NMR spektroskopie
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NMR spektroskopie

Nuklearni Magneticka Resonance - spektroskopicka metoda
zalozena na meéreni absorpce elektromagnetického zareni
( asi od 4 do 900 MHz). Na rozdil od UV,
VIS a IR absorpce jsou do tohoto procesu zahrnuty
atomU ne vnéjsi elektrony.

je zplsobena v silném
magnetickém poli

aplikovat pouze na atomy, jejichz jadro ma spinovy
moment (pouze atomy jejichz jadra maiji

protonl nebo neutron()



Ktera jadra jsou NMR aktivni?




NMR spektroskopie

Absorbované zareni zplsobuje prechody mezi energetickymi
stavy  vzniklymi rozStépenim jednoduchych stavll s
nenulovym spinem v magnetickém poli.

Jelikoz (@ tim i velikost
rozstépeni) je ovlivnéno , lze tak studovat
vlastnosti okoli sondujiciho atomu.

Metoda vhodna zvlasté pro studium struktury usporadani
molekul.



Historie NMR

Teorii NMR predlozil W. Pauli v roce 1924. Navrhnul,
ze vystaveni atomovych jader (s jadernym spinem a
magnetickym momentem) silnému magnetickému
poli by méelo vést k rozstépeni jejich energetickych
hladin.



AvSak az roku 1946 Bloch (Stanford) a
Purcell (Harvard) dokazali, ze jadra
atom{ absorbuji zareni radiovych vin v
siiné magnetickém poli jako dusledek
rozstépeni energetickych hladin, coz bylo
zplsobeno magnetickym polem. Tito
fyzici dostali za tento objev Nobelovu
Cenu.



Felix Bloch Edward M. Purcell
(1905-1983) (1912-1997)



Atomove jadro

Jadra maji vnitrni moment hybnosti p zvany jaderny spin.
Maximum pozorovatelné slozky tohoto momentu hybnosti
je kvantovano.

m=1,I-1, ..., -I (m je mag. kv. Cislo)

prol = V2, dva stavy m = 1/2, -1/2

magneticky moment p h

p=y I

v gyromagneticka konst. 2T



Rozdeleni atomovych jader

sudy pocet protonii a neutront - kvantové Cislo
jaderného spinu I=0, nemaji jaderny magneticky
moment, nejsou v NMR pozorovatelna (12C, 160)

neparovy pocet protonti a neutrontl - celociselny
spin, vedle jaderného magnetického momentu maji i

kvadrupolovy moment, obtizné méritelna v NMR (14N)
liché hmotnostni nukleonové cislo - polociselny
spin, maji jaderny magneticky moment, snadno
méfitelnd v NMR (tH, 13C, 15N, 31P)



Atomove jadro

Protony se
svym lokalnim
nahodné
orientovanym
magnetickym
polem,

smer je
naznacen
rovnou Sipkou
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Atomove jadro

Protony ve vnéjsim

magnetickém poli B,
(magneticka indukce,
jednotka 1T = tesla)

Podobné jako spin
elektronu, zaujima i spin
jadra ve vngjsim
magnetickém poli
polohy, které se lisi

y energii.




Jadra v mag. poli
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Absorpce radiovych frekvenci

Co se déje v NMR experimentu?
jadra, na néz plsobi silné a stalé magnetické
pole, jsou excitovana radiovymi vinami

excitovany stav
orientace proti poli
S

Radiové viny
>
(100ky MHz) zakladni stav

souhlasna orientace s polem

. , L, B
B, = indukce externiho magnetického pole’ ~°



Blochova teorie

pro jadra s I=1/2 é} £
2

AE:yhB

27 ° @
E,

14 gyromagneticka konstanta 1 B,

AE = E, -E,

v |27 iH=42.577 MHz.T*
13C-10.705 MHz.T *



Larmorova frekvence

absorpce nastava za rezonancni podminky

AE :Q/hB0 =hv

27T

v(1H)=42.58 MHz; B, =1T
v(!H)=200 MHZ; B, =4.7 T




Intenzita vnejsiho pole

T b spin _- q’\ NMR pristroje se
Energie e oznacuji jako
7 300, 400, 500 ...
- “A
nahodné
orientovana > AE = > AE =
jadra 200 MHz 400 MHz
(bez vnejsiho pole) pro H pro H
~ ~ L L )
asMn‘~\\
S \\/ indukce vnegjsiho pole
| —— pro NMR
0 4.7 9.4 e zvysuje citlivost

Indukce magnetického pole, B, (Tesla)

e zvysuje rozliseni
e cenu pristroje




Stineni jader elektrony

e gt *

holé jadro (H*) elektrony vytvari  elektronova hustota castecné
bezezbytku citi vliv indukované pole (B)) odstinuje jadro pred
vnejsiho pole (B,) orientované proti B, B, takze to citi B,




energeticka pozice NMR

Visibl NMR
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Chemicky posun

jadra, ktera nemaji stejné chemicke okoli se lisi
rozlozenim elektront a tim i intenzitou stinéni jadra

intenzita stinéni ~ vnéjSimu mag. poli B, a je
charakterizovana stinici konstantou o

rezonancni frekvence jadra je pri rlznych vnéjSich
polich posunuta o urcity zlomek tohoto pole

nejvice stinena jadra - nejvice vpravo, posunuty k
vyssimu poli



Chemicky posun
Beff — Bo (1 - 0)

O stinici konstanta ovlivhuje
rezonancni frekvenci jadra
= chemicky posun

_ _
vi=g B,(1-0,)



Chemicky posun

rezonancni frekvence jsou jen nepatrné posunuty,
pro posun se pouzivaji jednotky ppm (miliontiny
vnejsiho pole)

poCatek stupnice se voli podle standardu -
tetramethylsilanu (TMS)




Standard - TMS

jedina !H linie (ostra a intenzivni) snadno

nalezitelna mezi ostatnimi .

H3C _S‘i — CH

pridava se primo k mérene latce CH 3

3

singletovy signal nejvice vpravo
3

po skonCeni mereni ho lze mirnym zahratim ze

vzorku odstranit



Chemicky posun

i b D 4 3 2 1 0
O-CH>-Br -0-CH3 TMS
ridke elektronové okoli husté elektronovée okoli
| |
| 1
10 ppm 0
downfield upfield
less shielding more shielding

-l -




Chemicky posun

Chemical shift
shift difference 1n Hz
radio frequency in MH:z

144 Hz

Bngy = o0 T2 = 2.4 ppm
A A T_,
I I I I I I I I I I I
10 9 8 T 6 5 4 3 2 1 0 i
I I I I I I I
600 S00 400 300 200 100 0 Hz

Ohserved shift at 60 MHz
I I I I I
1000 750 500 250 0 Hz

Ohserved shift at 100 WHz=




TH-NMR
Priklady chemickych posunu
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Multiplicita signalu

mluvime o hyperjemné strukture spektra

nékteré signaly v NMR spektru jsou rozSt€peny wetnyi triplet
- spin-spinove stepeni

zplsobeno interakci se sousednimi NMR
aktivnimi jadry pres valencni elektrony

Methylene quartet




Multiplicita
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Multiplicita signalu

Pravidlo N+1 | HOCHZCH3

sousedé stépeni

CH3 2 3

Methyl triplet

Methylene quartet

CH, 31 4/2

OH 2 '3 L M

rychld vyména, pozoruje se singlet 3 5 4 3 2 1
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Relativni intensity v multipletu

1 singlet
11 doublet
1 2 1triplet
1 3 3 1 quartet
1 46 4 1 pentet
15 10 10 5 1 sextet
1 6 15 20 15 6 1 septet



Multiplicita signalu

singlet doublet triplet quartet pentet

1:1 1:2:1 1:3:3:1 1:4:6:4:1



Interakcni (coupling) konstanta

vzdalenost rozstépenych signall
nezavisi na indukci vnéjsiho mag. pole

Jab (HZ)

/

6 (ppm)



Struktura z NMR

chemicky posun & - chemické okoli jadra

multiplicity a interakéni konstanty J -
poCet sousednich mag. aktivnich jader a
geom. usporadani

integralni intenzity signall - pocet
ekvivalentnich atomU v molekule

korelacni signaly atp.



NMR intrumentace

—

Vzorek obsahujici magneticky aktivni jadra viozime do magnetického pole a do blizkosti vzorku umistime civku,
kterou protéka stridavy proud o frekvenci v oblasti MHz. Potom ménime spojité intenzitu magnetického pole B,
nebo frekvenci proudu v civce. Pri splnéni rezonancni podminky dojde k absorpci radiofrekvencniho zareni.



400 MHz NMR Spektrometr
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400 MHz supravodivy magnet

sila magnetickeho pole
9.4 Tesla (94,000 gauss)

400 MHz je pouzita
frekvence pro detekci
protony v tomto poli

NMR sample tube and holder
descend into center of magnet




5 mm NMR
sample tube

Umisteni NMR vzorku

upper level
of NMR

‘ RF energy solution
" V-

/
NMR vzorek

je umistén
navrchu
sondy

tekuty dusik
-196°C (77.4K)

4 S R O

kapalné helium
-269°C (4.2 K)

supravodivé magnety
vyzaduji neustalé
chlazeni



Magneticke pole

vytvari (nékolik tisic zavitl, protéka
proud 100 A)

4-18T

se upravuje spec. sadou rlzné

orientovanych civek

cast nehomogenit mozno eliminovat



FT-NMR

Po zpracovani Fourierovou transformaci dostaneme:

VSechna jadra excitovana velmi
kratkym radiofrekvencnim
pulsem (us). Navrat jader do
rovnovazného stavu mozno
sledovat jako FID (free
induction decay, volné

doznivani indukce).



FID

tvar exponencialné tlumené periodické funkce predstavujici soucet

sinusoid s frekvencemi prislusejicimi jednotlivym signaliim

predstavuje zavislost intenzity proudu indukovaného ve snimaci

civce na case

informace o fazovém posunu kazdé frekvence vUcéi fazi excitacni

frekvence

Fourierovou transformaci se FID prevede na normalni spektrum

(zavislost intenzity na frekvenci)



NMR techniky

protonove spektrum H NMR
uhlikové spektrum 13C NMR
dalsi jednodimenzionalni techniky

dvoudimenzionalni techniky (COSY,
NOESY ...)



Protonové spektrum 'H NMR
nejcasteji merene
staCi méne nez 1 mg vzorku
spektrum obsahuje
intenzity signald
chemické posuny proton(

interakce mezi nimi



TH - NMR Spektrum

Dva signaly rozdelené
do nasobnych pikd v
s poméry ploch 2:3. 1; j B
! !
|||||I||||JI?||||I||||é||||I||||é||||I|||\{F|IF:};I/EI'I|||$||||I||||élllll||\w|]I|I||||é
IH-NMR Data: 3 soucasti “kvartet” “triplet”

1. Chemicky posun - kazdy neekvivalentni vodik dava jedinecny signal na ose x.
2. Spin-spin interakce - sousedici NMR aktivni jadra Stepi kazdy signal.
3. Integrace - plochy pikd jsou Umérné poctu ekviv. jader poskytujicich signal.



Uhlikové spektrum 13C NMR

potreba 5 - 10 mg vzorku
doba meéreni: radove desitky minut
mérfi se s ozarenim protond

spektrum  poskytuje informace o chemickych

posunech uhlikovych atomd

druhé nejbéznéjsi spektrum



Vyuziti NMR spektroskopie

sledovani prtbéhu reakci
overovani struktury produktd

studium tkani a organt v lidském téle (tomografie)

Za MRI (magnetic resonance imaging) byla udélena Nobelova

cena R. Ernstovi roku 1991
urc¢ovani struktury sloucenin

kvantitativni analyza



