NUKLEARNI MAGNETICKA
REZONANCE

NMR spektrometrie

PRINCIP NMR

@ Jsou-li atomova jadra né&kterych prvkl v externim
magnetickém poli vystavena vysokofrekvencnimu
elmag. zéatfeni, mohou absorbovat zafeni urcitych v.
Je-li atom soucasti molekuly, v absorbovaného zareni
zavisi na charakteru vazby v molekule:

» Jadra stejnych atomt, které jsou vazany v molekule riznym

zpusobem, absorbuji zatfeni rtiznych frekvenci — kvalitativni
udaj, 1ze urcit jaké vazby jsou v molekule.

m Kazdé jadro atomu stejného druhu vazaného v molekule
stejnym zplusobem prispiva k absorpci — kvantitativni udaj,
dle intenzity absorbovaného zatfeni 1ze stanovit pocet atomi
v urcité vazbe ¢i skuping.

David MILDE, 2006




PRINCIP NMR

® VF (radiofrekvencéni) zafeni absorbuji pouze atomy s
nenulovym magnetickym momentem, kterd maji nenulovy
celkovy jaderny spin | (= spinové kvantové ¢islo). Takové jadra
jsou v atomech s lichym nukleonovym ¢islem.

@ 7 hlediska NMR lze jadra rozdélit na:

m Jadra s nulovym spinovym kvantovym ¢islem — nemaji jaderny
magneticky moment a v NMR nejsou pozorovatelna.

m Jadra s I = }2 - maji jaderny magneticky moment a jsou snadno
mefitelna.
m Jadra s I > 5 - maji vedle jaderného magnetického momentu i
kvadrupolovy moment a jsou obtizné méfitelna.
@ 63 prvki ma alespon jeden NMR aktivni izotop.

@ Zcela neaktivni v NMR jsou pouze: Ar, Tc, Ce a Pm.

David MILDE, 2006

PRINCIP NMR

| Pocet protonii | Pocet neutroni I Priklady
sudy sudy 0 12.C, 16,0
lichy/sudy sudy/lichy [=1/2 LH, 3.C,
[=3/2 F, 31sP

lichy lichy I=1,2,...] %H,'“N

@ Jadra s 1 = 0 se chovaji tak, jako by rotovala kolem své osy,
protoze jsou kladné nabitd, vznika kolem nich magnetické
pole. Rotujici jadro si ,,pfedstavime* jako tyCovy magnet s
magnetickym momentem m:

Y ... jaderny gyromagneticky pomér

h I ... spinové kvantové ¢islo
m=y [— h ... Planckova konstanta
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Atomove jadro v magnetickém poli

-, 8 & Jgdqmé spiny mimp magne-
$ tické pole nemaji Zadnou
M s orientaci.

® V  magnetickém poli se
jaderné spiny orientuji podle

_ : vektoru magneticka indukce.
™ @ Jaderny spin je kvantovan =
sS
NNNN

jsou povoleny pouze nékteré
orientace.

@ Pocet orientaci =21 + 1

David MILDE, 2006

PRINCIP NMR

@ Ve vngjsim mag. poli osa
jadra  kona  precesni
pohyb, kdy vektor mag.

momentu jadra p opisuje :
plast kuzele s vrcholem l !
v jadie a jeho mag. 2drof

moment svira se siloGa- | radiofrekvencniho
rami vné&jsiho pole thel zareni
.

L]

@ Kazda orientace magne-

tického momentu odpo- etk popT " O ;
vidd rizné E hlading. o Vybérove pravidlo
2f---~----- TR m=-12
@ Celkem moznych: o [XO NI:_/HI{
. B / =iy m=z=
I+ 1) E hladin. 5° Fem
w "
(] e BN m=+if2

@ Prechod paralelni orientace v antiparalelni je mozny, aborbuje-li

jadro extern¢ dodanou E — ze zdroje RF zateni.
David MILDE, 2006




PRINCIP NMR

- @ Paralelni orientace odpovida niz§imu E stavu jadra, anti-

Vv

paralelni orientace vy$Simu E stavu.

m-B, h v ... rezonan¢ni frekvence
AE =h-v = I = 7'%']30 B, ... indukce vné&jsiho mag. pole

® Rozdil AE je pfimo umérny velikosti magnetické indukce B,,.
® Vztah vyjadfuje rezonanéni podminku — frekvence, pfi
které dochazi k absorpci kvanta zateni se nazyva Larmorova:

_7-17
V= 27

@ AE je velmi maly. Za b&nych podminek je i v silném mag. poli jen
nepatrné méné jader v niz§im E stavu (Boltzmanlv zdkon = N,/N, =
1000000/1000010). Pti absorpci zareni dochazi po kratkém case k
vyrovnani N, a N, — nastava stav nasyceni, kdy jiz nedochazi k absorpci.

David MILDE, 2006

RELAXACNI PROCESY

| ® NMR zavisi na B, ve 2 smérech:

s Cim vyssi B, tim bude vétsi AE a dosahneme lepsi rozlisen.

» Cim vyssi B, tim vice jader bude v nizsim E stavu a tim ziskime v&t3i
absorpci a lepsi citlivost.

RELAXACE
jadra se zbavuji absorbované E bez jejiho vyzareni
@ Spin-miizkova (podélnd): dochazi k pienosu tepelné E ze
spinového systému do okoli (tzv. miizky); ¢as T, ~ 10 s.
@ Spin-spinova (pFi¢na): postupné predavani E dal§im jadrim;
jedno jadro snizuje E a dalsi ji zvysuje; uplatiiuje se predevsim
u tuhych latek; ¢as T,.
@ Pro malo viskozni kapaliny: T, ~ T, ~ 10-! az 10% s
@ U tuhych latek T, << T, — signély jsou $irs§i nez u kapalin.
David MILDE, 2006




NMR SPEKTROMETR

1 — zdroj magnetu
2 — elektromagnet
: I_ M—"‘L 3 — zdroj RF vysilace
6 4 — RF vysila¢
5 — zpracovani signalu
6 — spektrum
Detektor: RF pfijimac v
podobé civky
Frekvence magnetti: 300-
1 3 600 MH
Vzorek ve sklenéné kyvete,

ktera rotuje

@ Moderni FT-NMR spektrometry: béhem kritkého pulsu (us) se vybudi
vSechny signaly, které se v zavislosti na ¢ase ukladaji do paméti (FID —
free induction decay) a pak se pomoci Fourierovy transformace prevedou
na konven¢ni spektrum. Po uplynuti relaxa¢ni doby se puls opakuje.

@® U Klasickych CW-NMR spektrometri se spojité méni intenzita

magnetického pole B,
David MILDE, 2006

FT-NMR

© FID g| spektrum
‘N E
G 2
E AE L
— — >
gas frekvence
¢asova doména frekvenéni doména

@ Obsahuje-li vzorek vice rezonanci, jsou vSechny rezonance
méfeny v tzv. asové doméné soucasne.
@ Vyhody FT-NMR:
m opakuji se méfeni a ,,FIDy* se s¢itaji =zvyseni citlivosti,
= moznost méfit jina jadra neZ 'H.

David MILDE, 2006




NMR SPEKTRUM

'® 2 moznosti méfeni: na vzorek pisobi RF elmag. pole stejné
frekvence a méni se hodnota Bj; konstantni magneticka
indukce (B,)) a méni se frekvence elmag. pole.

@ Udaje v NMR spektrech:

= chemicky posun,

= spinova interakce — rozStépeni signali do multipletové struktury a
spinova interak¢ni konstanta J

» integralni intenzity signalli — informuje o poctu ekvivalentnich atomt v

molekule.
t:m—g-uu-w:-g-o-cu,-cH2
Integrilni
e {1
Multiplicit:
3.3 interaktal NH-CHr
konstanty Chemicky
2. posun
N
~CH—CH.
:[h'"“ 3 Signl rozpoustédla - ™S
T T T T T T T T T
8 7 3 5 4 3 2 1 03

NMR SPEKTRUM

'@ Pii sledovani absorpce zafeni se ve spektru na osu x vynasi
tzv. chemicky posun & v jednotkdch ppm a na osu y intenzita
signalu.

Chemicky posun

: + Parametr NMR spektroskopie
5= Vizorek ~ Vitandard | 10° [ppm] + Bezrozméma velicina
1 + Veli¢ina nezavisla na intenzité vnéjsiho
magnetického pole

=+ Chemicky posun je relativni veli€éina = hodnota je vztazena ke standardu

)
standard

STANDARDY : 'H, 1°C, #Si ._.... (CH,),Si (TMS) 15Sn (CH),Sn
5=0 i H,PO, BN CH,NO,

@ Standard pro 'H a 13C je tetramethylsilan (TMS), ktery ma 12
ekvivalentnich H a 4 ekvivalentni C; & pro TMS se voli 0.

»  pro 'H byva do 15 a pro *C do 250 ppm.

David MILDE, 2006




Chemické posuny protonti
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Stinéni

- @ Jadro stejného nuklidu umisténé v raznych strukturach
molekuly se projevi riznymi signély. Jadra v molekule jsou
ovlivilovana (stinéna) e okolnich atoma. Obihajici e
vytvareji slabé mag. pole, které je namifeno proti vnéjSimu
poli (By).

B, = B,(1-0), kde o - stinici konstanta (10-¢ — 10-%)

@ Pohyb nabitych e v orbitalech indukuje slabé magnetické
pole, které zeslabuje (o > 0) nebo zesiluje (o < 0) vngjsi
magnetické pole B,

Ethylacetat Riizné stinéna jadra prvku

g © rezonuji pri riznych frekvencich!
(:Hg--(:—O—CHZ'—CH3
© ® &

Vies = 7/—80 (1 - O-)
2z

006




Spin-spinova interakce

CH;—CH,—X X =OFEt(OH,Cl, )

Protony ve skupiné CH, Protony ve skupiné CH,
celkovy

celkovy
spin spin
-3/2
Sz TN UT -1
’ PN o 0
+1/2 UR IR “
+3/2 M1

Ctyfi energeticky rozdilna usporadani tfi energeticky rozdilna usporadani

rozstépeni
multipletu

1331
2.N.Il+1 14641
Pascallv trojuhelnik

Spin-spinové interakce

@ Vzajemné ovliviiovani jadernych spind atom v molekule pies
jejich chemickou vazbu. Je zplsobena interakci jadra s jadry
sousednich atomu aktivnich v NMR.

® Pravidla  multipletového  $tépeni
interakcemi:

signali  spinovymi

m Pocet dil¢ich signalti zavisi na poctu interagujicich jader:
Multiplicita = 2nI + 1
= Pomér intenzit signalti je dan rozvojem binomicke fady: (a+1)"

= v/Hz
1000 800 600 400 200 0
T T ¥ ©
9
Ho C-0—CH ~CH
CHy 7 CHy .
© -
- @
J
-ﬂ-i:—BA
juﬁ__J }
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~—— 8/ppm




DECOUPLING — odstranéni spinové interakce

Ha  He ozarovani

b

T T 8 T

Sp og dp dg

@ SELEKTIVNI (homonukledrni) DECOUPLING: ozafovéni
spinu A béhem méfeni = orientace spinu A vici vnéjSimu
mag. poli se rychle méni a signal spinu A zmizi a dublet spinu
B splyne v singlet.

@ PLOSNY (heteronuklearni) DECOUPLING: ozafuje se jiné
jadro nez se méti — nejéastéji 'H pii méfeni ’C =
zjednoduseni interpretace spekter.

® Nuklearni Overhauseriv efekt (NOE) vylepSuje pomér S/N a
zlepsuje citlivost.

» Ozafovani jadra H rezonan¢ni frekvenci umoziuje detekovat signdl jiného
jédra s vy$si intenzitou.

= Pric¢inou NOE je vzdjemna interakce jader pres prostor, jez nevede ke Stépeni

signald.
David MILDE, 2006
'HNMR SPEKTRUM
INTERAKCNI KONSTANTA J
T Jag Jas Vypocet hodnoty J z A
JAB JAB J=Ay = v.AS
10°
v = rezonancni frekvence prislusného jadra
dublet kvadruplet

@ Velikost rozstépeni v Hz.

® Je mirou interakce mezi jadernymi spiny a jeji velikost
nezavisi na sile vnéjsiho magnetického pole. S rostoucim
poctem vazeb mezi interagujicimi jadry jeji velikost klesa.

INTENZITA SIGNALU

® Udava se relativné vuéi ostatnim signdlim a pak je ptimo
umeérna poctu absorbujicich jader.

® Plocha kazdého signdlu je Umérnd potu chemicky
ekvivalentnich jader v molekule.

= Pr.: diethylether ma 6 ekvivalentnich H v CH; a 4 ekvivalentni H v CH,.
David MILDE, 2006




I3C NMR spektrometrie

K2 Umoziiuje piimé ,,zkoumani® uhlikového skeletu
molekuly.
@ Analogicky s 'H NMR pocet signali poskytuje
informaci o poctu rtizné vazanych uhlikii v molekule.
@ Prirozené zastoupeni 13C je vyrazné nizsi nez u 'H
(jen 1,1 %) a 3C poskytuje slabsi signal = je tieba
méienim vyrazné zlepsit pomér S/N, coZ umoznilo az
zavedeni FT-NMR.
@ Chemicky posun 13C je ovlivilovan zejména:
= clektronegativitou skupiny navazané na dany C,
s hybridizaci C (sp?, sp?, ...).
@ 3C NMR spektra: obvykle oddélené piky piislusejici

jednotlivym uhlikm.
David MILDE, 2010

NMR spektra 1-chlorpentanu

TH NMR spektrum

CICH;CHACH,CH,CHy

13C NMR spektrum

f I CICH,CH,CH,CHLCH;

David MILDE, 2010

10



13C NMR SPEKTRUM

| @ Podle chemickych posunt Ize urcit typ vazby C a chemické
okoli.

® Stépeni signalt diky spin-spinové interakci se ve spektrech
neuplatiiuje = vSechny piky jsou singlety.

@ Principialné dochazi ke Sté€peni pii BC-3C a BC-'H
couplingu, ale:
s Vzhledem Kk nizkému pfirodnimu zastoupeni BC je

nepravdépodobné, Ze jedna molekula by obsahovala vice neZ
jeden 13C.

= Stépeni diky 3C-'H couplingu je p¥ili§ sloZité, takZe se v praci
pouZiva tzv. Sirokopasmovy decoupling, ktery jakékoliv Stépeni
potla¢i.
#® Integrace ploch signalu pikd se nepouziva, protoze zjisténé
poméry nejsou jednoznacné. FT-NMR méfeni zkresluje
intenzitu, zejména pro C bez C-H vazby.

David MILDE, 2010

Multipulzni 3C NMR spektra

@ Moderni multipulzni techniky umoziuji ziskat informaci o
poctu C-H vazeb pro kazdy uhlik. Informace se neziskava
diky multiplicité, ale diky rozdilné intenzité¢ '3C spekter
modulovanych podle velikosti interakce '*C—'H. Pt. technik:

n APT (Attached Proton Test)

= DEPT (Distortionless Enhancement of Polarization Transfer)

cH »Normalni“ 13C spektrum i

v 4, 1-fenyl-1- pentanonu
H— 7‘“( H:CH,CH,CH,

CH

I
H CCH,CHCH,CH,

H H
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Analytické vyuziti

2 Nejcastéji se NMR spektrometrie uziva k urCeni struktury
organickych sloucenin.

s Pro nezname sloucCeniny se pouzivaji knihovny spekter k urceni
zakladni struktury a/nebo tabulky chemickych posunti.

@ Dalsi pouziti: studium konformaci, chemickych dé&ja a
rovnovah; je mozné provadét i kvantitativni analyzu - vyska
pikl souvisi s koncentraci.

@ K urcovani struktury neznamé (organické) latky se vyuzivaji
zejména: 'H NMR, *C NMR, MS a IR. Obvykle nestaci
pouzit jen jednu metodu.

@ Pouzivana rozpoustédla (v 'H NMR): nemaji mit protony —
CDCl,, CCl,, CS,, D,0. Analyzuji se asi 20 % roztoky.

@ Vice nez 200 jader ma magneticky moment a principialné je
1ze studovat pomoci NMR:

» V organické chemii a biochemii se uplatfiuji zejména 3'P, ’N a 1°F.
=V anorganické chemii se uplatiiuji !'B, 2°Si a dalsi.
David MILDE, 2006

Magnetic Resonance Imaging (MRI)

® MRI = aplikace NMR
umoziuji prozkoumat
vnitini  orgdny  pomoci
méné Skodlivého rf zareni
ve srovnani s
rentgenovym.

@ MRI detekuje protony =
citiva na vodu ¢i tuky.
Mista s riznym vyskytem
'H jsou ruzné
ztmavléd/barevna.

@ Pulzni rf excitace pevnych
FIGURE 13.24 A magnetic resonance image of a section

4 0 ¢¢ . r
”ObJ ektu Je pomoci FT of a brain that has a tumor in the left hemisphere. The

pf‘evedena na 3D Snimky. image has been computer-enhanced to show the tumor

. . , v ,  and the surrounding liquid in different shades of red, fatty

@ Neinvazivni VysetrovaCI tissues in green, the normal part of the brain in blue, and
metoda. the eyeballs in yellow. (Photograph courtesy of Simon

David MILDE, 2010




ELEKTRONOVA
PARAMEGNETICKA REZONANCE
(EPR)

Elektronova spinova rezonance
(ESR)

PRINCIP

@ M&H se pirechody mezi riznymi energetickymi stavy e ve
vnéj$im vlozeném magnetickém poli (analogie s NMR, kde se
méii prechody stavl jader).

® U molekul se sparovanymi e-, kde celkovy spin je 0 (+% a —%%)
a celkovy magneticky moment = 0 pfechody a EPR spektra
nepozorujeme.

@ Podminkou vzniku EPR spekter je pfitomnost neparového e v
molekule, 1ze mérit:

» radikaly a radikalkationty,

» molekuly v excitovaném tripletovém stavu (paralelni spiny na
vazebném i protivazebném orbitalu).

@ Ve spektrech pozorujeme spin-orbitdlni a spin-spinové
interakce.

David MILDE, 2006
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Instrumentace a aplikace

&

L/

@ Pouzivd se obdobna technika jako u NMR. Pracuje se s
konstantni frekvenci zdroje, jimz je pro pouzivanou
mikrovlnou oblast tzv. klystron (vakuova trubice), pouzivané
frekvence 9-35 GHz. M¢Efi se s proménnou magnetickou
indukei 1-2 T.

@® K detekci mikrovinného zafeni, odrazeného vzorkem pfi
rezonanci slouzi vhodny krystal.

@ Zivotnost radikalti se zvySuje praci pii nizkych teplotach (v
kapalném N,).

@ Aplikace: urCovani struktury radikald pfi polymeraénich
reakci, studium pohybu radikdli v biologickych systémech,
atd.

David MILDE, 2006
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