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Historie NMR

1943 — Nobelova cena za objev magnetického momentu protonu —
Otto Stern.

1944 — Nobelova cena za rezonancni metodu pro zjisteni
magnetickych vlastnosti atomovych jader — Isidor Isaac Rabi.

1945 — prvni 'H NMR spektrum vodly.

1952 — Nobelova cena za rozvoj metod pro presna mereni jaderneho
magnetismu a prvni NMR signal — Felix Bloch a Edward Mills Purcell.

1965 — Sirokopasmovy 'H decoupling.

1991 — Nobelova cena za HR-NMR, vyvoj novych pulsnich technik,
rozvoj FT-NMR a zavedeni 2D NMR technik — Richard R. Ernst.

2002 — Nobelova cena za vyvoj] NMR technik umoznujicich urCeni 3D
struktury biomolekul — Kurt Wutthrich.



Nuklearni Magneticka Rezonance

Sledujeme absorpci radiofrekvecCniho zareni vzorkem, ktery je
umisten v magnetickém poli.

Vzorek muze byt v plynném, kapalném i pevném stavu.
Dulezita metoda pro strukturni analyzu.

Vyzaduje silné magnetickeé pole, nejcasteji se vyuziva supravodivych
magnetu.



Schéma NMR spektrometru
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NMR magnety

 Permanentni —do 100 MHz
« Cryogen-free — levny provoz, 100 — 300 MHz.

e Supravodivé magnety — nejCasteji vyuzivaneé v
NMR
— Chlazené kapalnym heliem (4 — 2,2 K)

- Magnetické pole az 23,5 T (1000 MHz)

nmr console magnet






Rezonancéni frekvence 'H a °C
jader v zavislosti na sile
magnetickeho pole

B, [T] 'H [MHZz] 3C [MHZz]
1,41 60 15,1

2,35 100 25,15
7,05 300 75,4
11,74 500 125,7
14,09 600 150,9
16,44 700 176,05
19,97 850 213,78

22,32 950 238,94



NMR sondy

Hlavni funkci je excitace spinového systému a snimani odezvy.
Lockovaci kanal.

Udrzuje stabilni teplotu vzorku.

Casto obsahuje také gradientovou civku (civky) pro experimenty

vyuzivajici pulsni gradienty magnetickeho pole.
Podle konstrukce se deli to
] match
- Teplé sondy tX/rx
- Kryosondy — zvySena citlivost, naroCna udrzba J’r @
- Pratoéné sondy
tune

- Nanosondy — pro extreémné malé mnozstvi vzorku




NMR sondy

« Sondy se dale deli podle poctu civek. Citlivost civek klesa se
vzdalenosti od vzorku.

— Dvoukanalové — dveé civky

- TrFikanalové (triple resonance)

« BB sondy maji vnitrni civku urCenou pro mereni jader X a vnejsi pro
meéreni 'H nebo pro '"H decoupling. Inverzni sondy maji usporadani
opacne a jsou vhodné pro snimani 'H jader, napr. 2D experimenty —
H-13C HSQC.

« Dale rozlisujeme sondy podle velikosti NMR
kyvety, pro kterou jsou konstruovany — 5 a 10 mm.
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Vzorek pro NMR spektroskopii

Vyuzivaji se tenkosténné sklenene kyvety, které se umistuji do
plastovych nebo keramickych rotorku. Prumér kyvet je nejCastéji 3, 5
nebo 10 mm.

Pro mereni je nutné pripravit roztok merene latky v deuterovanem
rozpoustédle. Signal 2H (D) se pouziva k lockovani vzorku.

Vzorky reakCnich smesi se casto méri v koaxialnim usporadani, kdy
se kyveta se vzorkem vlozi do kyvety s deuterovanym
rozpoustedlem.

Signal deuterovaného rozpoustedla Ize vyuzit i jako standard ke
kalibraci spektra.
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Rozpoustédlo
C.D,

CDCI,

CDCl,

D,O

DMSO
CD,0D

Toluen-d8

CD,CN

Rozpoustedla pro NMR

5('H) 5(*C)

7,16 128,4

7,24 77,23

5,32 54,0

4,8 -

2,50 39,5

3,31; 4,78 49,2

2,09; 6,98; 7,00; 7,09  20,4; 125,5; 128,3; 129,4; 137,9
1,94 1,4; 18,7
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Jaderny spin

Atomové jadro se sklada z protonu a neutronu.

Obé Castice maji spin £'%.

Jaderny spin je dan soucétem spinu vSech nukleond.

V NMR jsou aktivni pouze jadra, ktera maiji spin ruzny od nuly.
NejCastéji se meri jadra se spinem "2, napr. 'H, 3C, 19F a 31P.

Za normalnich podminek maji obé orientace spinu stejnou energii.

Pokud ale vlozime jadro do magnetického pole, ziskame dve rozdilné
energeticke hladiny.

Pokud na tento systém pusobime radiofrekvenénim zarenim, muze dojit k
absorpci a preskoku spinu na vyssi energetickou hladinu.

Poté pozorujeme navrat spinu na puvodni hladinu a vyzareni absorbované
energie, kterou snimame.
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21,147
900 MHz

940T
400 MHz

16 spinu

64 spinu

135 spinu
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Radiofrekvencni pulsy

FT-NMR vyuziva k excitaci jadernych spinu radiofrekvencni pulsy.
Ty excituji vSechna mérena jadra, napr. protony, najednou.

Pulsy sklapi vektor magnetizace a zpusobuji jeho precesi.

Délka pulsu se pohybuje v fadu us.

Cim je puls del3i, tim je v&tsi i sklapé&ci uhel.

NMR Signal

' s RF Coil

. J/\ JA .|I I|. L
/\ l Ali
] BK

| 3

=
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Chemicky posun

|zolovana jadra stejného izotopu budou v magnetickém poli rezonovat pfi stejné
frekvenci.

Pokud uvazujeme molekuly, je kazdé jadro ovlivnéno také lokalnimi magnetickymi poli,
které jsou generovany vazebnymi elektrony. Tim dochazi ke zméné rezonancni
frekvence daného jadra.

Zmeéna je dana tzv. chemickym okolim pozorovaného jadra a nazyva se chemicky
posun. Oznacuje se o a je dan vztahem:

V=V 1us
R Vv

Vrus J€ rezonancni frekvence standardu, v je rezonancni frekvence signalu

chemicky posun je bezrozmérny, jelikoz se jedna o velmi malé hodnoty, udava se v
ppm.

Chemicky posun je, na rozdil od rezonanc¢ni frekvence, nezavisly na hodnoté vnéjsiho
magnetickeho pole.
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"H NMR chemické posuny
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Interakcni konstanta

« Pokud je v molekule vice NMR aktivnich jader, muze dochazet k
jejich vzajemné interakci. Sila této interakce je dana hlavne pocCtem

vazeb, které jadra oddeélu;ji. H H
* Velikost interakCni \
konstanty je nezavisla H C C O
na intenzite magnetickeho
pole.
H-e>H
—
/
/ CH,
= CH,
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Interakcni konstanta

Zpusob Stépeni je dan poctem interagujicich spinu.

Pro jadra se spinem %z je velikost multipletu, tzn. pocet signalu po
stepeni a jejich vzajemna intenzita dan Pascalovym trojuhelnikem.

,
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Interakcni konstanta

» Velikost interakce se vyjadruje pomoci interakCni konstanty, ktera se
oznacuje pismenem J. Pro presnejsi popis interakce se vyuziva
indexu, napf. interakci mezi atomy vodiku v ethanolu (pfes tfi vazby
H-C-C-H) vyjadrime 3J,,. Jeji velikost se udava v Hz.
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Decoupling (dekaplink)

Sté&penim signall spektra je duleZitou informaci pro strukturni
analyzu, zaroven ale zhorsuje pomeér signal/sum.

Pro potlaCeni Stépeni se pouziva tzv. decoupling, kdy kontinualne
ozarujeme dekaplovana jadra. Tim dojde k potlaCeni stépeni.

Ztratime ale informaci o kvantitativnim sloZzeni vzorku, protoze
intenzita signalu v dekaplovanem spektru neni umerna koncentraci.

Gated decoupling — neozarujeme béhem akvizice, nedojde k
potlaceni NOE.

Inverse-gated decoupling — ozarujeme pouze béhem akvizice,
vhodné pro jadra se zapornym gyromagnetickym pomerem — 15N,

295I. -
1H Proton Decoupling
X l Y Inverse Gated Proton
X I e Gated Proton
H - Decoupling
22
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'H NMR

'H je velmi citlivé jadro s prirodnim zastoupenim témér 100 %.
Bézny rozsah chemickych posunu 14 az -4 ppm.

Pouziva se jednopulsni experiment (zg) s 90° pulsem, pfip. 30° pulsem
(zg30).

Lze vyuzit i homonuklearni nebo heteronuklearni decoupling.

vysSich fadu.

Pro vetsi molekuly je vyhodné méfit 2D NMR experimenty — COSY, NOESY.
Ve spektru Ize pozorovat tzv. uhlikove satelity vzniklé interakci 'H-13C.
http://users.wfu.edu/ylwong/chem/nmr/h1/
http://www.chem.wisc.edu/areas/reich/handouts/nmr-h/hdata.htm
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C NMR

V prirode je obsah izotopu 3C pouze 0,01 %, zbytek tvori NMR
neaktivni izotop 12C.

13C NMR nejCastéji méfime s 'H decouplingem.

Rozsah chemickych posunu je od 220 do -20 ppm.

Casto se vyuzivaji sloZitgjsi experimenty — APT, DEPT, INEPT, ...
Prip. 2D experimenty — HSQC, HMBC.

Stanoveni interakCni konstanty 13C-13C vyzaduje velmi koncentrované
vzorky a dlouhy méfici Cas — INADEQUATE.

http://www.chem.wisc.edu/areas/reich/handouts/nmr-c13/cdata.htm
http://www.chem.wisc.edu/areas/reich/handouts/nmr-c13/c-coupling.htm
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H

DEPT - Distortionless Enhancement

90°

by Polarization Transfer

Poskytuje informaci o po€tu protonu vazanych k uhliku, tzn.
Umoznuje rozlisit skupiny CH, CH,, CH, a kvartérni uhliky.

DEPT45 — signaly od vSech uhliku s vazbou C-H ve stejné fazi
DEPT90 — pouze signaly skupin CH, ostatni jsou potlaceny
DEPT135 — signaly CH a CH; ve fazi, CH, v antifazi

90° 180°

180° ©
Y J % J 72

a0 ' &0 100 @
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APT — Attached Proton Test

 Podobné jako DEPT umoznuje urcit poCet protonu vazanych na atom
uhliku.

« Kvartérni uhliky a skupiny CH, poskytuji pozitivni piky.
« Skupiny CH a CH; poskytuji negativni piky.

 NizSi citlivost nez DEPT, ale
misto tri spekter staCi namerit
jedno.

193
==
y T

P 180° 180° CH and CH3 ‘ 1, ‘ H‘ T

1 N> i

1 -
1;JCH decoup“ng 140 130 120 110 100 9 8 70 60 5 40 30 20 10
Chemical Shift (ppm)




INEPT — Insensitive Nuclel
Enhanced by Polarization Transfer

« Dulezity prvek mnoha pulsnich sekvenci, vyuzivajicich prenos
polarizace.

* Vyuziva se pro zvyseni citlivosti jader s nizkym gyromagnetickym
pomerem.

« Zvyseni citlivosti je umerné pomeru gyromagnetickych konstant 'H
a mereného jadra — pro 13C je to asi 4x, pro 5N cca 10x.

180° 90°
X . 1/4 I»

H
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2D ... XD NMR experimenty

7 u D oLl

Rozliseni se da zvysit silnejsim magnetickym polem.
Lepsi cestou je prechod na NMR experimenty ve vice dimenzich.
V dnesni dobeé se rutinne vyuzivaji 2D a 3D experimenty.

Rozliseni je podstatné vyssi nez u 1D spekter
protoze dochazi k rozprostfeni signalu v plose

spektra. h |'|‘l~ ~ | |

T T T T T T T T T |
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2D ... XD NMR experimenty

2D experimenty se skladaji ze Ctyf kroku:
- Priprava (preparation) — excitace spinového systému.
- Vyvoj (evolution) — nechame systém volné vyvijet.
- Mixing time — dochazi k pfenosu magnetizace mezi spiny.
- Detekce — akvizice dat.

2D spektra se nejCastéji znazornuji jako ploSné fezy, Ize je ale
zobrazit i jako 3D mapy.

RozliSsena 2D NMR spektra (resolved) - rozliSena podle interakénich
konstant. Na jedné ose je chemicky posun, na druhé interakcni
konstanta.

Korelovana 2D NMR spektra (correlated) - na obou osach jsou
chemické posuny.

U vicedimensionalnich experimentu se opakuje vyvoj a mixing time v

prislusnych dimensich. 2



Homonuklearni 2D experimenty

« Prenos magnetizace mezi stejnymi jadry, nejCastégji 'H-1H, ale muze
byt i 31P-31P, 19F-19F, atd. U koncentrovanych vzorku Ize i 13C-13C
(INADEQUATE).

« Pokud mezi jadry dochazi k prenosu magnetizace, pozorujeme tzv.
cross-peaky. VV opacnem pripadeé ziskame diagonalni peaky.

o L e b
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COSY

COrrelated SpectroscopY
Jeden z nejbéznéjSich 2D experimentd.
Umoznuje zjistit interakce mezi jadry a odecCist interakcni konstanty.

Protony, ktere jsou dal nez tri vazby neposkytuji cross-peaky, protoze
hodnota 4J.y je blizka nule.

V soucCasnosti se pouziva DQF-COSY - (Double Quantum Filtered
COSY) - ktera poskytuje stejné informace, ale spektra jsou Cistéjsi.
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TOCSY

TOtal Correlated SpectroscopY

HOHAHA - HOmonuclear HArtmann HAhn

Umoznuje rozdelit protony do skupin podle vzajemnych interakci.
Lze napf. rozlisit protony jednotlivych cyklu v disacharidech.
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NOESY

Nuclear Overhauser Enhancement SpectroscopY
Velmi dulezita metoda pro urCovani terciarni struktury biomolekul.

Prenos magnetizace probiha mezi jadry, mezi kterymi je skalarni
interakce.

Maximalni vzdalenost jader 5-6 A.

Pro vétSi vzdalenosti - ROESY - ROtating frame Overhauser
Enhancement Spectroscop.
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Heteronuklearni 2D experimenty

Dochazi k pfenosu magnetizace mezi ruznymi jadry, napf. 1H-13C,
1H-15N, atd.

Diky prenosu magnetizace lze pohodiné meérit i malo citliva jadra.
Na osach jsou chemické posuny jednotlivych jader.

Pokud mezi jadry dojde k prenosu magnetizace, pozorujeme peak na
praseciku chemickych posunu obou jader.

Pokud k prenosu magnetizace nedojde, neziskame zadny peak.
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HSQC

Heteronuclear Single Quantum Coherence

Patri mezi tzv. inverzni experimenty - snimame 1H.

Signaly ve spektru patfi 'H jadrum vazanym pfimo na 3C nebo '5N.

Spektrum neni symetrické podle diagonaly.

M WJL

ppm
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HMBC

Heteronuclear Multiple Bond Correlation

Pozorujeme signaly protonu, které interaguji s jadrem X pres vice nez

jednu vazbu.

Metoda umoziuje pozorovani kvartérnich uhliku.

HMBC spektra jsou nachylna

M

artefaktu, zvlasté od 1Jy,.
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Solid-state NMR

MAS NMR - Magic Angle Spinning
Anizotropie chemickeho posunu.

Vzorek je napéchovan do keramického rotoru a rotuje pod uhlem
94,7° (magicky uhel).

Rotace pri rychlostech 0-50 kHz.
Pro méreni malo citlivych jader se vyuziva cross-polarizace.
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NMR ve slabém magnetickem poli

« Earth's-Field NMR
- vyuziva magnetické pole Zemé
- lze mérit velkeé vzorky

- pro zlepSeni S/N se vyuziva pre-polarizace v elektromagnetu

 Low-Field NMR

o Systémy vyuzivajici permanentni magnety nebo elektromagnety -
PicoSpin, ...
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Odkazy

http://nmrlab.chemi.muni.cz/

http://ga.nmrwiki.org/
http://chem.ch.huji.ac.il/nmr/index.html
http://sdbs.riodb.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/cre_index.cgi
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