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e Metody molekulove spektroskopie
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Spektroskopie NMR

- teoreticke zaklady
»>spin nukleond, spin jadra, kvantova cisla
»>energeticke stavy jadra v magnetickém poli
»rezonancni podminka

- instrumentace

»pulsni metody, pulsni sekvence
»>relaxacni procesy, FID, Fourierova transformace

- NMR spektra a jejich interpretace
»chemicky posun, spin-spinove interakce
»integralni intenzita
»>vicedimenzionalni NMR




Spektroskopie NMR

- teoreticke zaklady
- spin jadra, kvantova cisla
»spinovy rotacni moment (moment hybnosti)

» kvantove cislo jaderneho spinu |

> pro NMR - jadras | #0
> | =0 -sudé hmotnostni a atomové Gislo - 12C, 160

> | = celoCiselné - sudé hmotnostni a liché atomové Cislo
- 14N, 1OB, 2H

»| = polovinoveé - liché hmotnostni Cislo
_ 1H, 13C, 15N, 19F, ZQSi’ 31p

»projekce spinu magnetické kvantove Cislo
jaderneého spinu - M,




Spektroskopie NMR

NEUSPORADANE JADERNE SPINY

« \V zakladnim stavu nejsou jaderné spiny usporadany
a neexistuje mezi nimi zadny energeticky rozdil.
Jsou tzv. degenerovane:
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Spektroskopie NMR

Vliv magnetickeho pole (I = 1/2)

* Vlivem silného externiho magnetického pole dojde vsak
K jejich usporadani bud v souhlasném nebo opacném smeru:
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» VVzdy existuje maly prebytek jader usporadanych souhlasné
se smerem externiho magnetického pole nez nesouhlasném.




Energie a citlivost

* Energie (Jjednoho spinu) je primo umerna magnetickému
momentu jadra a velikosti externino magnetického pole:

-

13 =
yPC=6,728rad/ G| a6 ~ gax citlivéjsi nez 13C

y'H =26,753 rad / G jen z duvodu konstanty y

gyromagneticky pomer




Spektroskopie NMR
- ~ Zvysujici se rozdil v populacich obou spinovych stavu a
- teoretICke a p pro jadro 'H vlivem vyssiho externiho magnetického

zaklady

pole.

Je-li stav B obsazen 10° spinu, stav a obsahuje108+prebytek.

2114 7
900 MHz

* energeticke stavy

jadra v magnetickém
poli

235T
100 MHz

POPULACE

16 spinu

64 spinu

135 spinu




Spektroskopie NMR
- klasicke priblizeni

PRECESNI POHYB

» Z pohledu klasicke mechaniky vykonava vektor magnetickeho
momentu precesni pohyb okolo osy z (smeru externiho
magnetickeho pole). Frekvence tohoto pohybu se nazyva
[ armorova frekvence a znaci se :

®, = -y B, (radiany)




Spektroskopie NMR
MAKROSKOPICKA MAGNETIZACE

* Nyni je mozné zavest pojem makroskopicka magnetizace,
M, ktery je primo umerny rozdilu populam (N, - NB)
kdy byly pfispévky jednotlivych vektort zprumerovany

1y




Spektroskopie NMR

NMR excitace

« Zdrojem energie pro excitaci jader je oscilujici
elektromagneticke zareni s frekvenci w_ generovane
stfidavym proudem :

B, =C * cos (u,t)

sklapéci
puls

Vysilac (y)

- Je-li frekvence RF pole B, a precesniho pohybu
magnetizace M stejna, je dosazeno tzv. rezonancni
podminky a systéem absorbuje energii.




Spektroskopie NMR
Free Induction Decay (FID
spin-mrizkova

- Z diivodu relaXace NMR odezvy jednotlivych jader zanikaji. Spin-spinové
Tento zanik probiha exponencialné a ziskame tak signal,
ktery je superpozici cosinove a exponencialni funkce.
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Spektroskopie NMR

FID

* V realném vzorku existuje mnoho spinovych systému o
ruznych frekvenci, vétSinou rozdilnych od nosné frekvence B,.
Z tohoto duvodu ziskame mnoho odezev, které maji ruznou
periodu a rozdilnou rychlost zaniku. Takovato kombinace
signalu vzorku se nazyva Free Induction Decay (FID):

| =1 ()




Spektroskopie NMR
SPEKTRUM jednodimenzionalni

* Abychom ziskali NMR spektrum, musime provest tzv.
Fourierovu transformaci:

G b )




Spektroskopie NMR

jedna sonda v prijimac

1 2/2\\;1

+—  1- magnety

2- kyveta se vzorkem
3- vysilaci civka

4- prijimaci civka

k dalSimu_
Zpracovani

vf vysilac




NMR - interpretace
Zakladni parametry NMR

» Chemicky posun « Pocet signall ve spektru

* Interakéni konstanta = Intenzita signalu




NMR - interpretace

Chemicky posun

+ Jestlize ma kazdy druh jadra svoji charakteristickou
frekvenci, proc je NMR spektroskopie tak uzitecna? HO-C .('.;H3

+ Vlivem tzv. chemického okoli dochazi ke zménam
magnetického pole, které pusobi na kazdé jadro stejného
typu. Hovorime o tzv. efektivnim magnetickém poli B,
Kiere Je tvoreno hlavnim magnetickym polem B, alokalnim g A nizs|

magnetickym polem By,..

pole pole
4 >

frekvence o, velikost stineni o

BE"=BC'.B == BE"=BH(1-U)

loc

o je tzv. konstanta magnetického stinéni.

c = gdia 4 gpara 4 Sl

orbitaly p

orbitaly s




Spektroskopie NMR
STUPNICE pro NMR spektra

- Kazdy signal ve spektru je charakterizovan svou pozici
vyjadienou ve frekvenénich jednotkach.

- Pouzivame relativni stupnici a vztahujeme posun kazdeho
signalu k signalu referenénimu (standardu).

« Potom je pozice signalu stejna pracujeme-li se 100 MHz
(2.35 T) nebo 900 MHz (21,14 T) magnetem.

* Pr. Tetramethylsilan (TMS) je standarden jak pro 'H, tak pro
13C spektroskopii. Je dobfe rozpustny, inertni a poskytuje vzdy 3¢~ S CHj
jeden signal.




NMR - interpretace

CHEMICKE POSUNY - H

'H~ 15 ppm:

Kyseliny
Aldehydy

Aromatické H

Amidy

!

A

Alkoholy, Ha

O

efiny

A

Alifaticke H

ppm




NMR - interpretace

156 ~ 220 ppm: [CHEMICKE POSUNY - 13C

Aromatika,
C=0 Vv | konjugované alkeny Alifatické CH
3

ketonech
t | Olefiny CH,, CH

| T T

210 150 100 80 50 0
TMS

k 4

Uhliky v sousedstvi
alkoholu, ketonu

C=0 v kyselinach,
aldehydech, esterech




NMR - interpretace

HEMICKE POSUNY
- vlivy chemickeho okoli

indukcni efekt
- deformace elektronové hustoty
v okoli mereneho jadra

H (7s) H (71s) C (spd)

{ o (HF) < o (HCI) < & (HBr) < o (HI) J




NMR - interpretace

HEMICKE POSUNY
- vlivy chemickeho okoli
indukcni efekt
- deformace elektronové hustoty
v okoli mereneho jadra




NMR - interpretace

HEMICKE POSUNY
- vlivy chemickeho okoli
viastnosti aromatického kruhu
- Indukeni ,civka®




NMR - interpretace

INTERAKCNI KONSTANTY - Hz
- neprimeé spin-spinoveé interakce
- vliv spinovych stavu jader v okoli
- zprostredkovan vazebnymi e

- HOMONUKLEARNI
- HETERONUKLEARNI
DEKAPLINK - DECOUPLING




NMR - interpretace
Neprima spin - spinova interakce

* interakCni konstanty poskytuji cenné informace o
strukture, protoze jsou velmi citlivé ke strukturnim zménam
» faktory ovlivaujici interakéni konstanty: hybridizace,
vazebné a dihedralni uhly, délka vazby, pritomnost
sousednich n vazeb, efekt substituentu atd.

* ve spektru odecitame jen absolutni hodnoty

/ J(H,H) [Hz] znaménko J(C,H)[Hz] znameénko
1J 125 - 250
2J 0-30 -10 az 20
*J 0-18 1-10
3+n | 0-3




NMR - interpretace

INTERAKCNI KONSTANTY - Hz




NMR - interpretace
INTERAKCNI KONSTANTY - Hz

- moznosti vzajemné orientace vice spinu
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NMR - interpretace
INTERAKCNI KONSTANTY - Hz

signal CH, signal CH,
stepeny sousedni Stépeny

sousedni

« Kazdy atom 'H ve skupiné CH, ,vidi“ 4 mozné stavy atomu
H v sousedni skupine CH,.

* Naproti tomu kazdy atom 'H skupiny CH, ,vidi“ 3 mozné
stavy protonu CH, skupiny.




NMR - interpretace
INTERAKCNI KONSTANTY - Hz

- spektra 1. radu
- diference mezi chemickymi posuny
mnohem vétsi nez spin-spinové
interakcni konstanty

LZE IDENTIFIKOVAT SKUPINY
CHEMICKY EKVIVALENTNICH JADER
(napr. dva protony na volne rotujici -CH,)




NMR - interpretace

Spektra 1. radu
- pravidla pro interpretaci
- ekvivalentni jadra se navzajem nestepi,
neposkytuji multiplety
- interakcni konstanta klesa se vzajemnou
vzdalenosti skupin v molekule

- multiplicita pasu m je dana poctem magneticky
ekvivalentnich jader na sousedni skupiné - n
se spinovym cislem |

-pro 'H1=1/2
m=n+1




NMR - interpretace

Spektra 1. radu
- pravidla pro interpretaci - pro 'H
- jsou-li protony na atomu B ovlivneny protony

na atomu A a atomu C, které nejsou
ekvivalentni, multiplicita pasu pro skupinu

nha atomu B bude:
(ny+1) (ng + 1)

- pri jednoduchém stépeni jsou relativni velikosti
plochy slozek multipletu dané koeficienty
binomického rozvoje
(Pascaluv trojuhelnik)




NMR - interpretace

Pascaluv trojuhelnik




NMR - interpretace

INTENZITA SIGNALU -pro 'H
- integrace plochy pasu pro jednotlive
chemicke posuny
- Uméra k poctu protonu v dané
skupine

napr. pomer ploch CH; : CH, : CH
3 2 : 1




NMR - interpretace




NMR - interpretace

Interptretace °C NMR spekter

» nizka citlivost '3C, y ('H) ~ 4 y (13C)
-1H je 64x citlivéjSi jen z duvodu vy

* prirozené zastoupeni 3C: 1.11% ('H: 99.98%)

-1H je tedy 6400x citlivéjSi, nutnost provadét méreni na vice
akumulaci (scanu)

- vzajemné interakce 3C-13C nepozorovatelné (1:10000)

- |ze sledovat interakce 'H-13C - komplikuji vzhled spektra

- uziti dekaplinku (odstranéni interakce s protony)

* rozsah chemickych posunu: 0 - 300 ppm

- vzhledem k vétSimu rozsahu signaly |épe rozliSitelné

- chemické posuny zavisi na hybridizaci daného C (sp® < sp
<sp?) a na povaze sousednich skupin




NMR - interpretace

3C NMR
- nedekaplovana

- dekaplovana

- J - modulovana - APT test
- attached proton
- pozitivni signaly - C, CH,
- negativni signaly - CH, CH,




NMR - interpretace

dekar ovane




NMR - interpretace

—129.82

\

129.69

dekar ovane
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2D NMR
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2D NMR

priprava smésovani

. akvizice dat t
VYVOj t, j— = 2

i




2D NMR

e Zavislost magnetizace na dvou
casech
— akvizicnim a vyvojovem
— prikiad - vyvoj magnetizace
behem akvizice
ML) =My exp(—t, /T, Jeosl texp(—t, /T Jexplt, (12 -1/ T, )]



e FT transformace obou casovych
dimenzi na frekvencéni dimenze



2D NMR - homonuklearni

A i 2D COSY - pres vazby
B 14 Correlated
= ® oA _ /) SpectroscopY
e ot
= 5 ® B o .
e 2D TOCSY ;v

vazby

Nuclear
Overhauser

aliph.-H" Aliph.-H"( aliphatic

enhancement |74 -,

arapigtic
2 D N o E sY H\‘ i HN-HQ HN-aIiph

pres prostor




NMR - spinové echo
Refokusace chemickych posuvu
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NMR - pulsni sekvence

HSQC (Heteronuclear Single
Quantum Correlation)

HSQC
920 180 90 180 90 18O
HI'I: 'I:I I It't. 1YYV
180 90 90 180
X Wl « 10

T =1/ (4d)



NMR - pevna faze

e Kromé bézné mérenych roztoku
moznost merit pevnou fazi

— Charakterizace farmaceuticky
aktivnich substanci - API

e Od roku 1997 doporucovana FDA
(Food and Drug Administration)




NMR - pevna faze

e Anisotropickeé efekty
— smerove zavislé interakce

Solution *C NMR

Solid State *C NMR

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr



NMR - pevna faze

e Anisotropicke efekty - potlaceni
e vyzaduje specialni techniky a
vybaveni - CP-MAS spektra
— rotace pod magickym uhlem 54,7°
(magic-angle spinning - MAS)
s vhodnou frekvenci - 7-35 kHz
— vysoce vykonny dekaplink
— multipulsni sekvence
— meéreni ridce se vyskytujicich jader
— krizova polarizace - CP (cross
polarization)



NMR - pevna faze
e CP

— prenos polarizace z hojne se
vyskytujiciho jadra - 1H, 1°F, 31P
na ,,zfedéna“ jadra - 13C, 15N, 29Sij

 NMR spektra pevne faze

— bourlivy rozvoj v poslednich letech

— farmacie, polymery i anorganicke
materialy, malorozpustné proteiny
— membranoveé proteiny, priony

— vazebné a dihedralni uhly,
vzdalenosti dvojic spinu



NMR - pevna faze

MAS 5
praskoveé :

vzorky ve
specialnim
rotoru
ﬂon&ry sample)
| R |

F NMR of KAsF,
LJ(As,F) = 905 Hz
R, (°As,F) = 2228 Hz

JJUUUKB MAS, v,.,= 5.5 kHz

"Hz

T \_I T T T T Ell T -E\D:IIEI



NMR - pevna faze

M As Here is an example of a *Sn CPMAS NMR spectrum of

Cp*,SnMe, at 9.4 T: ;
arent | ' = 1247
mereni jader | o= 1247 ppm
v v r 0o
tezkych prvku |
Most abandant isoto 'n the periodic table 208 scans || | ‘| ‘l Vit = 5 kHE
e SR W W W -

[N TEL R EPINS] ‘ - 0., = 124.7 ppm

H 216 scans } ‘ ' ‘ v =3 kHz
T T O

RV S P N L-_J"»W’l,

: static spectrum
BZji\NM\/ p
Np| PulAm{Cm Bk| Cf | Es [Fm{Md[Nol L




NMR - pevna faze

* nejen méreni prasku, ale i
monokrystalu
* méreni kvadrupélovych spinu
« MQ MAS multiple-quantum MAS
Solid state NMR has been applied to:

organic complexes inorganic complexes
zeolites mesoporous solids
microporous solids aluminosilicates/phosphates
minerals biological molecules
glasses cements

tood products wood

ceramics bones

semiconductors metals and alloys
archaelogical specimens polymers

resins surtaces



NMR - spektrometr




picoSpin-45 /levny, maly




picoSpin-45

e Specifications

e Larmor frequency 45 MHz +/- 1 MHz
e Nucleus proton

e Sample form liquid

e Resolution better than 100 ppb
 Signal-to-noise ratio 300 for water, single shot
e Magnet type permanent

e Capillary 300 micron ID

e Weight 10.5 Ibs.

* Dimensions 7"W x 5.75"H x 11.5"D
 Power 115/230 VAC, 50/60Hz, 150 W
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Ethyl Acetate

(neat, 72 scans)
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'HNMR (44 MHz, ) 54.15(q J=T7.1Hz, 2H), 204 (s, 3H),1.29(t, J=T.0 Hz, 3H)
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picoSpin.
Ethyl Acetate

72 scans, T1 = 15, AT 750 ms
Total acquisiion time: 126 s

48 scans, T1 = 15 AT 750 ms
Total acquisition time: 84 5

12 scans, T1 = 15, AT 750 ms
Total acquisition time: 21 5
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picc:-Spir;.

Ibuprofen
(2.5 M in acetone-ds; 96 scans)
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TMS
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11 10 9

ppm
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picoSpin.

F
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Meat; 72 scans
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