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NMR (ydinmagneettinen resonanssi, engl nuclear magnetic resonance) -spektroskopia on nykytieteen
tehokas tyokalu. Sen avulla voidaan karakterisoida erilaisia molekyyleja kemiallisen siirtymén avulla.
Vuonna 1945 F. Blochin ja E. M. Purcellin johtamat tutkimusryhmaét havaitsivat ensimmaisend NMR-
ilmion. NMR-spektroskopiaa kdytetdéin usein molekyylien rakenteen tutkimiseen, mutta sitd voidaan
myds kayttdd diffuusiomittauksissa.
Lampoliikkeestd tapahtuvaa molekyylien satunnaisliikettd kutsutaan itsediffuusioksi. Itsediffuusion
mittausta varten kuitenkin pelkkd NMR-mittaus ei riitd. Molekyylien siirtymien mittausta varten tdytyy
tietdd molekyylien ldhtopaikka, jotta voidaan maérittdd niiden liike.
Kenttidgradienttien avulla voidaan molekyylin magnetisaatioon siséllyttdad tietoa sen alkuperdisesta
paikasta. Pulssitettujen kenttdgradienttien (engl. PFG, pulsed field gradient) kayttd tasaisten
kenttdgradienttien tilalla parantaa spinkaikudiffuusiomittausten tuloksia huomattavasti.[6] PFG:ja
kaytetddn ldhes jokaisessa nykyaikaisessa diffuusiomittauksessa.
Yksiulotteisissa mittauksissa PFG:lla indusoidaan magnetisaation muutos ytimille riippuen niiden
sijainnista nédytteessd. Mittaukseen kuuluu diffuusioaika, jonka aikana molekyylit litkkuvat satunnaisesti
ndytteessd. Gradienttipulssien indusoimien magneettikenttien summa tietylld paikalla on nolla, mutta
diffuusion takia ytimien spintilasta johtuvat magneettiset momentit eivat kddanny takaisin alkuperdiseen
suuntaan ja NMR-signaalin intensiteetti pienenee.[8]
Diffuusiomittausten avulla voidaan selvittdd esimerkiksi molekyylin koko, muoto, liuotinkyky ja
jarjestdd ndmd diffuusiokertoimen avulla eri kemiallisille siirtymille.[6] Nédin voidaan molekyylin
jokaiselle eri kemiallisen siirtymén arvon saaneelle ytimelle méérittdd oma diffuusiokertoimensa.
Kun oletetaan gradientin intensiteetin vaimenevan eksponentiaalisesti ja intensiteetin vaimenema
gradientin voimakkuuden funktiona noudattavan Gaussin jakaumaa, diffuusiokertoimen maarittiminen
signaalin intensiteetistd onnistuu yhtélon (1) avulla.

I =1y e Pr*6* Tt (1)
missd I on NMR-piikin intensiteetti, D diffuusiokerroin, y ytimen magnetogyrinen suhde, G
kenttdgradientin voimakkuus, 7 diffuusioaika ja 7; gradienttipulssin kesto.
Diffuusiokertoimet voidaan maérittdd jokaiselle NMR-piikille. Néin voidaan tutkia jokaisen ytimen,
joka muodostaa piikin NMR-spektriin, diffuusiokerrointa erikseen.
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1 Johdanto

Ydinmagneettinen resonanssi (engl. Nuclear Magnetic Resonance, NMR) havaittiin ilmiona
ensimmdisen kerran F. Blochin ja E.M. Purcellin tutkimusryhmien toimesta jo 1940-luvun
puolivilissa.[1], [2], [3]. Ydinmagneettinen resonanssi perustuu NMR-aktiivisiin ytimiin, joilla
spinkvanttiluku [ # 0. N&itd ytimid voidaan hdiiritd vahvassa magneettikentdssd ytimien
ominaistaajuudella radiopulssin avulla, minkd vuoksi niiden spintilassa tapahtuu muutos. Virittdvén
pulssin jilkeen magneettisen momentin odotusarvolla on magneettikenttdd vastainen kohtisuora
komponentti, joka prekessoi ytimelle ominaisella Larmor-taajuudella sen palautuessa tasapainotilaansa.
NMR-spektroskopiassa havaitaan tdmai prekessioliike, mikd mahdollistaa molekyylien rakenteiden ja
ominaisuuksien tutkimisen. Voimakkaan ulkoisen magneettikentdn ympéristossd, kaikkien ytimien
spintilat ovat samassa ldhtotilassa. Ndytteen ympdérille asetetun kelan avulla voidaan hallita, milla
taajuuksilla radiopulssia ldhetetddn tutkittavaan ytimeen ja voidaan tutkia erilaisia NMR-aktiivisia
ytimid.

Lampdenergia on molekyylien ja sidosten virdhtelyd tai liikettd. Vaikka ulkoista voimaa ei
kohdistettaisi nesteeseen molekyylit liikkkuvat. Kun molekyylit liikkkuvat satunnaisesti, tapahtuu niiden
valilla tormiayksid. Itsediffuusiolla tarkoitetaan molekyylien satunnaisista tormiyksistd johtuvaa
kulkeutumista nesteessi. Sille voidaan méarittdd diffuusiokerroin, minkd avulla voidaan esimerkiksi
mallintaa molekyylien mikroskooppista liikettd, madrittdd aineiden liukoisuutta seké laskea molekyylin
hydrodynaaminen sdde. NMR-spektroskopian avulla voidaan tutkia diffuusiota ilman systeemin
hiirintéa.

Tutkielman matemaattinen késittely on rajattu klassisen mekaniikan késittelyyn, eikd malleja ole esitetty
kvanttimekaanisen fysiikan mukaan.

Tutkielmassa luvussa 2 késitellidin NMR-spektroskopian perusteet ja sen yleisempi kdyttdkohde,
rakenneanalyysit, seké késitellddn kenttdgradientit. Luvussa 3 késitelldén diffuusiomittauksiin liittyvié

pulssisarjoja, DOSY -mittaukset sekd diffuusiokertoimen lasku.



2 NMR-spektroskopia

Ydinmagneettisen resonanssin (NMR, engl. nuclear magnetic resonance) avulla voidaan karakterisoida
ainetta kemiallisen siirtymén avulla. Spinimpulssimomentti J, magneettinen dipolimomentti x ja ytimen
magnetogyrinen suhde y ovat olennaisimmat suureet NMR-spektroskopiassa[4]

Useimmilla atomien ytimilld on ominaisuus, jota kutsutaan ydinspiniksi. Varauksellisella ytimelld on
magneettinen momentti u, jolla on suuruus ja suunta. Spinid kuvataan spinkvanttiluvulla /. Mikéli

spinkvanttiluku / # 0, on ydin NMR-aktiivinen. Atomien yleisimmat isotoopit ovat harvoin hyodyllisid
NMR-spektroskopiassa. Poikkeuksena 'H-ydin eli protoni, jonka spinkvanttiluku I = % jasen luontainen

esiintymé on 99,98 %, joten se on ddrimmadisen kayttokelpoinen ydin NMR-spektroskopiassa. [4]
Suuren luontaisen esiintymén vuoksi ldhes kaikkia vetya siséltdvid molekyylejd voidaan tutkia NMR-
spektroskopian avulla. Muita NMR-aktiivisia ytimid voidaan kayttdd NMR-spektroskopiassa.
Esimerkiksi 3¢, 70, °F ja 35Cl ovat kaikki NMR-aktiivisia, mutta mikdan ei ole orgaanisessa

kemiassa yhti yleinen ydin kuin vety. Jatkossa keskitymme 'H-NMR spektroskopian tutkimuksiin.
2.1 Ydinmagneettinen resonanssi

Ilman ulkoista magneettikenttdd atomiytimien momentit suuntautuvat satunnaisesti. Kun ytimet
altistetaan ulkoiselle magneettikentélle, ytimien spinit suuntautuvat kentdn suuntaiseksi tai
vastaiseksi[4].Ydinmagneettinen resonanssi tapahtuu, kun magneettikentdn mukaisesti suuntautuneet
ytimet absorboivat energiaa ja muuttavat niiden spinin suuntaa magneettikenttddn nédhden[4].

Absorboituvan energian tdytyy olla yhtéd suurta kuin energiatilojen erotus.

Favs = (E_1—E,3) = hv (1)
2

2

Spinenergiatilojen erotus on magneettikentdn voimakkuuden funktio. Magneettikentéssid oleva ydin
alkaa prekessoimaan oman spinakselinsa ympéri kulmataajuudella w, jota kutsutaan ytimen Larmor-

taajuudeksi[4]. Absorptio tapahtuu, kunv = w
h
AE = VZBO =hv (2)
Missd y on magnetogyrinen suhde eli magneettisen momentin ja kulmamomentin suhde. Vedylle

¥y = 2,675 - 108 s71T~1, Magnetogyrinen suhde on jokaiselle ytimelle ominainen vakio. Kun Larmor-

taajuudella tuleva séteily osuu ytimeen, sen spintila muuttuu. Tétd kutsutaan resonanssiksi.

Ytimid ymparoiviat elektronit suojaavat sitd ulkoiselta magneettikentdltd, koska niiden liike
magneettikentdssd tuottaa oman magneettikentidn, mika vastustaa ulkoista magneettikenttdd Bg. Téta
ilmiotd kutsutaan diamagneettiseksi varjostus (engl. diamagnetic shielding)[4]. Varjostus aiheuttaa
hyvin pienid muutoksia resonanssitaajuudessa, jotka riippuvat myos magneettikentédn voimakkuudesta.

Koska kemiallisen siirtymén muutokset ovat hyvin pienid, helpointa on asettaa liuokseen standardi,



minké resonanssitaajuuteen verrataan muiden ytimien tuottamia piikkeja. Yleisimmin kéytetty standardi
on tetrametyylisilaani (TMS, (CH3),Si). TMS:a kéytetddn, koska sen protoneilla on hyvin suuri
varjostus ja poolittoman TMS:n ‘H-piikin paikka ei riipu voimakkaasti liuottimesta tai sen
koostumuksesta. Mittauksessa siis ilmoitetaan, kuinka paljon ytimen resonanssitaajuus on siirtynyt
TMS:sta[4].

Koska magneettikentdn voimakuus vaikuttaa resonanssitaajuuteen, on helpompaa kayttda asteikkona
jotain, mika on vertailukelpoinen kaikkien mittauslaitteiden valilld. Siksi mittauksen asteikkona ei toimi

Hz vaan kemiallinen siirtyma (&, ppm). § saadaan[5]

Vydin—Vrefrenssi
§ (ppm) = el (3)

Vrefrenssi

2.2 Toimintaperiaate

NMR-laite tuottaa z-akselin suuntaisen magneettikentin Bg. Ytimien magneettisten momenttien
odotusarvot jarjestdytyvédt samansuuntaisesti ulkoista magneettikenttdd By kohden ja muodostuu
nettomagnetisaatio M. Néytteen ympdrilld olevaan satulakelaan ldhetetddn ytimen ominaisella
resonanssitaajuudella pulssi, joka kddntda ytimen magnetisaatiovektorin pois z-akselilta[4].
Moderneissa laitteissa pulssina kéytetddn hyvin lyhyttd radiopulssia. RF-ldhetintd voidaan kuvata
matemaattisesti harmonisena oskillaattorina. Fourier-epatarkkuusperiaatteen mukaan tarkan
aallonpituuden havaitsemiseksi, signaalin keston tdytyy olla pitkd. RF-ldhettimen ldhettdma radiopulssi
sisdltdd muitakin taajuuksia, koska radiopulssin kesto on liian lyhyt tarkan aallonpituuden syntymiseen.
Taajuusvili on tarpeeksi suuri, etti voidaan virittid niytteen koko ‘H-taajuusalue ja niiden spintila
muuttuu[4]. Tama on suuri etu moderneille NMR-laitteille, silld mittausaika lyhenee huomattavasti, kun
kaikki tutkittavat ytimet saadaan virittymééan samanaikaisesti.

Pulssin jéilkeen ytimet prekessoivat Larmor-taajuudella takaisin magneettikentin Bo suuntaiseksi.
Relaksaation aikana molekyylistd vapautuu sdéhkomagneettista séteilyd ytimelle ominaisella Larmor-
taajuudella. Prekessioliitkeen pyorivéd magnetisaatiovektori indusoi laitteen satulakelaan sédhkovirtaa,
miké voidaan havaita. Ennen signaalin kerdystéd tidytyy odottaa lyhyt aika, minké jdlkeen resonanssi
saavuttaa suurimman arvonsa.

Molekyylissé on erilaisia ytimid, jotka vapauttavat séhkdmagneettista siteilyd samanaikaisesti. Sateily
indusoi sidhkovirtaa satulakelaan, mikd vahvistetaan ja digitoidaan. Havaitaan FID (Free Induction
Decay) -signaali. FID-signaali on muodoltaan vaimeneva siniaalto, silld ytimet emittoivat vihemmaén
sahkOmagneettista séteilyd, kun niiden prekessio ldhenee alkutilaa.

FID-signaali on hyvin kompleksi, silld siind on kaikki molekyylissd olevien ytimien emittoimat

sahkOmagneettiset signaalit. Signaalille voidaan tehdd Fourier-muunnos, josta saadaan NMR-spektri.

[4]
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Kuva 1. 'H-FID-signaali ibuprofeenista.

FID-signaali on kelaan indusoituneen jannitesignaalin intensiteetti ajan funktiona. FID-signaalille
voidaan tehdd Fourier-muunnos, milld saadaan x-akselille kemiallinen siirtyma ja y-akselille piikin

intensiteetti. Fourier muunnoksen jdlkeen voidaan lukea NMR-spektri.

2.3 Rakenneanalyysit

Yleisin ja tutuin kéyttbkohde NMR-spektroskopialle on rakenneanalyysit. Rakenneanalyysien
tekeminen NMR-spektroskopian avulla on helppoa, nopeaa ja tarkkaa. 'H- ja '“C-spektrit ovat
tarkeimpid tydkaluja orgaanisten yhdisteiden rakenteiden tunnistamisessa. Kemiallisten siirtymien
avulla pystytéédn péatteleméén paljon molekyylin rakenteesta.

Protonien kemialliseen siirtymdén vaikuttaa niiden kemiallinen ympdéristd. Eri kemiallisissa
ympéristdissd ytimien varjostus muuttuu, joka vaikuttaa niiden ominaistaajuuteen. Suurin vaikutus tulee
elektronegatiivisista substituenteista. Molekyylien tai funktionaalisten ryhmien tunnistamisessa jo
esitellyt diamagneettinen varjostus on tarkedssd roolissa. Elektronegatiiviset substituentit vahentdvit
diamagneettista varjostusta ytimeltd, mikd kasvattaa sen kemiallisen siirtymédn arvoa spektrissa.[4]
Esimerkiksi happi on hyvin elektronegatiivinen atomi ja se vdhentdd diamagneettista suojausta vedyltd
huomattavasti ja siksi RCOOH vety havaitaan spektrissd 11-12 ppm alueella. Elektronegatiivisuuden
vaikutus vihenee huomattavasti, kun etiisyys tutkittavaan ytimeen kasvaa.

Elektronegatiivisuus ei ole ainoa kemialliseen siirtymddn vaikuttava tekija. Hiilen hybridisaation

muodostamat m-sidokset viihentivit protonien suojausta. sp® hiileen sitoutunut protoni saa enemmén



suojausta kuin sp? hiileen sitoutunut protoni. Hiilen p-orbitaali on kauempana hiiliytimesti kuin s-
orbitaali, joten vetyprotonilla on vdhemmén varjostusta. Poikkeuksena ndihin sddntéihin ovat
esimerkiksi aromaattiset yhdisteet. Kun bentseeni asetetaan magneettikenttdan, vapaasti kulkevat 7-
elektronit kiertdvat aromaattista rengasta ympari. Elektronien kiertoa kutsutaan rengasvirraksi (engl.
ring current).[4] Kiertdvdt elektronit muodostavat magneettikentdn, mikd vaikuttaa kiinnittyneiden
protonien absorbtiotaajuuteen.
Nykyéédn on taulukoitu ldahes kaikki funktionaaliset ryhmét ja niiden kemialliset siirtymaét.[4] Ndiden
avulla voidaan liuoksesta tutkia molekyylien funktionaalisia ryhmié tarkasti.
Kemiallisesta siirtymésté saadaan tietoa funktionaalisesta ryhmaésté, johon protoni on kiinnittynyt, mutta
ei niiden méérastd. Protonien madrdi voidaan tutkia integroimalla spektriin piirtyneen piikin pinta-ala.
Pinta-ala ei anna absoluuttista protonien méirda yhdisteessé, vaan niiden suhdeluvun muiden protonien
madrdin.[4] Pinta-alan maéérittiminen helpottaa rakenneanalyysid huomattavasti, silli kahden
funktionaalisen ryhmén kemiallinen siirtymé yhdisteessa voi olla hyvin léhelld toisiaan, mutta protonien
maéra on eri.
Kolmas térked asia rakenneanalyyseisséd on spin-spin-jakautuminen (engl. spin-spin splitting). Spektriin
muodostuva piikki ei ole aina vain yksi piikki, vaan usein se on jakautunut. Ydin resonoi useammalla
resonanssitaajuudella riippuen sen kytkentdnaapureista. Jos protoni on yhden kytkennin pééssa toisesta
protonista, jakautuu spektriin muodostuva piikki kahteen. Spin-spin-jakautuminen tapahtuu, jos yhden
kytkenndn péaédssd olevassa kemiallisesti identtisessd vedyssé on eri spin. Jos kytkennén pédssé olevalla
protonilla on spin +% ja toisella kemiallisesti identtiselld vedylld on spin —%, tapahtuu spin-spin
jakautuminen spektrissd. Protonin kemiallinen siirtymé on riippuvainen toisen protonin spinisté, joten
ne ovat kytkeytyneet (engl. coupled). Kun spinit ovat erilaiset, protonin suojaus vihenee ja sen ppm
arvo kasvaa. Kytkeytyneiden spinien méérd vaikuttaa NMR-piikkien méiérdén seuraamalla kaavaa n+1,
missé n on kytkenténaapureiden méara. Kytkentda kutsutaan nimelld J-kytkentd.[4]
Kytkennét tapahtuvat kahden NMR-aktiivisen ytimen vélilld. J-kytkenndt voivat olla homo- tai
heteroytimisid ja ne voivat kulkeutua my6s useamman sidoksen yli. J-kytkennéilld tarkoitetaan yhden
sidoksen yli kulkeutuvia kytkentdja esimerkiksi J (13C -5 ) =156 Hz.[4] 3J-kytkennit
kulkeutuvat kolmen sidoksen yli, esimerkiksi H-C-C-H molekyyliosassa vedyt ovat kytkeytyneet
3 ( 'H— H ) = 8 Hz. Jin arvo saadaan helposti mittaamalla spektristd multiplettien piikkien véli. Sen

arvo ei riipu laitteen tuottaman magneettikentdn voimakkuudesta. J on siis kytkentdvakio
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Kuva 2. Ibuprofeenin 'H-spektri 0-2,3 ppm alueella.

Ibuprofeenin spektrissd 1,85 ppm alueella havaittu piikki on jakautunut yhdeksdan osaan. Silld on siis
kahdeksan kemiallisesti ekvivalenttia kytkentdnaapuria. Ibuprofeenin rakenteesta voidaan tunnistaa
tamé ydin etsimélld protoni, jolla on yhden 3] kytkennin padssi kahdeksan kemiallisesti ekvivalenttia

vetya.
2.4 Kenttagradientti

Kenttidgradientti on ndytteen alueelle luotu magneettikenttd, jolla muutetaan magneettikentdn z-
komponenttia paikkaan verrannollisesti. Kenttdgradientit indusoidaan ulkoisten kelojen avulla ndytteen
alueen paille. Niitd voidaan kayttdd pdamagneettikentdn By homogenisoimiseksi tai homogenisuuden
poistamiseksi. Kenttdgradientin avulla voidaan asettaa magnetisaatioille eri suunta riippuen ytimen
sijainnista ndytteessi. [6]

Kuvassa 3 havainnollistetaan kenttdgradientin vaikutusta ndytteen ytimien magnetisaatiovektorin
vaiheeseen. 90° RF-pulssin jdlkeen magnetisaatiot ovat y-akselin suuntaisia, mutta
kenttdgradienttipulssin jdlkeen ytimen magnetisaatiovektori saa vaihekulman z-akselin sijainnin
mukaan.[7]

Kenttidgradientin g kanssa ulkoinen magneettikenttd paikassa r on [7]

B,(r) =By +g-71(5)



Y1ld oletamme vain z-suuntaisen gradientin vaikuttavan ytimen spiniin. Koska spinit prekessoivat
kulmataajuudella w (1) = —yB(r) ja saatu vaihe riippuu magneettikentéstd B(r) ja gradientin kestosta.
Kestoltaan § oleva z-gradienttipulssi tuottaa z-koordinaatista riippuvan vaihekulman|7]

¢(z) = —yB(2)6 = —y(Bg + gz)§ (6)
Vaihekulman muutosta voidaan ajatella ruuvikierteen muodostumisena magnetisaatioille kuvan 3

mukaan. Ruuvikierteen muodostuminen maédrdytyy vaihekulman muutoksen mukaan A¢(z) =

—(yg6)z. Ruuvikierteen nousua A = 27”, missd q = ygd kuvaa gradienttipulssin pinta-alaa, jonka

yksikkd on m™1.[7]

a) b)

PFG

X

Kuva 3. a) Niytteen magnetisaatiovektroreiden suunat 90° RF-pulssin jilkeen, seki b)
kenttdgradienttipulssin jélkeen.[7]

Tatd magnetisaatiovektorin vaiheen muutosta voidaan hyddyntdd esimerkiksi magneettikuvauksissa ja
diffuusiomittauksissa. Niissd magnetisaation avulla voidaan tehdd mittauksia esimerkiksi kudoksien
koosta ilman invaasiota. Magneettikuvauksissa kelojen avulla luodaan gradientteja jokaiseen kolmeen
ulottuvuuteen.

Z-suuntaisella kenttigradientilla halutaan tuottaa tietty vaihekulma magnetisaatiovektoreille, mika
riippuu niiden sijainnista z-akselilla.  Kenttigradienttien kytkeminen piélle ja pois muuttaa

magneettivuon tiheyttd, mikd indusoi pyorrevirtauksia (engl. Eddy current). Pyorrevirtaukset tuottavat



magneettikenttid, mitkd héiritsevdt ytimen magnetisaatiovektorin vaihekulman muutosta, jolloin
vaihekulma ei ole endd suoraan verrannollinen ytimen sijaintiin z-akselilla. Pyorrevirtaukset katoavat
pienen ajan kuluttua, joten niiden vaikutusta voidaan pienentdd lisadmalla viive gradienttipulssin annon

jalkeen ennen kerdysaikaa.[8]



3 Diffuusiokertoimen maaritys

3.1 Diffuusion maaritelma

Tassa tutkiclmassa puhutaan itsediffuusiosta sekd itsediffuusiokertoimista. Itsediffuusio ei johdu aineen
konsentraatioeroista, vaan liuotinmolekyylien ja tutkittavan molekyylin satunnaisiin tormayksiin, mité
kutsutaan Brownin liikkeeksi. Brownin liike on tdysin satunnaista molekyylien liikettd, mitd voidaan
mallintaa todennédkdisyyksien avulla. Liuotinkyvyn ja molekyylin molekulaarisen litkkeen tutkiminen
perustuu tdhdn satunnaisprosessiin.

Kun NMR-mittauksiin esiteltiin kaksi taajuusulottuvuutta, voitiin alkaa tutkia molekyylejd ja niiden
vuorovaikutuksia tarkemmin DOSY-menetelmilld, minkd keskiossd itsediffuusiokerroin on.
Diffuusiokerroin (D) riippuu kitkakertoimista eli lampdétilasta ja véliaineen vastuksesta.[7] Debye-

Einstein teorian mukaan:

kyT
D=-=2—(7)
T

misséd kp on Boltzmanin vakio, 7 on ldmpétila ja fr on kitkatekijd. Ympyrdnmuotoiselle partikkelille,
milld on hydrodynaaminen sédde 1y, liuottimessa, jonka viskositeetti on n, kitkatekijét fr = 6mnry.[7]
Elektroforeesinen litkkuvuus méaritellddn u = v/E,;. , missd E;. on sdhkokentdn voimakkuus ja v on
varatun hiukkasen rajanopeus (engl. terminal velocity). Ei ole yksinkertaista kaavaa kuvaamaan
molekulaaristen ominaisuuksien suhdetta elektroforeesiseen litkkuvuuteen, mutta pienilld ioneilla 4 on
verrannollinen kokonaisvaraukseen ja kdantden verrannollinen kitkatekij6ihin.[7]

Pulssitettujen kenttdgradienttien hyddyntdminen diffuusiomittauksissa on helposti ymmarrettavaa,
koska niiden avulla voidaan leimata ytimien magnetisaatiovektoreiden vaihekulmia z-akselin sijainnin
mukaan. Ennen diffuusiomittausten kisittelya, tulee tutustua mittauksen menetelmiin, milld voidaan

tutkia diffuusiota.
3.2 PFG-NMR menetelmat

Ennen diffuusiokertoimien mééritystd tdytyy tutustua erilaisiin menetelmiin, joilla voidaan havaita
diffuusiota nesteessd. Itsediffuusion mittaaminen on ollut hankalaa ennen PFG-NMR menetelmii. PFG-
NMR luo tdydelliset mahdollisuudet tutkia aineen diffuusiota lisddméttd aineeseen itsessddn mitddn.
Seuraavaksi kdydadn lapi, minkédlaisia mittaustekniikoita voidaan kéayttad hyodyksi diffuusiokertoimien

madritystd varten.
3.2.1 Spinkaiku (SE)

Spinkaiku (engl. spin echo, SE) -mittauksessa gradienttipulssin avulla ytimen magnetisaatiovektorin
vaihekulman muutokseen lisdtdédn tietoa ytimen sijainnista z-akselilla. Tavallisessa NMR-mittauksessa

heti 90° pulssin jilkeen havaittava FID-signaali syntyy ydinmagnetisaatioiden prekessiosta samalla, kun



se palaa takaisin alkuperdiseen asentoon. Rakentamalla sopiva pulssisarja RF- ja z-gradienttipulsseista
(esim. Kuva 4), voidaan poikittainen nettomagnetisaatio ensin hévittdd ja sitten palauttaa takaisin
myohemmalld ajanhetkelld. Uudelleen fokusoitunutta eli palautunutta magnetisaatiota kutsutaan
spinkaiuksi tai Hahn-kaiuksi. Gradienttipulssin tuottama magnetisaatiovektoreiden vaihekulma havittda
nettomagnetisaation ja signaalia ei havaita, ellei magnetisaatiovektoreita palauteta takaisin
samanvaiheisiksi, missd ne olivat ennen gradienttipulssia. Tarvitaan siis kaksi gradienttipulssia, joista
toinen muodostaa kierreruuvin ja toinen magnetisaatiovektoreiden vaihekulmien palautukseen.
Gradienttipulssien pinta-ala tidytyy olla sama, jotta magnetisaatiovektorien vaihekulmat palautuvat
takaisin samoiksi. Magnetisaatioden refokusointi tuottaa spinkaiun. Magnetisaatiovektorien

prekessioliikkeen indusoima séhkovirta tallennetaan FID-signaalina. [6], [7]
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Kuva 4. Yksinkertainen Stejskal-Tanner spinikaikupulssisarja. [6]

Stejskal-Tanner PFG-SE-diffuusiomittaus on yksinkertaisin spinkaikumittaus. Siind tuotetaan ensin 90°
radiopulssi. 90° radiopulssin jilkeen, kuten tavallisessa NMR-mittauksessa, muodostuu FID-signaali.
PFG-SE-mittauksessa sité ei kerdtd. Ensimmaéisen radiopulssin jalkeen kenttdgradientin avulla annetaan
gradienttipulssi PFG. PFG muuttaa magnetisaatiovektorin vaihekulmaa riippuen molekyylin sijainnista
z-akselilla. Seuraavaksi ajassa 7 annettavan 180° RF-pulssin tarkoitus on kddntdd magnetisaation
ruuvikierre peilikuvaksi y-akselille, silloin seuraavaksi annettavana gradienttipulssina voidaan kayttda
samaa gradienttipulssia kuin aluksi. [7] Jélkimméinen gradienttipulssi, yhdessd 180°, RF-pulssin
kanssa, palauttavat magnetisaatiovektorit takaisin samanvaiheisiksi. Hyvin homogeenisessd
magneettikentéissd, missd gradienttipulssien pinta-alat ovat yhtd suuret, havaitaan spinkaiku ajassa 2z,

jonka amplitudi saadaan yhtélosta

LY S}
S21) My-e Tz-e Da (A 3)
So(27) S, (27)

missd M, on ytimien nettomagnetisaatio, ¢ = ygd on gradienttipulssin pinta-ala, A on ensimmaésen ja

Y(21) = (8)

jélkimmadisen gradienttipulssin vélinen aika eli diffuusioaika, D on diffuusiokerroin ja Sy on kaiun

amplitudi ilman gradientteja.



Mikali diffuusiota ei tapahdu, intensiteetti pysyy tdysin samana, silld gradientit ovat kumonneet
toistensa vaikutuksen. Mikdli molekyylit liikkuvat eri paikkaan z-akselilla, jalkimmaédinen
gradienttipulssi ei kumoa magnetisaatiovektoreiden vaiheleimaa tédydellisesti, jolloin nettomagnetisaatio
vihenee ja intensiteetti vaimenee. Intensiteetin vaimenemasta voidaan laskea diffuusiokerroin.

Spinkaikumittaus on hyvin herkkd mittaus. Sen heikkoudet johtuvat pitkdstd ajasta, kun
mangetisaatiovektririt ovat xy-tasolla, missd niihin vaikuttavat J-modulaatiot sekd spin-spin
relaksaatiot. Spin-spin relaksaatioaika eli T, voi olla Iyhyt joillakin suurilla molekyyleilld, mikd voi
johtaa signaalin menettimiseen. J-modulaatioilla tarkoitetaan signaalien muutoksia, mitkd johtuvat
ytimen spin-spin-kytkenndistd, mikd my0s heikentdd signaalia. Ndiden yhteisvaikutus tuottaa ongelmia
vahvasti kytkeytyneille spintiloille. [7] Nykyéddn on kehitetty pulssisarjoja, mitkd eivét perustu
spinkaikuun ja ovat paljon tarkempia mittauksia my0s suurille molekyyleille, joilla 7> relaksaatioaika

on lyhyempi.
3.2.2 Stimuloitu kaiku (STE)

Stimuloidun kaiun diffuusiomittaukset ovat periaatteiltaan tiysin sama. Kéytetty gradienttipulssisarja
on monimutkaisempi. Erwin Hahn tutki pulssisarjoja, missé oli kaksi tai kolme 90° RF-pulssia.
Kolmen pulssin sarjalla hén pystyi tuottamaan tasaisella gradientilla jopa viisi kaikua. Ensimmaéinen
kaiku kolmannen RF-pulssin jilkeen on stimuloitu kaiku (engl. stimulated echo). [6], [7]

Stimuloidun kaiun gradienttina voidaan kayttda jatkuvaa gradienttia tai gradienttipulsseja. Molemmilla
pulssisarjoilla on hydtyjé, mutta tissd keskitytédédn pulssitettujen gradienttien stimuloidun kaiun

mittauksiin (PFG-STE).
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Kuva 5. Yksinkertainen stimuloidun kaiun pulssisarja. [7]

Stimuloidun kaiun kolme 90° RF-pulssia vdhentda aikaa, minkd magnetisaatiovektorit ovat xy-tasolla.
Ensimmadiset vaiheet ovat tdysin samat kuin SE-mittauksessa. Mittaus aloitetaan 90°x RF-pulssilla,
missd magnetisaatiovektorit kdantyvit xy-tasoon. RF-pulssin jélkeen annetaan PFG, miké antaa
magnetisaatiovektoreille vaihekulman riippuen niiden sijainnista z-akselilla. Magnetisaatiovektorit
kddnnetddn 90°_, pulssilla xz-tasoon, missd magnetisaation z-komponentti ei altistu
translationaaliselle spin-spin relaksaatiolle tai J-modulaatioille. Diffuusiosta johtuva molekyylien liike

z-suunnassa voi tapahtua silti. [6], [7]



Ilman voimakasta taustagradienttia voidaan stimuloidun kaiun amplitudi laskea yhtalolla

S(T+27) = % e_(%JrTll)e_DqZ(A_g) 9
Stimuloidun kaiun heikkouden voi havaita yhtéldstd (9). STE:n amplitudi on puolet pienempi kuin
SE:n amplitudin, jos T; ja T, ovat yhtd suuret. Amplitudin puoliintuminen johtuu toisesta RF-pulssista
ja jalkimmaisestd gradienttipulssista. RF-pulssilla voidaan varastoida vain y-komponentti ja
jalkimmaéinen gradienttipulssi vain osittain palauttaa magnetisaatiovektorit y-suuntaisiksi. Kuitenkin
molekyyleille, joiden ytimilld T; > T,, STE-mittaukset tuottavat paljon suurempia amplitudeja
kaiuille kuin SE-mittaukset. STE-mittauksissa voidaan vihentdd huomattavasti T, ajasta johtuvia

translationaalisia relaksaatioita. Asettamalla 2t < T, ytimien relaksaatio painottuu huomattavasti

enemmain Ty relaksaation aikaan. Kun 7 « 7 J-modulaatiot eivét ole merkittdvid. Nykyéén lahes

kaikki mittaukset suoritetaan stimuloitua kaikua hyddyntéen. [6], [7]

3.3 Longitudinal Eddy-current Delay (LED)

Kenttdgradienttien yhteydessa kisitellyt pyorrevirtaukset ovat ongelmia SE- tai STE-PFG-NMR-
mittauksissa. pyoOrrevirtaukset ovat varsin suuri ongelma mittauksissa, missd kéytetdén laajaa
gradienttipulssien skaalaa. STE-mittauksissa, missd 7 pidetdén lyhyend poikittaisrelaksaation ja J-
modulaation minimoimiseksi, pydrrevirtauksien tuottamat ongelmat kasvavat.

LED (engl. longitudinal Eddy-current Delay tai Longitudinal Encode-Decode) on muokattu STE-
pulssisarja, missd STE-pulssisarjaan lisatdan 90° RF-pulssi jialkimmadisen gradientin jilkeen ja
palauttava 90°_, RF-pulssi, kun pydrrevirtaukset ovat hdvinneet. Lisatylld 90° RF-pulssilla voidaan
tallentaa STE ja lisdtylla 90°_, pulssilla voidaan lukea magnetisaatio pydrrevirtausten kadottua. [6], [7]
LED-pulssisarja on hyvi tapa optimoida STE-mittaussarjan tuloksia. MyShemmin on kuitenkin pystytty

parantamaan Eddy-virtausten vaikutusta vield enemmaén.

3.4 Bi-polar LED (BPP-LED)

Parhaimpiin tapoihin poistaa pyorrevirtausten vaikutus lyhyen gradienttipulssin mittauksissa on havaittu
olevan gradienttipulssin jako kahteen vastakkaissuuntaiseen yhti suureen osaan ja erottamalla ndma
180° RF-pulssilla. Bi-polaarisen pulssiparin (engl. Bi-polar Pulse Pair, BPP) yhteisvaikutus on sama
kuin ennenkin, mutta niiden tuottamat Eddy-virtaukset kumoavat toisensa. Koska gradienttipulssit ovat
vastakkaissuuntaiset, niiden tuottamat Eddy-virtaukset ovat myos vastakkaissuuntaiset, joten ne

kumoavat toisensa ldhes kokonaan.[6]



Fordham et al. muuttivat ensimmadisind kaikki LED- pulssisarjan gradienttipulssit pulssipareiksi.[9]
BPP-LED-sarjan avulla voidaan tehdd tarkkoja diffuusiomittauksia suurien taustagradienttien
lasnéollessa.
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Kuva 6. Bruker NMR-spektrometrin BPP-LED-STE-pulssisarja.[10]
Bipolaarisien pulssiparien lisdksi kuvan 6 pulssisarjassa on kdytetty spoil” gradienttipulsseja, mitka
vihentdvit toissijaisija kaikuja. Gradienttipulssien muotoa on myds muokattu, jotta pyorrevirtauksia

syntyisi vihemman.

3.5 DOSY

Edelld on esitelty pulssisarjoja ja mittaustekniikoita, joilla voidaan suorittaa diffuusiokertoimen
madrityksid. Vield on selvittdmdttd, mitd saadulle signaalille voidaan tehdd, jotta saadaan
diffuusiokertoimet laskettua ja diffuusiospektri muodostettua.

Diffuusiokerroin pystytidén laskemaan spinkaiun tai stimuloidun kaiun avulla. Kaiun vaimenemasta
voidaan laskea diffuusiokerroin, jos tunnetaan kdytetyn gradientin voimakkuus seké kaiun amplitudi.
DOSY (engl. Diffusion Ordered Spectroscopy) -menetelmd tuottaa tarkkoja diffuusiomittauksia
erilaisissa ndytteissd. DOSY-mittauksen spektrissd kemiallinen siirtym& on yhdelld akselilla ja
diffuusiokerroin toisella akselilla. [7] DOSY-mittauksilla toistetaan diffuusiomittauksia useilla
gradienttipulssin pinta-alan ¢ arvoilla. Taajuusspektrit saadaan Fourier-muunnoksilla ja datasetit
jokaiselle kemiallisen siirtymén arvolle saadaan kiinteiselld Laplace-muunnoksella g2:n suhteen.[6]
Laplace-muunnoksessa reaalifunktio muutetaan kompleksimuuttujan funktioksi. Koska FID-signaali on

kompleksimuuttujan funktio, voidaan se kaénteiselld Laplace-muunnoksella kédntdd takaisin



reaalimuuttujan funktioksi. N&din saadaan 2D-spektri diffuusiolle, missd toisella akselilla on
diffuusiokerroin ja toisella akselilla on kemiallinen siirtyma.

Diffuusiomittaus suoritetaan mittaussarjana. Kenttdgradientin voimakkuutta sdddellddn lineaarisesti
mittausten valilld. Gradienttipulssin voimakkuus vaikuttaa magnetisaation vaiheenmuutokseen. Mitd
suurempi gradienttipulssin voimakkuus, sitd enemméan magnetisaation vaihe riippuu z-koordinaatista .
Signaalin intensiteetti vaimenee tdlloin diffuusion vaikutuksesta enemmén. Matemaattisesti on helppoa

huomata tidma gradienttipulssin muodostaman ruuvikierteen jyrkkyydestd. Kappaleessa 2.3

magnetisaatiovektorien ruuvikierteen jyrkkyyttd kuvattiin yhtdlolla A = 2711’ missd q =ygd eli

gradienttipulssin pinta-ala. Ruuvikierteen jyrkkyys maédritellddn ulkokehdn kulkemana matkana z-
akselin suunnassa yhden kokonaisen kierroksen aikana. Gradienttipulssin pinta-ala on kdadntden
verrannollinen ruuvikierteen jyrkkyyteen, joten suurella gradienttipulssin pinta-alalla saadaan loiva
ruuvikierre magnetisaatiovektoreista. Loivassa ruuvikierteessd diffuusion vaikutus intensiteetin
vaimenemiseen kasvaa, silld jo pieni muutos tutkittavan ytimen z-koordinaatissa lisdé
magnetisaatiovektorin ~ vaihekulman vaihevirhettd huomattavasti. Vaihevirheiden kasvaessa
magnetisaatioiden vektorisumma pienenee, jolloin ruuvikierteen palautuessa tasoksi se kapenee ja
signaalin intensiteetti vihenee.
DOSY-mittauksissa  oletetaan NMR-piikkien intensiteetin vaimenevan eksponentiaalisesti
gradienttipulssien voimakkuuden kasvaessa, mitd voidaan kuvata yhtélollé, joka on muotoa

S(x) = Ae~P9*A' (10)
missd A’ on diffuusioajan ja gradientin kestoajan parametri. [6]
DOSY -mittauksissa FIDit kerdtddn 20-50 ¢:n arvolla, jotka kasvavat eksponentiaalisesti. FIDit Fourier
muutetaan, jotta saadaan taajuusspektrit. DOSY -spektri muodostetaan normalisoitujen Gaussin kéyrien

avulla. Saadaan 2D-dataa, mitd voidaan mallintaa funktiolla
Nj " _((D—D ,-)2)
F(D,v) = Z A(v)——e \ 27 ) (11)
j=1 7

27wj

missd 0; voidaan asettaa keskihajonnaksi tai joksikin muuksi vakioksi, jonka avulla otetaan huomioon
virhearviot mittauksesta.[6] Funktiossa D; = p; Djmic + (1 —-p j)Djf "¢ missip ; on liuenneisuuden aste

free
Dj

ja Djmic ja ovat diffundoituvan alkion ; diffuusiokertoimet sitoutuneille ja vapaille

molekyyleille.[7] Gaussin kdyrien kdytto on yleisin nykyaikainen menetelmid DOSYn mallintamiseen.
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Kuva 7. Ibuprofeenin DOSY -spektri.

Kuvassa 7 ndkyy ibuprofeenin DOSY-spektrissd selvd erotus TMS:n ja ibuprofeenin
diffuusiokertoimissa. DOSY on siis hyvd menetelmi liuosten tutkimiseen, missd on useita yhdisteité.
Silld voidaan erotella NMR-spektrissé olevat piikit diffuusiokertoimien mukaan, mistd voidaan péatella

miké funktionaalinen ryhma kuuluu millekin molekyylille.
3.6 Diffuusiokertoimen lasku

DOSY -mittauksilla vodiaan myos tutkia diffuusiokerrointa intensiteetin vaimenemana gradientin
voimakkuuden funktiona. Kaiytettdessd mittaussarjana lineaarisesti kasvavia gradienttipulssien
voimakkuuksia, intensiteetin vaimenema noudattaa Gaussin jakaumaa. Kun oletetaan intensiteetille
patevan yhtdlon (10) mukainen vaimeneminen gradientin voimakkuuden funktiona, voidaan
diffuusiokerroin maarittad yhtalolla

[ =1, e Pr*6*wn(12)
missd / on NMR-piikin intensiteetti, D diffuusiokerroin, y ytimen magnetogyrinen suhde, G

kenttdgradientin voimakkuus, 7 diffuusioaika ja 7; gradienttipulssin kesto.

Kun kéytetddn kuvan 6 mukaista pulssisarjaa, diffuusioaika 7, = d20 —%—g, missd d16 on

gradienttien toipumisaika ja gradienttipulssin kestoaika 7; = 6.
Mittaussarjassa otetaan havaintopisteitd lineaarisesti gradientin kasvaessa. Gradientin maksimiarvo on

tunnettu ja yhtdlossd gradientin voimakkuus G on kéytetyn gradientin voimakkuuden suhde gradientin



maksimiarvoon. Datapisteisiin / vs. G sovitetaan Gaussin kdyrd, jonka leveyden avulla voidaan laskea

diffuusiokerroin.



4 Tiivistelma

Tutkielman toisessa luvussa perehdyttiin NMR-spektroskopiaan kemistin tyovélineend. NMR-
spektrometrin taustalla oleva fysikaalinen kemia seké toimintaperiaate. Tarkastelun alla oli klassinen
esitystapa ydinmagneettisen resonanssin ilmidlle ja sen ominaisuuksien hyddyntdminen NMR-
spektroskopiassa. NMR-mittauksen jérjestelyja sekd laitteen ominaisuuksia tutkittiin. Tutustuttiin
kenttdgradienttien vaikutukseen ytimen magnetisaatiossa ja esiteltiin niiden matemaattinen mallinnus.
Kolmannessa luvussa keskityttiin diffuusioon ilmidnai ja sen tutkimiseen. Tutustuttiin erilaisiin
pulssisarjoihin, milld voidaan mitata nesteen diffuusiota ja niiden matemaattisiin malleihin. Erilaisten
pulssisarjojen vahvuuksia ja heikkouksia esiteltiin. Tutustuttiin DOSY :n matemaattiseen taustaan ja
miten sitd voidaan hyddyntdd heterogeenisten nesteiden tutkimisessa ja diffuusiokertoimen

madrityksessa.
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