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A magneses magrezonancia spektroszkopia (NMR) alkalmazasa
a kolloidok fizikai kémiai jellemzésére
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1. Bevezetés

A kolloidok fizikai kémidja nem csak onmagaban érdekes,
hanem a fizikai kémia altalanos fejlédéséhez is
nagymértékben hozzajarult!. A nagymuszeres
szerkezetvizsgald modszerek, mint példaul a magneses
magrezonancia (NMR), a nanotechnologia viharos
gyorsasagi megjelenésével a kolloidok fizikai-kémidjaban
is gyorsan teret hoditottak>. A nagyfelbontasi NMR
alkalmazasaval elsésorban a  kiilonbozé  fehérjék
szerkezetvizsgalataban értek el alapvetd eredményeket. E
teriileten hazankban tobb mtihely is a nemzetk6zi élvonalhoz
tartozik.3® A klasszikus  diszperziés kolloidok és
nanorészecskék vizsgalatdban az NMR alkalmazasok még
csak az utobbi évtizedekben kezdédtek.”® A Debreceni
Egyetem Fizikai Kémiai Tanszékén, illetve az eléd Kolloid-
¢és Kornyezetkémiai Tanszéken mintegy tiz éve indultak meg
az ilyen irany( kutatasok.! Ezek sem elsésorban a
nagyfelbontast korrelacios 1H, 13C egy- és kétdimenzids
NMR vizsgalatok voltak, bar ezek sem hidnyoznak az
eszkoztarunkbol!12,  hanem a kevésbé alkalmazott
dinamikus NMR mérések, ugymint diffuziometria ¢és
relaxometria, valamint a reneszanszat ¢élo
NMR-krioporozimetria.

E dolgozatban az utdbbi tiz év néhany eredményét mutatjuk
be, elsésorban az NMR alkalmazéasa szempontjabol. Ennek
oka az, hogy a mddszer még kevéssé terjedt el az egyébként
vilagszinvonali magyar kolloidikaban, nanotechnolégidban
¢és a kapcsolodo anyagtudomanyi kutatasokban. Célunk az,
hogy az ezen a teriileten dolgozd tudomanyos kozosség
szamara megmutassuk a modszer teljesitoképességét, illetve
a hazai NMR spektroszkopusok szamara izelitét adjunk,
hogy milyen lehetéségek  vannak  szamukra a
nanotudomanyokban.>!3

Bemutatandé modellrendszerként dontéen a poli-amido- amin
dendrimereket valasztottuk, leggyakrabban azok 6todik
generaciojat. (G5_ PAMAM.NH,). Ezek szimmetrikus, kozel
gomb alaka,  monodiszperz ~ makromolekulak, a
G5 PAMAM.NH, otddik generacios alapmolekula molaris
tomege 28 kDa. Az 1. abran ennek egyszertsitett szerkezeti
képlete, és kiteritett vazlata lathato. Fontos tulajdonsaga, hogy a
reaktiv. NH, wvégcsoportok konnyen funkcionalizalhatok,
példaul karboxil csoportokkal, ami nanoméretii kelatképzok
eldallitasat teszi lehetdvé. Amennyiben a nem funkcionalizalt
amino végcsoportokat szubsztitualjak, példaul metilezik, akkor
a dendrimerek toxikus hatisa megsziintetheté.'* Hatranyuk a

viszonylagos dragasaguk ¢és - elsésorban a nagyobb
generacioknal - a reprodukalhato eléallitasuk nehézsége. '
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1. abra Egy PAMAM dendrimer sikban kiteritett vazlatos szerkezeti
képlete (felsé abra). A G5_PAMAM.NH, dendrimer végcsoportja az
etilén-diamin maghoz kapcsolodo 6tszor ismétlodo egységekkel (alsod
abra).

2. Kisérleti rész: az NMR modszerek rovid ismertetése
2.1. Az NMR diffuziometria

Az NMR diffaziometria (PGSE-NMR vagy kétdimenzios
valtozata, a DOSY) a molekulak vagy részecskék
hémozgasinak sebességét méri.'® A z-irdny(l magneses
gradiens impulzusok kiadasara képes NMR-késziilékek és
mérofejek  megjelenésével, valamint a  vonatkozo
méroprogramok kifejlesztésével ez a modszer a diffizios
egylitthatok meghatarozasanak egyik alapvetd modszerévé
vélt'”. Ahhoz, hogy egy molekula vagy részecske diffiziojat
tanulmanyozhassuk, a részecskének egy jol mérhetd
NMR-aktiv magot kell tartalmaznia. A diffuziosebesség
méréshez fontos a viszonylag nagy érzékenység és a hosszu
relaxacids ido.

A mobdszer elve roviden a kovetkez6. Az NMR-csé
hossztengelye mentén (z-irany) rovid ideig (néhany ms)
létrehozunk egy viszonylag nagy magneses tér gradienst (a
szokasos maximum érték 50 Gauss/cm). Ennek a
kovetkezménye az, hogy az azonos részecskék kémiai
eltolodasa  (magneses  momentumanak  precesszios
frekvencidja) attdl fog fiiggeni, hogy éppen hol tartdzkodnak
az NMR cs6 hossztengelye mentén. A  gerjesztd
impulzussorozat megsziinése utan a relaxacié sebessége
pedig két tényezobdl adodik dssze: a valddi relaxaciobol és a
cserefolyamatokbol szarmazo sebességtobbletbdl. Itt a
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cserefolyamat pedig nem maés, mint a részecskék
Brown-mozgasabol szarmazo z-tengely menti helycsere. Az
igy kialakult megnovekedett relaxaciosebességet a mért jel
intenzitasanak csokkenésébdl szamolhatjuk ki a kovetkezd
egyenlet segitségével:

1o (-3 - Dl voosi(a-)) O

Ahol 1, az id6, amely alatt csak transzverzalis relaxacio
torténik, 1, amely soran longitudinalis relaxacio és a
cserefolyamat (Brown-mozgas) kovetkezik be mig & a
z-iranyu gradiens impulzus id6tartama. A=2xt, + 1,, azaz az
un. diffuzio id6, amely alatt a cserefolyamat, azaz a
Brown-mozgas torténik és befolyasolja a jelintenzitast. A
mérés soran a g gradiens térerésséget fokozatosan novelve
mérjiik a jelintenzitast, majd a y giromagneses egyiitthato
értekét ismerve a D diffuziés egyiitthatd a legkisebb
négyzetek modszerével kiszamithat6'®. Az angol nyelvi
szakirodalom gyakran ,self-diffusion”-nak nevezi a
folyamatot, a magyar szaknyelvben a sajat diffuzio
hasznalatos. A mi javaslatunk a Brown-mozgas megtartasa,
vagy reverzibilis diffuzié kifejezés hasznalata, mivel a
rendszerben kémiai potencialkiilonbség nincsen.

2.2. NMR relaxometria

Az NMR relaxometria a relaxacids id6 mérésén alapul. Az
NMR relaxacios mechanizmusok sokfélék, de ezek koziil a
legtobb esetben, nem kvadrupdlus magok esetén, az un.
dipolaris relaxdcié hatarozza meg a gerjesztett allapot
megsziinésének sebességét. Ebben szerepet jatszanak a
kornyezet magneses ¢és dielektromos tulajdonsagai, a
kornyezeti magneses fluktudcié frekvencidja és annak
viszonya a gerjesztett magot tartalmazé molekula nem
transzlaciés mozgasanak frekvencidjahoz. Ez utobbit a
rotacios korrelacios idovel jellemezziik, ami egy radiannyi
fordulat ideje. Ez kapcsolatos a molekula mozgasi
szabadsagi fokaival, illetve méretével. Minél lassabb a
molekula mozgasa anndl gyorsabb mind a transzverzalis,
mind a longitudinalis relaxacio. Ezt a tényt mi elsésorban a
porozus szilard testek vizsgalatara hasznaljuk ki. Az
alkalmazds igen jol mikodik kisfelbontaisi NMR
késziilékeken is'®. Ezek a viszonylag olcso relaxométerek
igen hatékonyan alkalmazhatdéak példaul porusméret
meghatdrozdsdra. E munkankban jelentds szakmai ¢és
szoftvertimogatast kaptunk loan Ardelean professzortdl a
kolozsvari Miszaki Egyetemrdl, aki a kisteri NMR
nemzetkozileg elismert szakértéje, és az alkalmazasarol
szamos kdzleményt publikalt!'®-2!, A relaxdcid sebességét
hagyomanyosan a 7; és T, longitudinalis és transzverzalis
relaxdcids iddallandokkal jellemzik, amelyek a relaxacio
elsérendii sebességi koefficienseinek reciprok értékei.

2.3. NMR Kkrioporozimetria

A kriporozimeztria elve régota ismert a fizikai kémiaban. Az
un. Gibbs-Thomson egyenlet irja le azt, hogy zart térben
folyadékok fazisatmeneti hémérséklete hogyan fligg a tér
méretétdl. Példaul olvadas esetében:

VmysiTo A A
AT = (T, —Tp) = — R =—K.32 @
A (2) egyenletben bal oldalon az olvadaspont-csokkenés
szerepel. A jobb oldalon a folyadék molaris térfogata (Vy), a
folyadék-szilard hatarfeliileti fesziiltség (y,,), az olvadaspont
nagy térben (7)), az olvadashd (AH) és a feliilet-térfogat
arany szerepel (4,/V5). Lathatd, hogy ez utdbbi mikor kicsi,
azaz a zart tér nagy, akkor az olvadaspont-csokkenés
zérushoz tart. Az emlitett fizikai-kémiai paramétereket a K
kriporozimetrias allandoban gyiijtotték 0ssze, majd kisérleti
adatok alapjan modositottak adott rendszerekre.

Az NMR spektroszkopia ennek a régi modszernek a
reneszanszat hozta, ugyanis a szilard (megfagyott) fazis
megfeleld mérési modszerrel (spin-ekhd) nem ad jelet?>>23,
Ha tehat egy porézus anyagot tartalmazd, oldoszerrel telitett
mintat megfagyasztunk, akkor az oldészer NMR-jele a gyors
relaxacioja miatt nem lathaté. Ha részben megolvad, akkor
viszont kvantitativan mérhetd az olvadt rész mennyisége. Ez
azt jelenti, hogy Iépésenként emelve a fagyott minta
hémérsékletét észlelni tudjuk elészor a kisebb porusokban
megjelend olvadt folyadék mennyiségét, a homérsékletbol
pedig az A/V, aranyt szamithatjuk ki, ami példaul gomb
esetében 3/r azaz a porus sugaraval van Osszefiiggésben
((2) egyenlet). A modszer érdekessége, értéke még az, hogy
a fagyas- és az olvadasgorbéken bizonyos esetekben
hiszterézis észlelhetd, amibdl a porus geometridjara tudunk
kovetkeztetni. A szamitasok szerint a AT; fagyaspont-
csokkenés viszonya AT, olvadaspont-csokkenéshez a
geometriara utal. Ha az aranyuk 3/2, akkor a porus gomb ha
2, akkor hengeres, ha nincs olvadaspont-csdkkenés de van
fagyaspontcsdkkenés, akkor rés alaku a porus??,
3. Példak az NMR alkalmazasokra a kolloidok
vizsgalataban

3.1. Nagyfelbontasai NMR

Mivel a PAMAM dendrimerek elég dragak, gyakran
felmeriil az igény, hogy hasonlo tulajdonsagu olcsobb
polimerekkel helyettesitsiik 6ket. A nagyfelbontast 1D és
2D  NMR spektroszkopiat — elsdsorban a  szerves
makromolekulas kolloidok modositasa sikerességének
megallapitdsara  alkalmaztuk. = Példankban  eldgazo
polietilén-imin ~ (PEI)  funkcionalizalasat — végeztiik
monoklor-ecetsavval ~ makromolekulds — dendrimerszer(
kelatképzé  nanorészecskék  eldallitasanak  céljabol
(CM-PEI). A szintézis hatékonysagat tobb modszerrel, igy
pH-potenciometriaval és kromatografiasan is ellendriztiik,
de leghatékonyabbnak a kvantitativ '*C-NMR  bizonyult.
Azt hasznaltuk ki, hogy a kiilonb6z6 kotési allapoth szenek
kémiai eltolodasa nagymértékben kiilonbozik, igy a karbonil
csoportok jelei jol elkiiloniilten tiinnek fel a spektrumban. A
2. 4bran a kiindulasi anyag és a termék '>*C-NMR spektrumét
mutatjuk, amibdl kideriil, hogy a bevitt COOH csoportok
szama (és a vele egyiitt bevitt CH, csoportoké is) egyszeri
integralassal nyerhetd. Természetesen a modszernek tovabbi
elénye, hogy a kapott vegyiilet tisztasaga, és amint arra a
3.2. alfejezetben kitériink, a molekula mérete is gyorsan
meghatarozhato a diffiizios egyiitthatojanak mérése alapjan.
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A CM-PEI igéretes ligandumnak latszik példaul a
lantanoidak vagy mangan(Il)-ionok koordinacidjara, igy
MRI kontrasztanyagok fejlesztésére. Eddigi eredményeink
arra utalnak, hogy atmeneti fémekkel is nagy stabilitast
komplexet képez.
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2. abra. A funkcionalizalt (also, CM_PEI) és a nem funkcionalizalt PEI
BC-NMR spektrumai.

A kétdimenziés NMR technikak is hasznosak, az alkalmazasuk
hasonl6 a szerves kémiai rutin alkalmazasokhoz, azonban
mindig figyelembe kell venni a makromolekulakra, nagy
részecskékre jellemzé rovid relaxacios idSket. Erdekes példat
mutat a 3. abra, amikor doxorubicin 1ép kolcsdnhatasba 6t6dik
generacios poli-amidoamin dendrimerrel (G5 PAMAM).
Egyértelmiinek  latszott, hogy a gyogyszer sikeres
becsomagolasat ugy igazolhatjuk, hogy korrelaciot mutatunk ki
a doxorubicin é a G5 PAMAM NMR jelei kozott. A
kétdimenzios (2D) nuklearis Overhauser-hatds spektrumban
(NOESY), amely térbeli kozelséget mutatja, nem lathatunk
ugyanakkor keresztcsucsot a doxorubicin €s a dendrimer jelei
kozott, csak a doxorubicin sajat protonjai kozott. (3. abra) A
keresztcsucsok fazisa a doxorubicin sajat jelei kozott azonban
megegyezik a diagonalis cstcsok fazisaval, ami a
nagymolekulak sajatsiga. Igy tudtuk igazolni a hatdanyag
kapszulazasat, azaz, hogy részévé valt a makromolekulanak, de
azt nem, hogy mely dendrimer részekhez kapcsolodik
masodlagos kotésekkel a hatdanyag kismolekuldja®*.
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3. bra. A doxorubicin é¢s G5 PAMAM dendrimer 1H 2D-NOESY
spektruma. Négyzettel jelolve a dendrimer korrelacios teriilete, ellipszissel
pedig a doxorubicin aromas jelei kozotti keresztcsucs.

A 3. abran érdekességként szaggatott ellipszissel olyan
keresztcsuicsokat jeloltiink, amelyek a dendrimer és a
doxorubicin protonjai kozotti korrelaciot mutatnak elsd
latasra. Részletesebb vizsgalataink azt mutattak, hogy ezek
kizarolagosan a doxorubicinhez tartoznak, csak a dendrimer
jelei atfedték a doxocrubicin jeleit. Ez egyuttal arra inti a
felhasznalot, hogy a 2D NMR spektrumok elemzését nagy
ovatossaggal kell végezni.

I3C-NMR technikéval sikeriilt a celluléz kiilonbozé
elkiilonitett frakcidit is azonositani, amelyeket izotdpos
kormeghatarozashoz alkalmaznak?>.

3.2. NMR diffaziometria alkalmazasai

Az NMR diffuziometria rendkiviili elénye, hogy
gyakorlatilag minden mérhet6 NMR-magot tartalmazo
részecske  vagy molekula  diffaziés  egyiitthatoja
meghatdrozhato.  Példaul a  natrium-dodecil-szulfat
oldatiban, "H-NMR segitségével az olddszer és a micella,
mig ’Na-NMR mérésekkel a Na® ellenion diffazio
egylitthatoja is mérhetd. Ezeknek az adatoknak az
Osszevetésébdl a rendszer fizikai-kémiai tulajdonsagairdl
érdekes informaciok nyerheték. Ebben a rendszerben mérve
a dodecil-szulfat anion ¢és a viz diffuzidsebességét, meg
tudtuk hatdrozni a micella koriili vizréteg vastagsagat'®. A
diffizi6 NMR-technikaval megadott értékek &sszhangban
voltak mas adatokkal és mas technikak, példaul a kisszogii
neutronszoras eredményeivel?.

hidratacidja

A diffuzids egyiitthat6 az Einstein-Stokes egyenlet értelmében
egyértelmii kapcsolatban van a diffundald részecskék
méretével, amennyiben a részecskék gomb alakiak, és egymas
mozgasat 1tkozés vagy egyéb kolcsonhatds révén nem
befolyasoljak. A poli—amido-amin (PAMAM) dendrimerek
az irodalom szerint az els6 feltételt teljesitik, a masodik feltételt
pedig ugy érhetjik el, hogy meghatarozzuk a difftizids
egylitthatokat a koncentracié fliggvényében ¢és zérus
koncentraciora extrapolaljuk. Természetesen vizes oldatban a
dendrimerek hidratdlodnak, aminek természetére pedig a viz
(D,0) diffzidsebességének koncentraciofiiggésébol
kovetkeztet-hetiink, mert 'H-NMR-rel mindkét molekula
diffuzidja kovethetd. A D,0O diffuzidja a HOD maradék jelen
mérhet6. A 4. abra mutatia az NH, végcsoporti
G5 PAMAMNH, ¢s a karboxilezett G5 PAMAM.NHCO
(CH),COOH  dendrimerek  diffiziés  egylitthatdinak
koncentraciofiiggését?’.

1 y=-2,3073x + 1,0022

R?=0,9823

0,6 - T T ]
0 0,04 0,08 0,12
térfogattort

4. abra A G5_PAMAM.NH, (négyzet) és karboxil csoporttal médositott
valtozata (rombusz) relativ diffuzios egyiitthatoinak fiiggése a dendrimer
térfogattortjétol.
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A zérus koncentraciora extrapolalt diffuzids egyiitthatobol a
G5 PAMAM.NH; dendrimer atmérdje 6,1 nm-nek adodott,
Iényegesen nagyobbnak, mint amit mas moddszerrel
becsiiltek. A térfogattort fliggvényében 4abrazolva a
dendrimerek diffuzidés egyiitthatdit a kapott egyenes
meredeksége -2,3 volt, aminek a merev, gomb alaku
kolloidokra elméleti alapon -2,2 kell lennie (4. 4bra).?® Azaz
meglepd moddon sajat  pH-jukon (pH = 10) a
G5 PAMAMNNH, dendrimer molekuldk alap ¢és
karboxilattal funkcionalt valtozatai egymassal gyakorlatilag
mas kolesonhatast, mint a rugalmas titkdzést nem mutatnak,
tehat az idedlis diszperzios (liofob) kolloidokhoz hasonldéan
viselkednek. Ennek okat a nagymértékii hidratacioban
lattuk?’. A viz diffzios egyiitthatéjanak
koncentraciofiiggését pedig ugy értelmeztiik, hogy vannak
viz (D,0) molekuldk, amelyek a dendrimerrel egyiitt
diffundalnak, masok pedig szabadon mozognak. Mivel csak
egy vizjeliink volt az NMR spektrumban, igy a modellben
azt is feltettiik, hogy a cserefolyamat a dendrimerben 1évo
viz és a szabad viz kozott gyors az NMR kémiai eltolodas
idéskalan. Ebbdl az egyszeri modellbél a dendrimerek
viztartalma 3600 mol/mol-nak adoédott, méghozza ugy, hogy
megokoltuk, hogy a dendrimer a vizre nézve tokéletesen
atjarhat6. Az ilyen modon meghatarozott hidratacios szam
pontos definicidja: azoknak a vizmolekulaknak a szama,
amelyek a makromolekulaval egy dinamikai egységet
kepviselnek, de a diffuzio idéskaldjan gyorsan cserélodnek a
témbfazissal. Ennek a szamnak a realitdsat mas modon,
NMR  krioprozimetridval is bizonyitottuk'?. Szintén
diffiziometria segitségével bizonyitottuk, hogy a foszfat
puffer alkalmazasa megvaltoztatjia a makromolekulas

kolloidok viselkedését specifikus kdlcsdnhatasok révén®.

3.3. Kisterit NMR-relaxometria

Az NMR relaxometria a relaxacidés id6 mérése alapjan
kovetkeztet a rendszerben molekulak részecskék méretére,
szerkezetére ¢és a kozeggel vald kolcsonhatasra. Mind a
nagyfelbontasu és kisfelbontasu valtozata alkalmas a kolloid
rendszerek vizsgalatara. Mi elsdsorban a porozus rendszerek
tanulmanyozasara alkalmazzuk. A nagyterli, vagy nagy-
felbontastt NMR-rel szemben elény az olcsdsaga €s olcsobb
lizemeltetése. Természetesen hatranya a kisebb érzékenység,
igy elsdsorban az olddszer sajatsagait lehet vele kdvetni. A
kiértékelés komplikaltabb, de megjegyzendd, hogy az NMR
héskoraban a matematikai alapokat mar kidolgoztak.
Intézetiinkben két Bruker MQ20 MiniSpec relaxométer
iizemel, amelyek a rezonancia frekvencidja minddssze
20 MHz. Az egyik gradiens mérofejjel és egységgel van
felszerelve, igy az olddszer relaxacidsebessége mellett még a
diffazio mérésére is alkalmas.

A transzverzalis relaxacids idot az un. CPMG (Carr, Purcell,
Meiboom és Gill) impulzus szekvenciaval mértiik. Ekkor Gn.
spin ekhd jeleket generalunk, ¢és mérjilk azoknak az
intenzitascsokkenését az ekh6ido fliggvényében. A szokasos
eljaras az, hogy multi-exponencialis fiiggvényt illesztiink a
csokkend gorbére, annyi elembdl allot, amennyi relaxacios
idejii részecske van a rendszerben:

1

1(t) = I + (X2, e ) ®

A szilikagél esetében a viz lehet a hatarfeliileten, ahhoz
kozel, attdl tavolabb, és kis porusokba zarva. Ha a difftizio
elég gyors ahhoz, hogy a diffuzio ideje alatt a feliileti, a
feliilet kozeli és a megtelt porusokban 1évé vizmolekuldk
atkeriiljenek egyik pozicidbdl a masikba, akkor egy atlagos
relaxacios id6t mériink, azaz a (3) egyenletben n=1. A
leggyakrabban a két hely modellel irjak le a rendszereket,
amelyet a (4) egyenlet fejez ki!330:

1 Ve 1 Vp 1
—=2— 4L (4)
TZ V TZS V sz

A mért relaxacios id6 a feliileti (s) és a tombfazisbeli
relaxacios idok (b) térfogattort szerinti atlaga. Ha a porusok
kozott az oldoszer csere lassu, akkor tobb atlagos relaxacios
iddpart (s és b) mérhetiink, amelyek ardnya a pérusmérettel
kapcsolatba hozhatd ((5) egyenlet). A kiértékelés soran
nehézséget okoz, hogy a multiexponencialis illesztés nagyon
gyengén kondiciondlt feladat’!. Ennek alternativija a
kifejezetten erre a rendszerckre kifejlesztett Laplace-
inverzidé modszere, amely esetében nem kell elére megadni
az illesztendd exponencialis tagok szamat®”. Lényege, hogy
elészor a mért intenzitast relaxacids idore, mint fliiggetlen
valtozora skalazzuk at:

1
[(t) = I+ [, Tol (Tp)e 2dT,  ©

Ezt kovetéen megadjuk a relaxdcids idd racionalis
minimumat és maximumat ¢s tobb szaz pontra osztjuk ezt az
intervallumot, mindegyikhez egy-egy relaxacios idéallandot
rendelve. Ezekhez kiszamitjuk az exponencidlis fiiggvény
értékét, majd pedig a legkisebb négyzetek moédszerével
megkeressiik az [(7,) eloszlasfiiggvényt, azaz a
pre-exponencialis tényezoket. Tipikus szamitasi eredményt
mutat az 5. abra. Lathatd, hogy a mutatott aranynal kétféle
relaxaciosebességii vizmolekula talalhato a szilikaban.

0.4
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5. ébra Tipikus illesztési eredmény a multi-exponencialis relaxacio
esetében, a MERA program kimeneti képe. Feliil a kétféle
relaxacio-eloszlast lathatjuk, alul a bal oldali képen az illeszkedés josagat,
a jobboldali képen pedig a szdzalékos eltéréseket pontonként.

(32 pl viz/ 344 mg szilika)
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A 6. abran mutatjuk be a viz transzverzalis relaxécios
idejének valtozasat a koncentracié fiiggvényében egy
Kieselgel 60 jelzésii szilikagél rendszerben a vizmennyiség
fliggvényében. Az 6. abrabdl a kovetkezd informacidkhoz
juthatunk. A szilikagél poérusaiban a viz kezdetben
adszorbealodik a feliileten. A formalisan nulla hozzaadott
viztartalom esetén a levegébdl adszorbealt viz relaxéacios
idejét mértiik (2,4 ms).

40 |
o
_30 ¢ °
z e=
= o
20 1 009
000
10 | @0 ° A a
AbdlT A 5 A&
, anpsris . . .
0 100 200 300 400

Viztartalom (ul)

6. abra A 344 mg Kieselgel 60-ba juttatott viz relaxacios idejének
valtozasa a hozzaadott vizmennyiség fiiggvényében. A két pontsorozat
kétféle viz jelenlétét jelzi.

A rovidebb relaxacios id6 25 ul viz adagolasaig allando,
azaz adszorpcid torténik, majd enyhén nodvekszik, ami
tobbrétegii adszorpciora utal, ezutan 100 pl-t6l nem valtozik.
Ez a viz nincs kapcsolatban a poérusvizzel, és aranya
gyakorlatilag lecsokken a kezdeti 80-90 %-rol 2-5 %-ra a
novekvo vizmennyiséggel. A hosszabb relaxacids idejl viz
elészor csak néhdny %-ban jelenik meg. A viz relaxacios
idejének novekedése 100 pl —ig arra utal, hogy a pdérusok
sarkaiban un. ,tocsdkat” képez. E tocsak novekednek, ami a
relaxacids id6 novekedésével jar, mert tobb lesz a vele
kapcsolatban 1évé tombfazishoz hasonlatos viz. Az
allandosult relaxacios id6 100 és 180 ul kozott arra utal,
hogy megtelnek a jol definialt porusok, és csak azok szama
gyarapszik. Ezt kovetéen a Kieselgel 60 szemcséi kozotti
vizet mérjik. A porusméret kiszamitasa Allen és
munkatérsai szerint a kdvetkezé modon torténhet!$30:

)

Ahol a p = r/l a dimenzidmentes méret, ami azt adja meg,
hogy az r poérussugar hanyszorosa az / adszorbealt, azaz
felilleti vizréteg vastagsaganak. 7, a mért transzverzalis
relaxacids idd, T a feliileti rétegben 1évo viz, T,y a porus
belsejében 1év0 viz relaxacios ideje. Az (5) egyenlet
érvényességének feltétele az, hogy gombi porusok vannak,
amelyeken beliill kétfajta viz talalhato: feliileti és nem
feliilleti, amely utobbinak a relaxaciés ideje azonos a
tombfazisbelivel. A kétfajta vizmolekula helycseréje gyors a
relaxacié idéskalajan, azaz kiatlagolodik a relaxacio-
sebességiik. A porusméret meghatarozhatosaga két allando
értékének, 7,, és [ pontos ismeretétdl fligg. Az el6bbi
becsiilhetd a zérus viztartalomra extrapolalt 7,-bdl, mig az

utobbi pontos porusméretii rendszer vizsgalatabol egy bizonyos
anyagfajtara meghatdrozhatd. A Kieselgel 60 gyartd szerinti
legvaldsziniibb porussugara 3 nm, mig a 7, 2,5 ms—nak
becsiilhetd (6. abra). Ebbol az / értékét becsiilhetjiik élve azzal a
feltevéssel, hogy 100 és 200 pl vizmennyiség kdzott telnek meg
a porusok. A szamitasok azt mutattak, hogy a feliileti vizréteg
vastagsaga 0,2 nm-nek adodik, ami megegyezik az
irodalomban adott értékekkel'®30, Ez a két érték valdsziniileg
jol  hasznalhaté a  szilikaféleségek  pdrusméretének
relaxometrids ~ meghatarozasahoz. E = méréssorozatnak
éppenséggel az is volt a célja, hogy ehhez az adathoz
hozzajussunk®?. Megjegyezziik, hogy a két alland6 kismértékii
valtozasa nagyobb eltéréseket okozhat a porusméretben, ezért
ovatosan kell eljarni a modszer alkalmazasakor. Jelentdsége
elsdsorban a geokémidban, a kozetek jellemzésénél és az
olajiparban a viaszok olajtartalmanak meghatarozasanal
van**36, Léteznek olyan mérdfejek, amelyekkel a minta
feliletén lehet mérni, ezek elsGsorban, amelyek a
kornyezettudoményokban alkalmazhatoak>’.

3.4. NMR krioporozimetria alkalmazasa

A porusméret, illetve annak eloszlasanak ismerete igen
fontos. Meghatarozasara szamos modszer ismeretes,
azonban ezek tobbnyire mas koriilmények kozott torténnek,
mint ahogyan az alkalmazas. Az NMR kriopotozimetria nem
invaziv, altaldban nem valtoztatia meg a mérés a
poérusméret-eloszlast. Példankban a rezorcin-formaldehid
szerves aerogél porusméret-closzlasanak meghatarozasat
mutatjuk be NMR krioporozimetridsan. A mddszerrel nem
csak a méreteloszlast, hanem a porusalakot is meg tudtuk
egy olyan hidrogél jon Ilétre, amelybdl szuperkritikus
extrakcioval aerogélt lehet késziteni. Ebbdl megfeleld
karbonizalassal szén aerogél nyerhetd. Ennek széleskort
alkalmazasi  lehetéségét mutattdk ki. Az NMR
krioprozimetria vizes kozegben képes megadni a
porusméret-eloszlast. A 7. abra mutatja a vizzel feltoltott RF
aerogél tipikus olvadas- és fagyasgorbéit.

1,E+07

)

log 1

1,LE+06

275

7. abra A rezorcin-formaldehid aerogél NMR krioporozimetrids gorbéje.
A e a fagyasgorbe, a O és o jelek két olvasztasi periodus eredményét, és
annak reprodukalhatdsagat mutatjak.

Lathato az olvadasgorbe reprodukalhatosaga is, valamint az
olvadéas és a fagyas folyamatanak hiszterézise. Az elsé
effektus esetén nem tortént olvadaspont-csokkenés, de
kozelitdleg 1 K fagyaspontcsokkenés észlelhetd (273,2-r6l
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272,3-ra). Ez résalaki porusra utal, és feltehetdleg a
részecskék kozotti vizréteg atlagos vastagsagara jellemzo, az
értéke mintegy 30 nm ((2) egyenlet. A kisebb hémérsékleten
a két inflexids pont tdvolsdganak ardnya mintegy 1,5, ami
gomb alaku pérusokra utal. A 8. abra mutatja a fagyas- és az
olvadasgorbébdl  szamithatdé porusméret-closzlast, az
olvadas- ¢és fagyasgorbék grafikus differencialasaval
eléallitva. A legvaloszinlibb porussugar 15 nm-nek adodott
¢és az eloszlas a 8. abran lathatéan kozel Gauss-gorbe jellegii.
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| %
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8. abra A 7. abran lathato, fagyas- és olvadasgorbék derivaltja lathato, a
vizszintes tengelyen a (2) egyenletbdl szamithaté méret van feltiintetve a
hémérséklet helyett.
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Application of Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy (NMR) for Physico-Chemical Characterization of

Colloid Systems

Physical chemistry, in general, gained a lot from studying
colloids. These studies contributed to clarifying the exact
definitions of surfaces, particles, phases efc. Nowadays the
physical chemistry of colloids becomes extremely important
because the high rate of progress in molecular biology
requires this knowledge. Furthermore, the “nano age” is our
present. We witness an explosion in nanoscience and
nanotechnology. The key feature of this branch of physical
chemistry is self-assembly. In practice we cannot produce
nanoparticles but let them form as directed by the laws of
stability, formation, structure, and particle dynamics. When
the nanoparticles are “ready” the characterization is a vital
point for their application in the industry or pharmacy.

Nuclear magnetic resonance spectroscopy since the 1950s
has become one of the most important tools for
characterizing the equilibrium, dynamics and structure of
materials. However, this method became an indispensable
technique for characterizing nanometer-sized particles only
in the last two decades, mainly for structural analysis of
bio-macromolecules. In this paper, we show that beyond the
classical 1D chemical shift and 2D correlation NMR
spectroscopy other types of NMR methods can very often be
used to characterize not only organic macromolecules but
dispersion colloids or micellar systems as well. Moreover,
for the solid porous materials, liquid NMR spectroscopy is a
very powerful method to determine the pore size
distribution. This paper does not deal with solid state NMR
because it is very different from liquid state NMR either in
theory or in practice. We rather deal in details with three
methods:  relaxometry, diffusiometry and NMR-
cryoporometry besides the usual NMR applications. In order
to make these tools attractive, we shortly summarize the
basic theory concerning them and show a few examples from
our own research made during the last decade.

First, we show that 3C-NMR can easily be used to determine
the degree of functionalization of a macromolecular chelating
agent (Figure 2). In this case the high chemical shift range of
BC-NMR helped us to determine the degree of decoration of
the well-known polyethylene-imine platform with chelating
groups. This macromolecule is a very promising nano-sized
chelating agent for transition metal ions.

The interaction of poly-amido-amine dendrimers of
generation 5 (G5_PAMAM.NH,) with a small organic
molecule, the drug doxorubicin, is discussed with 1H-1H 2D
NOESY spectrum (Figure 3). NOESY is very useful to
detect secondary interactions because cross-relaxation, the
reason of the appearance of cross peaks, is determined by the
spatial vicinity of groups even if there is a primary chemical
bond between them. We could not find cross peaks between
the drug and the dendrimer platform, however the phase of
cross peaks between protons within the drug were in
identical phase compared to the diagonal peaks. It is a clear
indication from the long rotational correlation time that is the
drug molecule is inside of a large particle.

NMR diffusiometry is used to determine the hydrodynamic
size of particles containing NMR active nuclei. However it is
usually forgotten that one should measure the diffusion
coefficient as a function of the concentration and extrapolate
the D value to zero, otherwise the obstruction effect causes
false results in size. Furthermore the concentration
dependence gives information on the association properties.
The highly hydrated dendrimers behave like hard spheres,
ideal lyophobic colloids, nonetheless that G5 PAMAM.NH,
was expected to be highly associated. The concentration
dependence of their apparent diffusion coefficient proved
that there is no specific interaction between their NH, end
groups. (Figure 4) The most probable reason is that water
hydrates the end groups and prevents the interaction between
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them. By measuring the diffusion rate of water in the
presence of G5_PAMAM dendrimers we found that the
hydration number can also be calculated and is as high as
3600 mol/mol macromolecule.

Low field NMR relaxometry is widely used in geochemistry
and in the oil industry. It does not provide high resolution
NMR spectra but it can measure relaxation rates and
diffusion coefficients very effectively. The main advantage
of these relaxometers is the low price and low maintenance
requirement. The basic method used is the titration of porous
materials with a solvent and measurement of the change in
relaxation time. According to our experiences this method
can provide information about the wettability of surfaces of
porous materials and about the mechanism of wetting. In
certain cases it is even applicable for pore size determination.
However it suffers from the lack of the knowledge about the
surface relaxivity and that of the thickness of the surface
layer. Kieselgel-60 silicagel with known pore size provided
information about the thickness of the adsorbed layer of
water molecules on silica species in general. Therefore
measurement of the relaxation time distribution of Kieselgel
60 makes possible to determine the mechanism of wetting
and the size of pores of other newly prepared silica based
materials. (Figure 6) We are on the way to extend this
method for other types of acrogels with the combination of
NMR cryoporometry. Low field NMR diffusiometry can
also be used for pore size determination of macropores by
using the concept of hindered diffusion, however the
application requires high computational care because the full
process cannot be described by analytical equations, only
some approximate formulas are available.

NMR cryoporometry is based on the famous Gibbs-
Thomson equation introduced to describe the phase transfer

temperature for liquids confined in small volumes of solids,
typically porous materials. NMR brought a breakthrough in
this classical method because it is able to detect
quantitatively the molten solvent as a function of
temperature. Therefore we are able to construct
melting-freezing curves (Figure 7). From these experiments
the pore size distribution can be calculated for solids, like
aerogels in solution (Figure 8). This method looks very
promising because it is non-invasive and contrary to mercury
porometry it can be used for soft material, like gels. We
successfully used this method for dendrimers and aerogels.
This method has a possibility to determine the pore shape as
well. Disadvantage of the NMR cryoporometry is that the
constants in the Gibbs-Thomson equation should be
determined experimentally using known pore size material.
It depends on the solvent used but also on the interface
tensions which are determined by the solid as well. The
limits of pore size which can be determined vary from
2-5nm to 100 nm.

This paper summarizes NMR-related activity of the colloid
group of the Department of Physical Chemistry, the former
Department of Colloid and Environmental Chemistry, of the
University of Debrecen. We have published about 30 papers
in the last decade on this subject in collaboration with
Hungarian and international partners. The goal of this paper
is to encourage colloid chemists to use NMR spectroscopy
and to enlighten for them the gain which can be obtained
from NMR. Normally the NMR labs are accessible through
specially trained operators who are, as a matter of fact,
professional in high resolution multidimensional methods
for organic chemistry. This communication hopefully helps
to bring closer colloid chemistry to the operators and
facilitate the communication between colloid chemists and
NMR experts.
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