Bioanalytik Praktikum: NMR Kleine Molekiile

Bestimmung der Primarstruktur kleiner Molektle mittels
1D-NMR-Spektroskopie

Zusammenfassung

Mit Hilfe von 1D 'H- und C-NMR-Spektren und gegebener molarer Masse wird die
Primarstruktur zweier unbekannter Molekile bestimmt. Dabei werden Informationen aus
J-Kopplung und chemischer Verschiebung genutzt.

Das Spektrometer hat eine Protonenresonanzfrequenz von 400 MHz. Dieser Versuch baut auf
dem Versuch ,NMR Einfuhrung“ auf. Die dabei erlernten Grundlagen, insbesondere zur

Bedienung des Spektrometers, werden daher als bekannt vorausgesetzt.

1 Theorie

1.1 Chemische Verschiebung
Die priméare Information, welche die NMR-Spektroskopie in Flissigkeiten liefert, ist die
Resonanzfrequenz der einzelnen Kerne, die sogenannte Larmorfrequenz v. Die
Larmorfrequenz ist direkt proportional zum &uf3eren Magnetfeld Bo.
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y: gyromagnetisches Verhaltnis
Am Ort des Kerns wirkt allerdings nicht nur das aufl3ere Magnetfeld. Die Elektronen, welche in
einem Molekil den Kern umgeben, erzeugen ein schwaches Magnetfeld und schirmen den
Kern geringfugig ab. Somit wirkt am Kernort in der Regel ein schwacheres Magnetfeld Bes als
das angelegte Magnetfeld Bo.
Besr = By — 0By 2

Ein Mal3 fir die Starke dieses Effekts ist die Abschirmkonstante o, welche zu einem groRRen
Teil von der Elektronenhille des Kerns bestimmt wird. Die Ladungsdichte, und somit die
Abschirmung des Kerns, kann durch induktive und mesomere Effekte von der chemischen
Umgebung beeinflusst werden. Dabei verringern Substituenten mit hoher Elektronegativitat
die Abschirmung, indem sie die Elektronendichte bei dem betrachteten Kern verringern,
wohingegen elektropositive Substituenten die Abschirmung durch eine Erhdéhung der

Elektronendichte verstarken. Des Weiteren wird die Abschirmkonstante durch die magnetische
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Anisotropie von Nachbargruppen, Ringstromeffekte, elektrische Feldeffekte und
intermolekulare Wechselwirkungen wie Wasserstoffbriicken oder Losungsmitteleffekte
beeinflusst. So kann man fir die organische Chemie einfache Regeln aufstellen, mit deren
Hilfe sich die einzelnen Atome in einem Molekil bestimmten Frequenzbereichen zuordnen
lassen.

Wird die charakteristische Resonanzfrequenz (v) eines Kerns nun auf eine Referenzfrequenz

(vrer) bezogen, so erhalt man die chemische Verschiebung 6.

U— VU
8 (ppm) = 106x —<L (3)
Vref
In vielen Lehrbilichern sind typische chemische Verschiebungen funktioneller Gruppen in
tabellarischer Form aufgefihrt.

1.2 Kopplung zwischen Kernen

Wahrend die chemische Verschiebung hauptsachlich durch die Elektronenhiille beeinflusst
wird, fihren NMR-aktive Kerne in der Umgebung zu einem weiteren Effekt, der als Kopplung
bezeichnet wird. Bei der NMR-Spektroskopie von FlUssigkeiten ist die sogenannte skalare
Kopplung, traditionell als J-Kopplung bezeichnet, die wichtigste. Hierbei Ubertragen die
Elektronen einer chemischen Bindung das magnetische Feld von einem Kern zum anderen.
Das Resultat ist eine Aufspaltung der Signale gekoppelter Kerne. Die Zahl der Signale eines

Multipletts, die sogenannte Multiplizitdt M berechnet sich nach folgender Gleichung:
M =2nl+1 (4)

Dabei ist n die Zahl der aquivalenten Nachbarn und | der Kernspin. Fir Kerne mit | = %
vereinfacht sich die Gleichung zur sogenannten (n+1)-Regel. Je nach Multiplizitat wird das
resultierende Signal als Singulett, Dublett, Triplett, Quartett oder Multiplett bezeichnet. Die
Intensitat der Linien bestimmt sich aus der Anzahl der individuellen Spinkombinationen und
entspricht somit den Binomialkoeffizienten, die man mit Hilfe des Pascalschen Dreiecks
berechnen kann.

Die Grol3e der Kopplung wird durch die Kopplungskonstante J beschrieben, welche direkt aus
dem Abstand der einzelnen Resonanzlinien ermittelt werden kann. Der Mittelpunkt der
aufgespaltenen Signale wird weiterhin als chemische Verschiebung bezeichnet. Die
Kopplungskonstante liefert wertvolle Informationen tber die Art der Bindung zwischen Kernen,
sowie in manchen Féllen auch dber den Winkel der Bindungen zueinander. Die
Kopplungskonstante zwischen zwei Kernen ist in beide Richtungen gleich grof3, zwei Signale
mit gleichen Kopplungskonstanten gehdren oft zu benachbarten Kernen. Typische
Kopplungskonstanten von H-H-Kopplungen sowie H-C-Kopplungen sind, ahnlich wie die

chemischen Verschiebungen, in vielen Lehrblichern zu finden.
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1.3 Kontrollfragen

¢ Welche Einstellungen missen vor der Aufnahme eines Spektrums vorgenommen
werden? Warum?

e Was ist die Ursache der chemischen Verschiebung? Durch welche Effekte wird sie
beeinflusst?

¢ Wodurch wird die Aufspaltung der Signale zu Multipletts verursacht? Wie bestimmt sich
die Intensitat der Linien?

e Wie grol3 sind typischerweise Kopplungskonstanten von J-Kopplungen? Welche
Informationen kann man daraus fur die Molekulstruktur gewinnen?

¢ Wie berechnet man Doppelbindungséaquivalente?

e Wie konnen wir von der Lage der Signale im Spektrum die Molekulstruktur bestimmen?

2 Versuchsdurchfiihrung

2.1 Vorbereitung
Es werden zwei Proben zur Verfligung gestellt, welche jeweils ein organisches Molekil in
deuteriertem Chloroform als Lésungsmittel enthalten. Die Proben werden vom Assistenten in

den Probenwechsler gestellt und in den Magneten gefihrt.

2.2 NMR-Messung
Die Bedienung erfolgt Giber das Programm TopSpin. Fir die Aufnahme der Spektren missen
vor den jeweiligen Messungen analog zum Versuch ,NMR Einfuhrung“ die entsprechenden

Parameter eingestellt werden.

2.2.1 Spektrometereinstellungen

Zuerst wird die Lockfrequenz auf das verwendete Losungsmittel eingestellt. Sowohl das Tunen
und Matchen, als auch das Shimmen werden bei diesem Versuch automatisch durchgefihrt.
Die Aufnahmeparameter wie die spektrale Breite (SW), Dwell Time (DW), Sendefrequenz-
Offset (O1P), Akquisitionszeit (AQ), Anzahl der aufgenommenen Punkte (TD) und Anzahl an
Scans (NS) werden vom Assistenten eingestellt. Danach wird die Pulslange automatisch

bestimmt.

2.2.2 Spektren
Von beiden Proben wird je ein eindimensionales Protonenspektrum sowie ein **C-Spektrum

aufgenommen. Danach wird eine Phasen- und Basislinienkorrektur durchgefuhrt.
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3 Auswertung

3.1 Erstellen einer Peakliste
Die Auswertung der Spektren erfolgt mit Hilfe der Software TopSpin. FUr beide Proben werden
je zwei Peaklisten erstellt (*H und *3C). Folgende Werte sollen (sofern sinnvoll) fir jedes Signal

gemessen und in der Liste notiert werden.

e Chemische Verschiebung

e Struktur der Kopplungsaufspaltung (Multiplizitat),

o Kopplungskonstanten (Teilweise kdnnen kompliziertere Kopplungsmuster mit mehreren
Kopplungskonstanten auftreten, die jeweils notiert werden sollen)

e Integrale

Von den bearbeiteten Spektren (mit chemischer Verschiebung und Integralen) wird eine PDF-
Datei erstellt.

3.2 Strukturbestimmung

Die notierten Werte sollen anschlieBend interpretiert werden, um mdgliche funktionelle
Gruppen des Moleklls zu identifizieren. Hierbei kénnen auch Tabellen zu chemischen
Verschiebungen und Kopplungskonstanten genutzt werden. Wichtige Schritte, Uberlegungen

und Annahmen werden dabei notiert.

e Welche Informationen konnt ihr aus den Integralen gewinnen?
o Welche Informationen liefern euch chemische Verschiebung, Multiplizitdt (und
Kopplungskonstanten)?

¢ Ordnet, wenn moglich, die Signale aus den *H- und *C-Spektren einander zu.
AnschlieRend werden die Molekulfragmente zu einem Gesamtmolekil zusammengesetzt.

o Bestimmt die Summenformel des Molekiils anhand der gegebenen molaren Masse und
den zuvor ausgewerteten Spektren.

¢ Wie viele Doppelbindungséquivalente enthalt das Molekul?
Gegebenenfalls werden mehrere Kandidaten, jeweils mit Begriindung, formuliert.

e Sind die Daten ausreichend, um die Struktur eindeutig bestimmen zu kénnen? Falls nicht,

welche Informationen werden zusatzlich bendotigt?
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3.3 Berechnung der Doppelbindungsaquivalente

Aus der Summenformel lasst sich die Anzahl geschlossener Strukturelemente berechnen.
Dies koénnen Ringe oder Mehrfachbindungen sein. Benzol z. B. hat 4 DBE, drei
Doppelbindungen und einen Ring. Aceton hat 1 DBE, eine C-O-Doppelbindung.
Aus der Summenformel CcHnN, wird die Anzahl nach

2c—h+n+2
DBE=f (5)

berechnet.

4 Protokoll

Das Protokoll soll folgende Punkte enthalten:

e Kurze Einleitung zur verwendeten Methode (Die Theorie aus dem Versuch ,NMR
EinfUhrung® soll nicht erneut enthalten sein; stattdessen bitte auf chemische Verschiebung,
Kopplung, Karplus und Besonderheiten des *C-NMR eingehen)

o Beschreibung des durchgefiihrten Versuchs (was wurde getan?)

¢ Die erhaltenen Spektren (mit chemischer Verschiebung und Integralen)

o Die erstellte Peakliste, sowie die Struktur des bestimmten Molekiils mit Zuordnung der
Peaks zu den einzelnen Atomen.

e Begrindung der Zuordnung und Herleitung der Strukturbestimmung (jede Annahme die ihr
trefft muss nachvollziehbar sein!)

e Bewertung der Ergebnisse mit Diskussion

e Quellen- und Abbildungsverzeichnis
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Benotigte Kommandos fir TopSpin
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Start Experiment

Fourier Transformation

Automatisches Tunen und Matchen
Manuelles Tunen und Matchen
Wiederholende Aufnahme ohne speichern
BSMS control suite 6ffnen

Experiment und Parameter kopieren
Prozessierungs Parameter kopieren
Automatische Phasenkorrektur
Automatische Basislinienkorrektur
Pulslange P1 einstellen
Automatischen receiver gain einstellen
Anzahl der Scans einstellen
Erholungs delay einstellen
Reduzierten Parametersatz 6ffnen
Phasenkorrektur

Peak Auswahl/Peakliste erstellen
Multidisplay

Ganzes Spektrum anzeigen

Fenster schlieRen

Integrale bestimmen

Lésungsmittel lock einstellen
Shimfenster 6ffnen

Shimparameter lesen und Gibernehmen

Wechsel Probennummer XX



