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Untersuchung von Fliissig-flissig-Phasengrenzen mit ortsauflosender

NMR-Spektroskopie
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Phidnomene, die an der Grenzfliche zweier nichtmischbarer
Flussigkeiten auftreten, sind allgegenwértig und haben einen
grofen Einfluss auf Prozesse des tiglichen Lebens.!" So ist die
Stabilitdt von Emulsionen von den Wechselwirkungen der
Proteine oder Tenside an der Ol-Wasser-Grenzfliche abhin-
gig,”! und Losungsmittelextraktion und Phasentransferkata-
lyse beruhen auf der Optimierung von Reaktionen an der
Grenze zwischen zwei Fliissigkeiten. Ferner ist die Fliissig-
flussig-Grenzfliche zwischen einem organischen Losungs-
mittel und Wasser ein einfaches Modell fiir biologische
Membranen. Historisch gesehen stammt das Wissen iiber die
Strukturen® und Dynamiken!"! von Fliissig-fliissig-Grenzfla-
chen hauptsidchlich von Messungen der Oberfléchenspan-
nung und thermodynamischen Analysen.'! In den letzten
Jahrzehnten wurden Fliissig-fliissig-Grenzflichen zunehmend
mithilfe nichtlinearer optischer Methoden untersucht.”! Viele
traditionelle Techniken, die im Allgemeinen gréere Pro-
benmengen benotigen, wurden fiir die Untersuchung von
Grenzflachen angepasst. Die Frequenzverdopplung (second
harmonic generation, SHG) und die Summenfrequenzgene-
rierung (sum-frequency generation, SFG) liefern beide von
Natur aus oberflichenspezifische Informationen.”! Mit der
zweiten Technik, gekoppelt mit Molekiildynamiksimulatio-
nen,”’! konnten bereits die Strukturen vieler Grenzflichen
bestimmt werden. Rontgenbeugung® und Neutronenstreu-
ung” wurden ebenfalls angewendet, um Fliissig-fliissig-
Grenzflachen zu untersuchen. Dabei kénnen niitzliche und
sichere Informationen iiber die Grenzfldchendicke gewonnen
werden. Bei der Untersuchung von Oberflicheneffekten
mithilfe der SHG werden hauptsédchlich molekulare Sonden
(z. B. push-pull-substituierte Molekiile) verwendet.

Obwohl die Untersuchung von Fliissig-fliissig-Grenzfla-
chen mit Rastersondenverfahren nach wie vor eine Heraus-
forderung ist, wurden erste Ergebnisse mithilfe der Raster-
kraftmikroskopie (atomic force microscopy, AFM)!"” und der
Rasterelektronenmikroskopie (scanning electron microscopy,
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SEM)!M! erhalten. Experimente mit evaneszenten Feldern,
die aus einer inneren Totalreflexion an der Grenzfldche zwi-
schen einer polaren, absorbierenden und einer nichtpolaren,
transparenten Phase resultieren, wurden genutzt, um die
Dimension von Fliissig-fliissig-Grenzflichen zu vermessen.['?!
Mithilfe der SFG!"*! wurde selektiv die molekulare Struktur
an  Kohlenwasserstoff-Wasser-Grenzfliachen  untersucht,
wobei sich ergab, dass die Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen benachbarten Wassermolekiilen im Bereich der
Grenzfliche geschwicht sind, was zu einem beachtlichen
Ausrichten der Wassermolekiile in der Grenzfldchenregion
fiihrt."™ Die elektrochemische Rastermikroskopie (scanning
electrochemical microscopy, SECM) ermdglicht ebenfalls die
lokalisierte Untersuchung von Prozessen an Fliissig-fliissig-
Grenzflichen.!"

Allgemein muss fiir die Untersuchung von Fliissig-fliissig-
Grenzflichen eine wesentliche technische Herausforderung
gelost werden: die Unterscheidung der Informationen, die in
dem winzigen Bereich der Grenzfldche erhalten werden, von
Informationen, die von den umgebenden Medien herriihren.
Abgesehen von den oben erwihnten nichtlinearen optischen
Techniken existiert nur ein Ansatz, mit dem die Informatio-
nen ohne Modifizierung der Oberfliche erhalten werden
konnen. Eine Kombination aus Nahfeldmikroskopie und
Raman-Spektroskopiel®!”! wurde verwendet, um mit hoher
ortlicher Auflosung Informationen iiber molekulare Verin-
derungen zu erhalten, die mit dem Abstand zur Phasengrenze
korrelieren. Bei der Bestrahlung einer Probenoberfldache mit
einer Nahfeldsonde lésst sich eine hohe ortliche Auflosung
erzielen, die unter dem Beugungslimit liegt. Theoretisch be-
tragt das axiale Auflosungsvermégen bei einem Durchmesser
von 100 nm etwa 10 nm. In Kombination mit der Raman-
Spektroskopie konnen somit hoch ortsaufgeloste Informa-
tionen iiber die molekulare Struktur der Oberfldche erhalten
werden. Der Nachteil dieser Technik ist die Verwendung
einer Messsonde, die der Oberfldche sehr nah sein muss, sie
aber nicht beriihren darf, denn dann bildet sich ein Meniskus,
und das gesamte Experiment muss wiederholt werden. Zu-
sétzlich kann die Sondenspitze die Ergebnisse beeinflussen,
da mit ihr eine weitere Komponente (,,Phase) in das System
eingebracht wird.

Hier préasentieren wir eine auf volumenselektiver NMR-
Spektroskopie!’®! basierende Technik, die keine mechani-
schen Storungen der Oberfldache induziert, obwohl sie eben-
falls einen hohen chemischen Kontrast liefert. Bei der volu-
menselektiven NMR-Spektroskopie wird die Detektion der
magnetischen Resonanz auf ein Volumenelement definierter
GroBe und Position beschrankt. Diese Methode ist bei-
spielsweise aus medizinischen Anwendungen bekannt. Das
Volumen dieses Elements wird durch die gewiinschte ortliche
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Auflosung, die geforderte Nachweisgrenze und die Sensitivi-
tit des NMR-Experiments bestimmt. Der entscheidende
Punkt ist die Verwendung eines quaderférmigen Volumen-
elements, das nur eine geringe Ausdehnung senkrecht zur
Grenzflache hat und nahezu beliebig grofler in den anderen
beiden Raumrichtungen sein darf: Um Informationen iiber
eine Flissig-fliissig-Grenzfliche zu erhalten, sind nicht alle
drei Raumrichtungen gleich wichtig; Fluktuationen parallel
zur Grenzfliche sind auf NMR-Zeitskalen langsam und
konnen somit vernachlissigt werden.

In Abbildung 1 ist schematisch die Geometrie des Volu-
menelements zu sehen, das in unseren Experimenten ver-
wendet wurde. Die Zahl an Spins, die fiir ein NMR-Signal

Benzol Benzol

SO—— I'\\_,//'
100 pm 100 pm

Wasser Wasser

Abbildung 1. Das fiir die Ortswahl verwendete Volumenelement ist
quaderférmig. Dies sichert einerseits eine ausreichende Auflésung im
interessierenden Gebiet und andererseits eine gentigende Zahl an
Spins fiir ein gutes Signal-Rausch-Verhiltnis.

benotigt werden, wird dadurch sichergestellt, dass das Volu-
menelement, dessen Ausdehnung senkrecht zur Oberfliche
verringert wird, parallel zur Oberfliche vergrofert wird.
Somit tragt die gleiche Zahl an Spins zum Signal bei wie im
wiirfelformigen Anfangsvolumenelement. Die Aufldsung in
der gewiinschten Richtung verbessert sich also auf Kosten der
Auflésung in den beiden anderen Raumrichtungen, die nicht
von Interesse sind.

Das Messvolumenelement kann gewohnlich innerhalb der
fliissigen Probe zu jeder beliebigen Position verschoben
werden, indem die Trégerfrequenz eines der selektiven NMR-
Pulse gedndert wird. Das heiflt, diese Positionsénderung
findet ohne die Hilfe mechanischer Elemente statt, die die
Phasengrenze storen konnten. Indem man sich der Grenz-
fliche ausgehend von einer der beiden Phasen in (Sub)mi-
krometer-Schritten ndhert, konnen Verédnderungen der
Struktur und der Zusammensetzung durch die Messung der
chemischen Verschiebung bzw. der Signalintensitidten erfasst
werden. Abbildung 2 zeigt eine pseudodreidimensionale
Darstellung und ein mithilfe von Graustufen codiertes Bild
einer Serie von 'H-NMR-Spektren, die mithilfe der volu-
menselektiven NMR-Technik fiir das System Wasser/Benzol
erhalten wurden.

Ein Volumenelement der GroBe 250 x 250 x 1 um® wurde
in 50-nm-Schritten von der Benzolphase durch die Grenz-
flache in die Wasserphase verschoben. Dabei wurden in rund
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Abbildung 2. Eine Serie volumenselektiver "H-NMR-Spektren des Sys-
tems Benzol/Wasser in einer pseudodreidimensionalen Darstellung
und als mithilfe von Graustufen codiertes Bild. Fiir Einzelheiten siehe
Text und Experimentelles.

zwanzig aufeinanderfolgenden Spektren Signale von Benzol
und Wasser detektiert. Dies stimmt gut mit der Hohe des
Messvolumens von 1 um und dem Schichtinkrement von
50 nm iberein, beides senkrecht zur Fliissig-fliissig-Grenz-
flaiche gemessen. Die Dicke der Wasser-Benzol-Grenzflidche
kann bei den im Experiment verwendeten Abmessungen
vernachléssigt werden. Die Abmessungen des Volumenele-
ments sind durch die Stirke des Feldgradienten im derzeiti-
gen Versuchsaufbau in z-Richtung, G,=1Tm™, limitiert.
Grundsitzlich gilt jedoch, dass Feldgradienten von 100 Tm™
und damit eine Auflosung unter 10 nm erreicht werden
konnen. Mogliche Einschrankungen der ortlichen Auflosung,
z.B. durch durch thermisch angeregte Kapillarwellen verur-
sachte Storungen an der Wasser-Benzol-Grenzflache (Ober-
flichenspannung: 35 mNM™"), haben eine GroBenordnung
von einigen Nanometern und sind damit weit unter der
Lingenskala der Messung.!"”!

Der Einfluss der Diffusion auf die Einschrinkung der
ortlichen Auflésung wird gewohnlich iiberbewertet. Unter
der Bedingung freier Diffusion wird mit einem typischen
Diffusionskoeffizienten D von 10~ m*s™' und einem f,.,-Wert
von 60 ms (Z,: Dauer einer Pulssequenz) eine freie Weglinge
(x*) =2Dt,,, von 10 um berechnet. Dennoch weisen Mole-
kiildynamikstudien darauf hin, dass die Selbstdiffusion nahe
Fliissig-fliissig-Grenzflachen anisotrop ist. Wenn die Selbst-
diffusion durch Diffusionskoeffizienten parallel (D,r) und
senkrecht (D,y) zur Grenzfliche beschrieben wird, kann
rechnerisch gezeigt werden, dass nahe der Grenzflache Dy >
D,y gilt.” Dennoch ist die Diffusion in einem groBeren
Volumen isotrop. Um einen experimentellen Nachweis zu
bekommen, wurden Gradientenecho-NMR-Diffusionsmes-
sungen®! am untersuchten Benzol-Wasser-System durchge-
fiihrt. Mit einer Anregungsfrequenz unter Verwendung eines
geeigneten RF-Pulses in Gegenwart eines G.-Gradienten
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wurde eine 10-pm-Scheibe ausgewéhlt, die die Benzol-
Wasser-Grenzflache enthielt. Fiir Benzol und Wasser wurde
eine Abnahme von Dy um den Faktor 5.4 bzw. 4.8 beziiglich
D,y gefunden. Diese Reduktion von Dy fiir Benzol und
Wasser in Mikrometerabstdanden von der Grenzfliache ge-
geniiber den D-Werten in der reinen Phase schwicht die
Einschriankung durch Diffusion deutlich ab, die gewo6hnlich
fiir volumenselektive NMR-Experimente gilt, und hilft, die
ortliche Auflosung um eine GroBenordnung in den Mikro-
meterbereich zu erhohen. Als eine Ursache wird das Auf-
treten einer Translationsbarriere vermutet, die undurchlissig
fiir tibersetzende Spins ist. Dies fiihrt zu einer Verringerung
der freien Weglinge senkrecht zur Oberfliche.” Eine hohere
ortliche Auflosung in den Nanometerbereich hinein lésst sich
durch zwei Strategien ereichen: durch Erweiterung des se-
lektiven Pulses fiir die z-Richtung und durch stirkere z-
Gradienten. Wihrend bei der ersten Vorgehensweise die
Sequenzdauer verldngert und entsprechend durch die einge-
schriankte Diffusion limitiert ist, wird bei der zweiten Strate-
gie die Sequenzdauer konstant gehalten. Sie ist damit ein-
deutig die Methode der Wahl.

Hier wurde ein neuartiger Ansatz fiir die Untersuchung
von Flissig-fliissig-Grenzflichen vorgestellt, der auf dem
Grundgedanken beruht, einen flachen Quader als Volumen-
messeinheit zu verwenden. In dieser Geometrie ist die Zahl
der zum NMR-Signal beitragenden Spins ausreichend grof3,
und zugleich wird eine hohe ortliche Auflosung in Richtung
der Phasengrenzfliche aufrechterhalten. Der Diffusionsko-
effizient an der Grenzflache ist gegeniiber dem in der reinen
Phase auf ein Fiinftel verringert. Aus diesen Befunden lésst
sich folgern, dass Messungen mit einer verbesserten Auflo-
sung im niedrigen Nanometerbereich moglich sein und das
Potenzial haben sollten, molekulare Veridnderungen an der
Grenzfliche sichtbar zu machen. Kiinftige Untersuchungen
zielen einerseits auf Tenside an der Grenzfliche, z.B. als
Modelle fiir Biomembranen, andererseits auf die Verbesse-
rung der ortlichen Auflosung senkrecht zur Oberfldche durch
die Verwendung stiarkerer Gradientenfelder.

Experimentelles

Die Messungen wurden bei einer Feldstirke von 14.1 T (600 MHz) in
einem 15-mm-Probenrohrchen vorgenommen, um Effekte durch
Kapillarkriimmung an der Grenzfliche zu reduzieren. Fiir die Pra-
paration der Probe wurden doppelt destilliertes Wasser und Benzol
p.A. verwendet. Fiir die Volumenselektion wurde die STEAM-
Technik!™ verwendet, und die Detektionseinheit war 250 x 250 x
1 um? groB (x,y,z), wobei die z-Richtung senkrecht zur Fliissig-fliissig-
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Grenzfliache orientiert war. Die grolere Ausdehnung in x- und y-
Richtung wurde zur Erhohung der Empfindlichkeit gewéhlt. Die
aufeinanderfolgenden, sich iiberlappenden Scheiben waren in z-
Richtung um jeweils 50 nm verschoben, was einem Tragerfrequenz-
inkrement von 2.15 Hz entsprach. Die Gradientenfelder in x-, y- und
z-Richtung betrugen G, =95.8, G, =96.9 bzw. G, =1010 mTm™". Die
Bandbreiten des selektiven 90°-Pulses in x-, y- und z-Richtung waren
1.03 kHz, 1.02 kHz bzw. 43 Hz. 112 Scans wurden fiir jedes Inkrement
aufgenommen. Bei den Diffusionsmessungen wurde zur Anregung
ein selektiver sinc-férmiger 90°-Puls (sinc: sinus cardinalis) mit einer
Bandbreite von 100 Hz und einem Feldgradienten G, von 234 mTm™!
verwendet.
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