JADERNA MAGNETICKA REZONANCE

UVoD

Jadernd magnetickd rezonance, nuklearni magnetickd rezonance, NMR - ftfi
nejpouzivanéjsi vyrazy pro spektralni metodu vyuzivajici magnetickych vlastnosti atomovych
jader nékterych izotopti. V roce 1945 byly poprvé pozorovany signdly jader vodiku ve vodé a
v parafinu, v padesatych letech se objevuji prvni sériové vyrabéné NMR spektrometry.
Me¢iena byla sice vétSinou pouze jadra vodiku, protony, ale ziskané informace se ukéazaly byt
nesmirné cennymi pii urovani struktury sloucenin, pfedevsim organickych. Od té doby se
NMR spektroskopie velmi rychle rozvijela a stala se nezbytnou soucésti strukturni analyzy.
Zavedeni supravodivych magneti a jejich zdokonalovani umoznilo postupné zvySovani
intenzity magnetického pole a tim i citlivosti a rozliSeni metody. Objev dvoudimenzionalnich
technik v 70.tych letech vedl k technikdm schopnym podat kompletni informaci o skeletu
molekuly a prostorovém uspotadani atomii. Metody umoznujici snimani spekter nebo alesponi
ziskavani urcitych informaci o jadrech atomi v malych prostorovych elementech uvnitf
objektt daly vzniknout NMR zobrazovani (NMR imaging, MR tomografie, MRT).

Dnes jsou tradicni metody NMR spektroskopie nepostradatelnou pomickou
syntetického chemika pfi sledovani pribéhu reakci a ovérovani struktury produkti. Specidlni,
sekundarni a terciarni struktury biopolymerd, a studovat interakce mezi nimi. Obrovskou
vyhodou NMR spektroskopie biomolekul je, ze miizeme zjiStovat jejich tfidimenzionalni
strukturu za ,fyziologickych* podminek (v roztoku o urcitém pH, teploté, iontové sile)

Pomoci MR tomografie jsou dnes jiz bézné€ studovany tkané a organy v lidském téle.

TEORETICKE ZAKLADY

Z hlediska NMR muzeme atomova jadra jednotlivych izotopii rozd¢lit na tfi skupiny:

1. Jadra, kterd maji nulové spinové kvantové ¢islo | (vyraz spinové kvantové Cislo se
Casto nahrazuje vyrazem spin nebo jaderny spin). Jsou to jadra se sudym poctem protont i
neutroni, jako napt. '*C, '°O, *S. Tato jadra nemaji jaderny magneticky moment p a nejsou v
NMR spektroskopii pozorovatelna.

2. Jadra se spinovym kvantovym ¢islem | = 1/2. Tato jadra maji jaderny magneticky

moment a jsou snadno méfitelna. Piikladem je napf. proton, 'H, ktery ma vysoké ptirodni



zastoupeni mezi jadry vodiku a je nejb&znéjsim méfenym jadrem. Uhlik °C ptedstavuje dalsi
casto métené jadro. M4 niZsi citlivost a zdroven nizké ptirodni zastoupeni (1.11%), takze jeho
signaly jsou zhruba 5700 x slabi nez signaly 'H. Dalsi jadra se spinem 1/2 jsou napiiklad
15\, 19, 31p.

3. Jadra se spinovym kvantovym c¢islem | > 1/2. Tato jadra maji vedle jaderného
magnetického momentu 1 kvadrupolovy moment a jsou velmi ¢asto obtizné méftitelna. Jadra
s lichym nukleonovym ¢islem (soucet protoni a neutronil) maji polo¢iselnd spinova kvantova
¢isla (1/2, 3/2, 5/2 ...). Jadra se sudym nukleonovym c¢islem a lichym poctem protonti maji
celociselna spinova kvantova cisla (1, 2, 3 ...).

Atomova jadra s nenulovym spinem maji vlastni jaderny magneticky moment p

u=y\I(1+1) h/ 27

kde h je Plancova konstanta a y je tzv. gyromagneticky pomér, konstanta
charakteristickd pro jadro kazdého izotopu. Pokud je jadro s nenulovym spinovym cislem
mimo magnetické pole, jaderny spin se nijak neprojevuje. V magnetickém poli o intenzité¢ By
je vysledkem silového piisobeni magnetického pole a magnetického momentu jadra precesni
pohyb vektoru magnetického momentu jadra g kolem sméru By s frekvenci

v=yBol27

oznacovanou jako Larmorova precesni frekvence. Z kvantové mechaniky plyne, Ze
precedujici vektor 4 miize zaujmout celkem 21 +1 orientaci, liSicich se thlem & mezi u a By.
Jednotlivym orientacim odpovidaji slozky magnetického momentu ve sméru pole

L = ucos@= ymh/2rx

kde m je magnetické kvantové Cislo jadra (s hodnotami I, I -1, ..., -I, celkem 21 + 1

moznych hodnot). Kazdé orientaci piislusi hodnota energie

E= -,LlZBo = -]/mh30/272'.

Soustfedime-li se na nejcastéji métend jadra se spinovym cislem | = 1/2, magnetické
kvantové ¢islo miize nabyvat dvou hodnot m = -1/2 a m = 1/2. Jaderny magneticky moment
ve sméru osy zmize tedy nabyvat hodnot g, = -0,5/h/27 nebo 1, = +0,5h27 a v
magnetickém poli o indukci By pozorujeme vznik dvou energetickych hladin oznacovanych o
ap:

E.=-0,5By2x



Ez=0,5 )hBy/2x,
mezi nimiz je energeticky rozdil:
AE = hByl2x

Tento energeticky rozdil odpovida frekvenci ptfechodu v = yBy/2n (tzv. rezonanéni
podminka). Tato frekvence lezi u dnes dosahovanych magnetickych poli v oblasti desitek az
stovek MHz. Rozlozeni (populace) jader na obou hladinach je témét stejné vzhledem k
malému energetickému rozdilu; nadbytek na niz§i hladiné je v zavislosti na intenzité
magnetického pole okolo 107, tedy na kazdych 100001 jader na nizsi hlading ptipada 100000
jader na hlading vyssi. Pfesny pomér jader ve spinovém stavu o a ve spinovém stavu f lze

vypocitat pomoci Boltzmannova zakona:

Na/Nﬂ:eAE/ka,

kde ky je Boltzmannova konstanta (= 1,3805 x 10% JK™') a za AE dosadime rozdil mezi
energiemi spinii o a . Naptiklad v poli o indukei 11.74 T plati pro vodiky 'H: N 5~ 0,99992
N,, to znamena, ze na 100000 vodikovych jader se spinovym stavem alfa ptipada 99992 jader
ve stavu beta. Cim vétsi je indukce magnetického pole, tim vétsi je energeticky rozdil mezi
stavy alfa a beta a tim vétsi je rozdil v populacich jednotlivych spinovych stavii. VéEtsi rozdil
v populacich stavii zplisobuje 1 vEtsi citlivost NMR metody.

vvvvvv

Tabulka 1.1 Magnetické vlastnosti izotopt nejdilezitéjSich prvki, které se vyskytuji
v organickych latkach.

, . Ptirozeny NMR frekvence s
Jadro Spin vyskyt [l 07ra£T'ls'1] (1174 7T) Citlivost
'H 1/2 99,99 26,75 500,0 MHz 100
’H 1 0,01 4,11 76,8 MHz 0,0001
‘H 1/2 - 28,54 5333 0
2c 0 98,93 - - -
B 12 1,07 6,73 125,7 MHz 0,02
N 1 99.63 1,93 36,1 MHz 0,1
N 12 0,37 2,71 50,7 MHz 0,0004
150 0 99,96 - - -
YE 1/2 100 25,18 470,4 MHz 83
3lp 12 100 10,84 202,4 MHz 6,6

V tabulce 1.1 jsou shrnuty dalezit¢é magnetické vlastnosti jader vybranych izotopt.
Vsimnéte si, Ze gyromagneticky pomér y ma znaménko. V predposlednim sloupci je uvedena
rezonanéni frekvence v magnetickém poli o indukci 11.74 T (Tesla, V.s.m?). V. NMR

spektroskopii je zvykem udavat indukei By (¢i ji odpovidajici intenzitu Hy) magnetického pole



urgitého pfistroje jako frekvenci, pii niZ rezonuji jadra 'H. Hovofime tak &asto o 500 MHz
NMR spektrometru, ,,intenzité pole 500 MHz*“ a pod. V poslednim sloupci tabulky je uvedena
relativni citlivost izotopti pro méfeni NMR spekter. Nejcitlivéjim izotopem je 'H. Ostatni
izotopy jsou méné citlivé, protoZze maji mensi gyromagneticky pomér, tim padem i nizsi
energeticky rozdil mezi spinovymi stavy o a [ a nizs§i prebytek spinovych stavii o v
v rovnovaze. K nizké citlivosti nékterych izotopti piispiva i jejich maly pfirozeny vyskyt.
Naptiklad izotop *C mé pfirozeny vyskyt kolem 1% a zbytek (99%) jsou magneticky
neaktivni jadra '’C, to znamen4, Ze pouze jedna setina uhlikovych jader piispiva k NMR
signalu.

Jak jiz bylo uvedeno, jadra s | = 1/2 mohou nabyvat dvou spinovych stavii. V NMR se
ustalilo pouzivani souradného systému tak, jak je uveden na obrazku 1.11. Kladny smér osy z
M, mifi ve sméru magnetick¢ého pole. V rovnovazném stavu vypada

B,

systém nasledovné: Spiny jednotlivych jader vykondavaji precesni

21 s

pohyb a protoze nemaji stejnou fazi, jsou rozprostieny po povrchu
) /7y dvou kuzeld. Maly ptebytek jader na nizsi energetické hlading (jsou to

podle konvence spiny nad rovinou xy) zpusobi, ze celkova

g magnetizace M vzorku (vektorovy soucet magnetickych momentil

jednotlivych jader) sméfuje ve sméru osy z. Na obrazku 1.11 je oznacena tuc¢nou Sipkou.
Magnetizace M je na rozdil od jadernych magnetickych momentd makroskopicka veli¢ina, se

kterou lze ur¢itymi zptisoby manipulovat a poté ji detegovat.

CHEMICKY POSUN

Z vyse uvedeného vztahu pro energeticky rozdil mezi hladinami vyplyva, ze vSechna
jadra jednoho izotopu vlozend do téhoz magnetického pole budou rezonovat pii stejné
frekvenci. Kdyby tomu tak bylo, nemé¢lo by smyslu hovotit o NMR spektrech, protoze tato
spektra by obsahovala pouze jediny signal pro kazdy izotop obsazeny ve vzorku.

Pozorovani NMR spekter je umoznéno tim, ze jadra atomt jsou od magnetického pole,
v némz se nachdzeji, stinéna elektrony. Elektrony svym pohybem vytvareji magnetické pole,
které méa opacny smér neZ vnéjs$i magnetické pole By. Jadra stejného izotopu, kterd nemaji
stejné chemické okoli (tedy nejsou chemicky ekvivalentni) se lisi rozlozenim elektronii ve
svém okoli a tim sice velmi nepatrné, ale pozorovatelné, intenzitou stinéni. Ta je umérna
vnéj§imu magnetickému poli By a charakterizujeme ji stinici konstantou o. Efektivni

magnetické pole By, které plisobi na jadro vyjadiuje vztah



Bet =Bo— 0Bo=Bg. (1- 0).

Jestlize na jadra pusobi rizné velké efektivni magnetické pole, budou mit tato jadra i
riiznou rezonanéni frekvenci. Napiiklad pokud maji jadra 'H tetramethysilanu (TMS) v poli
11.74 T rezonan¢ni frekvenci piresné 500 MHz, vodiky CH3 skupiny methanolu jsou méné
stinéné a budou mit rezonanéni frekvenci 500001650 Hz a vodiky benzenu, které jsou jeste
méné stinéné budou mit rezonan¢ni frekvenci 500003635 Hz. V magnetickém poli o
polovi¢ni intenzité, by vodiky TMS rezonovaly pii 250 MHz, vodiky CH3 skupiny methanolu
pii 250000825 Hz a vodiky benzenu pii 250001817,5 Hz. Proto se pro vyjadfovani
chemického posunu ujala stupnice o s jednotkou ppm (parts per milion) odpovidajici
miliontin€ vnéjsiho pole. Chemicky posun je definovan takto:

8= 10°* (15 = Vrer) / Ve,

kde 04 je chemicky posun atomu X, vy je rezonan¢ni frekvence atomu X a Vi je

rezonan¢ni frekvence referencni slouceniny. Budeme-li za refern¢ni slouceninu povazovat

TMS a dosadime-li rezonan¢éni frekvence

paramagneticky posun . . ~ I
niz8 magnetické pole do vzorce, vyjde nam, ze chemicky posun
(“downfield” posun) 1o , . .
vy&si frekvence vodikli methylové skupiny v methanolu je
mensi stinéni L, ,
_ 3,3 ppm a chemicky posun benzenovych
™S oo .
- vodiku Jc 7.27 ppm. Hlavni VyhOdOU.
diamagneticky posun chemického posunu d je to, Ze u riznych
Benzen vy$$i magnetické pole o Y .. . .
(“upfield” posun) prIStrOJu S ruznymi indukcemi
nizsi frekvence
VetSi stinéni magnetického pole poskytuje stejné
1 1 1 1 1 1 1 1 1 hodnoty.
8 6 4 & [ppml]
SNIMANI DAT

Predchozi vyklad staci k pochopeni klasické, tzv. CW (continuous wave) NMR
spektroskopie: Vzorek obsahujici magneticky aktivni jadra vlozime do magnetického pole a
do blizkosti vzorku umistime civku, kterou protéka sttidavy proud o frekvenci v oblasti MHz.
Potom ménime spojité intenzitu magnetického pole By nebo frekvenci proudu v civce. Pti
splnéni vyse uvedené rezonan¢ni podminky dojde k absorpci radiofrekvencniho zafeni, kterou
muzeme meétit riznymi zptisoby béznymi v elektrotechnice. CW NMR spektrometry se bézné
vyrabély az do sedmdesatych let minulého stoleti. Jejich elektronika byla pomérné

jednoducha a ke zpracovéani dat nebyl tfeba pocita¢. Generator frekvence byl fizen pozici



pisatka na ose X zapisovace nebo osciloskopu a v ose Y byl registrovan zesileny signal z
méfice absorbce.

Vétsina soucasnych spektrometr pracuje v jiném, tzv. FT (Fourier transform) modu.
Pii ném jsou vSechna jadra jednoho izotopu excitovdna velmi kratkym radiofrekvencnim
pulzem o trvani fadove nékolik ps. Tak kratky puls ma jistou neurcitost frekvence a pokryje
obvykle frekvencni oblast vSech jader jednoho izotopu. Névrat jader do rovnovazného stavu
je mozno sledovat jako tzv. FID (free induction decay, volné doznivani indukce). FID ma tvar
exponencialné tlumené periodické funkce predstavujici soucet sinusoid s frekvencemi
ptislusejicimi jednotlivym signdliim a pfedstavuje zavislost intenzity proudu indukovaného
ve snimaci civce na ¢ase. FID je v digitalni form¢ ulozen do paméti pocitace a podroben
Fourierové transformaci vedouci k normalnimu spektru piedstavujicimu zavislost intenzity
na frekvenci.

Vyhodou FT NMR spektroskopie je pfedevsim moznost opakovat rychle po sob¢ stejna
méfeni a vysledné FIDy scitat. Tim se zvySuje citlivost méfeni a je mozno méfit i zfedéné
vzorky nebo jadra s velmi malou citlivosti. Druhou vyhodou FT NMR je moznost
manipulovat se spinovymi systémy ¢i s populacemi na jednotlivych hladinach a tim ziskéavat

spektra obsahujici dalsi cenné informace.

PULZY, PULZNi SEKVENCE
Radiofrekvencni pulz (pomoci oscilujiciho magnetického pole B; kolmého na smér
pole By) zplsobuje otaceni vektoru magnetizace M kolem osy pole B;. Takzvany 90° pulz
(n/2 pulz) oto¢i magnetizaci o 90° do roviny Xy. 180° pulz (w pulz) oto¢i magnetizaci do osy —
z. V. moderni NMR spektroskopii se se spinovymi systémy ¢asto manipuluje celou fadou po
sob¢é nasledujicich pulzii, mezi nimiz jsou urcit¢ prodlevy, mluvime pak o pulznich

sekvencich, které se daji zapsat graficky.

T, 180°(y) X




Nejjednodussi pulsni sekvence, se kterou se seznamime je vhodnd pro méfeni
libovolného jadra bez ozafovani jinych jader. Je bézné€ pouzivana pifi méfeni protonovych
spekter. Jeji grafické schéma obsahuje tfi ¢asti. PopiSeme si zde podrobnéji, co se béhem nich

odehrava. Pfi akumulaci spekter se

90° (y) tato pulsni sekvence stale opakuje a

FIDy ziskané pii kazdé akvizici
(sniméni dat) se s¢itaji. Jako konkrétni

D priklad si mizeme predstavit, Zze

méfime 'H NMR spektrum smési
dvou latek (napiiklad CHCIl; a

prodleva pulz  akvizice CH,CL). V kazdé z téchto latek maj
vodikova jadra jiné chemické okoli a tedy 1 jiné rezonanc¢ni frekvence, musime tedy uvazovat
dva rtizné vektory magnetizace.

1. Pripravna perioda D trva vétSinou nékolik sekund a béhem ni piisobi na vzorek
pouze vn¢j$i magnetické pole. Ustavi se rovnovaha v populacich spint po pulsu nebo pulsech
v pfedchozim prichodu sekvenci (probéhne relaxace) a magnetizace obou slozek smési mifi
ve smeru osy Z.

2. Nasleduje 90 ° puls oznaceny obdélnikem. Civka obklopujici vzorek je pfipojena na
vystup vysokofrekven¢niho zdroje (vysilace) a po dobu pulsu ji protékd proud s frekvenci,
kterou nazyvame frekvence pulsu. Puls vytvofi po dobu svého trvani dalsi magnetické pole,
které osciluje praveé s frekvenci pulsu. Frekvence pulzu byva uprostfed oblasti rezonan¢nich
frekvenci sledovaného jadra. Faze pulsu se uvadi ve schématu sekvence do zavorky a v nasem
pripad¢ je takova, Ze pole B; sméfuje ve sméru osy Yy . Celkova magnetizace zacne v rotujicim
systému vlivem pole B; rotovat okolo osy Y. 90° Puls ma pravé takovou intenzitu a délku,
aby jim vytvorené pole stihlo sklopit magnetizaci do sméru osy X. Pulz je tak kratky, ze se
témé&f neuplatni rozdil frekvenci jednotlivych magnetizaci. VSechny spiny a tedy i celkova
magnetizace M dale rotuji kolem osy zse svoji Larmorovou frekvenci, proto se pro
zjednoduseni dalS$iho vykladu zavadi tzv. rotujici soustava soufadna, kterd ma s béZnou
soustavou soufadnou spole¢nou osu z, a ktera rotuje kolem této osy s frekvenci odpovidajici
Larmorové frekvenci sledovanych jader. V rotujicim systému sméfuji ob€é magnetizace
(Mcycr, @ Mcy,a1,) po 90° pulzu ve sméru osy X.

3. Snimani dat (akvizice), které se graficky oznacuje trojihelnikem. Jednotlivé tucné

Sipky predstavuji magnetizace, na kterych se podileji spiny, které rotuji se stejnou frekvenci.



Tu maji spiny jader se stejnym chemickym posunem. Tyto skupiny jader tedy maji rizné
precesni frekvence a zndzoriiujeme je jako dvé nezavislé magnetizace. Jednotlivé magnetizace

(Mcgc, @ Mcy,cy,) nyni vlivem hlavniho magnetického pole rotuji okolo osy z se svymi

frekvencemi. Zaroven se spiny vraceji do rovnovazného stavu, tj. dochazi k postupnému
obnovovani nadbytku spini na niz$i energetické hladin€. V rotujicim modelu je tento dg&j
vyjadien tak, ze Sipky predstavujici jednotlivé magnetizace opoustéji rovinu Xy a po spirale se
vraceji do sméru osy z. V primétu do roviny Xy miizeme béhem akvizice pozorovat dva
rotujici vektory magnetizace, jejichz velikost postupné klesa.

Elektromagnetické pole vytvarené rotujicimi magnetickymi momenty jader indukuje
v méfici civee elektricky proud. Civka je orientovanou tak, Zze zaznamenava slozky vektort
magnetizace promitajici se do roviny Xy. Obvykle se pomoci tzv. kvadraturni detekce
nezavisle deteguji slozky v osach x a y. Magnetizace, které jsme si zvolili a oznacili kazdou
zvlast, ptispéji do FIDu sinusoidami s odpovidajicimi frekvencemi. FID odpovida souctu
téchto sinusoid, ma komplikovany pribéh a odrazi ¢asovy pribéh celkové magnetizace
vzorku, tedy vektorového souctu vSech dil¢ich magnetizaci. S piiblizovanim vektora

rovnovaznému stavu intenzita FIDu kles4d (zvétSuje se slozka ve sméru osy z, prumét do

roviny Xy se blizi k nule).
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Obr. Chovani magnetizaci béhem jednopulzni sekvence. Nahote je celkovy stav a dole

pramét do roviny Xy.



FOURIEROVA TRANSFORMACE

FID je ¢asovy zdznam intenzity indukovaného proudu v méfici civce (na ose X je ¢as) a
spektrum je zévislost spektralni intenzity na frekvenci (na ose X je frekvence). Fourierova
transformace je matematicky nastroj, ktery umoziuje z ¢asového zaznamu (FIDu) ziskat
spektrum. Na obrazku xx je né€kolik ptikladi Casovych zavislosti a spekter vzniklych po
Fourierové transformaci. Obrazek xxa vlevo pfedstavuje neklesajici periodickou funkci
(cosinus), u které za jednu sekundu probéhnou dvé periody. Vpravo je pak spektrum vzniklé
po Fourierové transformaci této funkce. Ve spektru vidime poloptimku protinajici osu x
v bodé 2 Hz (2 periody za sekundu). Na obrazku xxb je klesajici cosinova funkce se stejnou
periodou jako na obrazku xxa. Podobné by vypadal FID zméteny u vzorku s jednim signalem.
Fourierovou transformaci této klesajici funkce vznikne signal u 2 Hz. Polositka signélu (Sifka
signalu v poloving jeho vysky) souvisi s rychlosti klesani cosinové funkce. Cim rychleji klesa
periodicka funkce k nule, tim Sir$i je vysledny signdl. To je vidét na obrazku xxc, kde je
zobrazena periodickd funkce se stejnou periodou (dva cykly za sekundu), ktera ale rychleji
klesa k nule. Ve vysledném spektru je Sirsi signal u 2 Hz. Plocha signalu je stale stejna; kdyz
se zvétSila Sitka signdlu, snizila se jeho vysSka. Na dal§im obrazku xxd je opét klesajici
cosinova funkce, tentokrat s periodou pét cykli za sekundu. Spektrum vzniklé po Fourierové
transformaci obsahuje jeden signal u 5 Hz. Na obrazku xxe je Casova funkce, ktera vznikla
souctem dvou klesajicich cosint s periodou dva a pét cykli za sekundu. Ve vysledném

spektru jsou pak dva signaly u 2 Hz a 5 Hz. pro skute¢nou Fourierovu transformaci pouzivan

: : : : : ‘ FT
05 1 1.5 2 25 3

cas [s]

v [Hz]
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MAGNETICKE INTERAKCE JADER

V NMR spektrech se mohou projevovat dva typy magnetickych interakci mezi jadry

atomu v molekuléach:

1) Piimé dipol-dipolové (dipolarni) interakce jsou disledkem vzijemného plisobeni

magnetickych momentt jader prostorem. V izotropnich prostiedich (kapaliny, roztoky) jsou

tyto interakce zprimérovany k nule rychlymi reorientacemi molekul v disledku Brownova

pohybu.
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2) Nepiimé spin-spinové interakce (skalarni) jsou
zprostiedkovany vazebnymi elektrony (elektrony maji také
svllj spin!) a zpuasobuji Stépeni (multiplicitu) signala
pozorovatelné v NMR spektrech métenych v izotropnich
prostiedich.

Mechanismus interakce si

nepiim¢ spin-spinové
muzeme ukdzat na jednoduchém piikladu heteronuklearni
interakce v molekule chloroformu "“CHCl;. Magneticky
moment vodiku zplsobuje slabou magnetickou polarizaci
vazebnych elektroni (energeticky vyhodnéjsi je opacna
orientace spinu jadra a elektronu). Spiny valen¢nich

elektront se fidi jednak Hundovym pravidlem, jednak

Pauliho principem. Podle Pauliho principu maji elektrony v jednom orbitalu vzdy opacny

spin. Interakce s jadernymi spiny vede ke dvéma moznym staviim - maji-li oba jaderné spiny

('H i PC) stejné znaménko,
energie celého systému je
ponékud vyssi nez u systému
S riznymi znaménky
jadernych spinti, kde se
znaménka  jadernych a
elektronovych spint stiidaji.

Na obrazku xx vlevo
je zobrazen energeticky
diagram jadra uhliku "“C
v magnetickém poli bez spin
Toto

spinové interakce.
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Heteronuklearni spin-spinova interakce.

jédro méa dva mozné spinové stavy (a a [3), mezi nimiz je energeticky rozdil AE a ve spektru



lze pozorovat jeden signal odpovidajici tomuto pfechodu (a—f). Na obrazku vpravo je
situace jadra uhliku C s nepfimou spin-spinovou interakci s jadrem vodiku. Oba spinové
stavy uhliku (o 1 B) jsou v dusledku interakce se spiny jadra vodiku Stépeny na dve
energetické hladiny. V tomto diagramu lze pozorovat dva rizné piechody jadra "*C
a—f. Oba prechody maji rizny energeticky rozdil AE, to se projevi ve spektru tim, ze
pozorujeme dvé riizné frekvence. Signal uhliku °C se ndm tedy roz§tépil na dvé linie o stejné
intenzitd. Stejné rozitdpeni signalu miZzeme zaroveti pozorovat i v 'H spektru (energetické
hladiny jadra 'H jsou rozitépeny diky interakci s jadrem °C).

Velikost nepiimé spin-spinové interakce udava interakéni konstanta J (jednotkou je
Herz, Hz). Tato konstanta se oznacuje vlevo nahoie indexem udévajicim pocet vazeb mezi
interagujicimi jadry. Podle poctu vazeb mezi interagujicimi jadry jsou J oznaCovany jako
piimé ), geminalni (2J), vicinalni (3J) a interakce na velkou vzdalenost (*J, ®J, ...). V najem
piikladu molekuly *CHCIl; mé4 piimé spin-spinové interakce 'H-">C hodnotu *J = 208 Hz.
Interakéni konstanta J muze byt kladnd nebo zaporna,oboji se ale v jednoduchych NMR
spektrech projevi stejné, ze spektra tedy lze odecist absolutni hodnotu J ze vzdalenosti Car
v multipletech. Na rozdil od chemického posunu interakéni konstanty nezavisi na indukci
vnéjSiho magnetického pole. Uvedenou interakci nelze pozorovat mezi chemicky
ekvivalentnimi jadry.

Pokud jadro interaguje s vice magnetickymi jadry, jejich vliv se ve spektru projevuje
nasledovné: kazda linie, ktera vznikne interakci s jednim jadrem je dale Stépena na dalsi linie
interakci s dal$im jadrem. U béznych jader s | = 1/2 dochézi pti kazdé¢ interakci ke vzniku
dvou linii z jedné pavodni. Signal se potom sklada z tady linii a jeho celkovy vzhled
nazyvame multiplicita signalu.

Tak naptiklad jadra Stépend interakci se

Ji IJZ Ji TJZ dvéma jadry se stejnymi interakénimi konstantami

l """"" l l """" l vytvoii triplet o pom¢ru intenzit 1:2:1. Prostfedni

| """"" I """"" I II || dvojnasobna linie zde vznikla splynutim dvou linii.
Tato situace nastane obvykle pifi Stépeni dvéma

| | | 1 1] chemicky ekvivalentnimi jadry a tento tvar budou
Triplet Dublet dubletit mit napf. signaly C oznaenych v nasledujicich

slouc¢eninach: CH,Cl,, CL,C=CH,. o
Ji=J2=J;
Pokud nejsou interakéni konstanty stejné, pozorujeme ve spektru Ctyfi

linie o stejnych intenzitach, tzv. dublet dubletii. Vzdalenosti 1. a 2. linie ¢i

Kvartet



3.a 4. linie predstavuji jednu interakéni konstantu, vzdalenosti 1. - 3. a 2. - 4. konstantu
druhou.

Pro Sté€peni tfemi interagujicimi jadry jiz existuje mnoho tvard vysledného multipletu.
Pti Stépeni se tfemi stejnymi interakénimi konstantami vznikne kvartet (Ctyfi linie v poméru
intenzit 1:3:3:1). Kvartetovou strukturu maji obvykle signaly jader *C methylové skupiny,

ktera obsahuje tfi ekvivalentni protony: CH3;OH, CH;CI.

DEKAPLINK
Stépeni signalil zpiisobené spin-spinovymi interakcemi miiZe zt&Zovat interpretaci °C
NMR spekter (dochdzi k ¢astéjSimu prekryvu signdlll) a navic zhorSuje pomér signdlu k Sumu
(naptiklad signdl rozstépeny na dublet mé polovi¢ni vysku neZ singlet) a tim snizuje citlivost
méfeni °C NMR spekter a zvysuje se doba nutna pro naméfeni spekter. Heteronuklearni (‘H-
C) spin-spinové interakce lze odstranit pomoci takzvaného Sirokopasmového dekaplinku.
Béhem celé doby méfeni °C spekter jsou jadra vodiku ozafovana dalim elektromagnetickym
polem s frekvenci odpovidajici rezonan¢ni frekvenci jader vodiku. To zpiisobi rychlé
pfechody mezi spinovymi stavy

. o a B a tim padem vyruSeni spin-
90° (y)

spinové interakce jader vodiku
s jadry uhliku. V pulzni sekvenci

Be D je dekaplink oznacen

obdelnikem ve  vodikovém

kandle a oznacenim BB (zkratka
zBroad Bend decoupling -

NMR spektra se vétSinou méfi

. oo 13
Pulzni sekvence pro méfeni “C NMR spekter. s dekaplinkem.

PRISTROJE A TECHNIKA

U vétsiny soucasnych NMR spektrometri uréenych pro méteni kapalnych vzorki je
magnetické pole vytvareno supravodivymi civkami tvofenymi nékolika tisici zavity ze
specialnich slitin. Civka je ponofena v kapalném heliu a tece ji proud okolo 100 A. Intenzita
takto dosazen¢ho magnetického pole je 4 - 18 T. Pole musi byt vysoce stabilni, jeho kolisani

vede k rozSifeni linii ve spektru. Stejné tak vede k rozSifeni linii nizkd homogenita



magnetického pole - pokud se vyskytuji jinak identickd jadra z rlznych Casti vzorku pfti
rizném poli, rezonuji pii raznych frekvencich. Homogenita pole se upravuje specialni sadou
prostorové riizné orientovanych civek, u nichZ se intenzita proudu a tim i dodatkového pole
upravuji pro kazdy vzorek zvlast. Cast nehomogenit je mozno eliminovat rotaci kyvety se
vzorkem, protoze kazdé jadro prochéazi béhem otocky riznymi oblastmi magnetického pole.

U soucasnych FT spektrometrti je obvykle stejna civka pouzita pro vyslani pulzu i pro
sniméni odezvy. Dalsi civka nebo civky slouzi pro vysilani frekvenci jiného jadra, vytvareni
gradientii pole a pod. Pii manipulaci se spinovymi systémy je k civce pfipojen syntezator
frekvenci opatfeny zesilovacem (vysilacem) o vykonu obvykle 50-300 W, ktery musi byt
schopen produkovat kratké radiofrekvencni pulsy o pfesné amplitudé, frekvenci a fazi.
Vysilace byvaji obvykle dva nebo vice, protoZze €asto je ozafovéano i jiné jadro nez métené.
Kromé toho je dalsi nezavisly kanal vyuzit pro udrZeni stabilniho pole (lock), ten obvykle
vyuziva jader deuteria v pouzitém rozpousStédle. Pii snimdni odezvy systému je civka
pfepnuta na pfijimac, kde je signal zesilen, detekovan a filtrovan. Proces neni jednoduchy,
protoze je vyhodné zachytit nejen amplitudu signalu, ale 1 jeho fazi a dale je tfeba rozlisit od
sebe signaly po obou stranach excita¢ni frekvence. U rliznych pfistroji je tento proces do
riizné miry digitalizovan. Dal§i zpracovani je vzdy digitalni. Cast NMR spektrometru, kde
jsou umistény piijimaci a vysilaci civky, korekéni civky pro dosazeni maximalni homogenity
pole a zafizeni ovladajici piesné nastaveni teploty vzorku se nazyva sonda. Sondy Ize
v piipad¢ potifeby ménit. Nékteré sondy jsou konstruovany tak, ze umoziluji méftit urcity typ
experimentu s vétsi citlivosti. FID je ulozen do paméti fidiciho pocitace, kde jsou FIDy z
jednotlivych prichodu s¢itany a poté je provedena Fourierova transformace a dalsi zpracovani

spektra.



pomocna zarizeni

-ovladani rotace vzorku
-manipulace se vzorkem

-stabilizace teploty

-ovladani homogenity polg
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ROZPOUSTEDLO, STANDARD

= — manipulace vzorku
|- - A vakuum
- -~ — - kyveta se vzorkem
| ke ¥ v méfFici civka
i} I — supravodiva civka
11 [ kapalné helium
= || | =2 kapalny dusik

I'__] sonda
syntéza
@pinaé kmito&ti

v A v

prijimaé

vysilaé

Vzorek je rozpuStén v deuterovaném rozpoustédle a umistén v kyveté, kterda je

pfesunuta do stfedu magnetu na misto obklopené civkami. Deuterovana rozpoustédla se

pouzivaji, protoze rozpoustédlo je oproti méfené latce vétSinou v obrovském nadbytku a

signal vodiku 'H rozpoustédla by tak byl v '"H NMR spektru mnohem intenzivn&jsi a mohl by

Rozpoustédlo Vzorec 8'H 8"C
Chloroform CDCl, 7,26 77,0
Benzen CeDg 7,27 128,0
. 1,3
Acetonitril CD;CN 1,94 118.2
29,8
Aceton CD;COCD; 2,05 206.3
Dimethylsulfoxid CD;SOCD; 2,50 39,5
Methanol CDs;0OD 3,31 49,0
Voda D,O ~48 -

Tabulka xx. Chemické posuny bézn¢ pouzivanych
deuterovanych rozpoustédel.

prekryt signaly métené latky. Deuterace
rozpoustédel neni nikdy stoprocentni a
tak je v'H NMR spektrech vidét i
signdl nedeuterované¢ho rozpoustédla.
V C spektrech pak miizeme pozorovat
1 signaly uhlikd rozpoustédla, které
byvaji kvili spin-spinové interackci

s deuteriem rozstépeny na multiplety.

Pocatek stupnice chemickych posuni & se z technickych divodii stanovuje obtizné v

absolutni hodnot¢; ujalo se pouzivani vhodného standardu, ktery ma ve spektru jedinou linii,

kterou lze snadno najit mezi ostatnimi liniemi a ptfidava se bud’ pfimo k métfené latce (interni

standard) nebo v zatavené kapilate do kyvety se vzorkem (externi standard). Pro '"H NMR



spektra to je nejCastéji tetramethylsilan (TMS), (CH3)4Si s dvanacti ekvivalentnimi
vodikovymi atomy, ve spektrech je to singletovy signal obvykle nejvice vpravo. Pro °C NMR
spektra se u roztokt v CDCIlj; nej¢astéji pouziva prostfedni linie jeho signalu s posunem o =
77 ppm. Tetramethylsilan neni rozpustny ve vod¢, proto se pii méfeni ve vodnych roztocich

pouzivaji jiné standardy (napiiklad 1,4-dioxan s chemickym posunem 'H 3,75 ppm).

RELAXACE

Magnetizace sméfuje vrovnovazném stavu ve sméru osy Z. Aplikaci
elektromagnetickych pulzl std¢ime magnetizaci z osy Z a jaderny spinovy systém je vyveden
z rovnovahy. Systém se postupné vraci zpét do rovnovazného stavu a tomuto jevu fikame
relaxace. V NMR spektroskopii se rozliSuji dva typy relaxacnich déji: podélna relaxace a
pri¢na relaxace.

Béhem  podélnd  relaxace  (spin-miizkové, My dt = (Mg M)/ T,
. , , . vy . _ -t/
longitudalni) se znovu buduje rovnovazna magnetizace | M=M, (1-e""")

vose z. Naptiklad vpulzni sekvenci pro méteni 1 0.95

vodikovych NMR spekter je 90° pulz, ktery sklopi } 0.63

magnetizaci zosy Zdo roviny Xy. Bezprostiedné¢ po

tomto pulzu je tedy magnetizace v ose z nulova. Diky

\

podélné relaxaci se znovu vybuduje rovnovazna T 3T

magnetizace v ose Z. Nardst magnetizace v ose Z probiha
podle rovnice
M,=Mg (1—¢ '),
kde M; je velikost magbetizace v ose z, Mg je rovnovazna magnetizace, t je ¢as po 90° pulzu a
T, je spin mfizkovy relaxaéni ¢as. Cim je T; krat§i, tim rychleji je znovu dosaZeno
rovnovazného stavu. T; byva

nejcastéji nekolik sekund, ale
180° (y) 90° (y)

v nékterych ptipadech mize byt i
mnohem krat§i nebo dels$i (az
nekolik hodin).

D1
Pro meéfeni relaxacnich

asi T1 se pouzivd pulzni

. . .
Sekvence ,,Inversion recovery“ sekvence ,INVErsion recovery .

Tato sekvence obsahuje 180°



pulz, ktery sklopi magnetizaci do osy -z, poté nasleduje prodleva t, kterou miZeme ménit.
Béhem prodlevy t dochazi k podélné relaxaci, magnetizace v -Z se zmensuje, prochazi nulou a
pak se znovu vytvari magnetizace v ose +z. Po prodlevé t ndsleduje 90° pulz a detekce

signalu.

V4 V4

G G G
v v y

Stav na konci Stav po Stav na konci Signal ve spektru
180° pulzu prodlevé t 90° pulzu

V4 V4

TZO,S T]

D

T=2 T]

90° (y) 180° (y)

D1

Sekvence ,,Spinové echo*



