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Inventia se refera la o0 metoda de determinare cantita-
tivéd a compusilor paramagnetici generati in apa prin .
iradiere sau reactii chimice folosind relaxometrie de ]
rezonantd magneticd nucleara in camp magnetic -
terestru. Metoda conform inventiei consta in: i

-prepararea unor probe standard cu concen- g "
tratii cunoscute de specie paramagnetica in apa disti- i
lata si a unei referinte de apa distilata,

- Tnregistrarea unui semnal RMN in camp
terestru folosind secvente de puls de tipul cu recu-
perare de magnetizare pentru determinarea timpului de Fig. 3
relaxare longitudinald (T,) si CPMG pentru determi-
narea timpului de relaxare transversala (T,),

- determinarea constantelor de relaxare
R,=1/T, si R,=1/T, si a dependentei lor liniare cu con-
centratia de specie paramagnetica si obfinerea unei
curbe de calibrare R;, R, vs. concentratie, pentru
speciile de interes, si

-obtinerea concentratiei din curba de calibrare
prin prelucrarea unei probe cu o concentratie necunos-
cutad de specie paramagnetica si interpolarea datelor
obtinute.
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METODA DE DETERMINARE CANTITATIVA A COMPUSILOR PARAMAGNETICI GENERATI IN
APA PRIN IRADIERE SAU REACTII CHIMICE FOLOSIND RELAXOMETRIE DE REZONANTA
MAGNETICA NUCLEARA iN CAMP MAGNETIC TERESTRU

DESCRIERE

Inventia se refera la o metoda de rezonanta magnetica nucleara in cdmp magnetic terestru (,Earth-field
NMR’) pentru a detecta si a determina concentratia radicalilor liberi prezenti sau generati printr-o reactie
chimica intr-o solutie apoasa. Aceastd metoda are potentialul de a oferi o cale mult mai ieftina de dozare
a radicalilor liberi din probe biologice (J. Magn. Reson., 2020, 319, 106800).

Principiul general al observatiilor RMN consta in introducerea intr-un cdmp magnetic static a unei probe
care contine nuclee atomice cu spin nuclear diferit de zero. Aceste nuclee vor rezona, adica vor fi capabile
sa execute tranzitii intre orientarile cuantificate in acest camp static, atunci cand un puls de radiofrecventa
este aplicat la frecventa Larmor caracteristica. Un set de parametri importanti in comportamentul
magnetizarii colective generate de aceste nuclee il constituie constantele de timp de relaxare spre
echilibru. Constanta de timp de relaxare a magnetizarii in planul transvers pe campul magnetic principal,
denumita T, (constanta de timp de relaxare ,spin-spin’) reprezinta durata de viata a sermnalului RMN.
Constanta de timp de relaxare caracteristica regenerarii magnetizarii la echilibru (constanta de timp de
relaxare ,spin-retea’) este notata T1. Aceste constante de timp de relaxare depind atat de natura nucleelor
dar si de configuratia moleculara in imediata apropiere, i.e. prezenta altor nuclee magnetice, de miscarea
acestora, si cu precadere de prezenta unor specii purtatoare de spin electronic neimperechiat. Prezenta
acestor spini electronici si miscarile relative ale centrilor paramagnetici fata de nucleul studiat modifica
valoarea constantelor de timp de relaxare, T1 si Ta.

Rezonanta magneticd nucleara in cAmp magnetic terestru este o metodd recenta care beneficiaza de
omogeneitatea naturala foarte ridicata a campului magnetic terestru (Magn. Reson. Med., 1990, 15, 386~
391), elimindnd prin aceasta costul aferent producerii cdmpului magnetic static si beneficiind de un
instrument portabil cu operabilitate ridicatd. Spectrometrele in cAmp terestru s-au dovedit a fi versatile in
multiple domenii de cercetare fundamentala si industriald, oferind inclusiv capabilitati de imagistica (J.
Chem. Educ., 2019, 96(10), 2326-2332; Instrum. Sci. Technol., 2006, 32(6), 655-667).

Principiul relaxometriei RMN 'H pentru detectia si determinarea cantitativa a radicalilor consté in a
masura constantele de timp de relaxare (longitudinala sau spin-spin, T1 si transversala sau ,spin-retea’,
T2) a protonilor din moleculele de apa, intr-o solutie in care sunt prezenti radicali liberi. Prezenta acestor
radicali, care reprezintd specii paramagnetice, duce la o intensificare a proceselor de relaxare a
protonilor, acest efect fiind cunoscut sub numele de PRE (paramagnetic relaxation enhancement, Phys.
Rev., 1955, 99, 559). Atat constantele de timp de relaxare longitudinale (T+) cat si cele transversale (T2)
sunt afectate in sensul scaderii valorilor, prin masurarea acestor timpi de relaxare aferenti unor
concentratii de specie Ba’aramagneticé, se pot obtine constantele de relaxare aferente Ry = 1/T1 si Rz =
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1/T2. In cazul observarii unei variatii liniare cu concentratia speciilor radicalice respective, se poate defini
relaxivitatea ca fiind panta curbei R vs concentratie.

Obiectivele, caracteristicile i avantajele prezentei inventii

Principala revendicare a metodei propuse este masurarea dependentei liniare intre parametrii Ry, Rz Si

concentratia de specie paramagnetica prezenta sau obtinuta prin generarea radicalilor liberi prin reactii

chimice.

Pentru a demonstra principiul metodei, am selectat o serie de compusi paramagnetici stabili in mediu

apos: CuClz2H20, MnCl4H20, GdCl36H.0 si un radical organic stabil, TEMPO ((2,2,6,6-

Tetramethylpiperidin-1-yl)oxyl). Speciile chimice prezente in solutie apoasa in urma dizolvarii reactivilor

sunt in fapt combinatii complexe de tipul: [Cu(H20)s)2*, [Mn(H20)]?*, [Gd(H20)g]3* iar in cazul TEMPO

sunt molecule solvatate prin legaturi de hidrogen cu molecule de apa.

Experimentele de relaxivitate sunt efectuate utilizand un spectrometru Magritek TerraNova, folosind doua

secvente de puls: Polarization Recovery pentru T1 si Carr-Purcell Meiboom-Gill (Phys. Rev., 1954, 94,

630; Sci. Inst., 1958, 29, 688-631) CPMG pentru T2 (Fig 1). Probele sunt solutii apoase ai compusilor

mentionati anterior, folosind apa distilata ca referinta.

Figura 1. Prezintd cele doua secvente de pulsuri folosite, Polarization Recovery presupune repetarea
intregii secvente cu cresterea timpului caracteristic t.c. CPMG presupune o singuré secventa
cu repetarea segmentului dintre paranteze pentru n puncte experimentale, timpul caracteristic
& fiind specific experimentului.

Figura 2. Prezintd dependeta parametrilor T1 si T2 vs concentratia de specie paramagnetica din solutie,
si inset-uri pentru zonele de concentratii mici. Timpii de relaxare Ty au fost determinati prin
secvente de puls de recuparare a polarizarii, timpii de relaxare T» au fost determinati prin
secvente de tip CPMG.

Figura 3. Prezinta dependenta parametrilor R1 si R2 vs concentratia de specie paramagnetica, parametrii
se obtin prin relatiile R1=1/T1, R2=1/T.

Figura 4. Prezinta dependenta valorilor T2 vs durata reactiei chimice in probele de H20, de concentratie
variabild, folosind Csl la concentratie constanta de 10 mM.

Figura 5. Prezinta dependenta valorilor T2 vs durata reactiei chimice in probele de H20; de concentratie

0 mM, folosind Csl la concentratii variabile.
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Tabel 1. Prezinta relaxivitatile longitudinale r1 si transversale r2 ale compusilor paramagnetici studiati.

l. Determinarea relaxometrica si relaxivitatea speciilor paramagnetice stabile
Metoda de Lucru consta in prepararea unor solutii intr-un vas de 315 mL, cu concentratia speciilor
paramagnetice avand valori de la 1 mM la 3.9 pyM, lucru realizat prin dilutii succesive 1:2. Dupa
prepararea fiecarei solutii se foloseste o secventd de puls specificé determinarii timpului de relaxare T
si/sau To.
In conditiile noastre de lucru, proba de ap& pura are parametrii T1 = 3200 + 100 ms, si T2 = 2400 + 100
ms, iar probele de Cu(ll), Mn(ll), Gd(lll) si TEMPO prezinta valori diferite in functie de concentratia
acestora, conform Fig 2.
Dependenta liniara a constantelor de relaxare Ry = 1/T1si R2 = 1/T2, sunt prezentate in Fig 3.
Un parametru specific agentilor paramagnetici (in cazul acesta pot fi numiti si agenti de relaxare) este
relaxivitatea, longitudinal rs si transversala r.. Relaxivitatea este definitd ca masura in care cresterea
concentratiei unui agent de relaxare cu o unitate afecteaza constanta de relaxare a protonilor din apa
solutiei respective, astfel ca relaxivitatea poate fi determinata din panta aferenta dependentelor liniare
din graficele din Fig 3. Este importanta cunoasterea acestui parametru determinat experimental pentru a
fi comparat cu valorile din literaturd, deoarece este independent de concentratie dar este dependent atat
de campul static local cat si de natura chimicd a agentului de relaxare.
in cazul speciilor Cu(ll) si Mn(Il) in mediu apos, relaxivitéti experimentale au mai fost determinate conform
Mann et al (J. Chem. Educ., 2019, 96(10), 2326-2332).
Relaxivitatile r1 si r2 a agentilor de relaxare determinate experimental pentru Gd(lIl) si TEMPO alaturi de

Cu(ll) si Mn(ll) reproduse de céatre noi sunt indicate in Tabelul 1.

1. Identificarea prin relaxometrie a speciilor radicalice generate chimic
Metoda de lucru consta in prepararea unor solutii de H202 de concentratie cunoscuta si observarea
descompunerii acesteia. in urma reactiei de descompunere se produc radicali instabili: -OH (hidroxil), cu
timp de viata mediu de ordinul nanosecundelor, recombinarea rapidd a radicalilor -OH conduce la
obtinerea de Og, care in condiiile de lucru este o specie paramagnetica stabila cu spin electronic S = 1
(triplet).

Ecuatiile chimice reley
Paul R. Vasos?
Mihai A. Voda*
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H202 — 2 -OH (Eq 1)

2:0H—-HO0+%0 (Eq2)

Descompunerea H2O. poate fi realizata termic, in conditii normale la 25°C aceasta fiind stabila pe
intervale de timp de zile/saptamani, reactia poate insa fi accelerata catalitic, prin adaugarea de Csl,
specia activa cataltic fiind anionul iodura. Astfel, au fost preparate solutii la concentratii multiple de H20>
cu mentinerea de Csl la concentratie constanta, dar si solutii de Csl la concentratii multiple cu mentinerea
de H202 la concentratie constanta.

In urma prepararii fiecarei solutii de H,0, si Csl, s-a inregistrat timpul de relaxare T> folosind o secventa
de pulsuri CPMG. Parametrul T2 a fost inregistrat la momente diferite in fereastra de timp a reactiei
chimice, de regula de ordinul minutelor in domeniul de concentratii folosit.

Variatiile parametrilor T2 cu evolutia reactiei chimice de descompunere de H202 sunt indicate in Fig 4, in
situatia mentinerii concentratiei de Csl la 10mM, si folosind 3 concentratii diferite de H,Oz la 1 mM, 10
mM respectiv 100 mM. in experimentul din Fig 5. s-a mentinut concentratia de H,O2 constanta la 100
mM si s-au folosit 4 concentratii diferite de Csl, 0 mM (necatalizat), 0.1 mM, 1 mM, 5 mM si 10 mM. Cazul
necatalizat reprezinta de fapt simpla descompunere termicd a H20> in mediu apos.

in toate situatille observate in Fig 4. si Fig 5. se observd un semnal initial (masurat imediat dupa
adaugarea de catalizator), apropiat de valoarea standard a protonilor din apa pura, T2= 2400 + 100 ms,
care scade relativ rapid catre valori mai mici pe masuré ce reactia evolueaza. Scaderea T2 este datorata
efectului PRE al speciilor Oz, si nu a speciilor -OH (cu timp de viata extrem de scurt comparativ cu durata
pulsurilor). Astfel, viteza de reactie va depinde de concentratia initiala de H20, dar si de Csl, in toate
situatiile se poate observa o curba de descompunere atenuatd, semn ca reactia incetineste in timp pe
masura ce concentratia de reactant scade de la valoarea initiala, fapt conform cineticii reactiilor de
descompunere.

Determinarea speciilor radicalice O2 conform acestei metode este una pur calitativa.

Paul R. Vasos1,/
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REVENDICARI

1. Metoda de determinare cantitativd a speciilor radicalice stabile intr-o proba apoasa folosind
rezonanta magnetica nucleara in camp terestru, prin metoda de relaxometrie:

- In urma prepararii probelor standard cu concentratii cunoscute de specie paramagnetica in apa
distilata si a unei referinte de apa distilata, nregistrarea unui semnal RMN in c&mp terestru folosind
secvente de puls de tipul: recuperare de magnetizare pentru determinarea timpului de relaxare
longitudinald T1 si CPMG pentru determinarea timpului de relaxare transversala 7.

- Folosind parametrii derivati, constantele de relaxare Ry si Ry, si dependenta lor liniaré cu concentratia
de specie paramagnetica, se pot obtine curbe de calibrare R1, R2 vs concentratie, pentru speciile de
interes.

- Obtinerea concentratiei din curba de calibrare prin prelucrarea unei probe cu o concentratie
necunoscuta de specie paramagnetica si interpolarea datelor obtinute.

2. Metoda de obtinere a relaxivitatii unui compus paramagnetic de interes, conform revendicarii 1.,
caracterizata prin aceea ca se poate extrage panta unui grafic al valorilor R1 si Rz vs concentratie,
dacé se pot prepara probe de concentratie cunoscuta a agentului paramagnetic.

3. Metoda de identificare a prezentei de O in solutii apoase in urma descompunerii unui agent chimic,
in caz particular a descompunerii de H20 pe cale catalitica.

4. ldentificarea cantitatii de H20: in prezenta unei cantitati de catalizator Csl in concentratie
cunoscuta, utilizat pentru a initia descompunerea chimica rapida si masurarea imediata a
parametrului T2 la timpi diferiti pe masura ce reactia evolueaza.

5. ldentificarea cantitatii de catalizator de tip iodura solubil in ap& in probe de concentratie cunoscuta
de H20; prin obtinerea graficelor T, vs timp de reactie si compararea datelor cu curbe cinetice

experimentale care pot fi determinare prin alte metode fizico-chimice de caracterizare in-situ.

Paul R. Vaso
Mihai A. Voda'

Alexandru ToporB% T
1 Biophysics and Biomedical Applications Group, ELI-NP, Extreme Light Infrastructure - Nuclear
Physics, IFIN-HH, Str. Reactorului 30, Bucharest-Magurele, RO-077125, Romania



Relaxation time constant {ms)

DESENE

FIGURA 1

Polarization Recovery Sequence
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FIGURA 5
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Species ri (s mM) rz (s'mM1)
p
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Mn!! 46.56 £2.37 37.38+3.19
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