Nuklearni magneticka rezonance

NMR spektroskopie pevného stavu



NMR pevné faze, MOTIVACE
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micelles hexagonal lamellar cubic reverse reverse

S hexagonal micelles
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NMR pevné faze, MOTIVACE
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NMR pevné faze
MOTIVACE

Carbon-13 CPMAS spectra of nifedipine (VI).

—

Top: crystalline form I.

Bottom: amorphous

J. Pharm. Pharmacol. 2007, 59: 225-239
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Polymorph is a solid crystalline phase of a given compound
resulting from the possibility of at least two crystalline arrangements of

the molecules of that compound in the solid state.

W.C. McCrone, in Physics and Chemistry of the Organic Solid State, Vol. 2, Interscience, New York, p.
725, 1965.
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Potencialné rozdilné fyzikalni a chemické vlastnosti mezi polymorfy,

solvaty a amorfni fazi:

- fyzikalni a termalni vlastnosti (hustota, refrakéni index, teplota tani, volna energie a
chemicky potencial, termalni stabilita, rozpustnost)

- spektroskopické vlastnosti (vibracni, rotaéni, elektrénové a NMR vlastnosti)

- kinetické vlastnosti (fad rozpustnosti, stabilita, kinetika reakci v pevné fazi)

- povrchové vlastnosti (plocha povrchu, distribuce velikosti ¢astic)

- mechanické vlastnosti (tvrdost, komprese, tepelna expanze, charakteristika vysychani)

- chemickeé vlastnosti (chemicka a fotochemicka reaktivita)
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Polymorf — farmaceutické aplikace



Pevna faze

vzorky v podobé monokrystaldl, praskové formé (mikrokrystaly) ¢i amorfni
faze

omezen molekularni pohyb — anizotropie chemického posunu, vyrazny
efekt primé dipolarni a kvadrupolarni interakce

100% koncentrace vzorku

spektra ,,presycena” informacemi — vyvoj technik ssNMR pro jejich
extrakci



Interakce jaderného spinu

energie interakce spinu reprezentovaného operatorem TZ s okolim vyjadruji jednotlivé
cleny spinového hamiltonianu H
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Anizotropni interakce v pevné fazi - CST
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Jaderné magnetickeé stinéni
Stinici konstanta - tenzor
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PRICINY ANIZOTROPIE CHEMICKEHO POSUNU

® omezeny molekuldrni pohyb plné nekompenzuje nesféricky charakter elektronové hustoty

molekul

® rlzné orientace mikrokrystal( v praskovém vzorku Gip =137, + 0y + 035 ) izotropni stinéni



Anizotropni interakce v pevné fazi - CST

Jaderné stinéni
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Kubickd symetrie — magicky uhel



Chemicky posun v praskovém spektru

ASYMETRICKA MOLEKULA AXIALNE SYMETRICKA MOLEKULA

PRICINY ANIZOTROPIE CHEMICKEHO POSUNU

omezeny molekularni pohyb plné nekompenzuje nesféricky charakter elektronové hustoty molekul

® rhGzné orientace mikrokrystal(l v praskovém vzorku



Anizotropni interakce v pevné fazi - DD
BO

Heteronuklearni dipodl-dipdlova interakce
DD
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spinovy par >N - 1H v axialné symetrickém okoli —
praskové spektrum
v pevné fazi se diky omezenému pohybu interagujicich spinovych parl projevuje pfima
dipolarni interakce (dosah 10 A)
praskova spektra odpovidaji ndhodnym a v ¢ase konstantnim orientacim mezijaderného
vektoru r vaci sméru B,

signal je v idealnim pripadé rigidniho krystalu Stépen na Pake(lv dublet odpovidajici a a 8
stavu interagujiciho partnera



Zavislost signalu na orientaci izolovaného spinového paru
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Rotace vzorku pod magickym uhlem

Magic Angle Spining (MAS)
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kubickd symetrie systému: v ¢ase se vSechny orientace vlivem rotace zprameéruji do
hodnoty magického Uhlu — vynulovéni ¢lenu (3cos?0 -1)

® potlaceni heteronukledrni dipdl-dipdlové interakce a slozky anizotropie chemického posunu
— zUZeni signdll resp. rozpad praskového spektra na jednotlivé rotacni signaly



Rotace vzorku pod magickym uhlem - MAS

X
Kubicka symetrie — magicky uhel

® rozlisSené rezidualni rotacni  signdly mohou
poskytnout informace o anizotropii jaderného stinéni
resp. chemického posunu — urceni slozek tenzoru o



Rotace vzorku pod magickym uhlem

rozliSené rezidualni  rotacni  signaly mohou
poskytnout informace o anizotropii jaderného stinéni
resp. chemického posunu — urceni slozek tenzoru o

Rotacni signaly
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Heteronuklearni dekapling

frekvence MAS

1H decoupling
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umoznuje témer zcela potlacit heteronuklearni dipolarni interakce v ss NMR spektru

zalozen na kontinudlnim ozafrovani interagujiciho jadra, napr. 'H rezonance, 180° pulzy o
stejné fazi — rotace magnetizace zpUsobi vypriameérovani spinové slozky H,, do nulové

hodnoty



Anizotropni interakce v pevné fazi

Homonuklearni dipol-dipolova interakce
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® v homonukledrnim spinovém paru (napt. *H-'H) hamiltonian dipolarni interakce navic zahrnuje skalarni
soucin vektorl operator(i magnetizace

® podminka zachovani celkové energie systému nebrani pfenosu energie v okamziku synchronniho flip-flop
pfechodu mezi dvéma interagujicimi jadry o blizké rezonancni frekvenci

® jde o koherentni velmi rychly proces prenosu magnetizace prostorem, homonuklearni interakce proto
zapricinuje tzv. spinovou difuzi



D-interakce vs. J-interakce

Prima spin-spinova interakce

Sifi se pres prostor — pfima interakce
jadernych dipdéld

velikost zavisla na orientaci
mezijaderného vektoru vici vnéjSimu
magnetickému poli

uplatiiuje se v pevné fazi popr.
orientovanych mediich v podobé
rezidualniho dipolarni interakce

v roztoku dulezity relaxacni mechanismus
- NOE

magnituda v radu desitek kHz

Neprimad spin-spinovad interakce

zprostfedkovana valencnimi elektrony
nezavisla na orientaci ani velikosti
vnéjsiho magnetického pole

uplatiiuje se v roztoku, v pevné fazi
prekryta intenzivnéjsimi DD popf¥.
kvadrupolarnimi interakcemi

magnituda v radu desitek Hz



Anizotropni interakce v pevné fazi

Kvadrupolarni interakce
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projevuje se u jader s jadernym magnetickym spinovym Cislem s > 1/2 — jaderny spin se mlZe vyskytovat

ve 2s + 1 energetickych stavech

® tato jadra maji nesférickou distribuci jaderného naboje — kvadrupodlové Stépeni rezonancniho signalu
zpUsobi interakce magnetického momentu s gradientem elektrického pole

¢ kvadrupolové Stépeni dosahuje az fadd MHz a jeho zdvislost na orientaci spinového systému vuci B, je

popsana vedle harmonické funkce i slozkou druhého rfadu, MAS neumoznuje zcela odstranit (double
rotation)



Krizova polarizace

Cross-Polarisation (CP)
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hnaci silou je prima dipdl-dipdlova interakce, vyuziva tendence magnetizace proudit z vysoce
polarizovaného systému (velké y,, napt. tH) do systému malo polarizovaného (malé yg, napf. 13C)
rezonancni podminku Ize pro heteronuklearni spinovy par splnit diky Hartman-Hahnovu experimentu —
zalozen na soucasném ozarovanim obou jader rf poli o odpovidajicich frekvencich, coz vyvolava precesni
pohyb obou spinl kolem sméru téchto poli, amplitudy téchto rf poli jsou nastaveny tak, aby doslo k
vyrovnani frekvenci obou precesnich pohybU a ustaveni tzv. dipoldrniho kontaktu

v homonuklearnim systému je flip-flop cross-polarizacni prechod podstatou spinové difuze
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Cross-polarizacni (CP) experiment

1H BlH Decouplig

v

13¢ BlC 7

90° pulzem je excitovan H vysoce polarizovany spinovy systém

béhem CP periody jsou magnetizace obou systému udrzovany ve shodném sméru rf poli (spin-lock) bez
vyvoje chemického posunu — polarizace se presouva z 'H do 13C spinového systému

béhem akvizice 13C signalu je DD interakce potlacovana dekaplovaci pulzni sekvenci na H

CP experiment predstavuje vyznamny stavebni blok fady pulznich sekvenci v ssNMR — umoznuje az
1000x zvyseni citlivosti



CP/MAS experiment

1H BlH Decouplig

v

13C

Kombinace CP experimentu a rotace pod magickym uhlem (MAS) Kubicka symetrie — magicky dhel
MAS — eliminace anizotropnich interakci

CP — zvyseni citlivosti

CP/MAS — zaklad sofistikovanéjsich experimentl v pevné fazi

Dekapling béhem akvizice - eliminace Stepeni 3C NMR spekter jadrem H



CP/MAS experiment

(A) 8
'H < Decouplig 14 | -cP Decouplig
)18
CH;, kvartérni C +CHj; ,+kvartérni C
- CH,
CcpP cP
13¢ 13¢

intenzita DD interakci mezi 'H a 13C zavisi na prostorové blizkosti jader a rychlosti reorientace
mezijaderného vektoru vici B, klesa v radeé:

CH, > CH > CH, (rotace) > C (vzdalené protony)
(A) BEhem spinového echa dojde k rozfazovani koherence signalu CH, a CH vlivem DD interakce, jeZ je v
téchto spinovych systémech nejrychlejsi.
(B) Na inverzi faze CP spinlokovaciho bloku *H rezonance nejrychleji reaguji CH, skupiny —inverze signald,
nasledované CH (signdl po optimalizaci blizko nule) .



2D ssNMR spektroskopie

HETCOR

INADEQUATE
1/2Homonuklearni n/2
decoupling
1H cp Decouplig 1H o Decouplig
+“—>
t1 I /2 /2 1
t2
t1
13¢C cp 13¢ CcP «—>

Napr:

® DD interakce: 'H - 13C korela¢ni heteronuklearni experiment HETCOR
® J-interakce: 13C-13C INADEQUATE, HMQC-J/-MAS

® korelace CSA a DD interakce: orientované systémy- PISEMA



13C signal assignment — 2D CP-INADEQUATE

| | | | | |
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 650 50 ppm




sSNMR spektroskopie

Rotory — ZrO2



