JADERNA MAGNETICKA REZONANCE
UvVoD

Jaderna magnetickd rezonance, nuklearni magneticka rezonance, NMR - tfi
nejpouzivanéjsi vyrazy pro spektralni metodu vyuzivajici magnetickych vlastnosti atomovych
jader nekterych izotoptl. V roce 1945 byly poprvé pozorovany signaly jader vodiku ve vod¢ a
v parafinu, v padesatych letech se objevuji prvni sériové vyrabéné NMR spektrometry.
Me¢éiena byla sice vétSinou pouze jadra vodiku, protony, ale ziskané informace se ukéazaly byt
nesmirng cennymi pii uréovani struktury sloucenin, predevsim organickych. Prvni *C NMR
spektra byla popsana v roce 1957. Sirokopasmovy dekaplink vodikd se objevil v roce 1965.
Od té doby se NMR spektroskopie velmi rychle rozvijela a stala se nezbytnou soucasti
strukturni analyzy. Zavedeni supravodivych magneti a jejich zdokonalovani umoZznilo
postupné zvySovani intenzity magnetického pole a tim i citlivosti a rozliSeni metody. Objev
dvoudimenziondalnich technik v 70.tych letech vedl k technikdm schopnym podat kompletni
informaci o skeletu molekuly a prostorovém uspotradani atomid. Metody umoziujici snimani
spekter nebo alesponl ziskavani urcitych informaci o jadrech atomt v malych prostorovych
elementech uvnitt objekt daly vzniknout NMR zobrazovani (NMR imaging, MR tomografie,
MRT).

- O vyznamu nuklearni magnetické rezonance sveédéi i
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{/ , \ nekolik Nobelovych cen udélenych v této oblasti. V roce

\ ) 1943 ziskal Nobelovu cenu za fyziku Otto Stern za objev

magnetického momentu protonu.

Vroce 1944 ziskal Nobelovu cenu za fyziku Isidor Isaac Rabi za jeho

rezonancni metodu pro zjisténi magnetickych vlastnosti atomovych jader

V roce 1952 ziskali Nobelovu cenu za fyziku
Felix Bloch a Edward Mills Purcell za rozvoj novych metod
pro piesnd meétfeni jaderného magnetismu a prvni detekci

NMR signalu.




V roce 1991 ziskal Nobelovu cenu za chemii Richard R. Ernst za jeho ptispevek
k rozvoji vysoce rozliSitelné nuklearni magnetické rezonance, zavedeni pulznich

technik méfeni a pouziti Fourierovy transformace a  zavedeni

dvoudimenzionalnich NMR technik. Nl B/
V roce 2002 ziskal Nobelovu cenu za chemii Kurt Wiithrich za vyvoj NMR
jako metody umoznujici ur€eni trojrozmérné struktury biologickych

makromolekul v roztoku.

V roce 2003 ziskali Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu Paul
C. Lauterbur a Peter Mansfield za vypracovani metody

zobrazovani magnetickou resonanci.

\

Dnes jsou tradicni metody NMR spektroskopie nepostradatelnou pomickou

syntetického chemika pfi sledovani pribéhu reakci a ovérovani struktury produkti. Specidlni,
sekundarni a terciarni struktury biopolymert, a studovat interakce mezi nimi. Obrovskou
vyhodou NMR spektroskopie biomolekul je, ze mizeme zjiStovat jejich tfidimenzionalni
strukturu za ,.fyziologickych® podminek (v roztoku o uréittm pH, teploté, iontové sile)

Pomoci MR tomografie jsou dnes jiz bézn¢ studovany tkané a organy v lidském téle.

TEORETICKE ZAKLADY

Z hlediska NMR miizeme atomova jadra jednotlivych izotopii rozdé¢lit na tii 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
neutrond, jako napt. '2C, '°0, *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&zn&j$im méfenym jadrem. Uhlik °C piedstavuje dalsi
casto métené jadro. Ma nizsi citlivost a zaroven nizké pfirodni zastoupeni (1.11%), takZe jeho
signaly jsou zhruba 5700 x slabsi nez signaly 'H. Dalsi jadra se spinem 1/2 jsou naptiklad
s\, 1°F, 31p,

3. Jadra se spinovym kvantovym Cislem | > 1/2. Tato jadra maji vedle jaderné¢ho
magnetického momentu i1 kvadrupolovy moment a jsou velmi Casto obtizn€ méfitelnd. Jadra
s lichym nukleonovym ¢islem (soucet protoni a neutrontt) maji polo¢iselna spinova kvantova
¢isla (1/2, 3/2, 5/2 ...). Jadra se sudym nukleonovym cislem 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) h/ 2z

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=yByl27

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

L = pcosd@= ymh/2z

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

moznych hodnot). Kazdé orientaci ptislusi hodnota energie

E= -,uZBo = -]/fnh30/27f

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 zmuze tedy nabyvat hodnot 1, = -0,5/h/27 nebo 1, = +0,527x a v
magnetickém poli o indukci By pozorujeme vznik dvou energetickych hladin oznacovanych o
ap:

E,=-0,5 B2



Ez= 0,5 By/2r,
mezi nimiz je energeticky rozdil:
AE = Byl27

Tento energeticky rozdil odpovida frekvenci pfechodu 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 téméi stejné vzhledem k
malému energetickému rozdilu; nadbytek na nizS§i hladiné¢ je v zavislosti na intenzité
magnetického pole okolo 107, tedy na kazdych 100001 jader na nizsi hlading ptipada 100000
jader na hlading€ vyss$i. Pfesny pomér jader ve spinovém stavu o a ve spinovém stavu f lze

vypocitat pomoci Boltzmannova zakona:

Na/N[;:eAE/ka,

kde kp je Boltzmannova konstanta (= 1,3805 x 107 JK') a za AE dosadime rozdil mezi
energiemi spind o a p. Napiiklad v poli o indukci 11.74 T plati pro vodiky 'H: N 5~ 0,99992
N, to znamena, ze na 100000 vodikovych jader se spinovym stavem alfa piipada 99992 jader
ve stavu beta. Cim vétsi je indukce magnetického pole, tim vétsi je energeticky rozdil mezi
stavy alfa a beta a tim véEtsi je rozdil v populacich jednotlivych spinovych stavi. VéEtsi rozdil
v populacich stavt zptisobuje i vétsi citlivost NMR metody.

vvvvvv

Tabulka 1.1 Magnetické vlastnosti izotopli nejdulezitéjSich prvka, které se vyskytuji
v organickych latkach.

, . Ptirozeny NMR frekvence o
Jadro Spin vyskyt 1 07raZT'ls'l] (1174 T) Citlivost
H 12 99,99 26,75 500,0 MHz 100
’H 1 0,01 4,11 76,8 MHz 0,0001
‘H 12 - 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
5N 12 0,37 2,71 50,7 MHz 0,0004
%0 0 99,96 - - -
g 12 100 25,18 470,4 MHz 83
Sp 1/2 100 10,84 202,4 MHz 6,6

V tabulce 1.1 jsou shrnuty dilezit¢ magnetické vlastnosti jader vybranych izotopd.
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 indukci By (¢i ji odpovidajici intenzitu Hyp) magnetického pole
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ur&itého pristroje 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 izotopt pro méfeni NMR spekter. Nejcitlivéjim izotopem je 'H. Ostatni
izotopy jsou méné citlivé, protoze maji mensi gyromagneticky pomér, tim padem i nizsi
energeticky rozdil mezi spinovymi stavy a a [ a niz$i prebytek spinovych stavi o v
Napiiklad izotop "*C ma piirozeny vyskyt kolem 1% a zbytek (99%) jsou magneticky
neaktivni jadra '*C, to znamend, 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
5 M, mifi ve sméru magnetického pole. V rovnovazném stavu vypada
systém nasledovné: Spiny jednotlivych jader vykondavaji precesni
pohyb a protoze nemaji stejnou fazi, jsou rozprostieny po povrchu
-y dvou kuzelt. Maly ptebytek jader na nizsi energetické hladin€ (jsou to

podle konvence spiny nad rovinou xy) zpusobi, ze celkova

magnetizace M vzorku (vektorovy soucet magnetickych momentii
jednotlivych jader) sméfuje ve sméru osy z. Na obrazku 1.11 je oznacena tucnou Sipkou.
Magnetizace M je na rozdil od jadernych magnetickych momentti makroskopicka veli¢ina, se

kterou Ize urcitymi zplisoby 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, nemélo by smyslu hovofit 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 atomu jsou od magnetického pole,
v némz se nachdzeji, stinéna elektrony. Elektrony svym pohybem vytvareji magnetické pole,
které ma 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 Bey, které ptisobi na jadro vyjadiuje vztah



Bet =Bo— 0By =Bg. (1 - 0).

Jestlize na jadra puisobi rizné velké efektivni magnetické pole, budou mit tato jadra i
riiznou rezonanéni frekvenci. Naptiklad pokud maji jadra 'H tetramethysilanu (TMS) v poli
11.74 T rezonan¢ni frekvenci presné¢ 500 MHz, vodiky CHs skupiny methanolu jsou méné
stinéné a budou mit rezonanéni frekvenci 500001650 Hz a vodiky benzenu, které jsou jeste
méné stinéné budou mit rezonancni frekvenci 500003635 Hz. V magnetickém poli o
polovic¢ni intenzité, by vodiky TMS rezonovaly pti 250 MHz, vodiky CHj3 skupiny methanolu
pii 250000825 Hz a vodiky benzenu pii 250001817,5 Hz. Proto se pro vyjadfovani
chemického posunu ujala stupnice 6 s jednotkou ppm (parts per milion) odpovidajici
miliontin¢ vnéjSiho pole. Chemicky posun je definovan takto:

Sc=10* (15 = Vrer) / Ve,

kde 9« je chemicky posun atomu X, vy je rezonancni frekvence atomu X a Vvir je

rezonancni frekvence referen¢ni slouceniny. Budeme-li za refernéni slouc¢eninu povazovat

TMS a dosadime-li rezonan¢éni frekvence

paramagneticky posun : 4 > L v
nizsi magnetické pole do vzorce, vyjde nam, ze chemicky posun
“downfield” posun /1.0 , . .
( vyssi frekvence ) vodiki methylové skupiny v methanolu je
mensi stinéni L, i
— 3,3 ppm a chemicky posun benzenovych
™S e .
— vodika Jc 7.27 ppm. Hlavni VYhOdOU
diamagneticky posun chemického posunu d je to, Ze u riznych
Benzen vy$$i magnetické pole " Y ... . .
(“upfield” posun) prlstTOJu S ruznymi indukcemi
nizsi frekvence
veisi stinenf L magnetického pole poskytuje stejné
! ! ! . . . . . . hodnoty.
8 6 4 & [ppm]
SNIMANI DAT

Ptedchozi vyklad sta¢i 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 rezonanc¢ni podminky dojde k absorpci radiofrekvencniho zéfeni, kterou
muzeme méfit riznymi zplsoby béznymi v elektrotechnice. CW NMR spektrometry se bézné
vyrabély az do sedmdesatych let minulého stoleti. Jejich elektronika byla pomérné

jednoduchd a ke zpracovani dat nebyl tfeba pocitac. Generator frekvence byl fizen pozici



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

Vétsina soucasnych spektrometri pracuje v jiném, tzv. FT (Fourier transform) modu.
Pfi ném jsou vSechna jadra jednoho izotopu excitovana velmi kratkym radiofrekvencnim
pulzem o trvani fadové nekolik us. Tak kratky puls ma jistou neurcitost frekvence a pokryje
obvykle frekvenéni oblast vSech jader jednoho izotopu. Navrat 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
piislusejicimi jednotlivym signaliim 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 predstavujicimu zavislost intenzity
na frekvenci.

Vyhodou FT NMR spektroskopie je pfedev§im moznost opakovat rychle po sobé stejna
méteni 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 hladindch a tim ziskavat

spektra obsahujici dalsi cenné informace.

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

sekvencich, které se daji zapsat graficky.

T x 180°(y)




Nejjednodussi pulsni sekvence, se kterou se seznamime je vhodnd pro méfeni
libovolného jadra bez ozafovani jinych jader. Je béZné pouZzivana pii 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¢ piti kazdé¢ akvizici
(snimdani dat) se sc¢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 i jiné rezonan¢ni frekvence, musime tedy uvazovat
dva rizné vektory magnetizace.

1. Pripravna perioda D trvd vétSinou nékolik sekund a béhem ni piisobi na vzorek
pouze vn&j$i magnetické pole. Ustavi se rovnovéaha v populacich spinli po pulsu nebo pulsech
v predchozim prichodu sekvenci (probehne 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 protéka proud s frekvenci,
kterou nazyvame frekvence pulsu. Puls vytvofi po dobu svého trvani dal$i magnetické pole,
které osciluje prave s frekvenci pulsu. Frekvence pulzu byva uprostied oblasti rezonan¢nich
frekvenci sledovaného jadra. Faze pulsu se uvadi ve schématu sekvence do zavorky a v nasem
pripadé¢ je takova, ze pole B; sméfuje ve sméru osy Y . Celkovd magnetizace zacne v rotujicim
systému vlivem pole B; rotovat okolo osy y. 90° Puls ma pravé takovou intenzitu a délku,
aby jim vytvofené pole stihlo sklopit magnetizaci do sméru osy X. Pulz je tak kratky, ze se
témet neuplatni rozdil frekvenci jednotlivych magnetizaci. VSechny spiny a tedy i celkova
magnetizace M dale rotuji kolem osy zse svoji Larmorovou frekvenci, proto se pro
zjednodusSeni dalsiho vykladu zavadi tzv. rotujici soustava soufadnd, kterd ma s béznou
soustavou soufadnou spolecnou osu z, a kterd rotuje kolem této osy s frekvenci odpovidajici
Larmorové frekvenci sledovanych jader. V rotujicim systému sméfuji obé magnetizace
(Mcgcy, @ Mcp,cr,) 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 riizné
precesni frekvence a znazoriiujeme je jako dveé nezdvislé magnetizace. Jednotlivé magnetizace
(Mcyc), @ Mcy,cy,) nyni vlivem hlavniho magnetickeho pole rotuji okolo osy z se svymi
frekvencemi. Zaroven se spiny vraceji do rovnovazného stavu, tj. dochazi k postupnému
obnovovani nadbytku spinli na niz§i energetické hladiné. V rotujicim modelu je tento d¢j
vyjadfen tak, Ze Sipky predstavujici jednotlivé magnetizace opoustéji rovinu Xy a po spirale se
vraceji do sméru osy z. V primétu do roviny Xy miiZzeme b&hem akvizice pozorovat dva
rotujici vektory magnetizace, jejichz velikost postupné klesa.

Elektromagnetické pole vytvarené rotujicimi magnetickymi momenty jader indukuje
v métici civee elektricky proud. Civka je orientovanou tak, Ze zaznamenava slozky vektora
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, prisp€ji do FIDu sinusoidami s odpovidajicimi frekvencemi. FID odpovida souctu
téchto sinusoid, ma komplikovany prabéh a odrazi Casovy prubéh celkové magnetizace
vzorku, tedy vektorového souctu vSech dil¢ich magnetizaci. S piiblizovanim vektor
rovnovaznému stavu intenzita FIDu klesa (zvétSuje se slozka ve sméru osy z, primét do

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

prumét do roviny Xy.



FOURIEROVA TRANSFORMACE

FID je ¢asovy zaznam intenzity indukovaného proudu v méfici civce (na ose X je €as) a
spektrum je zéavislost spektralni intenzity na frekvenci (na ose X je frekvence). Fourierova
transformace je matematicky nastroj, ktery umoznuje z ¢asového zaznamu (FIDu) ziskat
spektrum. Na obrazku xx je nékolik ptikladii Casovych zdvislosti a spekter vzniklych po
Fourierové transformaci. Obrazek xxa vlevo ptredstavuje 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 (Sitka
signalu v poloving jeho vysky) souvisi s rychlosti klesani cosinové funkce. Cim rychleji klesa
periodickd funkce k nule, tim $irsi je vysledny signal. To je vidét na obrazku xxc, kde je
zobrazena periodicka funkce se stejnou periodou (dva cykly za sekundu), ktera ale rychleji
klesa k nule. Ve vysledném spektru je SirSi signal u 2 Hz. Plocha signalu je stdle stejné; kdyz
se zvétSila Sitka signdlu, snizila se jeho vySka. Na dalS$im obrdzku 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 cosinll 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

atoma v molekulach:

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

magnetickych momentl jader prostorem. V izotropnich prosttedich (kapaliny, roztoky) jsou

tyto interakce zprimérovany k nule rychlymi reorientacemi molekul v disledku Brownova

pohybu.

O

i

©® ©0 6 6

2) Nepiimé spin-spinové interakce (skaldrni) jsou
zprostiedkovany vazebnymi elektrony (elektrony maji také
svij spin!) a zpusobuji Stépeni (multiplicitu) signala
pozorovatelné v NMR spektrech méfenych v izotropnich
prostiedich.

Mechanismus interakce si

nepiimé spin-spinové
muzeme ukdzat na jednoduchém ptikladu heteronuklearni
interakce v molekule chloroformu "*CHCI;. Magneticky
moment vodiku zplisobuje slabou magnetickou polarizaci
vazebnych elektroni (energeticky vyhodnéjsi je opacna
orientace spinu jadra a elektronu). Spiny valen¢nich

elektronti 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 °C) stejné znaménko,
energie celého systému je
ponékud vyssi nez u systému
S riznymi znaménky
jadernych spinti, kde se
znaménka  jadernych a
elektronovych spinii stiidaji.

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

spinové interakce.

lH 13C
i
o

13C

ﬁ
—it

BC spektrum

Heteronuklearni spin-spinova interakce.

jadro ma dva mozné spinové stavy (o a 3), mezi nimiz je energeticky rozdil AE a ve spektru
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lze pozorovat jeden signal odpovidajici tomuto piechodu (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 dvé
energetické hladiny. V tomto diagramu lze pozorovat dva rizné prechody 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 nam tedy roz§tépil na dvé linie o stejné
intenzité. Stejné rozstépeni signalu mizeme zaroven 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 nahofe indexem udévajicim pocet vazeb mezi
interagujicimi jadry. Podle poctu vazeb mezi interagujicimi jadry jsou J oznaCovany jako
primé (1), geminalni (*J), vicinalni (3J) a interakce na velkou vzdalenost (*J, °J, ...). V nasem
piikladu molekuly *CHCIl; mé4 piimé spin-spinové interakce 'H-'">C hodnotu *J = 208 Hz.
Interak¢ni konstanta J mize byt kladna nebo zaporna,oboji se ale v jednoduchych NMR
spektrech projevi stejné, ze spektra tedy Ize odecist absolutni hodnotu J ze vzdélenosti ¢ar
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, kterd vznikne interakci s jednim jadrem je dale $t€pena na dalsi linie
interakci s dal$im jadrem. U béznych jader s | = 1/2 dochazi pti kazdé interakci ke vzniku
dvou linii z jedné pivodni. Signal se potom skladd z tady linii a jeho celkovy vzhled
nazyvame multiplicita signalu.

Tak napiiklad jadra S$tépend interakci se

Ji=J. Ji>J. . . . .
! l ? ! l 2 dvéma jadry se stejnymi interak¢nimi konstantami
l """"" l l """"" I vytvoii triplet o poméru intenzit 1:2:1. Prostfedni
"""""""""" dvojnasobnd linie zde vznikla
CT o T di= ke,
splynutim dvou linii. Tato situace |
| | | T nastane obvykle pfi §té€peni dvéma lllll
Triplet Dublet dubletit chemicky ekvivalentnimi jadry a CT T
tento tvar budou mit napft. signaly
Bc oznacenych v nasledujicich slouceninach: CH,Cl,, Cl,C=CHo,. JJ—I—L

. . . ., ) L Kvartet
Pokud nejsou interakéni konstanty stejné, pozorujeme ve spektru Ctyfi
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linie o stejnych intenzitach, tzv. dublet dubletir. Vzdalenosti 1. a 2. linie ¢i 3.a 4. linie
pfedstavuji jednu interakéni konstantu, vzdalenosti 1. - 3. a 2. - 4. konstantu druhou.

Pro $tépeni tfemi interagujicimi jadry jiz existuje mnoho tvari vysledného multipletu.
Pii 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;CL.

Ostatni tvary multipletd nazyvame podle celkového vzhledu napt. dublet tripleti, triplet
dubletti a pod. Neni-li zfejmé, jakou strukturu signal vlastné ma (v disledku ptekryvi ¢i

spektra vyssiho fadu), nazyvame ho obecn¢ multiplet.

Ji=d,=0, J>>J=d; Jy=d>ds Ji=dy+d, Jy=J3=J,/2 J>dp>d5

)

A PN A A A PN
JY O QPN # t m m
|"I“r]“r'l“| A A AM A M A NN |

| | | | I|I I|I II”II Il I|I Il I|||I [INNINTE

DEKAPLINK
Stépeni signalii zpiisobené spin-spinovymi interakcemi miZe zt&Zovat interpretaci >C
NMR spekter (dochazi k CastéjSimu prekryvu signall) a navic zhorSuje pomér signalu k Sumu
(naptiklad signal rozstépeny na dublet ma polovi¢éni vySku nez singlet) a tim snizuje citlivost
méfeni C NMR spekter a

. zvySuje se doba nutna pro
90° (y)

nameétenti spekter.
Heteronuklearni ('H-">C) spin-

spinové interakce lze odstranit
Bc D

pomoci takzvaného

Sirokopasmového  dekaplinku.
Béhem celé¢ doby méfeni C

ozafovana dalSim
Pulzni sekvence pro méfeni °C NMR spekter. elektromagnetickym polem
s frekvenci odpovidajici rezonancni frekvenci jader vodiku. To zptsobi rychlé pfechody mezi
spinovymi stavy a a 3 a tim padem vyruSeni spin-spinové interakce jader vodiku s jadry

uhliku. V pulzni sekvenci je dekaplink oznacen obdelnikem ve vodikovém kandle a
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oznatenim BB (zkratka z Broad Bend decoupling — §irokopasmovy dekaplink). *C NMR

spektra se vétSinou méti s dekaplinkem.

PRISTROJE A TECHNIKA

U vétSiny soucasnych NMR spektrometrii uréenych pro méfeni kapalnych vzork je
magnetické pole vytvafeno supravodivymi civkami tvofenymi nékolika tisici zavity ze
specidlnich slitin. Civka je ponofena v kapalném heliu a tece ji proud okolo 100 A. Intenzita
takto dosazeného 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 identicka jadra z rGznych casti vzorku pfi
rizném poli, rezonuji pii riznych frekvencich. Homogenita pole se upravuje specidlni 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 prochazi béhem otocky riznymi oblastmi magnetického pole.

U soucasnych FT spektrometrt je obvykle stejna civka pouZita pro vyslani pulzu i pro
snimani odezvy. Dalsi civka nebo civky slouZzi pro vysilani frekvenci jin¢ho jadra, vytvaieni
gradientli pole a pod. Pii manipulaci se spinovymi systémy je k civce pfipojen syntezator
frekvenci opatieny zesilovacem (vysilatem) o vykonu obvykle 50-300 W, ktery musi byt
schopen produkovat kratké radiofrekvencni pulsy o ptfesné amplitudé, frekvenci a fazi.
Vysilace byvaji obvykle dva nebo vice, protoze Casto je ozafovéano i jiné jadro nez métené.
Kromé toho je dal$i nezavisly kanal vyuzit pro udrzeni stabilniho pole (lock), ten obvykle
vyuzivd jader deuteria v pouzitém rozpousStédle. Pii snimani odezvy systému je civka
pfepnuta na piijimac, kde je signal zesilen, detekovan a filtrovan. Proces neni jednoduchy,
protoze je vyhodné zachytit nejen amplitudu signalu, ale i jeho fazi a dale je tfeba rozlisit od
sebe signaly po obou stranach excitaéni frekvence. U riznych piistroji je tento proces do
rizné miry digitalizovan. Dalsi zpracovani je vzdy digitalni. Cast NMR spektrometru, kde
jsou umistény pfijimaci a vysilaci civky, korekéni civky pro dosazeni maximalni homogenity
pole a zafizeni ovladajici pfesné nastaveni teploty vzorku se nazyvd sonda. Sondy lze
v pripad¢ potfeby ménit. Nékteré sondy jsou konstruovany tak, ze umoziuji métit urcity typ
experimentu s veétsi citlivosti. FID je ulozen do paméti fidiciho pocitace, kde jsou FIDy z
jednotlivych prichodu s¢itany a poté je provedena Fourierova transformace a dal$i zpracovani

spektra.
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pomocna zarizeni

-ovladani rotace vzorku
-manipulace se vzorkem

-stabilizace teploty

-ovladani homogenity polg

A

datastanice

N

fidici pocitac

ROZPOUSTEDLO, STANDARD

manipulace vzorku

L]~ - A vakuum

ol | 5% == kyveta se vzorkem

- I ¥ - méFici civka

> |- - -

- == supravodiva civka

- S kapalné helium
Q —] —= /2 kapalny dusik

L_] sonda
syntéza
|p—i'epinat': kmitoétu
prijimacé vysilaé

Vzorek je rozpuStén v deuterovaném rozpoustédle a umistén v kyveté, ktera 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 intenzivngjsi a mohl by

Rozpoustédlo Vzorec §'H §"C
Chloroform CDCl; 7,26 77,0
Benzen CeDs 7,27 128,0
. 1,3
Acetonitril CDs;CN 1,94 118.2
29,8
Aceton CD;COCD; 2,05 206.3
Dimethylsulfoxid CD;SOCD; 2,50 39,5
Methanol CD;0D 3,31 49,0
Voda D,O ~4.8 -

Tabulka xx. Chemické posuny bézn¢ pouzivanych
deuterovanych rozpoustédel.

prekryt signaly méfené latky. Deuterace
rozpoustédel neni nikdy stoprocentni a
tak je v'H NMR spektrech vidét i
signal nedeuterovaného 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 posunt 6 se z technickych divodl stanovuje obtizné v

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

kterou Ize snadno najit mezi ostatnimi liniemi a pfidava se bud’ pfimo k métené latce (interni

standard) nebo v zatavené kapilate do kyvety se vzorkem (externi standard). Pro '"H NMR
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spektra to je nejCastéji tetramethylsilan (TMS), (CH3)sSi s dvanacti ekvivalentnimi
vodikovymi atomy, ve spektrech je to singletovy signal obvykle nejvice vpravo. Pro °C
NMR spektra se u roztoki v CDClj; nej¢astéji pouziva prostiedni 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 fikdme
relaxace. V NMR spektroskopii se rozliSuji dva typy relaxacnich déji: podélna relaxace a
pri¢na relaxace.

Béhem  podélné relaxace (spin-miiZkové, My dt = (M M)/ T,
Z - z— 0 1

longitudélni) se znovu buduje rovnovazna magnetizace  } My =My (1-¢~"'™
vose z. Naptiklad vpulzni sekvenci pro méfeni -:-::-:::x:::-§-;9-5- ----------- "
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 ot
podélné relaxaci se znovu vybuduje rovnovazna T 3%
magnetizace v ose Z. Narlist magnetizace v ose Z probiha
podle rovnice
M,=Mp (1-e V™),
180° (y) 90° (y) kde M; je velikost magbetizace

vose 2z, My je rovnovazna
magnetizace, t je ¢as po 90°

D1 pulzu a T; je spin mifizkovy

relaxa¢ni ¢as. Cim je Ty kratsi,
tim rychleji je znovu dosazeno
Sekvence ,,Inversion recovery* rovnovazného stavu. Ty byvé
nejcastéji nekolik sekund, ale v nékterych piipadech mize byt i mnohem krats$i nebo delsi (az

n¢kolik hodin).
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Pro méfeni relaxacnich Casti T1 se pouziva pulzni 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 prodleve t

nasleduje 90° pulz a detekce signalu.

B %
y Y y Y y

Stav na konci Stav po Stav na konci Signal ve spektru
180° pulzu prodleve T 90° pulzu

V4 V4

1=0,5 T,

— D

y Y y y

V4 V4 V4

—<
—
v

Béhem pri¢né relaxace (spin-spinové, transversalni) dochazi k ubyvani magnetizace

1 . e
P =

v roving xy. Dusledkem piiéné relaxace ubyva intenzita snimaného signalu (FIDu). Ubytek

magnetizace v rovingé Xy probiha podle rovnice M,y
Mw=Mn * e t/T, )

xy— Wl * € ) M, dM,,/dt=-M",,/ T,
MX‘! - Mﬂxv e -t/ T2

kde M,y je velikost magbetizace vrovin€ Xy, Mo je
rovnovazna magnetizace, t je ¢as po 90° pulzu a T je spin

miizkovy relaxacni ¢as. Cim je T, kratsi, tim rychleji

\

ubyva magnetizace v roviné Xy a také FID je tim vice
Tz 3T2

ubyvajici. Kratké casy T, maji za nasledek rozsifeni

signalii ve spektru (viz kapitola o Fourierové transformaci). T, byva nejcastéji v fadu sekund.

Obecné lze tici, ze velké molekuly (napf. proteiny, polymery) maji kratké relaxacni casy T, a
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signaly téchto latek proto byvaji rozsifené. Naopak malé molekuly (napt. bézna rozpoustédla)

maji T, dlouhé a ve spektru maji uzké signaly.

Pro méfeni relaxacnich ¢asti T, se pouziva pulzni sekvence ,,spinové echo®. Tato

sekvence zacina prodlevou, béhem niz se v systému ustanovi rovnovazny stav. Poté nasleduje

D1

90° (y)

180° (x)

Sekvence ,,Spinové echo®

90° pulz, ktery
sklopi magnetizaci
z osy Z do roviny Xy
(pokud je 90° pulz
osy Y,

magnetizace se

podél

sklopi do osy X).

Béhem doby =

vykonava magnetizace precesni pohyb kolem osy z se svoji Larmorovou frekvenci. Za dobu t

se magnetizace otoCi o uhel ¢. Poté nasleduje 180° pulz podél osy X, ktery ponecha

magnetizaci v rovin¢ Xy, ale ptreklopi ji na druhou stranu osy X. Béhem doby t vykonava

magnetizace opét precesni pohyb kolem osy zs Larmorovou frekvenci. Za dobu t se

magnetizace oto¢i o stejny uhel ¢ a tim padem se vrati opét do osy X, ale jeji intenzita je

snizena kvili relaxaci, ke které doslo v pritbéhu této pulzni sekvence. Cim je doba t delsi, tim

je vysledna magnetizace v ose X mensi.

z

Stav na konci 90° pulzu

g
N

Stav po 180° pulzu

P

an
NP

Stav po druhé

prodlevé t

X
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Urcovani struktury z NMR spekter

NMR spektra obsahuji fadu informaci, z nichz nejvyznameéjsi jsou 1. chemické posuny
(0) signali informujici o chemickém okoli méfené¢ho jadra, 2. multiplicity signali a
interakéni konstanty (J) informujici o poctech sousednich magneticky aktivnich jader a
jejich geometrickém uspofadani a 3. integralni intenzity signalii (A) informujici o poctech
chemicky ekvivalentnich atomti v molekule. Dalsi informace o struktufe poskytuje studium
relaxacnich procesii (pohyblivost ¢asti molekuly a vzajemné vzdalenosti atomt), teplotnich
zavislosti (vymény jader s rozpoustédlem), vlivu rozpoustédla, pH (zmény konformaci,

asociovani) a korelaci mezi signaly jader stejnych ¢i rtiznych izotopt.

0 0
cH~E-HH—cH~-0-cH—H;
1 Intepralni
* mtenzita _AI
3 Lfultiplicita
* 3 interalednd HH=CHz
konstanty i . 2. ngglnickj,
-CH~CH; | ﬁ chL- P
. =CH:—CH
Ath_NH 3 Signdl rozpondtédla l l ] i . THS
T | | T T | | | T
] ¥ 6 5 4 3 2 1 0 3

Obr. Informace dostupné z NMR spektra

"H NMR spektroskopie
Nepatrny rozsah rezonanénich frekvenci jader 'H obsahuje kliGové informace o

struktufe latek. V oblasti 10 ppm pro jadra 'H jsou jednotlivé typy protoni v obvyklych

organickych slouc¢enindch rozlozeny nasledovne¢:
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|
R-N—C’
-
micy CHCl,
H*, -CO,H
-—
M
H,  ,O > |

HC—NR,

H
]
=
CH,Cl, CH,CI
—OCOCH; - NaH
— >
\
RO_ ,OR ~_-OR —CH
/c\ /C\ /
H Si(CH3),

10 9 8 7

H
OR H —
H H N~ o
—c’ \— (04 ~
C\\0 e H -\ /CHZ
] I I

6 5 4 3 2 150

Nejvice stinéné protony se vyskytuji vpravo pii nizkych ¢i dokonce zapornych

8+

J

k niz§imu poli

T

k vys$sSimu poli

stinéni elektrony

k niz§imu poli

stinéni sterickou zabranou

2

k nizSimu poli >
k vy$$imu poli

stinéni kruhovymi proudy

hodnotach ppm. Ne¢kdy se pouziva vyraz, ze jsou posunuty k
vys$S§imu poli (upfield). Velmi stinéné je jadro vodiku v
iontovych hydridech, kde tvofi ion se zapornym nabojem.
Okolo 0 ppm se vyskytuji signaly vodiku u organokovovych
sloucenin a na cyklopropanovém kruhu. K vyS$§imu poli jsou
také vyrazné posunuty signaly protond, které se dostanou do
blizkosti aromatického kruhu nad a pod jeho rovinu. Vlivem
magnetického pole se v systému n elektront vytvoii kruhové
proudy s vlastnim polem putsobicim proti vnéjSimu poli a
oslabujicim ho v blizkosti osy prochazejici jeho stfedem.
Srovnani chlorovanych methant ukazuje vliv
elektronegativity substituentii: chemicky posun vodikovych
atomt v chlormethanu je 3.05, u dichlormethanu 5.20 a u
trichlormethanu 7.26 ppm. Podle ocekavani elektronegativni
chlor od¢erpavé induk¢énim efektem elektrony, odhaluje jadro

vodiku a posunuje jeho signal k niz§imu poli (downfield).

Chemicky posun je mozno predpovédet s presnosti 0.1 - 0.5 ppm na zakladé€ piispévki

jednotlivych skupin (Shooleryho pravidla). Aromatické vodiky (oblast & 6 - 8) a aldehydicky

vodik (6 ~10) jsou obvykle snadno identifikovatelné, protoze se vyskytuji v ¢astech spektra,

kde se jiné typy vodiki vyskytuji jen vzacné.
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Nejméné stinéna jsou jadra vodiku v H', ktery nema v sousedstvi zadny elektron. Ten se
ale prakticky nevyskytuje v nesolvatované podobé¢ a je-li solvatovan, nese pouze parcidlni
naboj o+. Signaly kyselych vodikti se vyskytuji v oblasti nad 10 ppm a nékdy nejsou pro
rychlou vyménu s protony rozpoustédla a velkou polositku pozorovatelné. Podobny efekt jako
parcialni kladny ndboj ma i sterickd zabrana. Vede k oddaleni valen¢nich elektroni a tim k
odhaleni jadra vii¢i vn€jsimu magnetickému poli.

Na obrazku 1.7 je uvedeno nékolik béznych typl organic-kych sloucenin (ester, amid,
sacharid, nenasyceny keton, ami-nokyselina v peptidu) spolu s chemickymi posuny
jednotlivych protoni. U benzylacetatu je methylova skupina v o¢ekavané oblasti okolo 2.0

ppm vzhledem k sousedstvi s sp> uhlikovym atomem. U methylenové skupiny se sitaji vlivy

3.75,3.60 sousedniho  sp  uhliku a

T\ st 20 i) kyslikovéh U gluk
. : 3.35 O OH yslikoveho atomu. glukozy

7.2 CH,-O—C—CH

@ S 3.30  OH 451 < . .

o] . : jsou posuny vsech vodi-kovych
HO 337 [313 . LA
5.08 : H atomt okolo o¢ekavané hodnoty
1.62 :
1.23 CH wr ;
3 CHy M 3.5 ppm. Vyjimku tvoii anomerni
4.22 CHOH 1.69 ,CC 2.44 ) S,
. P CH; CH2—<|:H2 atom vodiku, ktery je vazan na
M= 220 [, OH o ,

/ \ o 7 uhlikovy atom nesouci dva

H H 21458 6.86 .
8.24 4.36 715 kyslikové atomy. U amino-
3.13 CH, 2.92 kyselinovych  zbytki a N-
088 216 543  1.52 ---ril—cici\o propylbutyramidu  si  muzete
CHy~CH,~CH,~(—NH—CH,-CH,~CH, H H v§imnout, Ze jsou uvedeny

1.30 o] 3.21 0.91 8.18 4.60

chemické posuny i u N-H vodiki.
Tyt idické vodik radi také
Obr 1.7 Chemické posuny proton(l v nékterych Yo amicicke VOCIXy se raci take
mezi vymeénitelné, ale na rozdil

typech organickych sloucenin
od alkoholli a amind se vyménuji
pomalu, takze jsou obvykle v 'H NMR spektrech pozorovatelné.

Vy3e popsané vlivy na chemické posuny jader 'H plati v réizné mife i pro ostatni jadra.
Obecn¢ plati, ze ¢im je jadro tézsi, tim je citlivéj$i na zmény ve svém elektronovém obalu
(ktery je rozsahlejsi) a rozsah jeho chemickych posunil je vEtsi.

Obrazek 1.9 ukazuje typické interakéni konstanty pro jadra 'H v organickych
molekulach. Velikost gemindlni interakéni konstanty Jgem se pohybuje v nepnutych systémech
okolo 12 Hz. Jeji hodnota rychle klesd s rostoucim valenénim thlem protond. Je-li u

jednoduché vazby volna otacivost, je hodnota vicinalni konstanty Jyic okolo 7 Hz. V

systémech s pevnymi dihedralnimi uhly (napf. derivaty cyklohexanu) zavisi velikost vicindlni
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interak¢éni konstanty na dihedralnim thlu, vztah popisuje Karplusova kiivka. Interakce jader
'H-'H dosahuji maximalnich hodnot okolo 25 Hz. Pozorujeme-li v '"H NMR spektru vétsi
interak¢ni konstantu, byvéa obvykle zplisobena interakci mezi protonem a jinym jadrem, napf.
F nebo *'P.

Interakce protond s jadry *C v protonovych spektrech pozorujeme pouze jako slabé
postranni pasy. Vé&tSina protonti je vazana na neaktivnich jadrech '“C a neni tedy uhlikem
Stépena. Naproti tomu v uhlikovych spektrech Ize tyto interakce snadno pozorovat (pokud
nejsou umyslné eliminovany postupem nazyvanym Sirokopasmovy dekapling), protoze téméf

kazdy vodikovy atom (99.98%) véazany na jadro "*C je magneticky aktivni 'H.

11 Hz

- Jvic
H I-\I o = 8 Hz Karplusova
<, R e Jgem =12Hz kfivka
R/ \C/ !
SN S Jvic = T7Hz
H H -
1 0
H J 8 H 0 torsni uhel H-C-C-H 180
o= z
Jm= 2 Hz
H Jp =0.5Hz 11 Hz
" 12 Hz
H H Jgem = 1 Hz 5 Hz
E< Jtrans = 12 Hz 6 Hz
H Jcis = 8 Hz

Obr. 1.9 Typické hodnoty interakénich konstant J u proton(

Je-1i rozdil chemickych posunii interagujicich jader velky ve srovnani s interakénimi
konstantami, ziskame pfehledna spektra, ze kterych mizeme piimo ziskat vSechny informace
o chemickych posunech a interakcnich konstantdch. Takova spektra nazyvame spektra 1.
fadu. Jsou-li rozdily malé, hovofime o spektrech vys$siho fadu. Interpretace poloh a intenzit

linii v téchto spektrech byva obtizna. V tomto textu vzdy predpoklddame spektra 1. fadu.

Spektra jader *C jsou druhd nejéast&ji méfena spektra. V1ivy na chemicky posun jsou
podobné jako v ptipadé protontl, ale podstatné vétsi. Nejvyrazngjsi rozdil je v sterické zabrané
a uplatiiuji se i jiné vlivy. Napf. u halogenalkant je obrovsky rozdil mezi tetrafluormethanem

s 0 +118 a tetrajodmethanem s & -292. Vlivy sousednich substituentli na chemické posuny
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lze odhadnout pomoci tabelovanych inkrementi snaze nez u protont. Vliv substituce si
ukazeme na alkanech: je znamo, ze kazdy uhlikovy atom vazany na sledovany atom uhliku
zvpsi jeho chemicky posun o pfiblizné 9.1 ppm, uhlik navdzany na tento atom (tedy ptes dvé
vazby od sledovaného) o dalSich 9.4 ppm, uhlik vazany pies tii vazby sniZi posun o 2.5 ppm a
uhlik vazany ptes Ctyfi vazby zvpsi posun o jest€¢ pozorovatelnych 0.3 ppm. Tak mizeme
spocitat chemické posuny u riznych alkana s ptesnosti lepsi nez nékolik ppm (bez zévorky

nalezené, v zavorce vypoctené hodnoty):

CHs CH,
CH, CH3CH3;  CH3CH,CH3 CH3CH,CH,CH3 ;CH—CH3 ;CH—CHZ—CH3
23 7.3 154 159 13.1 24.8 CH3 25.0 CHy 0 o 114
2.3 6.8 16.2) (15.9 13.7) 24.3 243 (25.0 7. 317 11

(-2.3) (6.8) (16.2) (15.9) (13.7) (24.3) o5 (25.0) (22;91) (34.5) (34.7) (11.2)

Pro vétvené uhlovodiky vychazi pfi vypoctu posuny uhlikl blizkych k rozvétveni vyssi
o hodnotu 1-4 ppm a je nutno pficist dalsi, tzv. stericky inkrement, ktery ma obvykle

zapornou hodnotu. Podobné¢ inkrementy jsou k dispozici i pro riizné bézné funk¢ni skupiny.

Interakce mezi jadry °C v uhlikovych spektrech nepozorujeme, protoze pii nizkém
prirodnim zastoupeni je mal4 pravddpodobnost (1.1%), Ze v sousedstvi jadra >C bude opdt
jadro "C. To je hlavni, na prvni pohled viditelny rozdil mezi 'H a *C NMR spektry.
Interakce s protony jsou obvykle eliminovdny dekaplingem a tak spektra obsahuji pouze
singletové signaly. Jsou piehledna, témét bez piekryvl i u slozitych sloucenin a jejich

interpretace byva i pro zacate¢nika jednodussi nez v piipad¢ spekter protonovych.

INTENZITA SIGNALU

Intenzita signalti (A) je dalsi dilezitou informaci, kterou je mozno ziskat z NMR

spekter. Udava se relativné viici ostatnim signaliim a lze ji vyjadfit vzorcem:

PRELE i.B2. % L(+1) n = pocet ekvivalentnich jader

T 1 = pfirodni zastoupeni jadra
Protoze v jednom spektru jsou spolecné métena vzdy jadra stejného druhu, ve stejném

magnetickém poli a pfi stejné teploté, je plocha kazdého signilu umérna poctu chemicky

ekvivalentnich jader v molekule. Chemicky ekvivalentnimi nazyvame atomy, které maji
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stejny chemicky posun a poskytuji pouze jeden signal. Nejlépe je pozname podle toho, ze pii
postupném nahrazeni kazdého z nich jinym atomem vznikne vzdy stejnd slouCenina. Tak
napiiklad diethylether obsahuje 6 chemicky ekvivalentnich protond v methylovych a 4
chemicky ekvivalentni protony v -CH,- skupinach. Nahradou kteréhokoliv z prvnich 6 atomil
vodiku napft. chlorem vznikne 1-ethoxy-2-chlorethan, kteréhokoliv ze zbyvajicich 4 vodiku 1-
ethoxy-1-chlorethan. Protonové NMR spektrum diethyletheru bude tedy obsahovat dva
signdly, jejichz intenzity budou v poméru 6:4, tedy 3:2. Intenzity nejsou predstavovany
vyskou past, ale jejich plochou; €asto se nazyvaji integralnimi intenzitami. Pozor ! Uvedena
pravidla plati pouze pro spektra, u nichz nebyla pouzita né¢jaka manipulace s populacemi na
jednotlivych hladinach. '"H NMR spektra jsou piikladem spekter, u nichZ lze takto podty
chemicky ekvivalentnich jader zjistit. BéZnym zplisobem méfend spektra jinych jader (s
ozafovanim protonii po celou dobu experimentu, napf. ’C NMR spektra, viz diive) tuto
informaci prakticky neobsahuyji.

Z vyse uvedeného vzorce také vyplyva vztah mezi intenzitami signalti riznych jader.
Zmgétfime-li na stejném pfistroji a pii stejné teploté protonové a kiemikové spektrum
slouceniny obsahujici seskupeni -SiCH3, zjistime, Ze intenzity signald vodiku a kfemiku jsou

3
v poméru: 3.0.9998 . 42.577° _ 8135

1.0.047 . 8.460°

Pii vypoctu uvazujeme pouze rozdilné veli¢iny n, i, y. Abychom u jader s nizkou
citlivosti nebo s nizkym zastoupenim méteného izotopu dosahli potiebného poméru signalu k
Sumu (S/N), musime pouZzivat koncentrovanéjsi vzorky, vzorky slou€enin obohacenych
méfenym izotopem, piipadné vétsi kyvety. Dal§i moznosti je pouzivat dlouhé akumulace
spekter. Intenzita signalu roste imérné poctu akumulovanych FIDW, intenzita Sumu roste s
poctem akumulaci umérné jejich druhé odmocning. Provedeme-li tedy akumulaci 100 FID1,
zlepsi se pomér signdlu k Sumu 10x. Chceme-li zlepSit pomér signalu k Sumu dvojnasobné,
musime pocitat pro experiment se ¢tyindsobné¢ dlouhou dobou.

Existuji i1 tzv. nepfimé (inverzni, indirect) experimenty, u nichz se zvySeni citlivosti

dosahuje pfenosem informace o malo citlivém jadru na jadra s vysokou citlivosti, obvykle 'H.
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4 A

"CHCHs  CHy;—CH=CH-CH;

‘CH3
CH3-O-C(CH3)3

CHyCHCH,CH;
OH

- /

Obr. 1.10 Chemicky ekvivalentni

atomy

Praktické pouziti: Pocet signalii v NMR
spektru a jejich intenzita nam podadvaji informaci
0 poctu skupin chemicky ekvivalentnich jader a o
poctu jader v kaZidé skupiné. Napiiklad pro
ethylovou skupinu mazeme v 'H NMR spektru
nalézt dva signaly v poméru intenzit 3 : 2. Oba
izomerni 2-buteny, cis- i trans-, poskytuji v 'H
NMR spektru dva signaly o poméru intenzit 3 : 1.
V protonovém spektru 2-methylpropenu budou
rovnéz dva signdly v poméru 3 :1. Molekula
cyklohexanu v bézné Zzidlickové konformaci
obsahuje dva rtizné druhy atomt vodiku - axidlni a

ekvatorialni. V. '"H NMR spektru ale pozorujeme

pouze jeden signal predstavujici primérnou hodnotu chemického posunu axialnich a

ekvatoridlnich vodikli, protoze zidlickovd konformace se rychle (z hlediska NMR

spektroskopie) pteklapi na druhou zidlickovou konformaci s prohozenymi axidlnimi a

ekvatorialnimi polohami.
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