Mit jelent az, hogy NMR spektroszkopia ?

Mit jelent az, hogy NMR ?
* N nuclear
* M magnetic

e R resonance

« Mit jelent az, hogy spektroszkopia ?
http://tonga.usp.edu/gmoyna
Spektrum = szinkép ?
Az anyag (minta, vizsgalt molekula) és az
elektromagneses sugarzas kolcsonhatasat vizsgaljuk.
Kdlcsdnhatas leggyakoribb formaja : abszorpcio
Az elektromagneses sugarzas tipusai :

y-sugar Rontgen UV VIS IR  p-hullam radio

1010 10% 106 10% 102 100 102
hullamhossz (A, cm)



A molekulak (elemi részecskék) nem vehetnek fel
tetsz6leges energiaallapotot. (Kvantumelmélet)

AE =hv l

Magasabb frekvencia — nagyobb energia
Hullamhossz-energia : forditott aranyu osszefugges. A
hullamhossz/frekvencia fuggvényében mindségileg mas —
mas tipusu kolcsonhatasok jonnek létre, mas jellegl belsd
energiak valtoznak meg. :

,Kvantumlétra.”

v/Rontgen-sugarzas — bels¢ magenergiak
UV/IVIS — vegyé
IR — rezgeési energia

NMR — Ma




Az NMR spektroszkopia jelentbésége
» Szerkezeti kémia

- Szerves kémia: Minéségi analizis. Uj vegyiiletek
szerkezetvizsgalata. Enantiomer tisztasag vizsgalata.

» Termeészetes vegyuletek szerkezetvizsgalata..
* Metabolitok vizsgalata
* Fizikai-kémiai vizsgalatok
» Gazda-vendég kolcsonhatasok.
* Reakciokinetika
» Makromolekulak haromdimenzios szerkezete
 Peptidek, fehérjék, enzimek
* DNS/RNS, DNS/RNS komplexek
* Poliszaharidok
» Gyogyszerkutatas
» Receptor kotddési vizsgalatok

» Orvostudomany: diagnosztika
agnetic Resonance Imaging (\VIRI)



Elméleti alapok

Az atommagok egy makroszképikusan nehezen
ertelmezhetd sajatsaggal, un. spinnel rendelkeznek

Az NMR spektroszkdpia szamara csak azok az
atommagok érdekesek,

ahol a spinkvantumszam (I) # 0

Az atommagok csoportositasa :
Paros tomegszam és rendszam = I = 0 (12C, 160)

Paros tomegszam és paratlan rendszam
— I = egész szam (“N, °H, 10B)

Paratlan tomegszam = I = 1/2, 3/2, 5/2...stb
(1H’ 13C, 15N’ 31|:))

Masik lehetseges csoportositas NMR szempontbdl:
természetes eldfordulas szerint

Egy mag lehetséges spinallapotai (m)

m=1,(I-1),I-2),...,-I

m neve: magneses kvantumszam



A legfontosabb (és altalunk targyalt ) magok (1H, 13C,
15N, 31P) esetén I = 1/,, tehat

m — 1/2, '1/2

Ennek eredményeképpen csak két energiaszintet
kell figyelembe vennunk

Az atommagok tovabbi fontos paramétere az un.
magneses momentum (u), amelyet kifejezhetunk:

u=yIlhl2xn l

Ez egy vektormennyiség, amely megadja a mag altal
reprezentalt ,elemi magnes” iranyat és nagysagat, ahol

h a Planck konstans
v a giromagneses allandé, amely fugg a
mag anyagi mindségetaol.

Minden egyes mag magneses momentuma
(és természetesen giromagneses allandodja)
kulonbo6z6.



Egy spin energiaja egy polarizalo kulsé magneses térben ( B, )
a tér nagysagatol és a magneses momentumtol (u:) fugg.

A kulsé B, tér bekapcsolasakor a spinek energiaja felhasad.
Két energiaszint 1ép fel, a kulsé térrel paralell és antiparallel

allapot. Az energia a két vektor szorzatakent irhato le a kovet-
kez6képpen

0L:-}/hBO/47'|: EB:}’hBO/4TC

Az energiakulonbség a két nivo,
a. és B, kozott AE=yhB,/2=n l

Az energiakulonbseég a polarizald B, tértdl fugg. A nivok.
benépesitettsége AE fuggvénye, amit egy Boltzmann tipusu
eloszlasbol kiszamithatunk

A AE 'H esetén 400 MHz-en (B, =9.4T) 4 x 10 Kcal / mol.

*Az N, / Ngarany
csak 1.000064.

Tehat 2 000 064 spin esetén 1 000 000 van a fels6, 1 000 064
az also nivon, 0sszesen 64 a kulonbség!



Az NMR mérés erzékenysége
Az érzékenyseget befolyasolo6 tényezok:

- Giromagneses tényez0 ».(u, N, / Ny a tekercs magneses
fluxusa)

- Természetes el6fordulas
73C =6,728rad/ G

#H = 26,753 rad / G

13C mérés 64-szer érzéketlenebb a giromagneses
tenyezd értéke miatt

Amennyiben a temészetes el6fordulast °C (~1%) is
figyelembe vesszuk, 6400 —szer kevésbé érzékeny !

A rezonancia-frekvencia az energiakulonbseg ertékebdl
szamithato:

AE=hv,
vo=yB,/2n
AE=yhB,/2n

Az 'H magokra a jelenleg forgalmazott magnesek (2.35 —

23.49 T) esetén a rezonanciafrekvencia 100 MHz és 1.00
GHz kozotti értek.




Néhany fontos NMR- aktiv mag

Név Spin | Természetes Relativ Larmor frekvencia
elOfordulds | érzékenység I1.7T térer0d
(%) esetén (MHz)
1H 1/2 99.98 1 500.13
13C 1/2 1.07 1.76*10* 125.75
2H 1 0.015 1.45*106 76.77
3lp 1/2 100 6.6*102 161.97
23Na 3/2 100 9.25*1072 132.29
19F 1/2 100 8.22*101 470.59
10B 3 19.58 3.89*103 53.73
1B 3/2 8.42 1.33*101 160.46
14N 1 99.63 1.00*10-3 36.14
15N 1/2 0.37 3.85*10° 50,69
170 5/2 0.037 1.08*10° 67.80
29Gj 1/2 4.7 3.68*10* 99.36
195pt 1/2 33.8 3.36*10-3 107,51




Precesszio

V, értekébll adhatd meg a precesszo
sebessege, az un. Larmor frekvencia o,

®,=2nv, =| O, = yB, (radian) l

A precesszido magyarazata : minden mag (magneses és
nem-magneses) rendelkezik szégmomentummal ((Z)

A magokat mint kis magneseket 1}
kepzeljuk el, melyek tengelyuk
korul forognak

L
A magneses momentum vektorokra két eré hat a
polarizalé magneses térben

- B,, kényszeriti a tériranyba tortend beallast
- igyekeznek megtartani a szogmomentumot




* A precesszio ténye ellentmond annak a gyakori és pontatlan
megfogalmazasnak, hogy a ,spinek beallnak a B, térrel azo-

nos és ellentétes iranyba”. Nincsenek ,felfelé” és ,lefelé”
mutato spinek!

* A spinek a B, polarizal6 magneses tér bekapcsolasa utan

precesszids mozgast végeznek a spinallapotuknak megfelel6
szogben

: =L
—7 ==

A magneses momentum vektorokra (spinekre) tobb magneses
tér is hatast gyakorol. Legfontosabb az id6ben allandé kulsé
polarizal6 B, ter, amelynek kovetkezmeénye az o, szogsebes-
séggel létrejovo precesszio. Mas,a spinekre hato fluktualdé mag-

neses terek a molekularis anizotropiabdl és a kornyezet dipolus-
dipdlus kolcsonhatasaibdl szarmaznak.

« Akuls6, B, térrel azonos orientacioju spinek energiaszintje
alacsonyabb. A tér bekapcsolasa utan bizonyos iddvel kifejlodik
az eredd magnesezettség (M,), amely B, iranybe mutat.



Eredd magnesezettseg

*A mintat alkoto elemi magneses momentumok a B,
bekapcsolasa utan rendezettséget mutatnak. Ennek eredménye
az eredd magnesezettség megjelenése, melyet egy
koordinatarendszerben abrazolva érthetunk meg

1 z
D
X
> A magneses terrel parallel és
y% antiparallel beallasu vektorok
B, aranya N,/ Ng.

« Ha felbontjuk a p vektort a z and <xy>,komponensekre
V4 Y4
v v M
y
y
BO
17 a ¥4
X 0 Y,
Az ered6 magnesezettség a B, iranyaba

mutat, ezt hasznositjuk az NMR -benl




Gerjesztés az NMR spektroszkopiaban

* A minta B, polarizalé6 magneses térbe helyezésevel meg
nem kapunk NMR jelet. Ehhez az kell, hogy megvaltoztassuk
az energiaeloszlast, azaz gerjesszuk, idegen szoéval
perturbaljuk a rendszert.

* A méreshez arra van szuksegunk, hogy a rendszer energiat

nyeljen el (abszorpcid). A gerjesztd energiaforras egy valtakozo

aram altal kivaltott oszcillalé elektromagneses sugarzas

B

= C * cos (w,t)
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Gerjesztd (transzmitter) tekercs (y)

* Hogy képzeljuk el a linearis B, vektort, mint forgo teret?

Egy y iranyu vektor leirhatd, mint két, egymassal szemben
®, szogsebesseggel forgd oszcillalo tér (analdgia: fény)
y
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Az oszcillacio periddusai:
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» Egy pillanatban az érték zérus lesz...
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» Csak az egyik vektor forog az +®, korfrekvenciaval (az M,
precesszidjaval azonos iranyban) €s ez Iép kolcsonhatasba
a makroszkopikus magnesezettseg vektorral.



A B, tér és az M, vektor kolcsonhatasa

« Amennyiben a tekercsben a valtakoz6 aram frekvenciaja w,,
a megfelel6 vektor B, frekvencigja is ®,, létrejon a
rezonancia. A magneses tér és mintaban levé p magneses
momentumok kolcsonhatasa révén létrejovo forgatbnyomaték
hatasara a makroszkopikus magnesettseg vektor elfordul..
Az elfordulas az y tengely korul jon létre és ez az xy sikban
M,, transzverzalis magnesezettséget hoz létre
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» Mivel megvaltoztattuk az energianivok kozotti egyensulyi
( N, / Np) eloszlast, a rendszer energiat fog elnyelni azaz
abszorpcio torténik...
Mivel az egyes spinek a B, tér hatasa alatt tovabbra is
precesszios mozgast vegeznek, az M, transzverzalis mag-

nesezettség vektor ®, szogsebességgel forog a z tengely
korul



Az M,, magnesezettseg detektalasa

* Akulsé B, gerjeszto tér megszinese utan az M, vektor
megprobal a visszatérni a z tengely iranyaba, hogy visszaalljon
az eredeti N, / Ng. Ez a folyamat az tugynevezetn relaxacio.

* Az M, vektor visszateér a z tengely iranyaba az <xy> sikban
|étrejovo precesszio utjan:

egyensdly... Mo

> :

®
|\/|Xy 0

*Az M,, vektor oszcillacioja egy valtakozo magneses teret
gerjeszt, amely egy alkalmasan elhelyezett tekercsben aramot
indukal:

U el x )

o Mxy 0)0

aRY
vevétekercs (x) => NMR jel



Az NMR spektrométer

* Az NMR spektrométer alapvetden egy nagy és draga FM radio.

% Magnes

Rekorder
}J\"
A

NANN
VUVUV

‘l

| fJu \J ' /

* Magnes- Ma dontéen szupravezet6 magnesek.

* Frekvenciagenerator — ElGallitia az o, frekvenciat, amely
a B, teret indukalja. CW és pulzustechnika.

* Detektor - érzékeli a magnesezettseget az <xy>sikban

* Recorder - XY plotter, oszcilloszkop, szamitdgep, stb



NMR spektrométerek egykor és ma




Az NMR spektroszkopia jovoje




A kémiai eltolodas jelensege

« Ha minden magnak egy jellemz6 w, Larmor frekncigja van egy
adott magneses térben, mire j6 az NMR spektroszkdpia?

Minden egyes mag megérzi azt a kemiai kdrnyezetet, amely
befolyasolja a korulotte kialakulo effektiv magneses teret, mely
a polarizal6 és a helyi magneses tér egyuttes hatasara alakul
ki korulotte

G neve : magneses arnyékolas. A magneses arnyekolast

befolyasolja a szomszédos magok, csoportok jelenléte, az
elektronfelhd, azaz a molekulaban levd kotések, hibridallapot
stb.

Mindezek alapjan az etanol spektrumanak igy kellene kinézni:

Ho-CH.-CH.

low A high
fieIdIIIIIIIIIIIIIII L field

n
>

@,



Az etanol spektruma (kisérleti eredmény)

J. T. Arnold, S. S. Dharmatti, M. E. Packard, J. Chem.
Phys. 1951, 19, 507

_Jllul Ik‘. ,UI - _J'l |J IIUI ||l\__
T 1 S I
3.70 ppm 1.20 ppm
N I B B B B BN
5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0  ppm

Ve
1.00
N
~
2.00
N
—
3.00
e

BME, 1995



A kémiai eltolédas skala (5, ppm)

 Lehetne frekvencia skalat is alkalmazni. Nehézkes, mivel
B, Isokkal kisebb, mint B, a szamlalo viszonylag kicsil
(néhany szaz Hz), mig a nevezb nagy (szaz MHz).

« Egy relatiiv skalat hasznalunk, minden jelet egy belsd
standard vegyulet bizonyos jeléhez vonatkoztatva,.

ppm (parts per million)

* A skala elénye, hogy minden mlszeren mért eredmeény
osszehasonlithato.

« Altalanos belsé standard a tetrametilszildn
(TMS), mivel oldhato a legtébb CH4

oldészerben, semleges, konnyen .
’ ges, y H,C——Si—CH
eltavolithato és 12 ekvivalens H |

CH

3

és 4 ekvivalens 13C atomot tartalmaz 3

Mas skalak (t) és standardok (pl dioxan a 3C NMR
spektroszkopiaban) is ismeretesek, de ma mar nem
szabvanyos alkalmazasuk (IUPAC).

Kllsd standard csak szukseég esetén alkalmazando



Kémiai eltolodas skalak

* 1H, ~ 15 ppm:
Alkoholok, ketonok o
Aromas H protonjai
Amidok 4
Sav OH . e
Aldehidek [ Oleflxnek A“faf H
| ' ppm
15 10 ! 5 2
TMS
« 13C, ~ 220 ppm:
Aromas C,
k((e:t;)gok konjugalt alkének Alifas CH,,
I Olefinek CH,, CH
| ' ppm
210 150 100 80 50
T™MS
C=0 savak, Heteroatomhoz

aldehidek, észterek

kapcsolodo C



Allo és forgod koordinatarendszerek

» Az el6z6 példakban a vektorok mozgasat egy allé koordinata-
rendszerben szemléltik. Bizonyos jelenségeket azonban nehéz
lesz megfigyelni, ha a vizsgalat targya w,, szogsebességgel
forog. Ez vet fel a forgd koordinatarendszerek alkalmazasanak
szukségesseget.

* A megoldas az, ha a megfigyelést egy o, szogsebesseggel
forgo koordinatarendszerbdl figyeljuk. Most a B, tér hatasat
kikliszObolve vizsgalhatjuk a makroszkopikus magnesezettseg
mozgasat az <xy> sikban:

A 7 A 7
X / X
B Mxy ®, Mxy
°y y
allé koordinatarendszer forgé koordinatarendszer

 Ebben a kordinatarendszerben az M,y vektor nem valtozik,
ha mi is @ szogsebességgel forgunk (rezonancia, B,
szogsebessége m,). Amennyiben a mi forgassebességunk
csak kicsit tér el, (off-rezonancia) a vektor mozgasa meg
kovethet6



Szingulett jel forgo koordinatarendszerben

» Csak az <xy> sikban torténé valtozasokat vizsgaljuk.
Amennyiben jel o, frekvenciaval forog, id6ben nem lesz
semmilyen valtozas

y

N e,
NP

N

* Amennyiben off-rezonancia helyzetben vagyunk, (o - o, # 0),
az M,, vektor idoben valtozik. Az elterés szoge az eltelt idovel
€s a szogsebesseég-kulonbseggel lesz aranyos.

NI

¢:(0)-0)0)*t



Csatolasi allandok

» Egy mag spinallapotait befolyasolhatja a szomszédos spinek
energiaallapota, mely kolcsonos. Ez a jelenség a csatolas.
A csatolas legtipikusabb esete a molekula elektronfelh6jének
kOzvetitésével jon létre — a kotésen keresztll.

1
H
lH lH
— 13— \_/ Harom kotés
Egy kotés , \

*Energiaszintek: Mindegyik spin nivojan tovabbi felhasadas

eészlelhet6
J (Hz)
f‘l—l‘\B.Bs -

» A felhasadas nagysaga a csatolasi allandé, (J) melyet Hz.-
ben mérink. Nem flgg a magneses térerotél! A csatolasi kép
és a csatolasi allandé a kémiai szerkezet meghatarozasanak
alapvet6 eszkoze



Csatolasok forgo koordinatarendszerben

Vizsgaljuk meg rezonancia-helyzetben (B, szogsebessége
®,). az S spinnel csatold | spin viselkedését az <xy> sikban

A helyzet hasonlit a kémiai eltolodas iddbeli valtozasanak
leirasahoz. Jelen esetben, miutan a spinnek két uj energia-
allapota jon létre, két egymassal szemben forgd vektorunk
van. ldobeli valtozasuk a csatolasi allando, J, és nem ®,
flggveénye




CW (continuous wave) spektrumfelvetel

» Szinte csak torténeti jelentésége van, kétdimenzids spektru-
mokat nem lehet igy késziteni.
Az elv ugyanaz, melyet gyakran alkalmaztak mas spektrosz-
képiai modszerek (UV, IR) soran. Folyamatosan valtoztatjuk
a frekvenciat (vagy a magneses teret, mely egyenértékd,
o =y B), és rogzitjuk a ktlonbozo frekvenciakon generalt M,
ertekeket.

o, vagy B,

) -

T

\0)0 or B,

v

time

« Bar a frekvenciat valtoztatjuk, id6fuggb jelenségek is
észlelhetbek (ringing)



Fourier transzformacio

* Ma szinte minden NMR spektromeéter ezen az elven mukodik.

» Egy hangszer ,sajatfrekvenciajanak” meghatarozasa.
a) rezonanciapartner frekvenciajanak lépetése (CW)
b) szélessavu gerjesztés és a jel idéfliggésének vizsgalata

* RF pulzus : az 0sszes lehetséges frekvenciat tartalmazza

* Az NMR detektor jele: intenzitas-id6 fuggveny. Mi intenzitas-
frekvencia fuggvenyt tudunk ertékelni, szamunkra ez hordozza
a hasznos informaciot. Az idéfuggvénybdl a kivant frekvencia-
fuggvényt a Fourier transzformacio segitségével nyerjuk.
Frekvenciafuggvénybdl idéfuggvényt inverz Fourier transz-

formacié segitségével kaphatunk.

-

S(w) = _[ S(¢) e d¢

S(@#) = (1/2w) j S(®) e'* de

Pulzustechnika + Fourier transzformacio = az NMR mérés-
technika forradalmi meguijitasa — Ernst, 1965



Jean Baptiste
Joseph Fourier

Richard Ernst




Nuclear Induction

F. Heoom, W, W, [lawses, awn Maptin MPacEsmn
Sexmford ['nzperacly, Staxforsd Underrsidy, Csdifornia
Jarvmary 19. 194D

HE nuclear magnetic moments of a substance in a

constant magnetic field would be expected to give
rise to a emall paramagnetic polarizaton, provided thermal
equilibrium be established, or at least approached. By
superposing on the constant Geld (3 direction ) an oscillating
magnetic field in the £ direction, the polarization, originally
parallel to the constant held, will be forced to precess
about thar held with a latitude which decreases as the
lrequency of the cscillating field approaches the Larmor
frequency. For frequencies near this magnetic resonance
frequency one can, therefore, expect an oscillating induced
voltage in a pick-up coil with axis parallel o the ¥ direction.
Simple calculation shows that with reasonable apparatus
dimensions the signal power from the pick-up coil will be
substantially larger than the thermal nodse power in a
practicable frequency band.

We have established this new effect using water at room
temperature and observing the signal induced in a ool by
the rotation of the proton maments. In some of the experi-
ments paramagnetic catalysts were used to accelerate the
establishment of thermal equilibriam.

By wse of conventional radio vechnigques the indweed
voltage was observed to produce the expected pattern on an
mmcllograph screen. Measurements at two frequencies e
showed the effect to occur at values 5 of the z field such
that the ratio Hf» had the same valuee. Within our experi-
mental error this ratio agreed with the g value for protons,
as determined by Kellogg, Rabi, Ramsey, and Zacharias,

We have thought of various investigations in which this
effect can be uwsed fruitfully. A detailed account will be
pubdizhed in the near future,

1T. M. B. , 1. I. Ralw, M. F."Famssy, and J. K. facharias,
Fhys, Hey, 56, 738 (1939],



Resonance Absorption by Nuclear Magnetic
Moments in a Solid

E. M. PurceLL, H. C. TorreEy. aND R, V. PounD*

Radiation Laboralory, Massachuseils Institute of Technology,
Cambridge, Massachuselis

December 24, 1945

IN the well-known magnetic resonance method for the
determination of nuclear magnetic moments by mo-
lecular beams,' transitions are induced between energy
levels which correspond to different orientations of the
nuclear spin in a strong, constant, applied magnetic field.
We have observed the absorption of radiofrequency energy,
due to such transitions, in a selid material (paraffin) con-
taining protons. In this case there are two levels, the
separation of which corresponds to a frequency, », near 30
megacycles/sec., at the magnetic field strength, H, used in
our experiment, according to the relation hv=2uf. Al-
though the difference in population of the two levels is very
slight at room temperature (iv/k7T~10 %), the number of
nuclei taking part is so large that a measurable effect is to
be expected providing thermal equilibrium can be estab-
lished. If one assumes that the only local fields of impor-
tance are caused by the moments of neighboring nuclei, one
can show that the imaginary part of the magnetic permea-
bility, at resonance, should be of the order ke/RT. The
absence from this expression of the nuclear moment and the
internuclear distance is explained by the fact that the
influence of these factors upon absorption cross sectivn per
nucleus and density of nuclei is just cancelled by their
influence on the width of the observed resonance.
A crucial question concerns the time required for the
cstablishment of thermal equilibrium between spins and



Felix Bloch

Edward Purcell




Egyszeru hullamfuggvények Fourier parjai

A Fourier transzformacio egyszerl fuggvények esetében
matematikai uton elvégezhet6

«CcOoS(m*t)

» A koszinuszfiggvények Fourier transzformaltjai abszorpciés,
jelek, mig a szinuszfliggveények diszperzios jeleket eredme-
nyeznek. Ezeknek a spektrum fazisanak korrekcidja soran van
fontos szerepuk. A spektrum mérésekor az un. quadratikus

detektalas soran is figyelembe vesszuk ezeket a torvényszera-
ségeket.



Pulzusok

A radiofrekvencias impulzus egy hullamfuggvény (koszinusz)
és egy ugrasfuggveny kombinacioja

sin(t
FT: 1 ahol o, = 1 (o)

V. sinc(t,w)
t,o

*Az impulzus idében vizsgalva idealis esetben egy négyszog-
fuggveny. Hogy milyen frekvenciakat tud gerjeszteni, Fourier
transzformacioval vizsgalhatjuk

Il
—

* Az eredmeény egy olyan jel, melynek kozepe w, €s mindkét
iranyban széles frekvenciatartomanyt olel fel. A pulzus id6tarta-
matol figgben ezek tartomanyok lehetnek szélesebbek (rovid
t,) vagy keskenyebbek (hosszabb t;). focl/t!




Pulzus szélesseg és pulzusszog

* A pulzusszélesség nemcsak az alkalmazott frekvenciatarto-
mannyal (spektrum szélesség) kapcsolatos, de egyben azt is
megmutatja, hogy a gerjeszto B, tér meddig hat a spinekre.
Ez alatt az id0 alatt képes az M, makroszkopikus magnese-
zettség vektorra forgatdnyomatékot kifejteni:

* Az, hogy egy adott hosszusagu impulzus mekkora szogU
eltéritést okoz, fligg az adott magtol és nem utolsésorban
az adott berendezéstdl, mérészondatdl. igy az eltérités
mertéketdl (szogetdl) fuggden beszélhetunk wt / 4 (45°),
/2 (90°), m (180°) stb. pulzusokral.



Legismertebb pulzusok

A legtobbszor és leggyakrabban alkalmazott a &/ 2 pulzus,
mivel egy ilyen pulzus segitségevel tudjuk a magnese-
zettseéget a lehet6 legnagyobb mértékben az <xy> sikba
forditani, igy a lehetd legnagyobb jelet nyerni.

0 y /2 y
> [mm)

M,y

y y

Igen fontos és gyakran alkalmazott a = pulzus, melynek az a
hatasa , hogy megforditja a nivok benépesitettséget,
.invertalja” a makroszkopikus magnesezettseg vektort.

Jelet nem eredményez.

Z 4 7
M
° X T [ X
-M
y y ©

Ezeket az impulzusokat a legtobb spektrométeren kalibralas
utan tetszés szerint meg tudjuk valdsitani.




Szabad indukcio lecsengeés (FID)

* A hasznos NMR jel az <xy> sikban elhelyezett vevitekercsben
megjelend, a precesszald magnesezettség altal indukalt aram.

* Az eredd magnesezettseg relaxacio altal visszater az
egyensulyi allapotba. A vevétekercs egy csillapitott
koszinuszflggvenyt detektal. (amennyiben egyetlen rezonan-
ciafrekvencia van - a spektrum egy jelbdl all)

Mxy\\

) —

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr
rrrrrrrr

xy 1\
0-o,>0




FID és Fourier transzformacio

A valosagban akar tobb szaz kulonbozo spin is alkothatja
mintankat, igy a valaszfuggveny is bonyolult, mi ezeknek a
kombinaciojat észleljuk a detektorban. Ez a szabad indukcié
csOkkenés vagy Free Induction Decay (FID):

« Ennek Fourier transzformaltja a spektrum

[




Adatgyuljtés

A detektor valaszfluggvénye, az FID értékelésre alkalmatlan.
Azonban a Fourier transzformacioét is csak akkor tudjuk
elvégezni, ha a detektor jelen el6szor egy analog-digitalis
konverziot hajtunk végre. Ahhoz, hogy egy periodikus fugg-
vényt alkalmas moédon alakitsunk digitalis formaba, nagyon
fontos tényezb a mintavételezés gyakorisaga. Az un.
Nyquist elmélet szerint a mintavételezés frekvenciaja

a vizsgalt frekvenciacsomag leggyorsabb komponensének
minimalisan a kétszerese kell, hogy legyen

SR=1/(2*SW) l

A lényeg, hogy a mintavetelezesbdl egyetlen periodus
sem maradhat ki !

Amennyiben ilyen mégis megtorténik, hibas fazisu jel kerul
a FID-be, amely a Fourier transzformacio utan sem korrigal-
hatd a fazis beallitasa soran (visszahajtas, backfold)



Kvadratikus detektalas

Tortenetileg az els6 méréseket ugy végeztek el, hogy a B,

vivofrekvencia nagyobb volt, mint barmely mas meérhet6 rezo-
nanciafrekvencia. Igy elkerulhetd volt az, hogy a FID a vivéfrek-
vencianal nagyobb frekvenciaju jeleket tartalmazzon

carrier

| J

* A modszer két nehézsége
a) a vivofrekvenciatdl tavoli jelek gerjesztése kisebb meérteki
b) a zaj a spektrum kulonbozd részein eltérd sullyal
szerepelhet
Mindezt figyelembe véve, a legalkalmasabb hely a vivofrek-
vencia szamara a spektrum kozepe:

carrier

J

[ T A DT




Kvadratikus detektalas

Hogyan lehet megallapitani, hogy melyik frekvenciaju jel halad
gyorsabban és melyik lassabban, mint a vivéfrekvencia?

Otlet : Alkalmazzunk két, egymashoz képest 90°-al eltolt vevs-
tekercset !

PH=0
—
\ S F
\1s
i \\ = //F i
T
o \
O \\\ /// \\ \\\ // \\
Y / A \ / A
! F \ / \‘-\ S \ / \\
I \ .J'I! \\ / \\ I! \\ / /
R N/ \ / \ / \ /
N/ N4 N/ N4
/N ™ SN 4
8 /N // \ / \ /
1 / \\ // \ // \ /
T © \ o/ \ S \/
al / \ N/ N/
N/ \ \_/ \_/

A F(aster) jel fazisa ellentétes a S(lower) jelének és igy
a szamitogep kepes lesz kivalasztani ket



Adatfeldolgozas, szorzéfuggvenyek

A jel digitalizalt formaban a szamitégépben tarolhato.

A FID informaciotartalma az adatgyujtés folyaman csokken.
Ahogy M,, magnesezettseg csokken, egyre tobb es tobb
zajt detektalunk.

Jel + zaj... za|

A e
- N -~ N

* A zaj nagyfrekvenciaju, véletlenszeri jelenség. Az FID FT
el6tti alkalmas fuggvényekkel valé szorzasaval a spektrum
zajos alapvonala ,simithatd”




Adatfeldolgozas, szorzofuggvenyek

Legalkalmasabb egy exponencialis szorzofuggveny,
melynek matematikai alakja:

Ft)=1*e-(LB*t) -vagy- F({t)=1*e-(t/7)

 Eredmény: a frekvenciafligg6é adatfuggveny konvolucioja az
id6ben csokkend exponencialis fuggveny Fourier-transzfor-
maltjaval. A szorzofuggveény Fourier-transzformaltja egy un.
Lorentz fuggveény.

* Az LB paraméter értékének (el6jelének) valtoztatasaval a
jel-zaj viszony, illetve a felbontas valtoztathaté az adott célnak
megfelelden.



Jel/zaj viszony vagy felbontas javitas
Az exponencialis szorzéfuggveny kitevéjétdl fuggden jel/zaj

viszony vagy felbontas javitas érhet6 el ( a masik paraméter
némi romlasa aran)

LB = 50Hz \ LB =-1.0 Hz

MM




Egyéb ismert szorzéfuggvények

» Gauss/Lorentz: Felbontast javit, nem rontja az érzékenyseget
annyira, mint az exponencialis modszer.

[F(t):e-(t*LB+0‘2t2/2)}

» Hanning: A felbontas/érzékenység arany varialhato

[F(t) =05+05*cos(=wt/ Unax )}

» A megfeleld szorzéfuggveény kivalasztasa a kisérleti céltol fugg.
Utdlag, a méréstdl fuggetlenul is varialhato



Adat méret és zérustoltés

* A FID fontos jellemzdje, hogy hany adatpontbdl (SI) all.
Az adatgyujtés soran figyelembe kell venni, hogy
a) mekkora a spektrumszélesség
b) mennyi a gyujtési (akvizicios) iddl

* Régebben a szamitdogépes memoria jelentett szigoru
korlatot, kis memodria esetén csak rovid gyujtési ido allt
rendelkezésre

« Ma mar nem ez a korlat, de :
a) a pontok szamanak novelése szukségtelenul noveli a
meresi idot
b) a relaxacié miatt a FID késébb begyjtott pontjai mar
gyengébb minéségl informacioét tartalmaznak

» Fontos paraméter a digitalis felbontas (DR) amely a spektrum
felvételére szant adathalmazt jellemzi

DR — digitalis felbontas (Hz/pont)
DR =SW/ Sl SW - spektrumszélesség
S| — adatpontok szama

» Példaul ha SW 5 KHz és a FID of 16K, a digitalis felbontas
ertéke 0.305 Hz/point.

* Nagy spektrumszélesség (SW) és kis adatpontszam esetén
(Sl ) az elért felbontassal esetleg nem nem tudunk észlelni
kalonallo jeleket.



Zeérustoltés

 Cél: a digitalis felbontas javitasa, az adatpontok szamanak
novelése a mintavételi idé novelése neélkul
megoldasi lehetbseég : zérustoltes

» Az adatpontok szama jellemzden 2" pl 8K, 16K, 32K, stb
Az adatpontokhoz FT el6tt 2" szamu, zérus értek( pontot
adunk

8K adat 8K zérustoltés

A

8K FID 16K FID

* Ily médon novelhet6 a pont / Hz viszony, és sok esetben
javithatod a spektrum mindsége.



Relaxacio, relaxacios jelensegek

* Relaxacio : a spinrendszer gerjesztése utan visszaall
az eredeti, Boltzmann egyenlet szerinti allapot
(nivok benépesitettsége). Az eredeti allapot eléerése kétféle
mechanizmus szerint torténhet:

Longitudinalis vagy spin-racs relaxacio (T,):

* A magnesezettség z iranyu komponensének M

(M,) visszaépulése ’

v

- Energiatadas a kornyezetnek (racs)
hbéenergia formajaban. y
(gyakorlatilag nincs hdmérséklet emelkedés)

- Dipolaris kolcsonhatas mas spinekkel, az oldatban jelenlevé,
paramagneses reészecskékkel

A

Z
Transzverzalis vagy spin-spin relaxacio (T,):

v

« A magnesezettseg <xy> iranyu

komponensének (M,,) eltinese y
Xy

- Spin-spin kolcsdnhatasok (J)
eredmenyekeppen M, eltinik (defazisolas)

- A magneses ter inhomogenitasa hasonlo kovetkezmeényekkel jar
T,>T,

* Ha nem lenne relaxacio, nem lenne lehetséges az akkumulacio
sem! (telitédés)



A Bloch egyenletek

* A magneses tér kolcsonhatasba kerul a magnesezetseqi
vektorral és a létrejové forgatonyomaték azt elforditja..
Eddig a B, tér hatasat az <xy> sikban, az M, makroszkopikus
magnesezettseget pedig a z tengely mentén vizsgaltuk.
A Bloch egyenletek altalanos leirast adnak az M vektor minden
komponensének id6beli valtozasaira.

dM,(t) /dt =y [ M,(t) * B, - M,() *B, ] - M, (1) / T,

dM,(t) / dt =y [ M,(t) * B, - M () * B, ] - M,(t) / T,

dM,(t) / dt =y [ M, (1) * B, - M(t) * B, ] - (M,(t) - M, ) / T,

A részletek megismerése nélkul is lathato, hogy :
- a giromagneses tényez0 ( y ) szerepe lényeges
- az M magnesezettségi vektor egyik térbeli komponensének
mozgasa sem fuggetlen a masik iranyu komponenseétal
- két fontos idballando (relaxacios idd) is szerepet jatszik
Ezeknek a differencialegyenleteknek megoldasa pl. egy
adott rezonanciafrekvencian, m/2 pulzus utan:

-

Mx(t) = I\/Io * COS( O)efft ) e’ t/ T2

My(t):Mo*Sin(O)efft)*e_t/Tz — g = @ - ®

M) =M, *(1-e t/T1)




A Bloch egyenletek

» Az egyenletek grafikus megoldasa:

Mx(t) = |\/Io * COS( (’)efft ) *e -t/TZ '
/\ /\ 4 /H“\\. T

\/ \/3' N 5 : —
M,(t) = M, * Sin( ot ) *e "t/ T2 '

ANV

\/ \/ Y7 s —— 3 z
M,(t) =M, *(1-e "t/ T1) '

1 z z 4 5 £ 7 g

» Ezekbdl az egyenletekbdl pl. levezethetd, hogy a legjobb LB
faktor érteke 1/ T,...



Nuklearis Overhauser Effektus (NOE)

» A NOE effektus tkp. egy olyan folyamat, amely soran a
rendszer, ill. egy adott spin, energiat képes leadni. llymodon,
bizonyos fokig a relaxacios jelenségekhez hasonlé.

Alapvet6en két spin kozotti energiacserérdl van szo, amelyek
skalarisan nem csatolnak (J,s = 0), de dipolaris kélcsénhatas-
ba kerulnek egymassal. A NOE jelenséget a spektrumokban
azaltal észleljuk, hogy bizonyos jelek intenzitasa megnd,
amennyiben az egyensuly (egyes nivok benépesitettsége)

a kozelében megvaltozik. Egy két - spin rendszer esetében az
energiadiagram igy abrazolhato:

! B BS ()
Wy, WlS
in|s \
() o35 W 7 PBiog (%)
Wois !
W st 7 Wy,

l

* W az atmeneti valosziniség. Az egyensulyi allapotbdl a Wi,
és W,s atmenetek, amelyek egyszeres kvantum atmenetek
johetnek létre.

*W,s és W, - zérus és kettés kvantum atmenetek, elvileg
tiltottak, a gyakorlatban kicsi a valoszintséguk.



Nuklearis Overhauser Effektus (NOE)

« AW, és W, atmeneteket befolyasolja a spin-racs vagy
longitudinalis relaxacio.

* Belathato, hogy a dipolaris kolcsonhatas okozta relaxacio
olyan frekvenciakon johet létre, amelyek kozeliek az @ =y * B,
egyenlet altal meghatarozott frekvenciakhoz. Ezek lehetnek
molekularis mozgasok (pl. forgas) és utkozések..

« Ha most telitjuk az S spin atmeneteit, akkor energianivoi
egyenl6ek lesznek és igy a nivok betoltottsége is azonos lesz

BiBs (*)

WlS

7 Bios ()
Wi,

/

I 0°|0Cs (***)

* Ezek utan nem johetnek letre a W, atmenetek, hiszen a
a nivok kozott nincs energiakulonbseg. Az S spinek relaxaci-
Ojara csak a W,gses W, s atmenetek kozotti energiacsere
biztosit lehetbséget.

* Az S spin ezen relaxacios folyamatai az | spin atmeneteit
is befolyasoljak. A W, atmenet az | spin atmeneteihez tartoz6
jelen intenzitas novekedest, mig a W, g intenzitas csokkenést

idéz elo.



Nuklearis Overhauser Effektus (NOE)

« AW, s or W,,s atmeneteket kozvetlenul detektalni nem tudjuk,
azonban befolyasoljak a spinrendszer relaxaciojanak lehetbse-
geit. Az egyik lehet6ség akkor lép fel, ha az atmenet gyakori-
saga kétszerese az o frekvencianak, a masik akkor, ha ez a
gyakorisag kozel al a zérushoz. Az egyik akkor all fenn, ha a
molekulank mozgekony, a masik ha nagyon lassan mozog.

A jelintenzitas valtozasat az un. Solomon egyenlet irja le,
és ennek alapjan t6bb bonyolultnak tind 6sszefuggés érthetd-
vé valik

/
WZIS B WOIS

n=y/vs*

2*Wig+ Wys+ Wyg

1) Ha a molekulank gyorsan mozog (a legtobb szerves vegyu-
let ilyen) akkor az egyik spin telitése kovetkeztében a
kettés kvantum atmenetek dominalnak, és ekkor a masik
spin jelén mért maximalis névekedés y,/ys. Pl.:az 'H
jelek telitése soran (szélessavu protonlecsatolas) a 13C
jeleken meért maximalis nOvekedés elvileg ~ 4 szeres

2) Ha a molekula mozgasa lomha (pl egy fehérje esetében),
akkor a W, atmenet dominal, a maximalis NOE ertekek
nagysaga - v,/ ys. Ha H - 1H NOE effektusokat szeretnénk
mérni, az elméleti novekedés ~ -1



Nuklearis Overhauser Effektus (NOE)

» Az el6bbi elméleti okfejtést részben gyengiti az a tény, hogy
a relaxacio nemcsak dipol-dipdl kolcsonhatasi mechanizmus
szerint jatszodhat le.

* Mi torténik a kozépmezdnyben?

* A lehet6ségek szambavételhez két paraméter egyuttes hatasat
célszeri figyelembe venni, egyik a spinrendszer rezonancia-
frekvenciaja, masik a molekula mozgékonysaga, az un. kor-
relacios idé ..

* ® * 1, << 1 — A molekula gyorsan mozog és pozitiv intenzitas-
valtozasokat észlelunk.
extréem keskenyedési tartomany
(kis molekulak, alacsony viszkozitasu oldatok)

*o * 1. >>1- Amolekula lomha mozgasu, negativ jelintenzitas-
valtozasokat észlelhetlnk
diffazios hatar
(fehérjék, viszkdzus oldatok)

o * 1., =1 - Kozeptartomany, lehetnek olyan helyzetek, hogy
a mért NOE kozelit a zérushoz. Kozepes mole-
kulak esetén az alkalmazott térerd ,,o0kos” meg-
valasztasa nagyon lényeges lehet. Most nem
biztos, hogy a B, novelése a jo megoldas!



1D Pulzusszekvenciak

Az NMR kisérletek épitéelemei. Egy kisérlet a szekvencia

tobbszori (sokszori) ismétlésebdl épll fel. A legegyszeribb
1-pulzusos kisérlet

Vektorabran

y4

X
' pulzus

adatgyjtés

Sematikusan jelolve

90, 90

A pulzusnak ,ranya” is van, hasznalhatunk 90, vagy 90
pulzusokat. A gyakorlatban az tobb ado-, illetve vevé-

tekercset helyeznek el 90°-onkét, ezeket felvaltva hasznaljak
(kereszttekercses elrendezés)



Inverzio visszaallas

* Spin-racs relaxacios ido6 (T,)
Ertéke a molekulan beliili lokalis mozgékonyséagra jellemzé.
Kozvetlenul a FID-bdl, illetve a spektrumbdl nem hatarozhato
meg.

A kovetkez0 pulzusszekvenciaval tudjuk megmeérni :

180y (vagy x) 9Oy
==
* At pulzus utan
Z A 7
X 180y (vagy x) X th
> — p - --- >
y y

* Megkezd6dik az egyensuly visszallasa, a (T,) relaxagios ido
altal meghatarozott sebességgel. Kulonb6z6 t,varakozasi id6
utan egy ujabb 90°-os pulzussal tudjuk ,kiolvasni” a magnese-
zettség aktualis értékét



Inverzio visszaallas

ty,=0 R
x 90, X FT
y y
tD > O A
x 90, X FT
y y
tp>>0 R
x 90, X FT
y y




Inverzio visszaallas
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» Ennek linearizalasaval T, kiszamithato.



Relaxacios idd és molekulaszerkezet

0.84 0.77
31 22 16 11 —A—— —— 065
HaC— CHy— CHy— CHy— CHy— CHy— CHy— CH,— CH,— CH,OH

gyors mozgas » lassl mozgas

mozgékony
oldallanc

0.67

1.5

3pB-Cl-koleszt-5-én

1.5
0.25

0.3 0.44 g 23

0.23

Cl (CH ~ 0.5; CH, ~ 0.25, merev vaz)

0.27



Inverzio visszaallas alkalmazasa - WEFT

Az intenzitas-idd (ty), 6sszefuggés

)=l *(1-2%e "t/ T1)

4

>

recovery time, t

E /tnull

recovery time, t (s)



Inverzio visszaallas alkalmazasa - WEFT

Tou=T4INn2

> ]
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Eltéré relaxacios id6k (eltéré6 mozgekonysag) egy €lo
(vagy valamikor élt) szervezetben:

-Vér (sejtnedv) alkoté vizmolekula
-Fehérjek altal bezart vizmolekula

-Gélstrukturaban (membran) résztvevd vizmolekula

-Fizikailag adszorbealt vizmolekula




Magneses tergradiens

» Eddig homogén polarizalé6 magneses térben vegzett kiser-
letekkel foglalkoztunk (és dontéen a jovOben is igy lesz),
mivel a legjobb felbontas és jel/zaj viszony ilyen korulmények
kozott erhet6 el. Egy ismert flggveny szerint valtozo B, ter
azonban szintén hasznos lehet.

* Vizsgaljunk meg pl. egy, a zZ tengely mentén linearisan
valtozo B teret, azaz alkalmazzunk egy z- gradienst, (G,)
egy viz mintan. Belathato, hogy a z tengely kulonb6z6
helyein levd vizmolekulak rezonanciafrekvenciajat kulon-
bozonek fogjuk meérni, hiszen 6 «c y (B,+ G,)):

¢ C

A A A A A A A A A A K %k

o — d—

A jel nagysaga a mintatomeggel aranyos lesz



Magneses tergradiens

Térgradiensek alkalmazasa a minta képalkotasaban: ha a
felvétel alatt térgradienst (gradienseket) alkalmazunk, a
kilonb6z6 pozicidkban levd spinek kulonbozd frekvencianal
jelentkeznek, a spektrum az ,edény” alakjat fogja tukrozni.
Ez lehetéseget nyujt a egyes spinek térbeli helyzetének
kodolasara. (Magnetic Resonance Imaging)

® (H:z)

BO+ GZ

Kulonbozdb iranyu gradiensekkel ,megjeldlhetunk™ adott
spineket, megfigyelhetjuk viselkedésuket (idoben,vagy pl.
a rajuk gyakorolt pulzusok hatasat), majd ,dekddolas” utan
azonosithatjuk ezeket.

Térgradiensek alkalmazasaval a magneses térben torténd
viselkedésuk szerint egyes spineket kiszlrhetunk, illetve
szelektiven megjelenithetunk a spektrumban.

Megtehetjuk pl., hogy azt vizsgaljuk, hogy a térbeli
elhelyezkedéstdl fuggben, hogyan valtozik a relaxacios idd.
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Normal
25 years old

Normal
86 years old

Alzheimer’'s Disease
78 years old
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Tovabbi hasznositasi lehetoségek

A fozési ido hatasa a spagettire
(Mikor ,,al dente?”)

1) Szaraz allapot

2) 1 perc fozés

3) 3 perc fozés

4)5 perc fozés

5) 10 perc fozés

Patient  nestle (id=unknown, study=1) Study - Scan 211 Image 1A
e | magge Display




Spin visszhang

* Elvileg a T, relaxacios id6 meghatarozasahoz elegendd a
FID ,burkolégorbéjének™ matematikai analizise, vagy az
NMR jel felértekszelességének ismerete, mivel a jel a M,,,
sikban tortend csokkenése csak a transzverzalis relaxacio
kovetkezmenye. A gyakorlatban azonban az M, sikban
tortend intenzitas csokkenest okoz a B tér inhomogenitasa
is. A fenti mdédon meghatarozott relaxacios paramétert T,*.
relaxacios idonek hivjak. A T, valddi értékenek meghataroza-
sahoz a spin visszhang jelenséget hasznositjuk.

» Az alkalmazott pulzusszekvencia a kovetkezs::

90, 180y (or x)

«— tD_’ «— tD—>>

* A spin visszhang az els6, meég az FT-NMR feltalalasa el6tt
kifejlesztett pulzusszekvencia. A T, mérésére ma is alkal-
mazzak egy tokéletesitett verzidjat. (CPMG).

Masfeldl, a spin visszhang szamos tovabbi, osszetett pulzus-
szekvencia epitéeleme, ahol a magnesezetteseg M,,
komponensének refokuszalasa (ujrafokuszalasa) szikseges.
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Spin Echoes*t

E. L. Haunt
Physics Department, Universily of Illinois, Urbana, Illinois
(Received May 22, 1950)

Intense radiofrequency power in the form of pulses is applied to an ensemble of spins in a liquid placed in
a large static magnetic field H; The frequency of the pulsed r-f power satisfies the condition for nuclear
magnetic resonance, and the pulses last for times which are short compared with the time in which the
nutating macroscopic magnetic moment of the entire spin ensemble can decay. After removal of the pulses
a non-equilibrium configuration of isochromatic macroscopic moments remains in which the moment vectors
precess freely. Each moment vector has a magnitude at a given precession frequency which is determined by
the distribution of Larmor frequencies imposed upon the ensemble by inhomogeneities in Hy. At times de-
termined by pulse sequences applied in the past the constructive interference of these moment vectors gives
rise to observable spontaneous nuclear induction signals. The properties and underlying principles of these
spin echo signals are discussed with use of the Bloch theory. Relaxation times are measured directly and ac
curately from the measurement of echo amplitudes, An analysis includes the effect on relaxation measure-
ments of the self-diffusion of liquid molecules which contain resonant nuclei. Preliminary studies are made
of several effects associated with spin echoes, including the observed shifts in magnetic resonance frequency
of spins due to magnetic shielding of nuclei contained in moleculés,

Fic. 3. Multiple exposures of proton echoes in a water solution
of Fe(NOyg); (2.5X 10" Fe*** jons/cc). The faint vertical traces
indicate paired pulses which are applied at time intervals >T,,
with the first pulse of each pair occurring at the same initial
position on the sweep. For each pulse pair the interval r is in-
creased by 1/300 sec. The echoes are spaced 2/300 sec. apart
and the measured decay time constant of the echo envelope gives
T2=0.014 sec.



Spin visszhang

* Nézzuk meg, mi tortenik a 90°, pulzus utan:
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Spin visszhang




Spin visszhang — t, méres

* Ha az NMR jelet kozvetlenul a visszhang utan detektaljuk,
a Fourier transzformalt jel intenzitasa csak a T, relaxacios id6
fuggvénye lesz és nem befolyasolja a B, tér inhomogenitasa.
Ha a kisérletet kulonboz0 t, varakozasi idok mellett végezzuk
el, és az intenzitast a t, fuggvényében abrazoljuk, egy
exponencialis fuggvenyt kapunk, melynek analizisével a T,
relaxacios idét megkapjuk
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