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Abbildung der chromatographischen Trennung
mit NMR-Bildgebung (NMR-Imaging)

Von Ernst Bayer*, Winfried Miiller, Martin llg
und Klaus Albert

Die Bildgebung auf Basis der magnetischen Resonanz-
spektroskopie (Kernspintomographie)!!-2! hat in der medi-
zinischen Diagnostik Fortschritte gebracht, da sie die zerstd-
rungsfreie Beobachtung von flilssigen und gelartigen Zu-
stinden sowie von dynamischen Prozessen ermoglicht.
Somit ist diese Methode auch zur Untersuchung von Stoff-
austausch-, Strémungs- und Diffusionsprozessen im Bereich
der Chemie geeignet!>*\. Die Fliissigkeitschromatographie
ist einer der am hdufigsten durchgefiihrten Prozesse dieser
Art. Eine Beobachtung der chromatographischen Wechsel-
wirkungen zwischen Eluent und stationdrer Phase in der
Saule und damit die exakte Verfolgung des Elutionsprofils
sowie der Faktoren, die zu Bandenverbreiterung und Un-
regelméBigkeiten fithren, ist in situ nicht moglich. Auch bei
farbigen Substanzen, deren Trennung Tswett zu dem Namen
Chromatographie (,,Farbschreiben*‘) fiihrte, erhilt man nur
Aufschlufl iiber die Randzone und nicht iiber das Profil im
Inneren der Siule.

Bei der 'H-NMR-Bildgebung werden Protonenbilder von
einem beliebigen Volumensektor einer gepackten Siule
erzeugt. Durch drei zueinander orthogonale Gradienten-
felder, welche die Abhdngigkeit zwischen Magnetfeld und
Ort genau definieren, wird eine eindeutige Zuordnung zwi-
schen Ort und Resonanzfrequenz erreicht. Das NMR-Bild
setzt sich aus den Signalintensititen der so erzeugten Volu-
menelemente zusammen. Die Signalintensitidten sind von
vielen Parametern abhingig, wie Relaxationszeiten 7, und
T,, Spindichte, FluB- und Diffusionsphinomenen sowie
chemischer Verschiebung. Unterschiede in diesen Para-
metern fithren zur kontrastreichen Abbildung des Objekts.
Da bei der Wechselwirkung zwischen stationdrer und mobi-
ler Phase sowiec Eluent diese Parameter unterschiedlich
beeinfluBft werden, kann ein Chromatogramm oder eine
Séule im stationdren und im dynamischen Zustand abgebil-
det werden. So lassen sich Unterschiede in der Packungs-
dichte tiber den Sdulendurchmesser oder die Sdulenldnge,
Kanalbildung oder unterschiedliche Benetzung deutlich
erkennen und diagnostisch zur Optimierung der Packungs-
methoden von Sdulen heranziehen. Insbesondere bei prapa-
rativen Siulen ist dies wichtig.

Ein wesentlicher Faktor bei der Bildgebung sind die Rela-
xationszeiten 7', und 7,, die AufschluB} iiber dic Beweglich-
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keit des Losungsmittels in der stationiren Phase geben. Sta-
tiondre Phasen mit geringer Porositit und groBem Absorp-
tionsvermogen zeigen eine stirkere Absorption des Wassers
als Materialien mit grofen Poren. Dies driickt sich in kleine-
ren Relaxationszeiten 7, und 7T, in feinporigen Materialien
aus, wie diec Werte in Tabelle 1 zeigen. In den feinporigen

Tabelle 1. Protonenrelaxationszeiten 7, und T, von in Wasser gequollenen
Sephadex-Gelen.

Sephadex T, [ms] T, [ms]
G 10 - 103 490
G 15 164 385
G 25 305 843
G100 494 2460

Gelen Sephadex G10 und G15 ist die Mobilitét des Wassers
stark eingeschrinkt, wahrend 7, und 7, im grobporigen
Material G100 den normalen Relaxationszeiten von Wasser
nahekommen. In Kieselgel 60 ist wegen der groBeren Polari-
tit die Beweglichkeit des Wassers noch stirker als in Sepha-
dex G10 eingeschrinkt. Ahnliche Zusammenhinge werden
auch mit anderen Losungsmitteln beobachtet.

Interessant ist, daB} Jings einer Sdule von oben nach unten
eine Abnahme der Relaxationszeit T, beobachtet wird, wie
Abbildung 1 fiir Kieselgelsdulen mit Acetonitril und mit
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Abb. 1. Relaxationszeit T, in unterschiedlichen Bereichen einer Kieselgelsiule.
0 mm ist unteres Sdulenende. Inversion-Recovery-Sequenz, Ganzkdrpergerit
Siemens Magnetom 1.5 T, «: Acetonitril/SiO,, »: H,0/Si0,.

Wasser als mobiler Phase im stationdren Zustand zeigt. Dies
wird auf eine dichtere Packung des Kieselgels im unteren
Sdulenbereich zuriickgefiihrt.

Schnellbiidverfahren wie FLASH (Fast Low Angle Shot
Imaging)! erlauben die kontinuierliche Verfolgung eines
chromatographischen Prozesses. Diese Sequenzen basieren
auf der Einstellung einer dynamischen Gleichgewichtsma-
gnetisierung durch die Anwendung kleiner Flip-Winkel von
o < 90°. Damit wird eine hohe Quermagnetisierung und eine
nur geringfiigig reduzierte Lingsmagnetisierung erreicht, so
daB auch bei sehr kurzen Repetitionszeiten hohe Kontraste
und gute Signal/Rausch-Verhiltnisse bei MeBzeiten von
wenigen Sekunden erzielt werden koénnen. Daher kann ein
laufendes Chromatogramm in der Weise verfolgt werden,
daB man im Abstand von 30 s Bilder aufnimmt und sie zu
einem Film zusammensetzt.

Die Entwicklung des Profils der chromatographischen
Bande kann in jedem Volumensegment der Sdule abgebildet
werden und nicht nur am Rande der Sdule. Das Elutions-
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profil wird in einzelnen Schichtbildern {iber den Lings- oder
Querschnitt der Saule sichtbar gemacht oder als vollstandi-
ger, dreidimensionaler Block (3D-FLASH) erfalit. Sowohl
von Einzel- als auch von Mehrkomponentensystemen wurde
die Trennung abgebildet, wie Abbildung 2 (links) fiir die

Abb. 2. Links: Momentaufnahmen (Protonenbilder)der Chromatographievon
Amavadin/H,0 an Sephadex (FLASH-Sequenz, TE =20 ms, TR = 60 ms)
nach einer Elutionsdauer von 37 min, 63 min und 110 min. Rechts: Schema-
tische Darstellung der Schichtauswahl in den chromatographischen Abbildun-
gen.

Trennung von Amavadin, einem natiirlich vorkommenden
Vanadium(1v)-Komplex'® 7}, an Sephadex zeigt. Hier wurde
die chromatographische Bande in einem zentralen Lings-
schnitt von 4 mm Schichtdicke im Innern der Sédule beim
Durchwandern der Sdule verfolgt (siche Abb. 2, rechts).
Man sieht deutlich die Bandenverbreiterung und die Ande-
rung des Elutionsprofils mit fortschreitender Entwicklung
des Chromatogramms. Noch deutlicher lassen sich die
Effekte untersuchen, wenn zur Analyse solcher Stromungs-
profile der Diethylentriaminpentaessigsdure-Gadolinium-
Komplex (Gd-DTPA) chromatographiert wird. Diese Ver-
bindung wird als Kontrastmittel in der Kernspintomo-
graphie in 1072 bis 10 "4 m Konzentration verwendet!®! und
gibt in diesem Konzentrationsbereich deutliche Kontraste.
Die Entwicklung des Chromatogramms wurde kontinuier-
lich verfolgt und zu einem Film rekonstituiert™), aus dem in
Abbildung 3 neun Einzelbilder wiedergegeben sind.

Am Anfang der Sdule ist ein paraboloides FluBprofil aus-
gebildet, das auf den Wandeffekt zurlickzufiihren ist, da am
Rand der Saule die Packung weniger dicht und die Wechsel-
wirkung zwischen Eluent und Phase somit geringer ist und
dadurch eine schnellere Wanderung auftritt. Der Wandeftekt
vor allem bei priparativen Siulen ist zwar theoretisch
vorausgesagt, aber nicht in situ untersucht worden'*® 1,
Hier wird er zum ersten Mal sichtbar. Deutlich ist am
Anfang des Chromatogramms auch der Effekt der Unregel-
méaBigkeiten durch die Probenaufgabe. Im folgenden wird
der Wandeffekt weniger bedeutsam, und die Abtrennung
einer Nebenkomponente wird sichtbar. In der Mitte der
Sdule ist nun eine schnellere Wanderung des Eluenten zu
erkennen. Dieser Effekt wird auf die hohere Temperatur im
Zentrum der Sdule durch die Absorptionswirme zuriickge-
fithrt. Das Sdulenmaterial hat eine relativ schlechte Warme-
leitfdhigkeit und kann die Warme nicht schnell genug an die
Wand abfithren. Im weiteren Verlauf tritt Bandenverbreite-
rung durch Diffusionseffekte auf. Interessant sind auch Kon-
traste in der Sdule auBerhalb des jeweiligen Elutionsbereichs,
die wihrend der gesamten Chromatographie ortskonstant
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Abb. 3. Entwicklung der Elutionsfront (Protonenbilder) wiihrend der Chro-
matographie von Gd-(DTPA)/H,O an Sephadex (FLASH, TE = 20 ms, TR =
60 ms). Bilder aus einem Film [9] im zeitlichen Abstand von 15 min. Dle Bilder
sind zeilenweise (nicht spaltenweise) zu betrachten.

bleiben. Wir fithren dies auf unterschiedliche Benetzung des
Siulenmaterials zuriick.

AuBer Protonen konnen auch andere Kerne.wie !°F, 2*Na
oder 13C zur Bildgebung herangezogen werden. Durch die
geringere NMR-Empfindlichkeit dieser Kerne wird aller-
dings die Bildgebung auf gréBere Volumenelemente mit
geringerer rdumlicher Auflésung beschrinkt. Gleichwohl
kann man bei Ionenaustauschern bewegliche von gebunde-
nen Natrium-Ionen aufgrund der Unterschiede in der 7,-
Relaxationszeit im Kontrast unterscheiden. Eine mit Na®
beladene Dowex-Sdule zeigt nur schwache Kontraste. In
Abbildung 4 sind verschiedene Stadien der Elution wieder-
gegeben. Aufgrund der Verldngerung von 7, wird das nun-

Abb. 4. Momentaufnahmen (**Na-Bilder) des lonenaustausches an einer
Ionenaustauscher-Siule wihrend der Elution mit 2N HCI im zeitlichen Ab-
stand von 40 min (Saule 30 cm x 3 cm, 3D-FLASH, TE = 5 ms, TR = 20 ms).

mehr mobile Na®-Ton im Kontrast deutlich. Hier sind Fehler
in der Siulenpackung, die zu Kanalbildung fiihren, zu erken-
nen.

0044-8249/89/0808-1034 $ 02.50/0 Angew. Chem. 101 (1989) Nr. 8



Diese ersten Versuche zur Darstellung des chromato-
graphischen Prozesses durch NMR-Bildgebung zeigen, daB
hier neue Mdoglichkeiten fiir grundlegende Untersuchungen
bestehen. Stromungseffekte, die bisher nur theoretisch oder
experimentell durch Eingriffe in den ProzeB untersucht wer-
den konnten, lassen sich ohne Storung laufend verfolgen.
Die Optimierung von Sdulenpackungen wird besonders bei
der pridparativen Chromatographie neue Anwendungen
erschlieBen.

Die bildliche Darstellung von Stromungssystemen in
gepackten und offenen Sdulen ist {iber die Chromatographie
hinaus bei vielen Prozessen interessant. Mit der Bildgebung
ist die Beobachtung des chromatographischen Prozesses
unabhiingig von einer Farbe des Eluenten moglich, und dem
Wort ,,Farbschreiben' von Tswett wird wieder ein allgemei-
ner Sinngehalt gegeben.

Bisher ist eine Volumenauflésung noch nicht in dem
Bereich der fiir die Chromatographie benutzten Partikel-
groBen moglich, so daB sich die Diffusionsvorgidnge in ein-
zelnen Partikeln nicht abbilden lassen. Modellstudien mit
groBeren Partikeln konnen mit den Mikro-Imaging-Geri-
ten!!2- 13 jedoch bereits durchgefiithrt werden. Abbildung 5

Abb. 5. Mikro-Image von Polystyrol-Beads in Benzol. Pixel-Auflésung 20 um,
Objektdicke 200 pm (Spin-Echo-Sequenz, Gerét Bruker AM 300 WB). Wir
danken Herrn W. Kuhn, Bruker Analytische MeBtechnik, Karlsruhe-Forch-
heim, fiir diese Aufnahme.

zeigt Polystyrolkiigelchen von ca. 500 um Durchmesser mit
einer planaren Auflosung von 20 um x 20 pm nach der Quel-
lung in Benzol. Die Verteilung des Losungsmittels in den
Polymerkiigelchen geht aus den Helligkeitskontrasten her-
vor. Die Weiterentwicklung der NMR-Bildgebung in nahezu
mikroskopische Aufldsungsbereiche erschliefit in der Poly-
merchemie und zelluldren Biologie eine Fiille von Anwen-
dungsmoglichkeiten.
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Tetra-tert-butyl-tetraphosphacuban —
die erste thermische Cyclooligomerisierung
eines Phosphaalkins **

Von Thomas Wettling, Jiirgen Schneider, Oliver Wagner,
Cornelius G. Kreiter und Manfred Regitz*

Professor Gotifried Mdrkl zum 60. Geburtstag gewidmet

Die sich ungemein schnell entwickelnde Chemie der Phos-
phaalkine stand bisher vor allem im Zeichen der Cycloaddi-
tionsreaktivitit sowie der Ligandeigenschaften!!). Gerade in
diesem Zusammenhang ist dem Cyclodimerisierungs- und
Cyclotrimerisierungsverhalten in der Koordinationssphire
von Metallen viel Aufmerksamkeit entgegengebracht wor-
den. So kann fert-Butylphosphaacetylen 5 z. B. an Cobalt-
komplexen zu Diphosphacyclobutadien- (1!2?) und Di-
phosphabicyclo[1.1.0]butan-Einheiten (214!) dimerisiert wer-
den. Auch Cyclotrimerkomplexe, die sich vom 1.3,5-Tri-
phosphabenzol (315)) und dessen Dewar-Derivat ableiten
(419), sind bekannt geworden.
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Daf man auch auf die Mithilfe von Metallkomplexen bei
Cyclooligomerisierungsreaktionen verzichten kann, zeigt die
thermische Cyclotetramerisierung von 5. Zwar weill man,
daB die meisten Phosphaalkine thermisch nicht sonderlich
belastbar sind!*!, doch gibt es keine Untersuchungen iiber
Vorgiénge, die sich beim Erwédrmen abspielen.
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