TEMA 6: Espectroscopia de Resonancia Paramagnética
Electronica.

El espin electronico

- Evidencia experimental
1. Lineas espectrales del &tomo de H poseen estructura fina.
2. Experimento de Stern-Gerlach.

3. Desdoblamiento Zeeman (Zeeman splitting)

Biochemistry

\

Pharmacology

Resonancia Paramagnética Electrénica - RPE ...
Physics
en inglés ...
Electron Paramagnetic Resonance - EPR
...0...
Electron Spin Resonance > ESR Medicine

Materials science Food science

Técnica espectroscopica que permite obtener informacion sobre la estructura y
dinamica de sistemas con electrones desapareados (i.e. sistemas paramagnéticos).



Electronica.

TEMA 6: Espectroscopia de Resonancia Paramagnética

Ejemplos de sistemas que se pueden investigar por EPR:

Centros paramagnéticos intrinsecos:
0 Radicales estables en quimica y biologia.

0 Especies de corta vida, intermedios en
reacciones quimicas (tx~100 ns).

O Pares radicales y estados triplete en
fotosintesis y sistemas relacionados.

0 Radicales generados por el dano por

irradiacién (ADN, polimeros).

O Iones de metales de transicién (Cu, Mn,
V, Fe, Cr, Mo, Ti) presentes en catalizadores
sintéticos y en metaloproteinas.

0 Defectos en semiconductores.

o0 Fullerenos

Sistemas diamagnéticos con spin introducido
artificialmente:

0 Mn(II) remplazando a Mg(II) en sistemas

bioldgicos.
0 Co(ll) remplazando a Zn(II).
O Sondas de spin nitroxido para estudiar:

- Estructura y dinamica de proteinas

- Orden y dinamica de membranas biologicas
- Polimeros - Estructura, dinamica y
degradacion de polimeros

- Orden y dinamica de cristales liquidos

- Sensores de pH

- Procesos de autoensamblado

- Adsorcion en superficies



La espectroscopia de EPR es similar a cualquier otra técnica espectroscopica = depende de
la absorcion de radiacion electromagnética = Una molécula o atomo tiene estados discretos
(o separados) con una energia correspondiente. ..
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Un electron aislado, solo en el espacio sin fuerzas externas = sin estar orbitando alrededor de
un nucleo por ejemplo...todavia tiene un momento angular intrinseco llamado espin = S.

Debido a que el electron tiene carga, el movimiento angular de espin de esta particula cargada
genera un campo magnético = En otras palabras, el electron debido a su carga y momento
angular de espin actiia como una pequena barra de iman, o sea, un dipolo magnético = con un
momento magnético, L.
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- De manera simplificada: el electrén, al ser una particula cargada (negativamente) que gira
(espin) genera un momento magnético.

- Este momento magnetico (us) generado por el spin electrénico en el seno de un campo
magnetico B posee una energia E:

- -

Ed:polo = —Ms” B ecuacion (1)

- Ademais se sabe que para el electrén, su momento magnético de spin es:
—)

_>
He =—8 Hp S ecuacion (2)

ge=2.0023 , es el factor g del electrén libre
us=9.2740.10-24 J.'T"!  magnet6n de Bohr.

—>Notar que el signo menos en ecuacién 2 indica que vector S y vector Lls son antiparalelos!
> -

S —
En base a las ecuaciones 1y 2: Edipolo = Hy- B = g.Hg S-B| ecuacién (3)

Vectores S y B paralelos —> vectores Us y B antiparalelos.
Vectores S y B antiparalelos = vectores ps y B paralelos.



La aplicacién del campo magnético externo elimina la degeneracién de los estados de spin
electrénico:

m_=+1/2

Regla de seleccion:
Am_==+1

AE=E, n-E_ip S

m=-1/2

B,=0 By#0 Magnetic ficld.

- En Bo=0, los estados de spin estin degenerados (“juntos” en escala de energia).
- Cuando el Bo#0 estos niveles se separan (esto se conoce como efecto Zeeman).

- La separacién energética entre estos dos estados de spin viene dada por:

AE(supe;'ior)-(mfef'ior) = ge/uB % B COS(OO ) - ge/uB % B COS(l 800) = ge/“BB (4)

Las transiciones entre los diferentes estados de espin son inducidas por radiaciones
electromagnéticas a la frecuencia apropiada (microondas) :

AE(—L-:)—(—L 2) = Eforén =hv =g B (5)




Cuando tomamos un electrén que estd libre en el espacio, sin fuerzas externas sobre €l y lo
colocamos en una molécula, su momento angular total cambia...

Ahora, ademis del momento angular de de spin (S), también posee un momento angular

orbital (L). wo=IxA=—SL="S[it+n
2m, 2m,
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electrén alrededor
de un ntcleo

electrén libre

Un electrén con momento angular orbital es una corriente circulante, por lo que también
hay ahora dos momentos magnéticos.

Estos dos momentos magnéticos S y L interactdan, y la energia de esta interaccién spin-
orbita depende de sus orientaciones relativas.

Si los vectores S y L interactdan, el electrén desapareado responderd no sélo al campo
magnético externo aplicado (B,), sino que se verd afectado por el campo magnético generado
por el momento magnético angular (L).



El campo efectivo B.rexperimentado por un electrén es:

Bqﬁ =B,(1-0)

Donde 0 es una constante de apantallamiento similar a la de RMN, y puede tomar valores
positivos o negativos. En base a esto, la ecuacién 5 se puede escribir como...

hv=8g.tzBy (o)
hv =g uzB(1-0) (7)
g=8.(1-0) ()
hv = guB, 9)

(h = 6.626 10 ]'s; pp = 9.274:10 J-G!

- Debido a que los mecanismos de acoplamiento spin-orbita son bien comprendidos, la
magnitud del cambio da informacién acerca de la naturaleza del orbital atémico (p, d, f) o
molecular (0, ) que contiene el electrén desapareado.

- Si el electrén libre se encuentra en un orbital con nimero cudntico orbital igual a cero,
entonces el acoplamiento spin-orbita serd nulo o muy pequeiio, y el valor de g ~ g,



—> En sistemas reales los electrones normalmente no estin aislados, sino que estin asociados con
uno o0 mas atomos.

—> Hay varias consecuencias importantes de esto:

- Un electrén desapareado puede ganar o perder momento angular, lo cual puede cambiar el
valor de su factor g, haciendo que difiera del g,. Esto es especialmente importante para los
sistemas quimicos con iones de metales de transicion.

- El momento magnético de un nicleo con un spin nuclear distinto de cero (I#0) afectara a
cualquier electron desapareado cercano a ese atomo. Esto conduce al fenémeno de
acoplamiento hiperfino (A), andlogo al acoplamiento J en RMN, el cual divide la sefial de
resonancia de EPR en dobletes, tripletes y asi sucesivamente.

- Las interacciones de un electrén desapareado con su entorno influyen en la forma de una
linea espectral de EPR. Las formas pueden proporcionar informacién estructural.

- El factor g y el A en un dtomo o molécula pueden no ser los mismos para todas las
orientaciones de un electrén desapareado en un campo magnético externo. Esta anisotropia
depende de la estructura electrénica del dtomo o molécula (eg. radical libre, metal, etc.) en
cuestion, y por lo tanto puede proporcionar informacién sobre el orbital atémico o molecular
que contiene el electrén desapareado.



Obtencién de un espectro de EPR

- En la mayoria de las espectroscopias (UV-Vis, IR, etc.) los niveles de energia (electrénicos,
vibracionales, rotacionales) relevantes estin "fijos" y presentes en la muestra.

- Se realiza un barrido de la longitud de onda / frecuencia de la radiacién EM para detectar las
absorciones correspondientes a saltos entre los niveles energéticos. En estos espectros se

muestran los picos de absorcion.
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- En CW-EPR los niveles de energia responsables de la absorcién del fotén de radiacion EM

estan juntos, pero se pueden separar colocando la muestra en el seno de un campo magnético

exterior (Bo).

B,

—_— - En este caso, el AE depende de la
magnitud del Bo

hv =g B, o
AE T (h=6.626103*]'s; up=9.274:108 J-G™!
- Se mantiene la frecuencia constante (hv

= constante) y se varia B, para detectar
absorciones de energia:

- El espectro obtenido muestra la
primera derivada de los picos de
absorcién (debido al sistema de
deteccién de EPR es diferente al de las
demds  espectroscopias >  por
modulacién / sensible a fase).
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Espectrometro de EPR

Puente de microondas
Consola: contiene la electrénica que (emisién y deteccidn
controla el iman, las microondas y el de la sefial)

procesamiento de la sefal

Electroiman
refrigerado a agua.
Crea campo
magnético B
horizontal.

‘- _ Cavidad (o

~ “resonador’) donde se
coloca la muestra

ol

Fuente de alimentacién
(en nuestro equipo esta
separada y es mas
grande)



Formas de los espectros (forma de linea)

- La desviacién del factor g medido de la del electrén libre surge del acoplamiento spin-6rbita entre el
estado fundamental y estados excitados.

- Debido a que los orbitales estin orientados en la molécula, la magnitud de esta mezcla es dependiente
de la direccidn, o sea, es anisotrépico.

- Para cada molécula paramagnética, existe un sistema de ejes tnico llamado sistema del eje principal.
Los factores g medidos a lo largo de estos ejes se llaman los factores g principales y se etiquetan g, g,y

&z

- La mayoria de los espectros de EPR de metales de transicién en sistemas biolégicos se obtienen en
muestras de solucién congelada.

<
- Los paramagnetos no estin alineados en g &35 9
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ientad » O D @
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congelada = “espectro de polvo”.



Espectros de absorcién y primera derivada para tres clases diferentes de anisotropia.
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Estructura de multipletes en EPR: efecto de un spin nuclear (I) o de otro spin electrénico (S)

- En EPR, se pueden detectar tres tipos de interacciones:

- Las dos primeras se deben a la interaccién entre un electrén desapareado y un nucleo
magnetico, o sea, con spin nuclear I = 0.

- La interaccién del electrén no apareado con el momento magnético nuclear se denomina
interaccién hiperfina nuclear.

- Se llama hiperfina si la interaccién es con el nicleo (A) en el que estd el electrén desapareado
y superhiperfina (B) si es con un nucleo vecino.

- El tercer tipo es la interaccién entre dos electrones desapareados (C) que se encuentran en

atomos diferentes, normalmente dentro de una molecula, y se denomina interaccion spin-spin.




Interaccién hiperfina y superhiperfina: efecto de un spin nuclear (I)
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Interaccién hiperfina y superhiperfina: efecto de un spin nuclear (I)

Efecto en una seiial isotrépica

Atom Isotope Spin (abundance)

H 1,2 'H, 1/, (99.985); °H, 1 (0.015)

C 12,13 1/, (1.07)

N 14, 15 N, 1(99.632); *N, 1/, (0.368)
0 16,17, 18 5/, (0.038)

F 19 1,

p 31 1/,

S 32,33,34 3/, (0.76)

cl 35,37 *cl, 3/, (75.78); 7Cl, 3/, (24.22)
As 75 3/,

Se 76, 77, 78, 80, 82 1/, (7.63)

Br 79, 81 Br, 3/, (50.69); *'Br, 3/, (49.31)
| 127 5/,

v 50, 51 %V, 6 (0.25); *'V, 7/, (99.75)

Mn 55 5/,

Fe 54,56, 57, 58 1/, (2.119)

Co 59 7/,

Ni 58, 60, 61, 62 3/, (1.14)

Cu 63, 65 #Cu, 3/, (69.17); *Cu, 3/, (30.83)
Mo 92, 94, 95, 96, 97, 98, 100 *Mo, 5/, (15.92); “’Mo, 5/, (9.55)
w 180, 182, 183, 184, 186 1/, (14.3)
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Interaccién hiperfina y superhiperfina: efecto de un spin nuclear (I)
Efecto del spin nuclear del Cu en una seiial axial de Cu(II)

- Cu* generalmente produce un espectro de EPR axiales.

- Los dos principales isétopos del Cu, ¢3Cu y Cu, tienen espines nucleares de 3/2 = la linea
Zeeman se dividird en cuatro lineas (m, = +3/2, +1/2,-1/2,-3/2).

- El acoplamiento hiperfino a lo largo de g/, para Cu?* siempre es mucho mayor que a lo largo
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Fig. 15: EPR spectrum of Cu(ClO,),



Interaccién hiperfina y superhiperfina: efecto de un spin nuclear (I)
Efecto del spin nuclear del V en una seial axial de V4

V* in chloroperoxidase
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Fig. 17: Vanadium-containing chloroperoxidase from the fungus Curvularia inaqualis.



Interacci6on hiperfina y superhiperfina: efecto de varios espines nucleares (I)
Efecto del spin nuclear del 'H (I=1/2) y N (I=1) en una sefial

n° de lineas = 2nl+1) n: nro. de nicleos iguales
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Estructura de multipletes en EPR: efecto de otro(s) espin(es) electrénico(s) en el mismo dtomo

Desdoblamiento a campo cero (zero field splitting, ZFS)
El campo cristalino, la interaccion dipolar entre espines, el acoplamiento LS pueden

remover la degeneracion de los niveles de energia del spin e— aun en ausencia de
campo magnético externo (zero field) = aparicion de “estructura fina” en el espectro.

M.
M¢ quantum M, Quantum
numbers numbers .
2 2
S /’2 > 2
= Energy 4 ‘f = Energy o/
‘ '/
/ ¢3
/ / H —
/ ’
A P l/
= 2§ / / 1 / = §.
= ¢ V7 ¢ / 2
- +3_ =K _—
S ad—
sl R 3
gL 3 —_—" 2
\

! ]
o ol
-
"‘
] “ i
- ] -
~| e

Zero fleld splittings

Sing!e absorption line 5 separate
formed Cy 5 over- lines equally
lapping transitions spaced oy 5 H
~p p \ tida . 2 ¢
. p——_ it —_—
Magnetic field B Magnetic field B
: N No zero field + large ZFS + magnetic field —e

d5: Mn(1), Fe(lll) high spin, S = 5/2 Idem(,Fr;%rl?) con un 8(;3)” ZFS




Otros usos pricticos de EPR para estudio de metaloenzimas

Cuantificacién de espines / cuantificacién de centros paramagnéticos

Senal de Cu(II) > 24 integral

Seiial de Cu(II) obtenida experimentalmente

Sefial de Cu(II) = 1¢r integral
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Fig. 5 Redox potentiometric titration of SmNir monitored by EPR
spectroscopy. The solid line was obtained by least squares fitting a
two-independent-component Nernst equation with n = 1 to the data.
The EPR spectra as a function of the potential are shown in the inset

J Biol Inorg Chem. DOI 10.1007/s00775-014-1124-7



Otros usos pricticos de EPR para estudio de metaloenzimas

Titulaciones potenciométricas

1.J. Wright et al. / Journal of Inorganic Biochemistry 162 (2016) 201-206

NADH

Mitochondrial Matrix
4H*

v
4H*
Intermembrane Space

Fig. 1. The structure, reactions and Fe—S clusters in B. taurus complex I. Two electrons are
transferred from NADH to ubiquinone (FMN = flavin mononucleotide, UQ = ubiquinone,
UQH; = ubiquinol). The Fe—S clusters are labelled according to their EPR signals;
unlabelled clusters in the chain remain oxidised in the NADH-reduced enzyme. The
figure was created using PyMOL from the electron cryo-microscopy density map EMD-

2676 and the structural model 4UQ8.pdb.
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