Nuklearni magneticka rezonance




Selekce signalu

homogenita magnetického pole

— kdyby nebylo magnetické pole homogenni, vykazovala by jadra stejného
typu v rlznych pozicich vzorku rozdilné precesni frekvence a tim i rozdilné
chemické posuny (rozsifeni signalu)

homogenita je nastavena civkami kolem vzorku — upravuji pole v osach
X, Y, Z a jejich kombinacich

magnetické pole muze v Case fluktuovat => je potreba ho zastabilizovat —
lokovani “locking” napf. na signal deuteria, které je pfitomné v néjakém
mnozstvi v rozpoustédle (napf. D,0)

fizend a presné definovand nehomogenita mizZe byt vyuZita k selekci
signalu
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Gradienty

v pripadé homogenniho magnetického
pole se vektory reprezentujici rtzné
pozice v kyveté posunou za ¢as Tt o stejny
Uhel a (stejna frekvence)

v pfipadé nehomogenniho mag. pole se
vektory posunou o rlzny uhel (rlizna
frekvence)
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Selekce signalu

e vybér signalu paru 'H —13C a eliminace nebo rozfazovani 'H — 12C :

— fazoveé cykly

- 90°, - 90° 180°
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— pulzni gradient magnetického pole
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Selekce signalu

e vybér signalu paru 'H —13C a eliminace nebo rozfazovani 'H — 12C :

— fazove cykly " 90", A
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Selekce signalu

Vybér signalli pomoci fazovych cyklt

A A h 1H_13C

90° 1/) —
—_— —_— )
1H-12C — neni v NMR aktivni
=> v Case 1/J se nevyviji

90° 1/2) 180°
> B —_ —_—
A A A
1/2) \
—_— —_— A+B= (& / >

k vyvoji kaplingu dochazi jen pro par *H — 13C (ne pro H - 12C)
méreni dvou spekter (A a B), secteni/odecteni neni perfektni kvlli experimentalnim
nepresnostem - zbytkové signaly 1H — 12C



Selekce signalu

e vybér signalu paru 'H —13C a eliminace nebo rozfazovani 'H — 12C :

— pulzni gradient magnetického pole
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Selekce signalu

Vybér signali pomoci gradientu

90°, 1/2) 90°
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signaly *H — 12C se rozfazuji v roviné pomoci gradientu G

90°, sklopi 'H — 3C signaly do osy x — béhem 1/2J zrefokusuiji
vyhody — Zadné artefakty vznikajici odectem spekter (viz. predchozi obr.)

meéreni jednoho spektra — rychlejsi akumulace signalu



Gradienty

v pripadé homogenniho magnetického pole se
vektory na vsech pozicich v kyveté posunou za
cas T o stejny uhel a

gradientem o intenzité G uméle vygenerujeme
nehomogenni magnetické pole a dojde k
rdznému vyvoji v jednotlivych ¢astech vzorku
po dobu trvani G



Gradienty

®,=Pyt,B, @,—fazovy posun

> O

P —rad koherence (SQ, DQ)

vy — magnetogyricka konstanta
T, — doba trvani gradientu

B, — intenzita gradientu

- suma fazi musi byt nulova
pro refokusaci signalu



HSQC s gradienty (gs-HSQC)

nastaveni gradient( : splnéni podminky > ® =0:

HSQC: P, =P, (SQ), T, =T, B, =B,
= pomeér gradientl se fidi pomérem y
= (pro 1H-13C G1:G2 4:1)
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Gradienty

HMQC:
G1l-DQ, G2 -12Q, G3-5Q
T=1,=1,
® =0 = (ye+y,)G1 + (Y, )G2 + (-y,)G3 pro 'H-13C, napi: G1:G2:G3=5:3:4

(1+4)*5 + (1-4)*3 + (-4)*4=0
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e pouziti gradientu je velmi vyznamné pro
1H-13C HMBC v pfirozeném zastoupeni, kde se

jinak pri faz. cyklech odecita kolem 97-98 %
signalu > t1 Sum

* nezbytné pro °N - v pfirozeném zastoupeni 3x
méné nez 13C (0.37 % vs. 1.11 %)



SANGUILUTINE CHLORIDE
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Gradient-Enhanced 1H-15N HMBC
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HMBC s gradienty
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3D spektra

2D

e 2D experimenty — dvé dimenze - FT dvou ¢asovych proménnych
— FID (t,) a inkrementacni cas t,

e 2D spektrum —rovina, kde je interakce dvou jader zobrazena jako
vrstevnice

3D

3D experimenty — pridan treti ¢asovy vyvoj (druha inkrementacni perioda)
FID (t5) a inkrementacni as t, at,

e 3D spektrum — kostka, kde je interkace jader zobrazena jako bod uvnitr
kostky



3D spektra

3D spektrum — kostka, kde je interkace jader zobrazena jako bod uvnitr
kostky

kazdy rozmér kostky predstavuje jednu frekvencni (asovou) proménnou
vhodné pro velké molekuly, biomolekuly
kombinované experimenty HMQC-COSY, HMQC-TOCSY
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— 13C



3D H,C,P-Correlation
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3D HMQC-COSY
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3D Gradient-Selected HSQC-TOCSY
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Gradient-Selected HMQC-TOCSY
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