Diffusionsuntersuchungen
(Losungs -NMR) mit Hilfe von
NMR Spektroskopie
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Einfuhrung

U Schnelle NMR Messungen um

A zu verifizieren ob die Reaktion stattgefunden hat

A die Produkte der Reaktion zu bestimmen i Anderungen in den
chemischen Verschiebungen und Kopplungskonstanten

A Die Kinetik der Reaktion zu verfolgen

U Im Fall, dass eine Verbindung in Losung vorliegt I
Strukturauflésung, supramolekulare Organisation und molekulare
Dynamik.

U Oft ist das Produkt der Reaktion eine Mischung und muss

aufgetrennt werden.



Mischungsanalyse

Mischungs -Analyse i1 ein wichtiges Thema fir die analytische Wissenschatft

Fur Losungen 1 HPLC oder UPLC erlauben Trennung der Komponenten von
Mischungen aber keine Strukturinformationen

Gekoppelt mit MS - Spektroskopie (HPLC -MS) oder Kernmagnetische Resonanz
Spektroskopie(HPLC -NMR)

Relativ teuer und schwer zu implementieren

Pulsed gradient spin echo (PGSE) (SE mit gepulsten Feldgradienten)

Basiert auf den verschiedenen Diffusionskoeffizienten der Komponenten der
Mischung

Keine Probevorbereitung notig; anwendbar bei allen Standard NMR

Spektrometern



HPLC-NMR




HPLC-NMR

Measurements - Schematic view
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Diffusions -NMR-Messungen

Pulsed -Gradient Spin Echo (PGSE) Methode
Diffusion Ordered Spectroscop Y (DOSY) - graphische

Reprasentation der Methode

Bestimmung von Hydrodynamischen -Radien um Komplexbildungen
zu detektieren

Untersuchung von H -Brlicken wenn polare Verbindungen mit
Losungsmittel -Molekulen oder lonen wechselwirken

Untersuchung von Wirt - Gast Wechselwirkungen

Detektieren und Verstehen von lonen -Paarbildung



Diffusion in Losung - Grundlagen

U Molekile in Losung 1 Rotations - und Translationsbewegung
U Die Translationsbewegung (Selbstdiffusion) wird durch
Diffusionskoffizienten D (m 2/s) ausgedriickt:
0"y
N $

StokesEinstein Gleichung

k (J/K)X Boltzmannkonstante
ry (m) ¢ hydrodynamischer Radius
s (Pds oder kgm.s) - Viskositat

U Gultig far spharische Teilchen



Diffusion in Losung - Grundlagen

U die Stokes -Einstein Gleichung nimmt an, dass alle Molekdle in

LOsung spharisch sind T In der Realitat sind Modifikationen notig:

Fur nichtspharische Einheiten:
gestreckt ( cigar -like) Ellipsoid gestaucht (disk -like) Ellipsoid

_ KpT Arctan(\/p?— 1)

- 6ms’ \/p_z—l

a1 grof3e semi -Achse
b 7 kleine semi -Achse



Diffusion in Losung - Grundlagen

U die Stokes -Einstein Gleichung nimmt an, dass alle Molekdle in

LOsung spharisch sind T In der Realitat sind Modifikationen notig:

61N Ry

f (3Rsolvent) +( 1 )
2RH 1+ Rsolvent
Ry Die Lésung wird als eine
Summe von Partikeln
betrachtet und nicht als
Medium mit einer definierten
61TT]Rsozute Viskositat

f =
l
14 0.695 (RO —poventy2.234 f T Reibungskoeffizient

solute



Diffusion in Losung - Grundlagen

U Die Strecke z(m) , welche ein Molekdl in Losung in einer Richtung wahrend

der Zeit t(s) zurlcklegt, ist

a Voo
Nicht jedes Molekdl wird die gleiche Strecke zuriicklegen I Gaul’-Verteilung
der unterschiedlichen Distanzen
Die Wahrscheinlichkeitsfunktion Ps:
0 V1 09 cb[r‘] O‘—TO]
T OO0

Beschreibt die mittlere Wahrscheinlichkeit, dass mehrere Molekiile die gleiche
Veranderung in einer gewissen Zeit erfahren.

7 (m/s) - Geschwindigkeit



Diffusion in Losung - Grundlagen

t t+ At

—> [ Ay’

-

U Zwei Besetzungen von Molekilen mit verschiedenen

Diffusionskoeffizienten sind als normalisierte Gaulf} -Kurven
dargestellt

U Nach einer zeitlichen Periode (  t+ @t) wird die Verteilung verbreitert



Diffusion in Losung - Grundlagen

Bedingungen um die Translationsbewegung zu messen:

U z» ry (hohe Diffusionszeit) T wichtig fir grof3e Molekule (z.B.
Polymere mit Seitenketten) I wenn nicht kdnnte man die
Rotationsbewegung der Seitenketten aber nicht die
Translationsbewegung des Polymers messen

U Alle Geschwindigkeitskomponenten (von Konvektion) sollen
kompensiert oder vermieden werden

A Impulsfolgen mit Konvektionskompensierung

A reduzieren der Lock Starke



Technical realisation of RF pulses and PFGs

Static magnet: superconducting coil
with electric currents of up to 250 A z BO

BOA @

v
0o
[E

DB(z)

Inner RF field coil
with sample tube

Z-gradient coils

The RF coil is used for application of strong RF pulses
as well as for detection of the weak signal induced

by precessing nuclear spins .

Der Feldgradient wird mittels einer anti -Helmholz Spule generiert . Die Feldstarke
ist additiv im oberen Bereich und subtraktiv im unteren Bereich des
Probenvolumens

Wahrend eines Gradienten  -Impulses wird das Magnetfeld des Probenvolumens
linear geandert



Technical realisation of the PFGs

Probleme :
—
U Abschirmung
QD
DB(z) A Wegen des Wirbelstroms wird ein Feld nicht
nur innerhalb, sondern auch auf3erhalb der
<\ > Gradientenspule generiert

A Stort die FID Aufnahme

U Feld Linearitat (Uniformitat)

Z-gradient coils

A Das Feld muss linearindie Z  -Richtung geandert
werden, d.h. eine konstante Anderung aller
Punkte in Z -Richtung

U Temperatur (Konvektion) Gradienten

A Der Boden des NMR -Rohrchens wird beim Heizen oder Kiihlen eine
unterschiedliche Temperatur als der oberen Bereich des R6hrchens haben.



Wirkung auf die Larmor Frequenz

w, =YBy + Y9,z

g, (T.m1) — gradient applied in the z-direction

B, (T) - external magnetic field
Z (m) - the position of the spin (nucleus of interest)
y (rad.T-1.s'1) = gyromagnetic ratio

Pz = (SngZ

@, (rad) — position dependent phase angle of the spins
6 (s) — duration of the applied gradient pulse

Wie kann man nun Signalabgrenzung mit Hilfe von
Translations -Dislokation erhalten? 1T PGSE Experiment



Diffusion In

Losung - PGSE

PGSE (Pulsed Gradient Spin Echo)

I Stejskal und Tanner (1965)

basiert auf dem Spin Echo Experiment von Hahn (1950) und Carr und Purcell
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Diffusionin Losung - PGSE

1. Anregung i der 90 Almpuls kippt die Magnetisierung in die x -y-Ebene; die Phase der
Spins ist dabei koharent

2. Kodierung 71 der Gradient markiert die Positionen der Spins durch das Erzeugen eines
raumlich abh&ngigen Phasenwinkels i jede Ebene enthalt Spins welche durch den
Gradienten gleichmaRig beeinflusst werden. Spins in verschiedenen Ebenen sind jedoch

unterschiedlich beeinflusst. encode

“3) o

z

excitation evolution

DO
Do

t

3. Entwicklung (  §/2) 1 zuféllige Translationsbewegung; Eine gewissen Anzahl von Spins

andern ihre Position und Diffusion entlang der z -Richtung.

4. 180 APuls invertiert das Vorzeichen des Spin -Phasen -Winkels.

5. Decodierung i Die Phase der Spins, welche man durch den ersten Gradientenpuls erhalt,
wird von der des zweiten Gradientenpulses subtrahiert. T keine Diffusion, kein Signal

Verlust: Diffusion resultiert in einer Signal Verringerunq



Diffusion in solution - PGSE

5
-Dy?g?8%(A-3)

I = Ioe I = Ioe_DQ

| 7 Beobachtete Signal Intensitat
|, T Referenz (unbeeinflusst) Signal Intensitat
g (s) 1 Diffusionszeit (die Zeit zwischen den unterschiedlichen Pulsen)

D i Diffusionskoeffizient
g, U 7 Starke und Lange des Gradienten

R T konst . (Bestimmt aus den Relaxationszeiten)

R=2t,/T,  for sequence b) R=21, /T>+11 /T4

for c)



Diffusionin LOosung - DOSY

NMR Messreihe (DOSY,uhd T,, Kinetikstudien ¢ Reihe von Spektren, bei denen ein
Parameter variabel ist (Gradienten Starke, variable Zeitverzogerung).
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PFGLED Experiment einer Mischung von Acetone , Choline , 2,2 -dimethyl -
-Salz in D20; 30 Experimente bei

2-silapentane -5-sulphonat Natrium
variabler Gradientstarke (0.5 bis 15 G.cm !



Diffusionin LOosung - DOSY

20 LI I | l LI I L I LI I L i L I LI T
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The calculated DOSY spectrum showing the signals of acetone (A), choline
(C), 2,2 -dimethyl -2-silapentane -5-sulphonate sodium salt (D), water (W)



Messung von Diffusion

In einemGradientexperimentvird im Normalfall diegGradientenstarkgg) variiert und
die Diffusionszeity() sowie die Lange déaradientenimpulse$t ) konstant gehalten.
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Simulierte, verzogerte Diffusionskurven durch Variation@sdientenstarkeq)
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3D DOSY

Der zweite Block kann auch HMQC,
TOCSY, NOESY, usw. sein

In xy -Ebene beobachten wir
Korrelations -Spektren, dieinderz -
Dimension flr den
Diffusionskoeffizeinten

unterschiedlich aufgeteilt sind




Anwendungen




Al 1 Untersuchung von Assoziation

a-Cyclodextrin (a-CD) Adamantan -funktionalizirtes Polymer

& o
o Oy
My P hydrophobic cavity



Al 1 Untersuchung von Assoziation

DOSY Spektren von  a-Cyclodextrin , Adamantan functionaliziertes Block-Copolymer und die 1:1

Mischung in DMSO
m/s -

-9.54

________

~9.44 Komplex
A B e e { ........ H ............. i -CD+M214

-------------------------- l i -CD




Al 1 Untersuchung von Assoziation

DOSY Spektren von
Mischung in D ,0O

a-Cyclodextrin , Adamantan functionaliziertes

m?2/s

~9.3

adamantane (.a

Block - Copolymer

0.5 ppm

und die 1:1

Complex
j -CD+M214
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DOSY NMR
Ein neues Verfahren in der Analyse
von falschen Medikamenten

DOSY Spektren von  Aherbal
drugs f in einer Mischung von
D,0:CD ;CN=1:4 aufgenommen

Gelbe Kapseln (Taiwan herq.)

Tadalafil (verbotten in EU, UK, US)
Hydroxyhomosildenafil

Grine Tablette (China herqg .)

Sibutramin
Phenolphthalein
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MS i Methan Sulphonat



A3 1 Einkapselung

encapsulated bcnicnc
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“free” benzene encapsulated bcnunc dimer

D=221£0.02:10%em’s™' D=0.342£0.01-10%cm’s™' D=0.3420.01-107em* s



A4 1T N MR Cliromatographie ©

Lkl , , L log(m2/s)

; log(m2/s) T K
- -10.4
- -10.2 .
stearic acid h - 10.2
- -10.0 i
1l ibuprofen r ] |\ |_ 0.0
- 98 I i - 9.8
SuUCrose
[ 98 - 9.6
- 9.4 alcoho
% | “ﬂh < | alcohol ' . 94
L] ' ' I
- 9.2 o2
[ 60 < HOD
. - - 9.0
- -8.8 - .8.8
pa— |
T I | T T T T 1 | | | 1 | I
7 6 5 4 3 2 1 ppm 7 6 5 4 3 2 1 ppm
DOSY Spektrum von  Advil zeigt DOSY Spektrum von  Advil nach der
geringe Trennung in die Addition von perfluorierten
Diffusionsdimention Mikroemulsion

Addition von SiO ,-Partikeln flhrt zu einer verbesserten Trennung im
Rdhrchen sowie zu einer zusatzlichen Signalverbreitung



A5 T lonenpaarung

Spontane Aggregation voietrakis(Isonitril) Rhodium lonen
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A6 1 Nanopartikel

CeO, Nanopartikel funktionalisiert mit Laurin (n-Dodecanoic ) Saure

.-
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3 Peuc .
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0 510° 1107 15107

PRy ,. 2
(10g) (A-0/3) / sm

Ein Plotn(l/1,) vs. g fur das Methylsignal der mit Lausggure funktionalisierten Nanopartikel

Zwei unterschiedliche Geraden, welche zwei verschiedd&i#fusionenbeschreiben. (am Beispiel

der Funktionalisierung von Nanopartikeln). (Schnelle Diffusion: freier Ligand, langsame Diffusion:
funktionalisierter Nanopartikel.)



A6 1 Nanopartikel

Black - ODT-Au NPs
10

Blue - ODT
|
3

Chemical Shift (ppm)



