13
(4) Editace 1D spekter — priiazeni C CP/MAS NMR organickych latek

IIKA.S CRand JHIPCAS CR

signala strukturnim jednotkzim%

IMCAS CR and JHIPC AS CR

13¢! NMR spektra latek v roztoku a v pevné
fazi se mohou znatné lidit

Vyznamné postaveni 1D editaénich technik
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Jirit Brus Vzhledem k tomu, Ze provedeni v roztoku zcela standardnich
korela¢nich experimenti jako je COSY nebo HETCOR je pro tuhé
latky pon¢kud komplikované ne-li nemozné, maji 1D techniky editace
uhlikovych NMR spekter vyznamné postaveni. Umoziiuji totiz v
relativné kratkém cCase pfifadit signadlim zékladni strukturni jednotky a
pak na zéklad¢ znalosti chemickych posunti v roztoku provést tplné
pfifazeni. Ale pozor, v drtivé vétsiné pripadii chemické posuny v NMR
spektrech roztokl a pevnych latek se vyznamné 1isi a tak ptfima
korespondence mezi spektry roztokt a krystalickych latek ne vzdy
existuje.
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V nékterych piipadech se ve spektru objevi dvou- nebo
vicenasobny pocet signalti. To nastava asi u cca. 10-ti procent
organickych krystalickych latek, kdy v nezavislé ¢asti
krystalografické jednotky se nachazi dvé a vice molekul. Ty jsou
diky tomu magneticky neekvivalentni. Proto pak pozorujeme v
NMR spektrech dvé a vice sad NMR signalt. Pfikladem takového
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témet 90 signali. Je tedy zrejme Ze ptimé ptifazeni neni vitbec
jednoduché, 1 kdyz spektralni rozliseni je skvélé a polositka
signall je pod 20 Hz. Pokud by takové spektrum navic
komplikovala ptitomnost rotacnich signald, pak je ptfifazeni
signall prakticky nefeSitelny problém.
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Nasim prvnim tkolem je tedy odstranéni nebo potlaceni rotanich
signalti. Jisté nejjednodussi technikou je pouziti dostatecné vysokeé
frekvence rotace tak, aby rotacni pasy nezasahovaly do frekven¢niho
rozsahu spektra anebo byly velmi malo intenzivni. To v pfipadé
uhlikovych spekter a intenzité¢ magnetického pole 11,7 T (500 MHz
spektrometr) je kolem 12-17 kHz. To jsou frekvence rotace dosazitelné
ve 4 mm sond¢ (vyborn¢). OvSem v nékterych piipadech neni mozné
pouzit takto vysoké frekvence rotace.
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Ptikladem, kdy toto nastava, muze byt latka perindopryl — ziejme
nestechiometricky hydrat. Molekuly vody jsou pomérné volné
uloZeny v dutinach a kanélech krystalu. Pti zvySeni frekvence
rotace se rapidné zvysi teplota vzorku diky teni plasté se
vzduchem a navic narostou i odstfedivé sily. Diky teploté a tlaku
pak béhem nékolika hodin piejde jedna krystalova forma na
druhou. V tomto okamziku musime bud’ provést experiment ve
velmi kratkém cCase (pfi vysoké frekvenci rotace) anebo pouzit
pomérné komplikovanou pulsni sekvenci, kterd potlaci rotacni
signaly pfti relativné pomalych rotacich. Tato pulsni sekvence se
nazyva TOSS.
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Potlaceni rota¢nich signala

/130 CP-TOSS/MAS NMR \ Dion W T,
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W AS CR and JHIPC AS CR
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Navrzena byla v roce 1982 a je zaloZena na aplikaci 4 fazove
posunutych rotor synchronizovanych 180° uhlikovych pulst. Kazdy ze
ctyt 180 pulst invertuje smér precese uhlikové magnetizace. Diky
pfesnému nacasovani pulst se vznikajici rota¢ni echa odectou a jsou
potlacena. Diky komplikovanému fazovému cyklu se zkompenzuji 1
nepiesnosti v délce a fazi pulsu. Nakonec pak ve spektru nepozorujeme
vznik intenzivnich rotac¢nich pasti. Nicméné tato pulsni sekvence a jeji
odvozeniny dobie pracuji pouze do frekvenci rotace maximalné do 5-6
kHz. Pak se projevuji jisté neptfesnosti. Dusledkem téchto neptesnosti
je neuplné potlaceni signalli nebo vznik negativnich ¢i disperznich
past.
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Izotropni chemicky posun — velka CS%,‘, Rotacni signaly — vlastni hodnoty CSA«%A
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119 Uréeni vlastnich hodnot tenzoru chemického
n:

Anizotropie chemického posunu 500 -100 ppm — 93-186 KHz (spektometr 11,7 T) posunu
Ultra-rychlé rotace 35 kHz — nedostatetné

TOSS — nefunguje

Nutno méfit ndkolik spekier pii rizné frekvenci rotace

Z 1D spekira pouze pro jednoduché slougeniny

Z intenzit rotafnich signali lze urtit vlasini hodnoty tenzoru chemického posunu
Pro sloziié ladey — 2D separaini echnily.
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Ptes tyto komplikace je situace v uhlikovych nebo dusikovych Na druhou stranu rota¢ni signaly v sob& nesou velmi zajimavou
spektrech velmi jednoducha a ¢itelna. Anizotropie chemického informaci. Z jejich intenzit je mozné urcit vlastni hodnoty tenzoru
posunu neni v téchto pfipadech takova, aby nebylo mozné chemického posunu. Z tradi¢niho 1D NMR spektra méteného pii
identifikovat a nalézt centralni signal odpovidajici izotropni pomérné malé rotaci je toto ur¢eni mozné provést pouze tehdy, pokud
hodnot¢ chemického posunu. U tézSich atomovych jader napf. je zkoumana sloucenina jednoducha (maly pocet signala ve spektru).
119Sn, kde mtize CSA dosahovat az 500 ppm, coz pti 11,7 T (na Signaly se nesmi ptekryvat. Pro komplikované systémy se musi pouzit
500 MHz spektrometru) odpovida 93 kHz, je situace o néco 2D technika separace anizotropie chemického posunu. Diky pomérné
zapeklitéj$i. Ani nejvyssi mozna rotace kolem 30 kHz (2,5 mm komplikované pulsni sekvenci se anizotropie chemického posunu
sonda) nepomuze. Navic centralni signdl zdaleka nekoresponduje separuje podle izotropniho chemického posunu do druhé dimenze.
se signalem s nejvétsi intenzitou. Proto musime naméfit dvé az tfi Pokud cilen¢ nezkouméame CSA, pak se ale vétSinou snazime rotacni
spektra pii riizné frekvenci rotace. Centralni signal odrazejici signaly potlacit.

izotropni hodnotu chemického posunu by mél ziistat na stejném
misté. ,,By mél*, protoze velmi Casto jsou tato jadra citliva na
teplotu a tak 1 malé zmény v teploté vzorku se odrazeji na hodnoté
chemického posunu.
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V nésledujicim kroku je nutné ziskané spektrum zjednodusit.
Prvnim a velmi jednoduchym experimentem pro hrubé piifazeni
signalt strukturnim jednotkam je ptferusovany dekapling neboli
,»ngs“ experiment. Jeho zakladem je CP, za kterou se nachazi
kratka vyvojova perioda. Ta je rozdélena 180° pulsem, ktery
refokusuje vyvoj chemického posunu a kompenzuje fazové
distorze. Béhem této periody jsou aktivni heteronuklearni
dipolérni interakce, které pokud jsou silné, vedou k velmi rychlé
ztraté tazové koherence 13C magnetizace. Dojde tedy k rychlému
rozfazovéani vektor magnetizace a signal zanika. Cim je velikost
dipolarni interakce vEtsi tim je rychlejsi i proces ztraty koherence.
Ten je nejrychlejsi u strukturnich jednotek s pfimo vazanymi 1H
atomy (CH; a CH). Kvartérni uhliky jsou od ostatnich protonti
podstatné dale 2-2,5 A a methyly zase rotuji dostatecné rychle,
aby velikost dipolarnich interakci byla oslabena.

Potlaceni CH signala
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W AS CR and JHIPC AS CR

Rozhoduje dynamilka
90 Decoupling _polariz.
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'H: 1. CP - maximdbnisignal Cross-Polarization Polarization

2, PI - depolarizace Inversion
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1 hodem : - . B
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CP: L2 ms C a CH; signaly zistavaji pozitivni
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Cim silnéjéi dipolimni
interakce tim rychleji se
vystavuje 1*C magnetizace

Nejrychleji pro
CH;= CH=CH;=C

cross-polarizace
13C CPPIMAS NMR
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Nyni je dtlezité rozliSit CH a CH; signaly. K tomuto tcelu byl navrzen
experiment, ktery je zalozeny na tom, ze dynamika CP je pro rtizné
funkéni skupiny rizna. Rychlost vystavby a vzniku *C signalu je
zévisla na sile dipolarnich interakci. Nejrychleji k ni dochdzi v ptipadé
CH; skupin diky tomu, ze dochazi k pfenosu polarizace ze dvou
protonl soucasné. Pii tomto experimentu se béhem prvni CP periody
vytvoii maximalni *C magnetizace pro viechny strukturni jednotky.
Béhem nasledujici kratké ,,inverzni* periody se zméni faze spin-
lockovaciho protonového pole. To vede k tomu, Ze smér vektoru
magnetizace, ktery se béhem této periody vytvaii ma presné opacny
smér. Nastava tedy inverze uhlikové magnetizace. Nejrychleji invertuji
signaly CH; jednotek, ty jsou ndsledované CH skupinami, zatimco CHj3
a C jsou dlouho v klidu. A pokud délku této inverzni periody
zoptimalizuji, pak v urcitém okamziku jsou signaly CH skupin velmi
potlaceny, zatimco CH; jsou uz invertované a negativni.




CPPI - problém se segmentalni dynamil/%(l’u

WCAS CRand JHIPC AS Cf

Rozhoduje dynamika cross-polarizace

Cim silnéjéi dipolirni inierakee tim rychlejise vystavuje
2C magnetizace
MNejrychleji pro
CH;= CH= CH;= C

{Puzor na rychlé ymitini pohyhy celych segmentid ‘

13¢ CPMAS mm
s n

Ale pozor! I zde existuje jisté nebezpec¢i nespravné interpretace
signalt ve spektru. Toto nebezpeci plyne z toho faktu, Ze hnaci
silou experimentu a inverze polarizace jsou dipolarni interakce.
Ty mohou byt oslabeny rychlym vnitinim pohybem celych
segmentll. A k témto pohybim dochézi i ve vysoce krystalickych
systémech. Zde je uveden jeden typicky ptiklad. Po provedeni
velmi peclivé zoptimalizovaného experimentu s inverzi uhlikové
magnetizace (CPPI) jsou v ziskaném spektru patrné negativni
signaly CH, jednotek, signaly CH skupin jsou potlaceny a signaly
C a CH3; jednotek jsou pozitivni. Ale jeden pozitivni signal
ptebyva zatimco negativni signal chybi! Bud’ je navrZzena
struktura Spatna nebo se néco vyjime¢ného déje s dynamikou
systému. Cely tento esterovy ocasek v krystalu rotuje a to tak
rychle, ze velikost dipolarnich interakci v ném je sniZzena na 1/3.
To vede k tomu, ze CH; skupina se zdanlivé chové jako methyl.

Vyuziti '"H-3C J-interakci — SoS—AP’I/‘qﬁ
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S05-APT - velikost JFinterakci

1. CP - maximalni ’C signal

2, FSLG — potlaini h lidedrnich 'H-'H interakei
3. MAS —potlaieni CSAal Medrnich 'H-AC
4. 180° pulsy - Ha Y C chemickeého posunu

5, £—vivoj pouze podle J-interakce
6. §kalovaci falotor — 1743
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V tomto ptipadé je pro vyfeseni tohoto problému nezbytné nutné vyuzit
spin-spinovych interakei, které jsou nezavislé na pohybovém stavu
molekul. Velikost téchto interakei je pomérn€ mald v porovnani se
silou pfimych dipol-dipolovych interakci a z toho plyne znacna obtiz
pfi provadéni téchto experimentl. Pulsni sekvence je velmi dlouha,
dochazi béhem ni ke znacné ztrat¢ uhlikové magneitzace a citlivost
experimentu je tedy nizka. Nicméné je to experiment proveditelny a
probiha nasledovné: nejprve CP vytvorime maximalni *C magnetizaci,
tu potom béhem periody T nechdme vyvijet pouze pod vlivem spin-
spinové skalarni J interakce (heteronuklearni). 180° pulsy refokusuji 'H
a 1’C chemické posuny, FSLG potlagi silné "H-'H dipolarni interakce a
MAS potlaci heteronuklearni dipolarni interakce a CSA. Za tohoto
nastaveni se detekovany "*C signal vyviji v zavislosti na délce periody
T podle uvedeného vztahu a tak lze najit odpovidajici ¢as, kdy jsou
signaly CH a CHj; negativni zatimco C a CH; budou pozitivni.




CPPI vs. SoS APT
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WCAS CRand JHIPC AS Cf
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Zde je uvedeno porovnani obou edita¢nich experimentii
provedenych na dfive diskutovaném simvastatinu s velmi
pohyblivym esterovym koncem. Nejprve se jasné potvrdilo, ze
dany podivny signal skute¢né odpovida CH; strukturni jednotce.
Co je dale patrné na téchto spektrech, je velmi mald intenzita CH,
skupin. To plyne z toho, Ze plisobeni heteronuklearnich
dipolérnich interkaci je pohou rotaci vzorku pod magickym tthlem
potlaceno jen ¢astecné. I kdyz je rotace vzorku pomérné vysoka
kolem 13-15kHz, tak zbytkové¢ interakce zpiisobi rychlé
rozfazovani a pokles intenzity signalu. To se samoziejmé nejvice
projevi u CH; skupin (ptsobeni dvou vodikovych atomti na jeden
uhlikovy atom, u CH skupiny je tento vliv pfinejmensim
polovicni).

Vyuiziti 3C-13C J-interakcei — CP—INADEQ/I&&TE

W AS CR and JHIPC AS CR
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Nicméné pro uplné a zcela jednoznacné prifazeni signala strukturnim
jednotkam je potifeba provést 2D experimenty. Vzhledem k tomu, Ze v
pevném stavu pracujeme se 100% koncentraci latky, je dostupny i
velmi malo citlivy experiment INADEQUATE. Ten je zaloZen na *C-
C spin-spinovych interakcich. To v p¥ipads latky s pfirozenym
izotopickym zastoupeni znamend, ze pravdépodobnost vyskytu dvou
izotopti "°C vedle sebe je jen 1:10000. Pokud ale mame spinovy systém
do velikosti 20-30 uhlikovych atomt a pokud jsou signély relativné
uzké 20-50 Hz, 1ze tento experiment provést v realném case. Béhem 4
dnti az tydne Ize ziskat velmi kvalitni spektrum a uz za dva dny lze
vysledovat korelacni stopu. Optimalizace tohoto experimentu bude
uvedena pozdéji.
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HETCOR & CP-INADEQUATE Shrnuti
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{och {20k
IMCAS CRand JHIPCAS CR INCAS CR and JHIPCAS CR

a. Velké rozdily v chemickych posunech mezi ,kapalinou” a , krystalem®. \

' ; b. Vice molekul v nezavislé éasti krystalové jednotky — vice signald.

‘ Potlateni rotatnich signali — rychla rotace vzorku pod magickym uhlem.
Potlafeni rotaénich signali — TOSS — pomalé rotace (rozklad vzorku).

' CSA - 90-180 kHz — vice experimenti s rozdilnou frekvenci WIAS.

t Intenzita rotaénich signali — vlastni hodnoty tenzoru chemického posunu.

Potlateni CH a CH, — NQS — dipolarni rozfazovani.

Inverze CH, a potlaieni CH - CFPPI - dynamika CP.

CPPFI selhava v pripadé intenzivni vnitini segmentalni pohyblivosti.

Rozlifeni na zakladé "H-13C Linterakei — SoS-APT.
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V nékterych pfipadech ani tento typ experimentu, ktery sleduje
konektivitu uhlikového skeletu neni dostatecny. Naptiklad
rozliSeni uhlikového atomu 9 a 13 v této sloucenin€ neni zcela
jednozna¢né. Pak je nutné vyuZit jiny 2D experiment a tim je 'H-
*C HETCOR, ktery piinasi dalsi doplitkové informace. Z toho
tedy plyne, Ze ptifazeni signali komplikovanych organickych
sloucenin v pfirozeném izotopickém zastoupeni je proces
zdlouhavy a vyzaduje kombinaci jak 1D technik zjednoduseni a
editace °C NMR spekter tak ve findle i aplikaci 2D postupti
korelace riiznych jader.
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Tplne piifazeni - 2D experimenty —- INADEQUATE, HETCOR.




