1D NMR-Spektroskopie
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Abbildung 2.1: Eindimensionale Protonenspektren (1D-"H-Spektren)
a.  von Cyclopenten (250MHz),
b. ciner 14mer RNA, die eine Haarnadelschlaufe bildet. Die Schlaufe wird durch die Reste UUCG gebildet,
man spricht von einem UUCG-Loop (600MHz),
c. eines entfalteten Protein, dem entfaltetem o-Lactalbumin aus Rind

d. eines gefalteten Protein, dem gefaltetem a-Lactalbumin aus Rind.

Im folgenden Kapitel wird in das 1D NMR-Experiment eingefithrt. und gezeigt, was bei
Anwendung auf ein System von ungekoppelten Spins zu beobachten ist. Es beschreibt den Weg
von der Anregung der Spins iiber die Aufnahme und Prozessierung des Signals bis hin zu dem

resultierenden Spektrum. Ferner wird der Begriff der chemischen Verschiebung eingefiihrt.



Das 1-Puls 1D NMR-Experiment

Das einfachste NMR Experiment besteht aus einem einzelnen Anregungspulses und der direkten
Detektion des NMR-Signals. In der gewohnlichen Darstellungweise der NMR-Spektroskopiker
(vgl. Journal of Magnetic Resonance, Journal Biomolecular NMR) wird dieses Experiment wie folgt

gezeigt:
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Abb. 2.2: Diese Darstellung zeigt den zeitlichen Verlauf der Aktionen, die auf die Resonanzfrequenz der Spins I
angewendet werden. Die Stirke des Radiofrequenzpulses ist gegeben durch yBj, die Linge durch t,. Dunne
senkrechte Striche symbolisieren 90° Pulse, die Phase, d.h. die Richtung, aus der der Pulse angewendet wird, durch
einen kleinen Buchstaben oberhalb angezeigt und dicke Striche symbolisieren 180° Pulse. Die Aufnahme des Signals

wird durch die Abbildung eines fiktiven FID (Free Induction Decay, freier Induktionszerfall) symbolisiert.

Wendet man diese Sequenz auf ein System aus drei
ungekoppelten Spins I, I,, I; an, so erhilt man ecin
Spektrum mit drei Signalen, die gemial3 ihrer chemischen

Verschiebung bei drei charakteristischen Frequenzen

(Q1, £, Q3) zur Resonanz kommen.

Rechts: Abb. 2.3: Theoretisches Spektrum von 3 ungekoppelten Spins

Was bei diesem Experiment geschiecht und wie es zu diesem Spektrum kommt, wird im
Folgenden dargestellt:

Man startet Magnetisierung in z-Richtung. Alle Spins prizedieren also um die z-Achse, die im
rotierenden Koordinatensystem statisch ist. Hierauf wird ein Puls aus y-Richtung (Phase) so lange
angewendet, bis der Flipwinkel genau 90° betrigt. AnschlieBend liegt Magnetisierung in der xy-
Ebene vor (x-Richtung). Der angewendete Puls ist sehr kurz (typischerweise ~10us fiir 'H),
wihrend dieser Zeit kann also eine gleichzeitige Wirkung der chemischen Verschiebung auf die

Spins vernachlissigt werden.
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Abbildung 2.4: Wirkung des 90°; —Pulses auf 3 ungekoppelte Spins im Vektorformalismus

Befinden sich die Spins nun in der transversalen Ebene (xy-Ebene), so wirkt auf sie der Operator
der chemischen Verschiebung, der formal einer Drehung um die z-Achse (Richtung des
statischen Magnetfeldes B() entspricht. Das transversale Feld (B,-Feld) des Radiofrequenzpulses
ist ausgestaltet, es liegt transversale Magnetisierung vor, die um die z-Achse rotiert. Die Rotation
eines Spins 1 entspricht dabei einer Kreisbewegung um die z-Achse mit einer relativen
Rotationsfrequenz von €2, = o, - ®,, diese relative Rotationsfrequenz nennt man chemische
Verschiebung. Der Wert der chemischen Verschiebung liegt bei einem Magnetfeld von 600MHz
im Kilohertz-Bereich und ist abhingig von der chemischen Umgebung der Spins (siche

Infokasten 1).

Betrachtet man sich die Darstellung der Spins im Vektormodell, so erkennt man, dass sich aus
reiner Magnetisierung in x-Richtung Magnetisierung entwickelt hat, die sowohl durch einen
Operator in x- (cosinus-moduliert) als auch in y-Richtung (sinus-moduliert) beschrieben werden
muss. Das Winkelargument, um das sich die Spins dabei im rotierenden Koordinatensystem
dreht, entspricht dabei dem Produkt aus chemischer Verschiebung €2 und der Zeit t, in der die
Rotation um die z-Achse (B,) andauert.

In der formalen Darstellung wird die Wirkung des Operators der chemischen Verschiebung auf

einen Kernspin folgend beschreiben:
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I —2 5T, cosQr+1  sin Qs



Im Sprachgebrauch der NMR-Spektroskopie wird dies ,,Evolution der chemischen

Verschiebung® genannt.
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Abbildung 2.5: Beschreibung der Wirkung der chemischen Verschiebung
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Detektion des Signals

Das Herzstiuck eines NMR-

NMR-Probe
= gel6ste Molekiile

Spektrometers bildet eine rf-Spule, die
senkrecht zum statischen Magnetfeld B,
orientiert ist und die um die Probe
anliegt (siche Abbildung 2.6). Sie wird / +f-Spule

zum einen dazu benutzt, einen rf-Puls

anzuwenden, zum anderen dient sie zur

.

Detektion von Magnetisierung in xy-

Ebene (Aufnahme des NMR-Signals).

Die detektierten elektromagnetischen

Abbildung 2.7: rf-Spule eines NMR-Spektrometers

Wellen, welche durch die prazedierenden Spins induziert werden, besitzen eine Frequenz von ®,

=, + ;. Dabei ist ®/2n die Spektrometerfrequenz und €, ist die Resonanzdifferenz, die der
chemischen Verschiebung entspricht.

Das aufgenommene Signal wird mit der Spektrometerfrequenz derart ,,gemischt™, dass nur
Wellen mit der Frequenz der chemischen Verschiebung digitalisiert werden. Die
Spektrometerfrequenz ist somit die Frequenz mit der sich das rotierende Koordinatesystem im
Laborkoordinatensystem um die z-Achse bewegt (Geschwindigkeit des Karussell). Die Phase der
Spektrometerfrequenz ist genau definiert, so wird quasi genau entlang einer definierten Achse des
rotierenden Koordinatensystems das Signal aufgenommen. Durch einen mathematischen
,» Lrick®, der so genannten guadrature detection wird das Signal entlang beider transversalen Achsen
(senkrecht zu B) detektiert.

Somit kann sowohl die Projektion des Spin-Vektors auf die y-Achse, als auch die Projektion auf
die x-Achse beobachtet werden.

Diese gewonnenen Signale werden nach ¢ = cosx +7sinx gemischt und es ergibt sich dann ein

/

komplexes Signal der Form: I _cosQz+1 sinQ¢ = e

Das Signal wird jedoch nicht kontinuietlich aufgenommen, sondern punktuell/digital [engl. digit

1
Stelle]. Der Abstand der aufgenommenen Punkte ist dabei genau ————— und wird als

SpektraleW eite

Dwell Time bezeichnet.
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Abbildung 2.8: Digitalisierung des NMR Signals

Das aufgenommene Signal ist somit in der Zeit-, als auch in der Intensititsdimension digitalisiert.
Idealisierte NMR-Signale entsprechen cosinus- oder sinus-modulierten Wellen mit einer
Frequenz gemil3 ihrer chemischen Verschiebung, die sich unendlich ausbreiten. Durch das
Phinomen der Relaxation (siche vorheriges Kapitel) kommt es nun aber zu einer Uberlagerung
dieser Wellen mit einem exponentiellen Abfall der Intensitit, so dass die Amplitude des Signal

mit der Zeit abnimmt.
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Abbildung 2.9: Idealisiertes Signal und Relaxation



Der mathematische Term, der das NMR-Signal beschreibt, muss daher um den Faktor der

(-t/ TZ))

Relaxation (e erweitert werden. Es ergibt sich somit als Beschreibung des Signals eines Spins

in Abhingigkeit von der Zeit
6(1) = acosQr+isinQ /)

5,(8) = PRCORCTEE

Fir ein Molekil aus mehreren verscheidenen chemischen Kernen ergibt sich die Summe aus den

einzelnen Signalen

Sy =Y5,00 =Y. ae(lgTJ

Das so erhaltene Signal beschreibt das Verhalten der Spins in Abhingigkeit von der Zeit. Ein
NMR-Spektrum jedoch ist immer die Darstellung des Signals/Intensitit in Abhingigkeit von der
Frequenz.

FT
Sees(®) = SV

[s] [s'=Hz]
Um diese gewiinschte Darstellung der Daten zu erhalten, ist es notig, das detektierte Signal

mittels Fourier-Transformation umzuwandeln.

FID [s] Spektrum [ppm / Hz]
Free induction decay

FT
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Abbildung 2.10: FID und dazugehériges 1D "H-Spektrum eines RNA Molekiils bei 600MHz



Fourier-Transformation

Wie schon beschrieben, wird das Signal aus der Zeitdimension in die Frequenzdimension mittels
Fourier-Transformation tiberfiihrt. Um zu verstehen, wie die Anwendung dieser mathematischen
Operation funktioniert, geht man von einem idealisierten Signal aus.

Das idealisierte Signal sei eine ungedimpfte cosinus-modulierte Welle und laufe in der
Zeitdimension von —© bis +00, die Frequenz der Welle entspreche der chemischen Verschiebung

Q.

Ein Synthesizer generiere nun cosinus-modulierte Wellen tiber den gleichen Zeitraum jedoch mit

Frequenzen ®, wobei gelte - <w< +T. Diese generierten Wellen werden nun einzeln

+00

gemil3 der Fourier-Transformation IS (#)-cos(wr)dt mit den experimentellen Daten (hier: die

idealisierte Welle) multipliziert und schlieBlich iiber den Bereich von —© bis 4+ integriert.
Stimmt die Frequenz ® der generierten Welle mit der Frequenz der experimentellen Welle
(=chemische Verschiebung) tberein, so ist das Integral ungleich O (gleich ). Sind beide

Frequenzen jedoch verschieden, so ergibt sich das Integral zu 0.

cos ot mit ®=Q cos Mt mit ®FQ

Experiment
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Abbildung 2.11: Kombinationen von generierten und experimentellen Wellenfunktion bei der Fourier-

Transformation

Die Fourier-Transformation kann nicht nur fiir einen einzelnen Spin mit einer einzigen

chemischen Verschiebung durchgeftihrt werden, sondern ist auch auf ein Molekil mit mehreren



verschiedenen Kernen anwendbar. Dies ist moglich, da es sich bei der FT um eine lineare
Operation handelt, bei welcher gilt:
FILr @)+ g0)l= Frly@)]+ FT{g)]

In Worten ausgedriickt, kann man sagen: Trifft die Frequenz einer generierten Welle die
Resonanzfrequenz einer einzelnen Kernsorte im Molekil, so ist das gebildete Integral
verschieden von null. Stimmt jedoch keine einzige Frequenz aus dem Ensemble der
Wellenfunktion mit der Frequenz der generierten Funktion tUberein, so bleibt das Integral gleich
null.
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Abbildung 2.12: Kombination von einzelnen Wellen zu einem FID

Die Auflésung in der Frequenzdimension wird durch die Anzahl der mittels FT generierten
Wellenfunktionen bestimmt. Eine Auflosung von 1024Punkten bei einer Spektralen Weite von
06000Hz bedeutet also, das 1024 Wellenfunktionen erzeugt, deren Frequenzmodulation von -

3000Hz bis +3000Hz reicht und die einzelnen Frequenzen mit 5,86Hz aufgeldst sind.
Die durch FT erhaltenen Signale besitzen die Form

S(w) = A(Aw) - D(Aw)
mit

b
T, Aw

AAw) = —F——— D(Aw) = >
1 5 1 2
(TZJ +(Aa)) (Tj +(Aa))



Hierbei wird A(A®) als absorptives oder reales und D(A®) als dispersive oder imagindres Signal
bezeichnet. Beide Signalformen sind auf die phasensensitive Detektion mittels zweier um 90°
phasenverschobener Detektoren zuriickzufiihren. Das absorptive Signal kann als die Fourier-
Transformierte des cosinus-modulierten FIDs angesehen werden, das dispersive Signal als die

Transformierte des sinus-modulierten FIDs.
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Abbildung 2.13: Darstellung der dispersiven und absorptiven Signalform

Weiterhin  kann durch die komplexe Peak bei + Q erscheint. Nach der
Mischung  der  beiden  Signale  ecine komplexen Verrechnung beider Signale —
Vorzeichenunterscheidung erreicht werden. entspricht der Addition der beiden Spektren-
Betrachtet man sich ausschlieBlich das Signal resultiert ein Spektrum, das nur einen

des Detektors in Richtung der y-Achse des positiven Peak bei + Q enthilt.

Koordinatensystems, so zeichnet dieser nur

das cos-modulierte Signal auf. Nach FT

ergeben sich daraus zwei positive Signale

> sin (+Q) = — sin (-Q)

(mit dem Wert %2) bei € und - Q. Das

Signal, das der Detektor in x-Achsenrichtung

aufzeichnet ist im vorliegendem Fall sin- kv | |
I, cos Qyt o,

moduliert und resultiert nach Fourier- e c
2 cos (+Q) = cos (-Q)

Transformation in einem Signalmuster, bei

dem ein negativer Peak (genau genommen Abb. 2.14: Vorzeichenunterscheidung mittels FT

mit dem Wert i/2) bei - Q und ein positiver



Linienformen und Relaxation

Der erste Parameter, der aus einem einfachen 1D-Experiment gewonnen werden kann, ist die
chemische Verschiebung. Sie wird durch die Position des Signals im Spektrum bestimmt. Es kann
aber auch ein weiterer Parameter einem 1D-Experiment extrahiert werden: die Relaxationszeit.

Wie in einem der obigen Abschnitte dargestellt, hat die T,-Zeit Einfluss auf die Form des Peaks

und dies sowohl im dispersiven als auch des absorptiven Teil im Spektrum.
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Abbildung 2.15: Zusammenhang zwischen Linienform und Relaxation

Je langsamer der Zerfall des Signals, je gréBer also die Relaxationszeit ist, desto schirfer ist die
Peaklinie. Fur einen breiten Peak ist ein schneller Zerfall, also eine kurze Relaxationszeit
verantwortlich. Dies ldsst sich durch die FT erkliren. Da bei der FT das Integral ber einen
unendlichen Zeitraum gebildet wird, das Signal jedoch nur endlich von null unterscheidbar ist,
muss die Bedingung fiir die FT derart abgedndert werden, dass nicht nur eine Frequenz die FT-
Bedingung erfillt, sondern ein ganzer Frequenzbereich. Je schneller das Signal nun relaxiert und

damit nicht von null unterschiedlich ist, desto breiter wird der resultierende Peak.
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