Kern/Elektronen(spin)rezonanz-
spektroskopie
(Radiospektroskopie)

Montag, 4. April 2016

s — sharp; p — principal;
d — diffuse; f — fundamental
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Energiestruktur hdngt von An/Abweseinheit
eines Magnetfeldes!
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Beschreibung der Energiezustande/Elektronenstruktur
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n «<— r — Hauptquantenzahl

| «— @— Nebenquantenzahl;
(beschreibt das orbitale Drehmoment)

m <— @ — magnetische Quantenzahl;
(Sie charakterisiert die Aufspaltung der Elektronenenergien
infolge Einwirkung aufl3erer magnetischer Felder.)

S «— Spinquantenzahl
(verknUpft mit dem Eigendrehimpuls (Eigendrehmoment)
eines Elektrons)



II. Wirkung der magnetischen Felder
auf die Energiestruktur der
Elektronen

Ohne Magnetfeld: die Elektronenenergien hangen nur von
Haupt- und Nebenquantenzahlen ab.

Zeeman-Effekt: in Anwesenheit von magnetischem Feld

— hédngt die Energie eines Elektronenzustandes von der
Magnetfeldstéirke ab. » Zeeman-Aufspaltung
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Anregung der Elektronen ist mithilfe entsprechender
elektromagnetischer Strahlung moglich. Man kann die

absorbierten oder nach der Anregung emittierten
Energien messen.



Messmaéglichkeiten:
I. Feldstérke ist stetig (H,,);

Frequenz ist verdndert (V)

E

Absorbierte Energie

H=0 H= m
V,: die Absorption ist
maximal bei dieser
Frequenz
Il. Frequenz ist stetig (1,);

Magnetfeldstédrke (H) wird verdndert

(| V=V,

Ae=hv,

Absorbierte Energie

]
H=0 H=H, ! / H

H_: maximale Absorption bei
dieser Feldstarke



Wie groB ist die Besetzungsdifferenz von zwei
Energieniveaus unter thermischem Gleichgewicht
und im thermodynamisch abgeschlossenen System?

bekannt: N, N,

. _ 2 _YAZ __ e—Ag/kT
Boltzmann-Verteilung N. N
1 GZ

Naz: Anzahl der Teilchen im angeregten Zustand,;
Ngz: Anzahl der Teilchen im Grundzustand;

. N=Ngz+Naz
No _Nog _ gosenar _ A1/ = wobei 4¢>0
N, Ng, e
- Nenner ist > 1; Ny, /Ngz<1; > N,,<Ngz

Besetzung des angeregten Zstds. < Besetzung des GrundZstds.

Die Energiedifferenz (4¢) liegt im Radiowellen-Bereich;
viel kleiner als die thermische Bewegungsenergie

Zusammenfassung I.

g

v/Unter Einwirkung von Magnetfeldern spalten sich die
Energieniveaus von Atomen und Molekulen auf;

v'Zwischen den Energieniveaus kénnen Ubergange
erzeugt werden: das System absorbiert
elektromagnetische Strahlung derer Frequenz von der
angewandte Feldstarke abhangig ist;

v'Die Energiedifferenz zwischen Niveaus liegt im
Radiowellen-Bereich (MHz-GHz);

v'Besetzung kann mithilfe der boltzmannschen Verteilung
beschrieben werden.



Ill. Was ist der Spin?

Physics. — “Ewperimental proof of the evisence of Amplre's -
molecular currents,” By Prof. A. Binsteiy and Dr. W, J, pe Haas.
(Communicated by Prof. H. A. Losrsrz),

(Communicated in the meeting of April 23, 1915).

When it had been discovered by Oumstup that magnetic actions
are exerted not only by permanent magnets, but also by eleciric
currents, there seemed to be two entirely different ways in which
a magnetic field can be produced. This conception, however, could
hardly be considered as satisfactory and physicists scon tried to
refer the two actions to one and the same cause. Awpiresucceeded
in doing so by his celebrated hypothesis of carrents circulating
around the molecules without encountering any resistance.

The same assumption is made in the theory of electrons in the
form e.g. in which it has been developed by H. A. Lorewtz, the
only difference being that, like electric currents in general, the
molecular currents are now regarded as a circulation of elementary
charges or electrons.

Fundamentale physikalische Begriffe:
v'Drehimpuls (L)
v'magnetisches Moment (M oder )

L: ist das Produkt von dem
L Ortsvektor r und dem Impuls
(p=m-v). Er steht senkrecht zu
Richtungen von r und p.
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M oder u
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Magnetische Eigenschaften:

paramagnetische Substanzen:
Sie verstarken "in ihren Inneren” die auReren magnetischen
Felder; zB.: Eisen.

diamagnetische Substanzen:
Die auleren magnetischen Felder werden aus ihren Inneren
herausgeschlossen: ein entgegengesetztes Magnetfeld wird
induziert; zB.: Wismut
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Regeln fiir resultierende magnetische Momente:
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Arbeitshypothese:
kein magnetisches Moment

Stern-Gerlach Versuch:

Ll 9-0- 9-¢ 9- 0- o~ erwartet
‘ :
Ag

g e-0-00-2-"""\ gemessen
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Schlussfolgerung: SPIN; Spinzustand: 1/2, -1/2




Die Elektronen besitzen, UNABHANGIG
von Bahndrehimpuls,
— eigenen Drehimpuls

— eigenes magnetisches Moment

m— SPIN

§, My S — Eigendrehimpuls
M, — eigenes magn. Moment
S, Mg
proton Ag=hev=ppgpH
elektron neutron A
_ g=he= *H
Ag=hev=ps,%q.°H HnCON
E E proton neutron
4y v 4 v 4
M:M(ML’ Ms) M:M(Mp9 Mn)

u: elementare magnetische Momente

Absorbierte Energie




IV. Magnetisches Moment der Atomkerne

Wie groB ist das elementare magnetische Moment fiir
Elektronen, Protonen?
up=1.410606-10726 J/T ‘ 2m, M= om,
un=-0,966236-10"26 J/T

Auch die Neutronen besitzen Spin und magnetisches Moment

Frage: Drehen sich die Elektronen/Protonen/Neutronen?
g”? t?e;,!t_zeln ellnen bei erlaubten Ubergédngen durch
pin; 5:= %, -% Bestrahlung mit EMW
(Photonen) As=%*1
Absorption/Emission von Photonen == Drehimpulserhaltungssatz

Dreht sich ein Photon?

— Bei Atomkernemn:

v" Ahnlich dazu, was bei den Elektronen beobachtet wurde,
spalten sich die Energiezustande infolge eines

Magnetfeldes auf;

v" Atomkerne geeigneter Eigenschaften kénnen
elektromagnetische Energie absorbieren/emittieren;

v NMR-Spektroskopie — Kernspinresonanzspektroskopie.
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NMR

minimale Konz.: 0,1 mmol/I

minimales
Probenvolumen(ul)

gesamt Teilchenzahl 3,01-10%6
Frequenzbereich

500

magnetische
Feldstirke (Tesla)

Ae (J)
Ae (eV)
Differenz in relativer 32-10672-10%
Besetzung
absort?lerte _ 2,55-1015
Energiemenge (J) bei 12

S h 1,29-10
Populationsinversion

Zusammenfassung II.

A

v'Einige elementare Teilchen besitzen
Eigendrehimpuls und eigenes magnetisches
Moment;

v'Elektronen, Protonen und Neutronen sind Teilchen
mit halbzahligem Spin;

v/ Atomkerne, die ungeradzahlige Protonen und/oder
ungeradzahlige Neutronen besitzen, haben
Kernspin und kernmagnetisches Moment;

v Infolge einer Aufspaltung der Energieniveaus
unter Einwirkung eines auReren Magnetfeldes
kann, im Radiofrequenzbereich, Absorption oder
Emission gemessen werden.
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V. NMR-Spektroskopie

Prinzip — Messung der Absorption
— unter kontinuierlicher Bestrahlung ein zur absorbierten Energie
proportional Signal ist gemessen;

— die absorbierie Energie ist proportional zur Konzentration
der Kerne, die bei der gegebenen Anregungsenergie
absorptionsfihig;

>> ein NMR-Spektrum ist eine Darstellung der absorbierten
Energie als die Funktion der Bestrahlungsfrequenz oder der
magnetischen Feldstirke.

— Unterschiede treten infolge unterschiedlicher molekularer
Umgebungen auf, weil entweder die Elekironenverteilungen
oder die Ordnungszahlen der benachbarien Atome/Molekiile
unterschiedlich sind. Dies fiihrt zu unterschiedlichen

Anregungsfrequenzen.

Bruker Biospin ERS300 E spectrometer
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Anwendungsgebiete der NMR-Spektroskopie

Untersuchung

—von Molekiilstruktur organischer Verbindungen: Entdeckung,
Nachweis;

—der Wechselwirkungen organischen Verbindungen;

— Struktur der Makromolekiile (Proteinen, Nukleinséuren);

— Liposome, biologische und Modellmembrane;

— Entwicklungen spezieller Messverfahren fir MRTY

Signale von Protonen
Referenzsignal ~ unterschiedlicher
chemischer Umgebung

mplitudd

1 . | L

»
T T T T T T L

0 2 4 6 8 0 12 ppm
Amplitude ist zur
Absorption=Konzentration der
Protonen proportional. _
Info.: zu welchem Kohlenstoffatom ist das

gegebene Wasserstoffatom verbunden;
welche W.-Atome sind die benachbarten.




chemische Verschiebung (8): relative Differenz der
Absorptionsfrequenzen eines gewihlten Protons (fs) und der
Referenzfrequenz (f,s)auf die Referenzfrequenz bezogen; in ppm
Einheiten:

frer=Tgestraniung:= 900 MHz (bei besten Gerdten)
8.= max ~15 ppm (im Allgemeinen 12)
Af =13500 Hz (Vgl. mit 900 MHz!)

Spektrale Informationen
1.) relative Amplituden

7

0 4

Amplitude

il
N
8 10

>
12 ppm

NFeinstruktur (Aufspaltungen,
2.) Verschiebung der einzelnen Linien Abstinde zwischen den Linien in

\ einer Gruppe, ...)

CH,-CH,-O
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Grundlagen der FT-NMR Spektroskopie

Frage: wie wire es méglich, die Messungen wéihrend kiizer Zeit
durchzufiihren; verbessern das Signal/Rausch-Verhdltnis?

At ”-
! a(f) '
L JRe T, = f,=1/T,
: = fop+f
| frefo * R
[T 1\
L - /\\T /\k.

T, - f

T,~=10 ps

1 1

—=f s =Hz|=10°|Hz

R

0 =15 ppm; Af = 13500 Hz

Lésung:

»gleichzeitige Anregung im ganzen Frequenzbereich der
Absorption;

»kurzzeitige RF-Impuls (~us) mit groRer Leistung (~ 10-
100 W).

1

E,7l @ | ocoSeccs 83388333
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Was wird gemessen?
die Riickkehr des Kernsystem zum Grundzustand = wie entspannt sich
das Syetem aus dem angeregten Zustand

Relaxationsmaglichkeiten:
1.) Energieabgabe der Umgebung — T, Relaxationszeit;

2.) Energieverteilung zwischen den angeregten Spins (ohne

Energieabgabe, Dephasierung) — T2 Relaxationszeit;

"Energieachse" — z-Achse: T, — Relaxation entlang der
z-Achse (Ubereinstimmt mit der Ausrichtung der
angelegten magnetischen Feldstarke)

T, — Relaxation senkrecht zur z-Achse: in x-y Ebene;

Beide Relaxationen laufen gleichzeitig!

Messung der Signale in xy-Ebene mit elektrischen
Spulen;

Nach Anregung fangt das resultierende magnetische
Moment in der xy-Ebene zu prezessieren (aber T, und
T, wirken dagegen);

Die Form (Breite und Amplitude) der Signale sind mit
T, verkniipft.

Das detektierte, Rohsignal ist eine Summe von
Sinus/Cosinus-Funktionen unterschiedlicher Frequenzen;
Herstellung der “*normalen* Spektren durch Fourier-
Transformation — FT-NMR
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In vivo spectra from rat brain BT4C gliomas.

ml, myo-inositol; Lac, lactate;
Cr, creatine. C, lipid peaks are
assigned according the
chemical groups giving rise to
the resonance. B and D, the
spectra are referenced to a
fixed height of CHO peak.

Day 0, Day 2, etc., refer to c ¢ b =M
days 0 through 8 of GCV ‘:;;U;n\ij :
5 f/A M‘f“ /m{\\
treatment. A [ Deys
7 \Wﬂ&»« \ puys

,,/’U\w”\ AU\/'\,, Day4
MM}"‘W

M L /MW

0 60 80 40 30 20 10 00 Lo '
wm

CH,CH,

—

"= CH,CHsCH

—_——

=- '——CH=CHCN,CH=CH

<<

A set of 1H spectra from normal rat brain cortex and BT4C
gliomas showing regions containing choline derivatives
(A-C) and nucleotides (D-E).

A

Taurine Phosphocholine

M N

c
GrC Choline

s e AR ]
345 340 335 330 325 320 315310
D ANP C8

UDP Cé ribose C1

s o

ANP
c2

o }

F

formate. Uraconate

YOS tidine  cop

\ Tcl:l CDP \\ //\ cs\\

T T
84 82 EI] 7B 76 74 72 70 68 66 64 62

ppm
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Amide N

Lys NT

Pro{l N terminus
Arg Ne  Arg Nv
His\Né/c g\ ¢ S \

180 160 140 120 100 80 60 40 20
®N Chemical Shift (ppm)
5N CP-MAS spectrum of U-13C,>N-DsbA (4096
scans, — 10 °C, 11,111 kHz MAS, and 500 MHz H
frequency). The spectrum was zero filled and Fourier
transformed without apodization (MAS:magic angle
spinning)

Journal of Molecular Biology (2010): Assignment Strategies for Large Proteins by Magic-Angle Spinning NMR: The 21-kDa

Disulfide-Bond-Forming Enzyme DsbA
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