tiempo de adquisicion (AQ), un fime domain 46K (TD) y un t de 1.5
ms, dando una duracién por cada eco de espin (ciclo) de 3 ms. Para cada
temperatura, se utilizd una lista con diferentes niUmeros de ciclos, cada lista

constaba de 8 puntos (Tabla 1).

El procesamiento de los espectros (FTR en la 2° dimensidn, ajuste manual de
fase, correccion de linea base, apodizacién con ancho de linea de 1 Hz) se
realizd con el software Topspin 3.2 de la casa comercial Bruker-BioSpin. Se aplicd
el método de Monte Carlo para la minimizacion del error cuadrado enfre la curva

exponencial ideal y los datos experimentales para la determinacion de los

7
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tiempos de relgjacion T1 y T2 con el soffware Dynamics Center 2.2.4, (Bruker

BioSpin) utilizando la intensidad de las senales.

Tabla 1. NUmero de ciclos utilizados para la determinacién de T2 para cada temperatura.

Temperatura [°C] 25 | 30 | 35 | 40 | 45 | 50 | 55 | 60
1 1 1 2 2 10
3 2 3 6 10 | 20
5 4 7 10 | 20 | 30
8 10 | 15 | 30 | 50
10 | 10 [ 30 | 20 | 50 | 80
15 | 20 [ 50 [ 30 [ 100 | 100
20 | 35 | 65 | 60 | 125 | 150
50 | 80 | 100 | 150 | 200

NUmero de ciclos n
del bloque cpmg

N[O | AW | —
N[O | AW | —
(0]

(@)
(@)
w
o

4.2.3.3 Condiciones de adquisicion y procesamiento de los

experimentos para medir la difusion traslacional

Los experimentos de difusidon fueron adquiridos utilizando las secuencias de pulsos
LED con pulsos bipolares BPPLED (seccion 3.3.7.5) y la doble LED con pulsos
bipolares DBPPLED (seccion 3.3.7.6), cuyos nombres en la libreria de Bruker son
ledbpgp2s y dstebpgp3s, respectivamente. Se utilizaron gradientes rectangulares,
con un periodo de recuperaciéon de las corrientes eddy de 50 ms, las condiciones
de duraciéon del gradiente, §, el tiempo de difusion, A, y la fuerza de gradientes, G,

se indican en cada caso.

Para la obtencion del experimento DOSY se adquirieron 8-16 espectros con
fuerza del pulso de gradiente del 2 a 95% de la corriente mdxima en una rampa

lineal.

El procesamiento de los experimentos (FTR en la 2° dimensidon, ajuste manual
de fase, correccidon de linea base con ajuste polinomial, apodizacién con ancho
de linea de 1 Hz) se realizd con el sofftware Topspin 3.2 de la casa comercial
Bruker-BioSpin. Para la determinacion del coeficiente de Difusion, se aplicd el
método de Monte Carlo para la minimizacion del error cuadrado entre la curva
exponencial ideal y los datos experimentales, con el sofftware Dynamics Center

2.2.4, (Bruker BioSpin) utilizando el drea de las senales.

:
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5 Resultados y Discusion

En este capitulo se presentan y discuten los resultados obtenidos. Primeramente se
muestra la confirmacion de la estructura de la resina en CDClz y posteriormente el
estudio, tanto de esta resina como de su emulsion en D20. Se analizan los tiempos
de relajacion a diferentes temperaturas y se describe que para poder estudiar la
movilidad molecular de sistemas de agregados que generan senales de RMN muy

anchas, es necesario realizar el andlisis a determinadas temperaturas.

5.1 Confirmacion de la estructura de la resina en CDCls

La estructura de la resina DGEBA n=0 se muestra en la Figura 20, la numeracion

utilizada es sélo para fines de la asignacion de senales en los espectros de RMN.

T>8—7 CH,

ST\ TN
N/ | N\ / \ o
5—14 ?Ha i—5 7—8\l

Figura 20. Estructura de DGEBA n=0 (La numeracidn es con fines de asignacion).

La Figura 21 muestra el espectro de RMN-'H de la resina DGEBA n=0 en CDCl3,
donde se pueden observar las senales caracteristicas de la resina
correspondientes a los cinco protones glicidilicos. Estos protones son
magnéticamente no equivalentes debido a la presencia del carbono metinico
quiral que hace que los hidrégenos de cada uno de los metilenos sean
diastereotdpicos entre si. También se observan pequenas senales de impurezas
con intensidad menor al 1%. En la misma figura (parte superior) se muestran las
ampliaciones de las senales para observar mejor la multiplicidad. En la Tabla 2 se
enlistan la asignacion, los desplazamientos quimicos y las constantes de
acoplamiento de los protones, cuyos valores son l0s esperados para este tipo de

sistemas.

La parte aromdtica de la estructura de la resina representa un sistema AA'BB,

dicho patrobn es un tanto complejo porque el acoplamiento orfo, Jas, €s

!
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usualmente mucho mdas grande que el meta, Jas. A pesar del hecho de que las
constantes de acoplamiento son diferentes, este fipo de sistemas presentan un
imdgenes especulares. Estas constantes de

patrobn en su espectro de

acoplamiento fueron calculadas con ayuda de la funcidn “simulacion de
espines” del software MestReNova 10.0.2 y también se encuentran reportadas en

la Tabla 2.

TR PR P PR " TR VR 2 an 4l R s sk sk sk s sk 2w am | a% | 2w 22 o%
ppm

77 ¥
8
o T g o o oval 0
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
ppm

Figura 21. Espectro de RMN-TH (500 MHz) en CDClz a 25°C de DGEBA n=0 (inferior) y
expansion de las sefales (superior).

Tabla 2. Desplazamientos quimicos (8), constantes de acoplamiento (J) y multiplicidad
para el espectro de RMN-'H (500 MHz) en CDCls a 25°C de DGEBA n=0.

Asignacién Multiplicidad | 6 (ppm) J (Hz)
1 S 1.62 -
4 m 7.15 Jas=Jy5=8.8, J44=2.9, Joy 5= J4s5=0.4
5 m 6.85 J54=J54=8.8, J55=2.6, J54= J54=0.4
7 dd 419 J77=11.1, J78=3.3
7 dd 3.95 J77=11.1, J7e=5.7
8 dddd 3.34 Js7=3.3, Js7= 5.7, Je9s=4.1, Jg9=2.7
9 (cis) dd 2.89 Jo-9=5.0, Jos= 4.1
9’ (frans) dd 2.74 J99=5.0, Jo8=2.7
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La Figura 22 muestra el espectro de RMN-13C, los desplazamientos quimicos
de las senales correspondientes a los carbonos del glicidilo asi como las sefales
de los carbonos aromdticos, del saturado y del metilo son consistentes con la
estructura (Figura 20). Dicha asignacion también se corroboré con espectros 2D

HSQC y HMBC (los espectros 2D no se muestran).

T T T T T T T T T

170 160 150 140 130 120 110 100 90 & 70 6 50 40 30 20 10 0
ppm

Figura 22. Espectro de RMN-13C (500 MHz) en CDClz a 25°C de DGEBA n=0.

5.2 Caracterizacion de la resina en D2O

La Figura 23a muestra el espectro de RMN-TH de DGEBA n=0 en D20 a 25°C, se
observa que a diferencia del espectro en CDCls, presenta senales anchas y poco
definidas. Lo anterior es debido a una limitada movilidad molecular ya que la
resina no es soluble en agua y forma agregados (con un tiempo de relajaciéon
transversal T2 muy pequeno). Sin embargo, a 60°C (Figura 23b), la movilidad
aumenta y las senales se vuelven considerablemente mads finas, llegdndose a ver
en algunas senales la multiplicidad, y presentan ligeros desplazamientos, los
cuales se pueden atribuir al promedio de los desplazamientos de las senales de los
mondémeros agregados v libres, puesto que el equilibrio de agregacion es mads

rdpido que la escala de tiempo de la RMN.
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a)

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0
ppm

b)

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05
ppm

Figura 23. Espectro de RMN-'H (400 MHz) en D20 de DGEBA n=0. a) 25°C y b) 60°C.

5.3 Caracterizacion de la emulsion de la resina en D.O

La Figura 24 muestra el espectro de RMN-'H, a diferentes temperaturas, de la

emulsion. En ese espectro, ademds de la senal del disolvente, se identific la

presencia de la resina DGEBA n=0 y de etanol (no se observan senales de ningun

surfactante posiblemente debido a su baja concentracién). La temperatura

maxima de frabajo fue de 60°C debido a la presencia de etanol en la muestra. Al

comparar los espectros, se puede observar que al igual que como ocurre en la

resina en agua, al incrementar progresivamente la temperatura la movilidad

aumenta y las senales se hacen mds finas. Por lo tanto, se puede decir que a

bajas temperaturas sélo se observan bien los compuestos que relajan lento, es

decir, que fienen tiempos de relajacion largos.

;
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60°C

40°C

L N S,

30°C

AV

25°C

_J/QM

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 1.0 0.5
Ppm

Figura 24. Espectros de RMN-TH (400 MHz) en D20 de la emulsion de DGEBA n=0 a
diferentes temperaturas.

5.4 Determinacién de los tiempos de relajacién de la resina en
la emulsién

La importancia de conocer los tiempos de relajaciéon para el estudio de la resina'y

su emulsion, fue evidente al observar que en DO a temperatura ambiente se

obtenian senales muy anchas. Se determinaron los tiempos de relajacion Ti y T2

temperaturas mayores para conocer su comportamiento y asi encontrar las

condiciones adecuadas para poder aplicar experimentos mds largos, como son

los experimentos de difusion.

5.4.1 Determinacién de tiempos de relgjacién Ti a diferentes

temperaturas

Como se menciond en la seccion 4.2.3.2, se utilizd la secuencia de pulsos de

“recuperacion de la inversion” para la determinacion del tiempo de relajacion

"
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longitudinal. Como ejemplo: en la Figura 25, se muestra el cambio de la
intensidad de la senal del protdn aromdtico niUmero 5 de la resina obtenido con
dicha secuencia para los 16 diferentes valores de tiempo de espera © a 40°C. Se
puede observar que cuando este fiempo tes muy pequeno la senal es
detectada de forma negativa (senales del lado izquierdo de la figura), ya que no
se permite su retorno al equilibrio y el espectro resultante es similar al que se
obtendria después de la aplicacion de un Unico pulso de 270°. No obstante, si se
utiliza un tiempo T muy grande (senales del lado derecho de la figura), la senal
detectada es positiva porque se permite su vuelta al equilibrio y el espectro serd
igual al que se obtendria al aplicar un Unico pulso de 90°. Una aproximacién del
valor de Ti se puede exiraer buscando el tiempo 1 en el cual el valor de la
infensidad de la senal es nula, tam, ya que tnu = Tiin2. Utilizando dicha
aproximacion para el sistema en estudio, el valor de Ti es 0.65s. Un ajuste mds fino
se obtiene con la minimizacion del error cuadrado entre la curva exponencial
ideal (Ecuacion 4, seccion 3.3.2) y los datos experimentales, tal y como se realizd
en el presente frabagjo.

255 3s 355 4s 5s
2s

0.001s 0.005s 0.01s

Figura 25. Evolucidn de la intensidad de la senal del 'H aromdtico no. 5 de la resina con el
experimento “recuperacioén de la inversion” para la determinacién de Tr a 40°C, utilizando
16 tiempos rentre 0.001 s y 5 s. El cambio del dominio negativo al positivo se da en un
rango de rde 0.4 a 0.5 s.

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia., se muestran las curvas

de relgjacion T correspondientes a la senal del proton aromatico 5, a las
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diferentes temperaturas de tfrabajo. Se puede observar que a mayor temperatura,
la intensidad (medida como la altura) de la senal del protén 5 con la que se
trabaja es mayor. Esto se debe a que al aumentar la temperatura la senal es mas
estrecha y alta. En cuanto al punto de cruce, en todas las curvas para ese proton,
se encuentra ente 0.4 sy 0.5 s, por lo que la variacién en el valor de Ti es minima

en el intervalo de temperatura estudiado.

7.E+06 4
5.E+06 - 60°C
3.E+06 - . . - >5°C
'g —eo—50°C
T
é 1.E+06 - —x—45°C
- —r T T T T T
(= °
= .1.E+06 1 2 3 4 5 T(s) ——40°C
T\8—7 54 CH; 14— ¥
-3.E+06 o/ \0_6/ - \3_1_3/ - \6_0 30°C
anYWaly: e
-5.E+06 5——14 (1:H3 4——5 7—8\1
-7.E+06

Figura 26. Curvas obtenidas para la determinacién de Ti correspondientes al 'H aromdtico
no. 5 a las diferentes temperaturas de trabagjo.

La mayoria de las veces, las curvas de relajacion se pueden modelar con
ecuaciones de uno, dos o mds términos exponenciales, donde los diferentes
tiempos de relgjacion de cada término estan asociados a poblaciones de
moléculas de diferente movilidad. Las especies con tiempos de relajacion cortos
son menos moviles (estado tipo sélido) que aquellas con tiempo de relajacion
mas largos (estado tipo liquido). En este trabajo, no pudieron diferenciarse
poblaciones moleculares con diferentes movilidades, por lo que las curvas de
decaimiento fueron modeladas a fravés de una ecuacién exponencial de un sélo

término.

Los resultados de Ti obtenidos para todos los protones de la molécula se

encuentran en la jError! No se encuentra el origen de la referencia.. Como ya se
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menciond en la seccion 3.3.2.1, la existencia de campos magnéticos fluctuantes
con movimientos con frecuencias asociadas cercanas a la de resonancia de
Larmor, generard que la relajacion T sea mads eficiente, tanto que cuando el
tiempo de correlacion del agregado es del orden del inverso de la frecuencia de
resonancia del sistema, se tiene la mdxima eficiencia de la relajacion Ti y por lo
tanto el menor valor de Ti. En la figura se puede observar que el menor valor de Th
se produce en el rango de temperatura de 25°C-45°C para todos los protones,
excepto para los H1 (protones del CHs). Esto se pude explicar porque el
movimiento lento de las particulas en emulsion genera que los protones tiendan a
relajarse de forma eficiente (T1 pequenos). De forma general, este movimiento
aumenta con el incremento de la temperatura y la interaccidon de los protones
con el medio es mds deficiente, por lo que los valores de Ti son mds grandes. A
diferencia de esto, para los protones del metilo H1, al aumentar la temperatura los
valores de Ty disminuyen y presentan una mayor movilidad dentfro de la misma
molécula, un movimiento de rotacion independiente de la reorientacién global
del sistema. A este mecanismo de relajacion se le conoce como “rotacion del
espin” y consiste en la generaciéon de un campo magnético local por el
movimiento circular de los electrones en una molécula de rotacion répida (o
parte de una molécula, tal como el grupo metilo presente en la resina) (Figura 28).
La magnitud de este campo cambia cuando los niveles de energia de rotacién lo
hacen como resultado de colisiones moleculares. Estos cambios, si se producen
en la frecuencia de precesion de Larmor, pueden causar relajacion de los
nucleos cercanos. Es caracteristica de estos sistemas una relajacién mds eficiente

(T mds corto) a temperaturas mds altas.
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Figura 27. Grdfico del tiempo de relajacién longitudinal en funcién de la temperatura.

H

_ _H
Tk
R

Figura 28. Mecanismo de relajacion "rotacién del espin” que presenta el grupo metilo de
la resina. B cambia al cambiar la velocidad de rotacion.

5.4.2 Determinacion de tiempos de relajaciéon T, a diferentes

temperaturas

La secuencia de pulsos utilizada para la determinaciéon del tiempo de relajacion
transversal fue la de “Carr-Purcel-Meiboom Gill” (seccion 4.2.3.2). Para
ejemplificar, en la Figura 29, se muestra el cambio de la intensidad de la senal del
protén aromdtico nimero 5 de la resina, obtenido a los diferentes valores de 1 @
40°C. Se puede observar que cuando el valor de tes pequeno la senal es
detectada con mdxima intensidad (senales del lado izquierdo de la figura), vy
conforme aumenta el nimero de ecos de espin en la secuencia cpmg la
intensidad de la senal disminuye debido al desfase en el plano xy producido por

la intferaccidon entre espines (senales del lado derecho de la figura).

!
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50 ciclos
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Figura 29. Evolucion de la intensidad de la senal del 'H aromdtico no. 5 de la resina con el
experimento “Carr-Purcell-Meiboom Gill" para la determinacién de T2 a 40°C, adquiriendo
8 espectros con un numero de ecos de espin entre 1y 50.

En la Figura 30, se muestran las curvas de relajacion Tz correspondientes a la
senal del proton aromdatico 5, a las diferentes temperaturas de trabajo. Se puede
observar que a mayor temperatura, el nUmero de ecos de espin necesarios para
que la senal se desfase por completo es mayor que a bajas temperaturas, por lo
que se obtienen valores de T2 mds grandes, indicando un aumento de la

movilidad de las particulas.

1.E+07 - 60°C
——55°C
1.E+07 - g
\8—7 54 CH;  4—5 —o—50°C
c‘)/ N /N 1 /TN
0—6 323 6—0
T 8.E+06 - N /7 I\ /7 \_, A —— 45°C
g (1:H3 N
< ——40°C
] 6.E+06 4
- —+—35°C
4.E+06 30°C
2.E+06 - 25°C
0.E+00 + : P 7 1 1
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 Us)

Figura 30. Curvas obtenidas para la determinacion de Tz correspondientes al 'H aromdtico
no. 5 a las diferentes temperaturas de trabagjo.
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Los resultados de T2 obfenidos para todos los protones de la molécula se
encuentran en la Figura 31. Como ya se menciond en la seccion 3.3.2.1, la
relajacion T2 disminuye mientras mayor sea la movilidad de las particulas en
emulsion, por lo tanto, al aumentar la temperatura el valor de T2 aumenta. Al
comparar los valores experimentales obtenidos de Ti y T2, se puede observar

que en todas las temperaturas estudiadas Ta<T.

02 9 |
A g 54 CH 4—5
0.18 1 [ NN
0.16 - N\ / \ / \ o
54 CH i— 5 7—8\‘

0.14 - s s —o—Ha4
-E-n 0.12 - —8—H5
S, 0.1 4 H7
 0.08 -

—>—H8

0.06 4

+

0.04 4 HO

0.02 4 —o—H1

o ] ] ] ] ] ] ] 1
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
Temperature [°C]

Figura 31. Grdfico del tiempo de relajacion transversal en funcidn de la temperatura.

5.5 Determinacion del coeficiente de difusion de la resina en la

emulsion

Para determinar el coeficiente de difusion se utilizé una secuencia basada en
PFGSE (seccion 4.2.3.3) y se analizd la atenuacion de la intensidad de las senales
en funcion de la fuerza de gradientes Gz. Sin embargo, en particular para nuestro
caso de estudio, no hay que olvidar que la intensidad de la senal al final de
cualquier experimento depende de la relgjacion, la relajacion cruzada vy el
intercambio quimico. En los estudios de difusion cuando la magnetizaciéon estd en
el plano fransversal la senal se ve afectada tanto por la difusion como por la
relajacion transversal, mientras que cuando la magnetizacion se encuentra en el
plano longitudinal, se ve afectada tanto por la difusion como por la relajacion

longitudinal. Las Ecuacion 7a y 7b describen la atenuaciéon de la senal en funcion

!
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de los fiempos de relgjacidon para la secuencias BPPLED y DBPPLED

respectivamente .48

_6+T _T+Te
a) Ag=Apgexp T2 T

71772

StH(rytry)/2 T +Te

b) Ap =Agexp T2 Ty

Ecuacidn 7. Ecuaciones que describen la dependencia de la intensidad de sefial
observada en funcién de la relajaciéon (Ar) donde Ao es la intensidad de la senal de
referencia. a) secuencia BPPLED y b) DBPPLED (ver Figura 15 y Figura 17 respectivamente).

Después de analizar los tiempos de relajacion determinados anteriormente, se
sabia que a 25°C no se observarian las senales anchas de la resina al final de los
experimentos de difusion y que a esta temperatura se podia estudiar mejor la
presencia de compuestos con alta movilidad. Por ejemplo, la Figura 32a muestra
el espectro de RMN-H de la emulsion, donde aun se observan las senales anchas
de la resina; mientras que la Figura 32b muestra el espectro de difusion-BPPLED
con fuerza de gradiente del 5% donde sélo se observan con buena relaciéon
senal/ruido la senal del H20 y la del etanol. Estos dos espectros deberian ser muy
similares entre si en cuanto a la atenuacion de las senales por difusidon se refiere,
ya que sélo se estd aplicando 5% de la corriente mdxima; sin embargo, la
atenuacién de las senales de la resina es grande debido a que los tiempos de

relajacion T2 de éstas son muy cortos.

48Jerschow, A.; Miiller, N., Journal of Magnetic Resonance, 125, 372-375, (1997).
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Figura 32. Espectros de RMN-TH (400 MHz) en D20 de la emulsion de DGEBA n=0 a 25°C a)

'H b) Difusién, secuencia BPPLED, A=600 ms, §/2=1.5 ms, con 5% de la corriente mdxima y
periodo LED=50 m:s.

Al saber que era necesario trabajar a una temperatura superior a 25°C, se
probd la secuencia de difusion BPPLED a 40 °C. Para ver si habia efectos de
conveccion, se utilizd un delta de difusion de tan sélo 100 ms y se adquirieronlé
espectros con incrementos lineales de fuerza de gradiente de 2 a 95%. Se
encontrd que los efectos de conveccidn eran muy severos. Los resultados se
muestran en la Figura 33, donde se observa que la intensidad de la senal del
protén aromdatico 5 presenta una atenuacion anormal al incrementar la fuerza de

gradientes, incluso con oscilaciones a valores negativos en algunos puntos.
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Figura 33. Disminucion de la intensidad de la senal correspondientes al 'H aromdtico no. 5
de la resina a 40°C en funcidon de G (16 espectros con incrementos lineales de 2 a 95% de
la corriente mdaxima), secuencia BPPLED, A=100 ms 'y §/2=15 ms.

5.5.1 Eliminaciéon de los efectos de conveccion en experimentos de
Difusion
Como se menciond en la seccién 3.3.6, para eliminar o minimizar los efectos de
conveccioén se puede utilizar la misma secuencia girando el tubo de RMN;# sin
embargo, por un problema con el equipo que se estd utilizando no se obtienen
buenos espectros de difusion al activar el giro, por lo que para poder estudiar el
movimiento de difusion y separarlo del movimiento de conveccidn se recurrié a
utilizar la secuencia especial que compensa el efecto de la pérdida de senal que
se produce por cualquier movimiento en la muestra a velocidad constante:

DBPPLED (seccidon 3.3.7.6). Al aplicar esta secuencia de pulsos se obtuvo una

curva de atenuacion normal para las senales de la resina en emulsion.

49N. Esturau, F. Sdnchez., Journal of Magnetic Resonance, 153, 48-51(2001).
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La Figura 34 muestra los espectros a 40°C con la secuencia DBPPLED, en dicha
figura se han igualado las intensidades de las senales de la resina en los espectros
adquirido con fuerza de gradiente de 5y 95 % solo con fines de visualizacion, el
valor real de la intensidad de las senales de la resina en el espectro b) es del 49%
respecto a la intensidad de las de a). En el espectro se puede observar que al
aplicar el 95% de la corriente maxima las senales del agua y del etanol se han
atenuado por completo, ya que son moléculas pequenas y difunden mucho mds

radpido que los agregados de la resina en emulsion.

a)

A
®) 4 s

B JULMJL

70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 1.5 'IO 05
PPmM

Figura 34. Espectros de difusion de la emulsion de DGEBA n=0 en D20 a 40°C. Secuencia
DBPPLED, A=1 seg, 6/2=3 ms. Con a) 5% y b) 95% de la corriente mdaxima. La intensidad de
las senales de la resina ha sido igualada en ambos espectros.

La Figura 35 muestra la representacion DOSY obtenida con el software
Topspin 3.2 de los experimentos obtenidos ufilizando la secuencia de pulsos
DBPPLED, donde se observa cémo las senales de los diferentes compuestos
aparecen a diferentes valores del eje de difusidn, es decir, los componentes han
sido separados en la dimension de D. Se puede observar que las senales de la
resina aparecen en un valor de log D = -11.94 (D= 1.14x10'2 m2/s). En cuanto a las
senales tanto del H2O como del etanol, no se ven bien definidas, ya que las
condiciones seleccionadas para este experimento DOSY fueron las adecuadas
para las senales de la resina que difunden lento y que requieren aplicar

gradientes fuertes y tiempos de difusion largos. En estas condiciones la senal del

;
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agua se ha atenuado por completo a partir de 8.2% de Ia corriente mdaxima, es
decir, en el segundo incremento de la fuerza de gradiente utilizada, por lo que
solo se tiene un punto y no es posible realizar la transformada de Laplace inversa.
Para poder obtener el valor de D del agua en la emulsién (log D = -8.57 o D =
2.69x10° m2/s), fue necesario optimizar los experimentos con condiciones mds
suaves, con menor duraciéon de los gradientes y menor separacion ente ellos. Las
curvas de decaimiento con los pardmetros utilizados para la resina y para el agua

se muestran en la Figura 36.

-13.04

-12.54

-12.04

DGEBA n=0

-11.54

-11.0+

-10.5+

-10.0+

Ethanol

H,0

Figura 35. Representacion DOSY obtenida con el Topspin 3.2 para la emulsién de la resina
DGEBA n=0 a 40°C con 1 s para el tiempo de difusidon, 5 ms para la duracion total de los
gradientes con forma rectangular (6/2=2.5 ms) y 5 ms para Te.
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Figura 36. Disminucion de la intensidad de la senal con secuencia DBPPLED en funcién de
G (16 espectros con incrementos lineales de 2 a 95% de la corriente mdaxima) a 40°C de q)
senales de la resina en emulsion, A=1sy §/2=2.5ms y b) Senal del H:O/D20, A=50ms,
6/2=0.8ms.

La Figura 37, muestra el mismo espectro DOSY de la Figura 35, pero
procesado con el software Dynamics Center. Se puede observar que las senales
tanto del H2O como del etanol no aparecen, esto se debe a que dicho software

permite seleccionar las senales del espectro que se desean procesar.

e

7.00 6.00 5.00 4.00 3.00 2.00 ppm

.00 .00 5.00 4.00 3.00 200 ppm

Figura 37. Representacion DOSY obtenida con el software Dynamics Center para la
emulsion de la resina DGEBA n=0 a 40°C.
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5.6 Cdlculo del radio hidrodindmico de la resina en emulsion

El rn de un compuesto puede ser estimado con la ecuacion de Stokes-Einstein
(Ecuacion 1) al trabajar con soluciones diluidas si se considera que la viscosidad
es aproximadamente igual a la del disolvente puro, algunos ejemplos que utilizan
esta aproximacion son la determinacion de r en agregados de n-butil litio® o la
presencia de aniones y cationes solvatados.’ El ra de un compuesto también
puede ser estimado por comparacion con un compuesto de referencia en la
misma muestra que posea un rn conocido. En estos casos no es necesaria la
determinaciéon de D con mucha precision ni el conocimiento de la viscosidad de
la solucion ni de la temperatura de la medida ya que el valor de D de ambos
compuestos se determina simultdneamente en la misma solucidn mediante la

relacion de la Ecuacion 8.52

ref  ref
rh = — rh
D

Ecuacion 8. Ecuacién que describe la relacién entre el coeficiente de difusion y el radio
hidrodindmico de un compuesto de referencia con el coeficiente de difusion y el radio
hidrodindmico de un compuesto cuyos pardmetros no son conocidos.

En este estudio, para realizar el cdlculo del r de las particulas en la emulsidén,
se utilizé como referencia interna el m del HDO asumiendo que este no cambia en
la emulsion. El m del HDO se calculd con la ecuacion de Stokes-Einstein
considerando una simetria esférica y utilizando el valor de Dupo en D20 a 40°C
reportado en la bibliografia.’® Para calcular el r de las particulas en la emulsion
fue necesario hacer ciertas consideraciones respaldadas en las condiciones
experimentales. Estas consideraciones fueron: la cantidad de HDO en la esfera de

solvatacion es minima y su difusibn no contribuye al Dresina determinado vy, la

50Keresztes, I.; Williard, P. G., Journal of the American Chemical Society, 122, 10228-10229 (2000).

51Balzano, F.; Cuzzola, A.; Diversi, P.; Ghiotto, F.; Uccello-Barretta, G., European Journal of Inorganic Chemistry, 5556-
5562, (2007).

52Ackerman, M. S.; Shortle, D., Biochemistry, 41, 13791-13797, (2002).

>3R. Mills, Journal of Physical Chemistry, 77, 5, 685-688, (1973).
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difusion molecular de la resina que pudiera ocurrir dentro de cada particula de la

emulsion no contribuye al Dresina €Xperimental.
e Valores de la literatura:

kgm?
kp = 1.38066 * 10723 ———
B * Ks?

k
N(Dy0400¢) = 0.0008m—gs = 0.7866cP5

mZ
D(HDO,goc) = 2.69 * 10-9T
e Sustituyendo en la ecuacion de Stokes-Einstein, el valor del m
calculado para el HDO es:
Thypo = 1.07 *1071%m
e Valores experimentales:
2

m
D(HDO/EM,qgeoc) = 2.75 * 10-9T

m2
D(resina/EMypec) = 1.14 * 10‘12T
e Sustituyendo en la ecuacion Ecuacioén 8, el valor del rn y el didmetro de

la particula en la emulsion es:

=2.58%10""m =258 nm

1] .
Rresina

d =516nm

El valor estimado del didmetro de particula por RMN se compard con los
resultados preliminares obtenidos por DLS (equipo Malvern Zetasizer Nano
S) para la misma emulsion en condiciones muy diluidas (solucion
traslicida), cuyo valor fue de 515.5 nm. A pesar de que son resultados
preliminares y seria conveniente realizar mds mediciones, estos valores

presentan una muy buena correlacion entre ambas técnicas.

54Hardy Robert C., Cottington Robert L., Journal of Research of the National Bureau of Standards, 42, 573-578, (1949).
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6 Conclusiones

En este trabajo se ha profundizado en el estudio de la emulsibn comercial de la

resina epoxica liquida DGEBA n=0 mediante la determinacién del coeficiente de

difusion por RMN a 40 °C. En concreto se pueden citar como conclusiones de la

tesis:

La excelente solubilidad de la resina DGEBA n=0 en CDCIls produce
picos finos en los espectros de RMN lo que permite confirmar
facimente la estructura y estimar el grado de pureza de dicho
material.

El espectro de 'H en D20, a temperatura ambiente, permite la
observacion de los compuestos que presentan un proceso de
relajaciéon lento, es decir, que tienen tiempos de relajaciéon largos y por
tanto senales finas, como es el caso del etanol enconfrado en la
emulsion. Sin embargo, las senales de la resina en la emulsion acuosa a
esta temperatura son muy anchas.

Los efectos de la temperatura sobre los tiempos de relajacion Ti y Te,
proporcionan informacién muy valiosa acerca de la muestra, ya que
estdn relacionados con procesos que involucran tanto la interaccion
entre los espines nucleares y sus entornos moleculares (Ti1) como con las
interacciones entre los espines nucleares (T2).

Conocer los valores de los tiempos de relajacién facilita la optimizacion
de los experimentos de difusién.

Para estudiar la auto-difusidon de la emulsion es necesario controlar la
temperatura, debido a que a temperatura ambiente los agregados se
mueven poco Yy generan senales de 'H muy anchas, al subir la
temperatura, hay mayor movilidad y los tiempos de relajacion son mds
largos; lo que permite hacer experimentos de difusion.

El regular la temperatura en los experimentos con gradientes de
campo magnético, puede ocasionar efectos indeseables debido a la

conveccion, por lo que es necesario utilizar alguna estrategia para
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eliminarla, como lo es el aplicar secuencias especiales disenadas para
este fin.

El rn estimado para las particulas de la resina en emulsion por RMN es
similar al obtenido en la prueba preliminar por DLS.

La técnica de PFG-RMN se distingue de las de dispersion de luz porque
es un método no invasivo que ademds permite hacer un andlisis global
y determinar la presencia de los compuestos en concentraciones
detectables por la técnica de RMN, como fue en este caso la

presencia de etanol.



