Dvourozmérna NMR spektroskopie — metody

Marcela Strnadova

1D-NMR: experimentalni FID je funkci jediné Casové proménné - detekéniho casu
t,, spektrum ziskané Fourierovou transformaci je funkei frekvence F, .

2D-NMR: Zavedeni dalsi casové proménné - evolu¢ni doby t;, na detekovany signal
maji urcujici vliv zmény spinového systému probihajici béhem doby t;. Druha
Fourierova transformace ve sméru t; poskytne druhou frekvenéni dimenzi F;.
Ziskame trojrozmérné spektrum, pro jehoz grafické zndzornéni musime redukovat
jednu dimenzi. Pfi méfeni ménime délku evolucni doby t;, pficemz doba detekce t,
zustava stejnd. Pak méfenim ziskdme sérii 1D-spekter s riznou amplitudou signali,
které nasledné podrobime druhé Fourierové transformaci.

Perspektivni znazornéni ( stacked, white-whasted plot ): dv€ osy chemickych
posuntl tvoii rovinu nad niz vystupuji velikosti signali, zahrnuje kompletni informace
o intenzité. Nevyhody jsou obtizna interpretace, nebezpeci prekryvu signall, Casove
narocny zapis. ( viz nasledujici obrazek ¢.1.)
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Vrstevnicové zobrazeni ( contour plot ): odpovida fezlim v rovinach - hladinach
rovnobé&znych s rovinou F; F, v riaznych vyskéch, vyhodou je ptehlednost a snadna
interpretace. Volbou hladiny miizeme eliminovat Sum, je-li pfili§ vysoka pak hrozi
ztrata malych pikt. ( vSechny nasledujici grafy jsou vrstevnicové )



Zakladni déleni 2D-NMR spekter:

RozliSena (homonuklearni a heteronuklearni ) — jsou rozliSend podle interak¢nich
konstant J ( J(H,H) = homonuklearni, J(C,H) = heteronukledrni ), na jedné ose jsou
chemické posuny &(C) nebo 6(H) a na druhé jsou piislusné interakéni konstanty J.
Korelovana (homonuklearni a heteronuklearni ) — na obou oséach jsou chemické
posuny 0.

Homonuklearni 2D-NMR spektra rozliSena podle interakéni konstanty J(H,H):
Pulsni sekvence: 'H t, — 90° —t,/2 — 180° — t,/2 — FID.

Homonuklearni metoda sleduje jeden druh jader, vhodné pro vodiky, mizeme rozlisit
multiplety v oblastech ptekryvu signala a urcit posuny 6(H) a interak¢ni konstanty
J(H,H). Spektrum jsou separované chemické posuny vodiki v ose F, od interakénich
konstant J(H,H) v ose F;. Projekce do osy F; je ekvivalentni ID-NMR pro 'H a fezy
rovnobézné s osou F; jsou separované multiplety jednotlivych vodikt. Jde o starsi
metodu dnes méné pouzivanou. ( piiklad — spektrum disacharidu, obr. ¢.2.)
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Heteronuklearni 2D-NMR spektra rozliSena podle interakéni konstanty J(C,H):
Pulsni sekvence: °C  t, — 90° — t,/2 — 180° — t,/2 — FID.

'H [dekapling] —t,/2— [ — dekapling — ].
Spektrum jsou separované chemické posuny uhlikli v ose F, od interak¢nich konstant
J(C,H) v ose F;. Metoda heteronuklearni se zabyva vice jadry, opét umoziuje lepsi
rozliSeni multipleth, které by se v 1D-NMR piekryvaly ( eliminuje rozsiteni car
nehomogenitami magnetického pole ). Zase jde o star§i metodu. Ze spektra €. 3.
muZzeme urc¢it chemické posuny uhlikii a pocet vodikl na né€ pfimo navazanych, na
ose F| pak odecteme jejich ptislusné interakéni konstanty J(C,H).
( ptiklad — spektrum ethylkrotonatu, obr. ¢.3.)
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COSY (2D-NMR Correlation Spectroscopy ) — Homonuklearni '"H-'H COSY:
Pulsni sekvence:
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Jedna z nejpouzivanéjSich technik. Homonuklearni korelované 2D-spektrum. V obou
dimenzich jsou chemické posuny vodika 6(H) a spektrum je symetrické podle
diagonaly. Mame dva tipy signald: diagonalni piky odpovidaji 1D-NMR a
mimodiagonalni piky = krospiky odpovidaji sousedicim skupinam, ty najdeme
pomoci horizontalni a vertikalni Cary vychazejici z krospiku a protinajici diagonalu

( interpretace — spektra pro ethanol ). Ur¢ime skalarni interakce ptes vazby. Lze
detekovat i takové interakce, které nejsou v 1D-NMR rozliSitelné ( napf.: krospiky
odpovidajici malym interakcim J(H,H) ptes Ctyfi vazby v kondenzovanych
aromatech ).

Tato metody ma mnoho dalSich variant:

E-COSY ( Exclusive Correlation Spectroscopy )

P-COSY ( Purget Correlation Spectroscopy )

PE-COSY ( Primitive Exclusive Correlation Spectroscopy )

Z-COSY ( Correlation Spectroscopy with z-Filter)

DQ-COSY ( Double-Quantum Filtered Correlation Spectroscopy with z-Filter)

COSY - 2D spektrum ethanolu diagondlné symetrické podle zelené ¢ary ( obr. ¢.4.),
nahofte a vlevo je pro porovnani vodikové 1D-NMR. Na obrazku ¢.5. je zndzornén
krospik OH a CH, dalsi spektrum ¢.6. ukazuje krospik mezi CH; a CH,, naopak neni
krospik mezi CH; a OH skupinou obr. ¢.7., protoze zde neni spin-spinovy kapling
mezi vodiky. Obrazky €. 8. a 9. jsou redlna spektra disacharidu xylobiosy.
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Obr. ¢ 4. Obr. ¢.5.
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NOESY ( 2D-NOE Nuclear Overhauser Effect Specrtoscopy, Homonuklearni):

Pulsni sekvence NOESY: MIX = sméSovaci doba 0,5-2s
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Dvoudimenzionalni varianta NOE umoznujici méfit v jediném experimentu NOE
mezi v§echny vodiky molekuly. Na obou osach jsou chemické posuny vodika 6(H),
jedna se tedy o homonukledrni korelovana spektra. Ziskame dipolarni interakce ptes
prostor, vhodné pro velké molekuly pii navrhu jejich 3D struktury ( varianta

k rentgenostrukturni analyze, miizeme méfit v roztoku za podminek riznych teplot,
pH, iontové sila... ). U men$ich molekul se metody pouziva k pfifazovani prostorove
blizkych vodiki a feSeni stereochemie. Nevyhodou je, Ze pro molekuly s velkou
molekulovou vdhou ( fadoveé 1000 — 3000 ) poskytuji velmi slabé az zadné signaly,



protoze NOE efekt méni znaménko s rostoucim korela¢nim ¢asem. Toto fesi metoda
ROESY ( Rotating Freme NOESY ), kdy NOE v rotujicim systému soutadnic je
vzdy pozitivni. Méfeni se provadi za podminek spinlocku, ktery je realizovan sérii
180° pulsu béhem sméSovaci doby d; ( 0,3 s ). Experiment poskytuje v zasadé stejné
vysledky jako NOESY, ale v krat$im ¢ase a snizuje vyskyt artefaktil. Cervené piky na
obrazku €. 10.,11. a 12. jsou zéporné signaly a ¢erné jsou kladné. Spektrum je
symetrické podle diagonély a krospik znamena prostorovou blizkost ( do 5 A).
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HMQC ( Heteronuclear Multiple Quantum Coherence ):

Pulsni sekvence: X ="C, d, =1/2 J(C,H)
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Spektrum neni symetrické podle diagonaly, na ose F; jsou chemické posuny vodika
O(H) a na ose F, jsou chemické posuny uhlika 6(C). Metoda patii mezi
heteronuklearni korelovana 2D-NMR. Inverzni signaly vodik® ( hlavné methyli )
vazanych k uhlikiim se ¢asto objevuji jako pasy podél osy F,. Metoda patii mezi
inverzni techniky, kdy detekujeme jadra s velkou citlivosti — 'H zatimco jadra

s malou citlivosti — °C a "N jsou vystavena fad& pulsu. Vysledné spektrum pak
poskytuje informace o malo citlivém jadru, které je takto nepiimo detekovano.
Spektrum poskytuje pouze signaly vodikt, které maji spin-spinové¢ interakce

s nepiimo méfenymi jadry, ostatni 'H je nutné eliminovat. Inverzni experimenty jsou
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uspotradanim tras — méfici trasa je nastavena na detekci H a dekaplovaci trasa je
naladéna na kmitocet jader s nizkou citlivosti. Pfikladem je obrazek disacharidu €. 13.

Dalsi varianty této metody:
HMQC-TOCSY ( HMQC combined with a TOCSY experiment )
HMQC-NOESY ( HMQC combined with a NOESY experiment )
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Obr. ¢. 13. ( HMQC spektrum jiz uvedeného disacharidu )

HMBC ( Heteronuclear Multiple Bond Correlation ):

Pulsni sekvence:

HMBC
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Pulsni sekvence ziistava stejna jako pro HMQC jen se zméni hodnota d,=J(C,H) coz
odpovida 50 ms ( J(C,H)=10 Hz ). Spektrum vypada opét stejné, ale miizeme



pozorovat interakce pies vice vazeb, tedy ziskdme korelace pfes interakéni konstanty
*J(C,H) a *J(C,H). Zarovei potladime interakce 'J(C,H), tedy nedetekujeme vodiky
piimo navazané na uhliky, ale pfes vice vazeb. Jde o korelované heteronuklearni
spektrum, kde na ose F, jsou chemické posuny vodiki 6(H) a na ose F, jsou
chemické posuny uhlika 6(C). Ze spektra ¢. 14. mizeme urcit chemické posuny
uhlik® a vodikd, a jejich interakce pies vice vazeb. Typicky pfes ti1 vazby, u aromati
je moZno jesté pies vice vazeb. Velikost piku zavisi na ptislusnych interakénich
konstantach.
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Obr. ¢. 14.

HSQC ( Heteronuclear Single-Quantum Correlation Specrtoscopy ):

Pulsni sekvence:

HSQC
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Heteronuklearni korelované spektrum nesymetrické podle diagonaly. Na osach jsou
chemické posuny vodiku a uhliku. Ze spektra ¢. 11. miizeme odecist chemické
posuny uhlikli a vodikl pfimo na n¢€ navazanych, neur¢ime interakce pies vice vazeb.
Pulsni sekvence zahrnuje INEPT pienos z 'H na °C, evoluéni dobu se 180° pulsem
na 'H a nakonec zp&tny INEPT pienos z °C na 'H. Spektrum v ose F, obsahuje
'J(C,H), které jsou §t&peny interakcemi J(H,H). Na rozdil od HMQC nejsou signaly
v ose F, roz§iteny homonuklearnimi interakcemi J(H,H), coz je vyhodné, kdy "*C
NMR obsahuje mnoho signalii s podobnymi chemickymi posuny. Pro biomolekuly
ma HSQC vyssi citlivost, protoZe se neuplatni ztraty intenzity rychlou relaxaci v t;.

( ptiklad — spektrum ethylkrotonatu, obr. ¢.15.)
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