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NMR-spektrometern

Radio Radic ,
Vad kravs? frequency frequency Output

transmitter receiver

« Ett externt magnetfalt (B,)
for magnetisering, och som

definierar z-riktningen.
H
« Ett oscillerande RF-falt __; /

T—>

|"[

(H,) som exciterar provet. Coﬁfiﬁt
- En RF-mottagare for att Magnet Magnet ”

fanga upp resonansen i

provet (H.,). Ve —H,»

 Exciterade karnor precesserar kring z-axeln vid Larmorfrekvensen — dessa ar
| fas om det exciterande faltet B, ar koherent (homogent) over provet.

* Precessionen inducerar en oscillerande strom i en spole langs x-axeln,
som forstarks, och sedan utgor signalen som mats.

* Enklaste matmetoden ar att svepa Hy-frekvensen och se vid vilka frekvenser
absorption (resonans) sker i /7 _-signalen (anvands inte i moderna spektrometrarl!).



Inverkan av det externa faltet, B,

Fran tidigare Nj
Intensiteten i en overgang ar proportionell mot N
- Magnetfaltet B, s, a
- Populationsskillnaden ~,-n, ~57 = L= (B

1400
. o . £ 1200
Vad kan goras for att Oka intensiteten? 2 1000
- Oka B, g 800
- Oka y (valj protoner!) g o
- Minska T * 200
5 15 25
Field strength (T)
Karna 1 ) Naturlig Y (107 T-s1) Kapsllghet
forekomst (%) relativt "H (%)
H Va 99,89 26,75 100
15C V2 1,11 6,726 1,59
5N Va 0,36 -2,711 0,104
19F Va 100 25,17 83,3

3P 1, 100 10,83 6,63



Inverkan av det externa faltet B,

60 MHz —

CICH CH CH2C02H - -'
4-Chlorobutanoic acid .

central CHy |

100 MHz «== Jiyi-

Skiftet p.g.a. spinn-spinn-

koppling oberoende av B,,
da de lokala falten uppstér
oberoende av det external

L —. |  Separation av

I o - | = resonanser med
‘Okande externt falt
(AB - AX).

| central CH,

200 MHz —

-

o

Resonanserna far olika frekvens med 6kande B,,
men det kemiska skiftet d ar detsammal!



Inverkan av det externa faltet, B,

B, ‘ 3T 10T 20T Hog kanslighet krévs hos
NMR-spektrometern, da endast

N, =Ny ‘ 2x10° 7x10° @ en liten andel av alla moment
N deltar i en overgang!

1x 108

1 x 1068

Effekt av den magnetiska
2x100st X100/ faltstyrkan pa populationerna
for karnor med 7 = 7%.

1x 108+ 16 st*,
"1 x 106 + 64 st

1 x 106+ 128 st = 0,013 %

BOI 0T 25T 10T 20T



NMR-spektrometrar

HeliumPorts

Nitrogen Ports

Air lift

Vacuum Chamber

Liquid Nitrogen (77 K)

Liquid Helium (4 K)
Magnet

Sample

Varldsrekordet sedan 2019: -
36 T/ 1500 MHz 1200 MHz (28 T) 80 MHz (2T), 73 kg!



Fouriertransform-spektroskopi

Fouriertransformer (FT) gor det mgjligt att behandla signaler i tidsdomanen i
stallet for i frekvensdomanen, och i FT-spektroskopi (FTS) mats typiskt
signaler i tidsdomanen och transformeras sedan till frekvensdomanen.

Fouriermetoder kan forbattra noggrannhet, kanslighet och upplosning,
beroende pa omstandigheterna.

Konventionell spektrometer: En monokromator valjer ut en vaglangd i taget,
och intensiteten mats. Ett spektrum fas genom att svepa vaglangden, t.ex.
mekaniskt genom att rotera ett gitter eller ett prisma.

FT-spektrometer: Hela vaglangdsintervallet studeras pa en gang (under ett
visst tidsintervall), och Fouriertransformeras till frekvensdomanen.

| praktiken genomfoérs detta pa tva olika satt, antingen via
kontinuerlig/svepande FT-spektroskopi (t.ex. IR) eller via pulstekniker (t.ex.
NMR).

Forbattringen ligger framst i effektivare tidsanvandning; i stallet for att studera
en frekvens i taget, mats hela spektrumet pa en gang, vilket gor det mojligt att
forbattra signal/brus-forhallandet for jamforbara mattider.



Fran interferogram till spektrum

Fou riertransform

A
Frekvensdoman Tidsdoman
(reciprok langd) (langd)

V
| /\/‘\/W\/\/“M‘W
© Analytisk
Lorenzian - cors naiyts
losning

Stor bandbredd i spektrum < liten bandbredd i interferogrammet!

Bredbandigt |
spektrum fran ‘_“: Il\.l_urr)erlsk
IR-kalla (globar). osning
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Fourier-transformen

]?(17) _ J’OO f(t)e—27z'i\7tdt Transformen av en funktion f(t) i tidsdomanen Hill

dess Fouriertransform f (V)i frekvensdoménen.

f (t) = j_oo ]} (lf/v)ezmﬁdf/v Inverstransform...

Kraver oandliga och kontinuerliga integrationsvariabler... vilket vi inte har,
sa vi behover en diskret version, Discrete Fourier Transform (DFT):

Ersatt de kontinuerliga variablerna (V,#) med (k-Av,n-At)
och sampla interferogrammet i N ekvidistanta punkter.

AV =—

N-1
S(k-Av)=) I(n-Ax)e>™ " 1
" N - Ax

N-1
I(n-Ax) = %ZS(k-Aﬁ)e_iz””k/N
n=0

Fast Fourier Transforms (FFTs) ar algoritmer som snabbar pa berakningen, men till
priset att N inte kan valjas godtyckligt, utan N maste typiskt vara en potens av 2.



FT-metoder i spektroskopi

Kontinuerlig/svepande FTS Pulstekniker

En interferometer med rorlig spegel En kort excitationspuls inducerar
anvands for att mata intensiteten en periodisk respons, overlagrad
vid olika positioner hos spegeln pa en exponentiellt avtagande
(motsvarande olika optisk langd), intensitet. Frekvensen hos

vilket resulterar i ett interferogram, responsen beror pa provet.

vars FT ar spektrumet. - NMR-spektroskopi

- FT-IR spektroskopi

Excitation

Spektrum

a =

W_/\ ~ )

Frekvensdoman Tidsdoman



IR-spektrometrar: dispersiva eller FT-IR?

Moderna IR-spektrometrar anvander interferometrar!

Perkin Elmer 137 Infracord Spektrofotometer

e
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4 EXIT SUT R
T Centmance sut o
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Referens-
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{ SAMPLING AREA XN
[0 12.5 X 26.
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strale

Dispersiv

En bredbandig ljuskalla belyser provet, den
detekterade vaglangden valjs med en
monokromator (prisma eller gitter), och I())
registreras.

Bruker IFS 48 FTIR-Spektrometer

Michelson-
interferometer
: S
! BS
IR
_l LamY
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Detektor /
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Fourier

| ett interferogram registreras
intensiteten under en hel cykel hos
spegeln, I(¢), som sedan Fourier-
transformeras for att ge I(0L).




Michelson-interferometern

Okande
A 1. A

Rorlig —_—

B —1@' A spege|,M1 _~ = T =
= e T e T e T

/ Fast PV Y T Y N N N N N

Infallande NN NSNS NI AAA

jus = | Spegel, SCOOAARRRLRAS

// M, ESCOCOAAARAILR,

. - 0 00 0 0N AVAVAYAV AV ANV VY

Semi- i + AAAARARRRNAAAANNNAAARR
transparent ](t) r

spegel Detektor | ra\”Centerburst” !

Om infallande ljus ar monokromatiskt, och _ | U\
spegel M, ror sig med konstant hastighet, Mmmj\/\! !

varierar intensiteten pa detektorn periodiskt. Ett svep ('scan’) med spegeln

Summering av sinussignaler till ett

For ett kontinuum av vaglangder, blir det .
interferogram.

resulterade interferogrammet en summering
av dessa. Fouriertransformation ger signalens

frekvenskomponenter.



Fordelar med FTIR-spektroskopi

FTIR = Fourier-transform IR

1. Jaquinots fordel (multiplex): | FTIR mats signalen 6ver hela vaglangdsomradet
pa en gang, inte var for sig for varje vaglangd.

2. Fellgetts fordel: hela intensiteten hos infallande ljus utnyttjas hela tiden, inte
bara intensiteten vid en viss vaglangd.

3. Connes’ fordel: Genom att lata ljuset fran en HeNe-laser passera genom
interferometern parallellt med IR-ljuset, fas en exakt referens for den rorliga
spegelns position, vilket ger hog noggrannhet i frekvensskalan.

Den spektrala upplosningen bestams av langden hos spegelns rorelse:

AV oC l T.ex. x =5 cm ger en upplosning pa ca 0.1 cm.

X

Normalt ar ett svep med spegeln alldeles for lite for att fa en anvandbar signal,
sa i praktiken summeras ett stort antal svep ("scans”) i ett experiment.



Fordelar med pulstekniker i NMR

FT-NMR tar upp ett spektrum 100-1000 ganger snabbare
an en dispersiv spektrometer som arbetar med kontinuerliga spektra,
och tidsbesparingen kan anvandas till att summera 100-1000
spektra, for att forbattra den uppmatta intensiteten.
Signal/brus-forhallandet forbattras. Intensiteten
hos signalen okar proportionellt mot antalet
summerade spektra, N, medan bruset Okar 1‘.’,&MA~'
med VN.

2MJM\-
Gor det mgjligt att anvanda avancerade

4
) . T
pulssekvenser for att excitera eller
manipulera spinn pa olika satt, vilket 3

ar grunden for manga NMR-tillampningar.
4~\MA~. - 3 U
n

4s



”Free-induction decay” (FID) i NMR

En frekvens i taget:

Excitera spinn sa att ett
magnetiskt moment
skapas, stang av det
exciterande faltet, och lat
signalen klinga av.

Fourier-metod:

Applicera en puls (manga
frekvenser samtidigt). Via
Fouriertransform fas alla
frekvenskomponenterna i
signalen samtidigt.

Precessing in phase spins

ON ——
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i
!

Mu,ﬂ. | ——Y
W'mr AL an
‘ Time, t

FID for Etanol

T, i
|
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l
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r
. |
S
— = |
4.|0 3.|6 1.|2



Vektormodellen i NMR

FOr en spinn-1/2-karna i ett externt
magnetfalt finns bara tva majliga
tillstand, och dessa bidrar med +y#/2
till den totala magnetiseringen

M, = %yhAN

Vid termiskt jamvikt ar alla spinn ur fas
och slumpmassigt orienterade pa
konen, och det ar en svag overvikt for
spinn i det lagre tillstandet m = +1/2

(for karnor med Y > 0)

De individuella magnetiska momenten
maste behandlas kvantmekaniskt,
medan den totala magnetiseringen M
kan behandlas klassiski!

m=+

m=-%

Karnspinn ar opaverkade av
molekylrorelser, och behaller sin
absoluta orientering i rummet
aven om molekylen roterar!



Pulstekniker

dp

By>0

Fler spinn i grundtillstandet.

Nettomagnetisering M

Magnetisering kan
inte detekteras i z-
riktningen: vrid

magnetiseringen
till xy-planet!

Ett cirkularpolariserat falt i xy-planet med
frekvensen v, vrider magnetiseringen.
Vinkeln 3 styrs genom att variera tiden
som faltet (med styrkan B,) appliceras.

En 90°-puls vrider B I C
0 !

magnetiseringen
till xy-planet, dar s

M sedan roterar
med frekvensen v;,.

pulse




Vad gor en puls med populationerna?

90°
puls
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OBS! Endast den fraktion
som deltar i en dvergang...

180°
puls
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”Free-induction decay”

Applicera en 90° puls, och mat responsen.

Magnetiseringsvektorn
precesserar och atergar
till att vara orienterad i

ﬂ
e
z | z-riktningen.
B
M Projektion pa y-axeln;
Y v\ uppmatt signal!
AN

Voo
B C D M,
Q%y éé Projektion pa z-axeln

x t




Spinnrelaxation — Diffusion och dynamik

’Spin-lattice (longitudinal) relaxation” ”’Spin-spin (transverse) relaxation”
Excitera spinn (invertera systemet), och Vrid alla spinn i fas; mat hur fort
mat hur snabbt de atergar till orienteringen forsvinner (T,):

grundillstandet (T,) Vaxelverkan med omgivande karnor

Energi avges till omgivande karnor vars ger variationer i Larmorfrekvens som
lokala falt varierar nara a—-0vergangen. gor att spinn hamnar ur fas.

Ar rérelsen hos en kérna for snabb eller fér En karna som ror sig fort far liten netto-
langsam blir Dopplerskiftet for stort for att  variation i v, , och T, blir stor!
fa energiutbyte, och T, blir stor!

- M>0 “1ir=0 2}
M=0
"Longitudinal magnetization recovery” "Transverse magnetization decay”

(relaxation langs z-axeln) (spinn-utbyte i xy-planet)



T,-relaxation

Longitudinell magnetisering (M,) atergar till stationart tillstand (M,) med
tidskonstant T,.

Spinnenergi avges till omgivningen i olika grad, beroende pa...:
Diffusionshastighet

Temperatur
Fastillstand
Salthalt
Vattenhalt
Viskositet
etc., etc,, ...

dM._

dt

_(Mz _Mo)

I

T, ar tiden det tar att na 63%
av den ursprungliga magnetiseringen
(M,), vilket typiskt kan ta nagra sekunder.

z




T,-relaxation

Mats med pulssekvensen 180° — T — 90° ;
Invertera systemet, och mat hur snabbt
spinn atergar till grundtillstandet.

Exciterat
“spinntillstand

WA (M kan inte
‘L 90" J/ 90 detekteras i z-
riktningen)

Upprepa FID-matningar for olika tider T,

Mat efter
180" 90 90°- -pulsen

T
Rt YR




T,-relaxation

Transversell magnetisering (M,,) atergar till 0 med tidskonstant T,.

Spinnenergi avges till omgivningen i olika grad, beroende pa...:
- T, (eftersom T, <T,)

- Lokala inhomogeniteter i magnetfaltet

- Variationer i magnetisk susceptibilitet hos omgivande material
- Kemiska skift

T, ar tiden det tar innan den

transversella magnetiseringen har
M,, minskat till 63% av sitt storsta varde,
~10-100 ms.




T,-relaxation

Pulssekvensen 90° — T —-180° - T

:/’ \\ T l/
a,b,ce- —Y — N
\ !
\
\\MO ,/I b ~ /,
i \c"
X X

Efter tiden T har ¢ kommit
ikapp a, och utan relaxation
ar magnetiseringen ater M,,.

(Spinn-eko)

! a,b,c’
| Y
< \ M, / e .
Variation i lokala falt
. ger spridning i v, som
T . .
‘1’ okar med tiden T.
180’ ¢ har hogre frekvens
o= =’ an a, och ligger fore.
\\\‘-’, b
C
Efter en 180 Mét FID har for
puls hamnar . ika tid
alla spinn i 90’ 180 Olika lider T,
omvand T T—>
ordning. N ppn o




2D-NMR

Spinn-spinn-koppling kan ske
- Via bindningar (J-koppling eller skalar koppling) med rackvidd ca 3 bindningar.
- Genom rumsligt narliggande karnor (D-koppling eller dipolkoppling,

Nuclear Overhauser Effect, NOE), med rackvidd ca 5-6 A.

Karnor med lika 6 via J-koppling kan ha olika rymd-koppling via NOE, och kan
skiljas at i ett 2D-spektrum.

90° 90° 90°

Pulssekvens:
t,

nﬂnn Ao
I

Variera T, i ett experiment (jfr T,-relaxation):
J-kopplingen kommer att vara densamma oavsett T, medan relaxation via
NOE varierar med tiden som karnorna hinner vaxelverka med varandra

— De tva bidragen kan separeras!



Strukturinformation via *H NOESY
(Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy)

a
Acetanilid har tva tautomerer, NH NH ‘\
med begransad rotation kring >:O >—CH3

amidbindningen. bH CHjc
) = 4
Metylprotonerna (c) vaxelverkar a b
olika med andra protoner via 5 U
o i
NOE beroende pa —
konformationen. |
C | Resonanser utanfor -
o . : diagonalen har rymd-
Pa samma sa’_t.t kan koppling koppling (via NOE) e
mellan olika karnor, t.ex. S
"H mot 13C, 5N, 3'P ... etc. Qo,b&:‘\@g
ge vytterligare strukturinformation. (\ge‘ BXS’Q
b | eo(\(bbfb%\
e ey 1 : S
Mat vid olika T, och rita utfallen = & Q‘i\,&e
mot varandra i ett diagram:
a
f=] =
2@




1D & 2D ‘H-NMR for proteinanalys

F1 [ppm]

Toppar utanfor diagonalen ger 3D-information fran
protoner som ar rumsligt nara varandra




Tillampningar av NMR

Kemisk analys — identifiering och strukturbestamning av
molekyler.

Molekylstruktur — veckning av proteiner, struktur hos
membranproteiner (i membran), polymerstruktur.

Losningsmedelsstruktur och vaxelverkan med |osta amnen.
Dynamik hos makromolekyler, diffusion.

Intermolekylar vaxelverkan — specifik bindning, vatebindningar,
hydratisering av biomolekyler, jonisationstillstand hos

funktionella grupper.

Konformation hos vaxelverkande molekyler, enzym-substrat-
och receptor-ligand-interaktioner.



MRI — Magnetic Resonance Imagi

ng

T, (ms) T, (ms)

Variationer i T, och T, mellan olika VEIET 000 AL
vavnadstyper ar grunden for Fett 400 45
avbildning med magnetresonans, MRI. Vit substans 850 80
o Gra substans 1300 120
I\{Ied ett homog_ent falt over en hel koropp CSF 4000 500
fas ett medelvarde av responsen fran
alla protoner i faltet — hela kroppen. Benmarg 500 100
Muskulatur 1000 30
Genom att skapa en faltgradient o )
(AB,, AB,, AB, << B,) fas resonans fran , MRI-avblldnlng av en hjarntumor

olika punkter i rummet vid olika
frekvenser.

T,-viktad

(Bild fran Brigham and Women's Hospital teaching files)

T,-viktad
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