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1. UvoD
Spektroskopie jaderné (nukledrni) magnetické rezonance je metoda vyuZivajici magnetickych
vlastnosti atomovych jader nékterych izotop.

Dnes jsou tradi¢ni metody NMR spektroskopie nepostradatelnou pomickou syntetického
techniky umozniuji resit struktury i velmi komplikovanych sloucenin, napf. sekundarni a tercidrni
struktury biopolymerd, a studovat interakce mezi nimi. Obrovskou vyhodou NMR spektroskopie
biomolekul je, Zze mizeme 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. NMR spektroskopie nalezla také Siroké uplatnéni v materidlové chemii,
farmaceutickém pramyslu a ve fyzice pevnych latek.

1.1 Historicky tuvod

V roce 1945 byly poprvé pozorovany signdly jader vodiku ve vodé a v parafinu. V padesatych
letech 20. stoleti se objevuji prvni sériové vyrdbéné NMR spektrometry. Mérena byla sice vétsSinou
pouze jadra vodiku 'H, ale ziskané informace se ukazaly byt nesmirné cennymi pfi uréovani struktury
sloucenin, predevsim organickych. Prvni *C NMR spektra byla popsana v roce 1957. Sirokopasmovy
dekaplink vodik(i se objevil v roce 1965. Od té doby se NMR spektroskopie velmi rychle rozvijela a
stala se nezbytnou soucasti strukturni analyzy. Zavedeni supravodivych magnetd a jejich
zdokonalovani umoznilo postupné zvySovani intenzity magnetického pole a tim i citlivosti a rozliSeni
metody. Objev dvoudimenziondlnich technik v 70.tych letech dvacatého stoleti vedl k technikdm
schopnym podat kompletni informaci o skeletu molekuly a prostorovém usporadani atom(. Metody
umoznujici snimani spekter nebo alespon ziskavani urcitych informaci o jadrech atomd v malych
prostorovych elementech uvnitf objektd daly vzniknout NMR zobrazovani (NMR imaging, MR
tomografie, MRT).

p S \\ Nobelovych cen udélenych vtéto oblasti. Vroce 1943 ziskal
[ {“‘;( | Nobelovu cenu za fyziku Otto Stern za objev magnetického
’ : momentu protonu.

N O vyznamu nukledrni magnetické rezonance sv&d&i i nékolik
§
&

V roce 1944 ziskal Nobelovu cenu za fyziku Isidor Isaac Rabi za jeho rezonanéni
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 presna méreni jaderného
magnetismu a prvni detekci NMR signalu.




V roce 1991 ziskal Nobelovu cenu za chemii Richard R. Ernst za jeho pfispévek k rozvoji
vysoce rozliSitelIné nukledrni magnetické rezonance, zavedeni pulznich technik méreni a
poutziti Fourierovy transformace a zavedeni dvoudimenziondlnich NMR technik.

V roce 2002 ziskal Nobelovu cenu za chemii Kurt Withrich za vyvoj
NMR jako metody umoZiujici uréeni trojrozmérné struktury biologickych
makromolekul v roztoku.
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Vroce 2003 ziskali Nobelovu cenu za fyziologii a medicinu Paul C.

Lauterbur a Peter Mansfield za vypracovani metody zobrazovani
magnetickou resonanci.




2. PRINCIPY NMR SPEKTROSKOPIE
2.1 Jaderny spin
Z hlediska NMR muUZeme atomova jadra jednotlivych izotopl rozdélit na tfi skupiny:

1. Jadra, kterd maji nulové spinové kvantové Cislo | (vyraz spinové kvantové Cislo se Casto
nahrazuje vyrazem spin nebo jaderny spin). Jsou to jadra se sudym poctem protonl i neutrond, jako
napt. 2C, '°0, *’S. Tato jadra nemaji jaderny magneticky moment p a nejsou v NMR spektroskopii
pozorovatelna ani nijak neovliviiuji spektra jinych izotop(.

2. Jadra se spinovym kvantovym cislem / = 1/2. Tato jadra maji jaderny magneticky moment a
jsou snadno méfitelna. Prikladem je proton, 'H, ktery ma vysoké pfirodni zastoupeni, a je nejbéinéji
méfenym jadrem. Uhlik **C predstavuje dalii ¢asto méfené jadro. Ma nizéi citlivost a zarovef nizké
ptirodni zastoupeni (1.11%), takze jeho signaly jsou zhruba 5700 x slabsi nez signaly 'H. Dalsi jadra se
spinem 1/2 jsou napriklad N, *°F, 3'p.

3. Jadra se spinovym kvantovym ¢islem / > 1/2. Tato jaddra maji vedle jaderného magnetického
momentu i kvadrupolovy moment a jsou velmi ¢asto obtizné méfitelna. Jadra s lichym nukleonovym
Cislem (soucet poctu protonll a neutrond) maji polociselna spinova kvantova cisla (1/2, 3/2, 5/2...).
Jadra se sudym nukleonovym cislem a lichym poctem protonli maji celociselna spinova kvantova cisla
(1,2,3..).

Atomova jadra s nenulovym spinem maji vlastni jaderny magneticky moment u

_yhJIT + 1)

- 2n

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

v=yBy/2n
oznacovanou jako Larmorova precesni frekvence. Z kvantové mechaniky plyne, Ze precedujici vektor
U mUZe zaujmout celkem 2/ + 1 magnetickych stavd, liSicich se magnetickym kvantovym cislem m,
jimz ptislusi v magnetickém poli By hodnota energie

E=—ymhB,/ 2n
Soustfedime-li se na nej¢astéji mérena jadra se spinovym Cislem / = 1/2, magnetické kvantové
Cislo mUzZe nabyvat dvou hodnot m = -1/2 a m = 1/2. Jaderny magneticky moment mdze mit v

magnetickém poli o indukci B, dva stavy s energetickymi hladinami oznacovanymi a a [3:

E,=-0,5yhB,/ 2rt
Es= 0,5 yhBy/ 27,

mezi nimiz je energeticky rozdil:

AE =yhBy/2 nt



Tento energeticky rozdil odpovidd frekvenci prechodu v = yBy/2m (tzv. NMR rezonancni
podminka). Tato frekvence leZi u dnes dosahovanych magnetickych poli v oblasti desitek az stovek
MHz. Zastoupeni (populace) jader na obou hladindch je témér stejné vzhledem k malému
energetickému rozdilu; nadbytek na nizsi hladiné je v zavislosti na intenzité magnetického pole
fadové 107°. Pfesny pomér jader ve spinovém stavu o a ve spinovém stavu B Ize vypocitat pomoci
Boltzmannova zdkona:

No/Ny=elE/ KT,

kde k, je Boltzmannova konstanta (= 1,3805 x 102 JK') a za AE dosadime rozdil mezi
energiemi spind a a 3. Napfiklad v poli o indukci 11.74 T plati pro vodiky H: Nz = 0,99992 N, to
znamend, 7e na 100000 vodikovych jader se spinovym stavem o pfipadd 99992 jader ve stavu B. Cim
vétsi je indukce magnetického pole, tim vétsi je energeticky rozdil mezi stavy a a B, a tim vétsi je
rozdil v populacich jednotlivych spinovych stavl. Vétsi rozdil v populacich stavl vede k vétsi citlivosti
NMR metody.

Citlivost NMR spektroskopie je nejvétsi slabinou této spektralni metody. V porovnani napriklad
s hmotnostni spektrometrii je mnoZstvi latky nutné pro analyzu mnohem vyssi — Fadové miligramy.
Takové mnoizstvi latky ale vétSinou pro organické chemiky nebyva problém pfipravit a navic NMR
spektroskopie je nedestruktivni metoda, tedy veskery materidl pouzity pro analyzu lze ziskat zpét.
Podstatna ¢ast vyvoje NMR spektrometr( i méficich technik je vedena snahou o zvyseni citlivosti.

Intenzita signall (A) je dllezitou informaci, kterou je moZzno z NMR spekter ziskat. Udava se
relativné vlci ostatnim signallim a Ize ji vyjadfit vzorcem:

_ niBgyI(I+1)
= —

kde n je pocet ekvivalentnich jader a i je pfirodni zastoupeni daného jadra.

ProtoZe v jednom spektru jsou spolecné mérena vidy jadra stejného druhu, ve stejném
magnetickém poli a pfi stejné teploté, je plocha kazdého signalu imérna poctu ekvivalentnich jader v
molekule. Z vySe uvedeného vzorce také vyplyva vztah mezi intenzitami signdld rGznych jader.
Zmérime-li na stejném pfristroji a pfi stejné teploté protonové a kifemikové spektrum slouceniny
obsahujici seskupeni -SiCHj3, zjistime, Ze intenzity signald vodiku a kfemiku jsou v poméru 8135:1.

Abychom u jader s nizkou citlivosti nebo s nizkym zastoupenim méreného izotopu dosahli
potfebného poméru signalu k Sumu (S/N), musime pouzivat koncentrovanéjsi vzorky, vzorky
sloucenin obohacenych mérenym izotopem, pfipadné vétsi kyvety. DalSi moZnosti je pouzivat dlouhé
akumulace spekter.

Z vyse uvedeného vzorce je patrné, Ze intenzita signalu (a tedy citlivost méreni) mlzeme
podstatné zvysit, provadime-li NMR experimenty na spektrometrech s vy$sim magnetickym polem.
Proto se neustale vyvijeji spektrometry se stale vy$sSim magnetickym polem.

V tabulce 2.1 jsou shrnuty dualezZité magnetické vlastnosti jader vybranych izotop(. VSimnéte si,
Ze gyromagneticky pomér y mdze mit kladné i zadporné znaménko. Jadra s opaénym znaménkem y
maji opacny smér precese jejich jadernych magnetickych momentd. V predposlednim sloupci je
uvedena rezonanéni frekvence v magnetickém poli o indukci 11.74 T (Tesla, V.s.m™). V NMR



spektroskopii je zvykem uddvat indukci By magnetického pole urcitého pfistroje jako frekvenci, pfi niz
rezonuji jadra 'H. Hovoiime tak ¢asto o 500 MHz NMR spektrometru, ,intenzité pole 500 MHz“ a
podobné. V poslednim sloupci tabulky je uvedena relativni citlivost izotopl pro méreni NMR spekter.
Nejcitlivéj$im izotopem je 'H. Ostatni izotopy jsou méné citlivé, protoze maji mensi gyromagneticky
pomér, tim padem i niZsi energeticky rozdil mezi spinovymi stavy a a 3 a nizsi pfebytek spinovych
Naptiklad izotop *C ma pfirozeny vyskyt kolem 1% a zbytek (99%) jsou magneticky neaktivni jadra
12€C, to znamend, Ze pouze jedna setina uhlikovych jader pfispiva k NMR signalu.

Tabulka 2.1. Magnetické vlastnosti izotopU nejdulezitéjSich prvk(, které se vyskytuji v organickych
latkach.

) ) Pfirozeny v/ NMR frekvence v poli o
Jadro  Spin i ; 14 Citlivost
vyskyt / % 10°radT s 11,74 T / MHz
'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 - 28,54 533,3 0
¢ 0 98,93 - - -
B¢ 1/2 1,07 6,73 125,7 MHz 0,02
YN 1 99,63 1,93 36,1 MHz 0,1
BN 1/2 0,37 -2,71 50,7 MHz 0,0004
°0 0 99,96 - - -
0 5/2 0,037 -3,63 67,8 MHz 0,001
op 1/2 100 25,18 470,4 MHz 83
p 1/2 100 10,84 202,4 MHz 6,6

Jak jiz bylo uvedeno, jadra s / = 1/2 mohou nabyvat dvou spinovych stavd. V NMR se ustililo
pouzivani soufadného systému tak, Ze kladny smér osy z mifi ve sméru magnetického pole. V
rovnovazném stavu mimo magnetické pole maji jaderné magnetické momenty nadhodnou orientaci
(Obrazek 2.1), v magnetickém poli maji jaderné magnetické momenty také nahodnou orientaci, ale
postupné se vytvofi mirny prebytek jader senergetickou hladinou a, které maji kladny primét
jaderného magnetického momentu do osy magnetického pole (z). Navic v magnetickém poli vSechny
jaderné magnetické momenty vykonavaji precesni pohyb kolem osy z. Maly prebytek jader na nizsi
energetické hladiné (jsou to podle konvence spiny nad rovinou xy) zpUsobi, Ze celkova magnetizace
M vzorku (vektorovy soucet magnetickych momentd jednotlivych jader) sméfuje ve sméru osy z. Na
obrazku 2.1 je oznacena tucnou Sipkou. Magnetizace M je na rozdil od jadernych magnetickych
momentl makroskopicka veli¢ina, se kterou lze urcitymi zplsoby manipulovat a poté ji detekovat.



Obrazek 2.1. Jaderné magnetické momenty v nulovém a nenulovém magnetickém poli.

2.2 Chemicky posun

Z vyse uvedeného vztahu pro energeticky rozdil mezi spinovymi stavy vyplyva, ze vSechna jadra
jednoho izotopu vloZzend do téhoz magnetického pole budou rezonovat pfi stejné frekvenci. Kdyby
tomu tak bylo, nemélo by smysl hovotit o NMR spektrech, protoze tato spektra by obsahovala pouze
jediny signdl pro kazdy izotop obsaZzeny ve vzorku.

Pozorovani NMR spekter je umoZnéno tim, Ze jddra atomU jsou od magnetického pole, v némz
se nachazeji, stinéna elektrony. Elektrony svym pohybem vytvareji magnetické pole, které ma opacény
smér nez vnéjsi magnetické pole By. Jadra stejného izotopu, ktera nemaji stejné chemické okoli (tedy
nejsou chemicky ekvivalentni) se lisi rozloZzenim elektron(i ve svém okoli a tim sice velmi nepatrné,
ale pozorovatelné, intenzitou stinéni. Ta je Umérna vnéjSimu magnetickému poli B, a
charakterizujeme ji stinici konstantou o. Efektivni magnetické pole B.;, které pulsobi na jadro,
vyjadfuje vztah

Bef=BO—UBO=Bo.(1'0).

JestliZze na jadra plsobi rlzné velké efektivni magnetické pole, budou mit tato jadra i rliznou
rezonanéni frekvenci. Naptiklad pokud maji jadra 'H tetramethysilanu (TMS) vpoli 11.74 T
rezonancni frekvenci presné 500000000 Hz (500 MHz), vodiky CH; skupiny methanolu jsou méné
stinéné a budou mit rezonancni frekvenci 500001650 Hz a vodiky benzenu, které jsou jesté méné
stinéné, budou mit rezonancni frekvenci 500003635 Hz. V magnetickém poli o polovi¢ni intenzité, by
vodiky TMS rezonovaly pfi 250 MHz, vodiky CH; skupiny methanolu pri 250000825 Hz a vodiky
benzenu pti 250001817,5 Hz. Pro vyjadfovani rezonancnich frekvenci se ujala stupnice chemického
posunu 6 s jednotkou ppm (parts per milion). Chemicky posun je definovan takto:

6
5)( =10"- (Vx - Vref) / Vref,
kde 6, je chemicky posun atomu x, v, je rezonancni frekvence atomu x a v, je rezonancni frekvence

referencni slouceniny. Budeme-li za referencni slouceninu povazovat TMS a dosadime-li vyse
uvedené rezonancni frekvence do vzorce, vyjde nam, ze chemicky posun vodikll methylové skupiny



v methanolu je 3,3 ppm a chemicky posun benzenovych vodikl je 7.27 ppm. Hlavni vyhodou
chemického posunu 6 je to, Ze nezavisi na velikosti magnetického pole, tedy u rldznych NMR
spektrometri s riznymi indukcemi magnetického pole nabyva vidy stejné hodnoty. Jadra, ktera jsou
vice stinéna elektrony, maji nizsi chemicky posun. Smér od vyssich k nizsim chemickym posuniim 6 se
v NMR spektrech také nazyva smér k vyssimu magnetickému poli (,,upfield shift“), k nizsi frekvenci
nebo diamagneticky posun. Opaény smér k vyssim hodnotam & se nazyva paramagneticky posun
nebo smér k nizsSimu poli (,downfield shift”) nebo smér k vyssi frekvenci (Obrazek 2.2).

paramagneticky posun
nizsi magnetické pole
(“downfield” posun)
vyssi frekvence
mensi stinéni

~——
e

diamagneticky posun
vyssi magnetické pole
(“upfield” posun)
nizsi frekvence
Vetsi stinéni

TMS

Benzen

S [ppml

Obrazek 2.2. Schematické znazornéni NMR spektra se signaly pfi vy$sim a nizSim chemickém posunu.

Jadra se stejnym chemickym okolim se nazyvaji chemicky ekvivalentni a maji stejné stinéni
elektrony a tedy i stejnou rezonancni frekvenci (spolecny signal ve spektru). Napriklad v molekule
benzenu jsou diky symetrii viechna uhlikové jadra chemicky ekvivalentni a v*C NMR spektru
benzenu budeme pozorovat pouze jeden signdl. Toté? plati pro vodikova jadra, v 'H spektru benzenu
je jediny signal s pfisluSnym chemickym posunem. Naproti tomu v molekule toluenu nejsou vSechna
uhlikova jadra chemicky ekvivalentni; diky symetrii molekuly budeme v *C spektru ocekdvat 5
signdll: jeden signdl uhliku methylové skupiny, jeden signal kvartérniho aromatického uhliku a tfi
signaly CH aromatickych uhlikl. Uhliky C2 a C6 jsou chemicky ekvivalentni a budou mit spolecny
signal, uhliky C3 a C5 jsou také chemicky ekvivalentni a budou rezonovat pfi stejné frekvenci (obrazek
2.3). Ve vodikovém spektru toluenu budeme ocekavat 4 signaly: jeden pro vodiky methylové skupiny
(tfi vodiky v methylové skupiné jsou vidy ekvivalentni) a tfi aromatické signaly, z nichZ dva budou mit
dvojnasobnou intenzitu.
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Obréazek 2.3. ®C NMR spektra benzenu a toluenu.

Chemicky ekvivalentnimi atomy nejlépe pozndme podle toho, Ze pfi postupném nahrazeni
kazdého z nich jinym atomem vznikne vidy stejna sloucenina. Napfiklad diethylether obsahuje 6
chemicky ekvivalentnich proton( v methylovych a 4 chemicky ekvivalentni protony v -CH,- skupinach.
Nahradou kteréhokoliv z prvnich 6 atomG vodiku napf. chlorem vznikne 1-ethoxy-2-chlorethan,
kteréhokoliv ze zbyvajicich 4 vodikl 1-ethoxy-1-chlorethan. Protonové NMR spektrum diethyletheru
bude tedy obsahovat dva signaly, jejichz intenzity budou v poméru 6:4, tedy 3:2. Intenzity nejsou
predstavovany vyskou pasd, ale jejich plochou; Casto se nazyvaji integralnimi intenzitami. Uvedena
pravidla plati pouze pro spektra, u nichz nebyla pouzZita néjakda manipulace s populacemi na
jednotlivych hladinach. 'H NMR spektra jsou prikladem spekter, u nichz Ize takto poéty chemicky
ekvivalentnich jader zjistit.

2.3 Snimani NMR signalu

Predchozi vyklad staci k pochopeni klasické, tzv. CW (continuous wave) NMR spektroskopie:
Vzorek obsahujici magneticky aktivni jadra vlozZime do magnetického pole a do blizkosti vzorku
umistime civku, kterou protéka stfidavy proud o frekvenci v oblasti MHz. Potom ménime spojité
intenzitu magnetického pole By nebo frekvenci proudu v civce. PFfi splnéni vySe uvedené rezonancni
podminky dojde k absorpci radiofrekvenéniho zareni, kterou miZeme méfit rlznymi zpulsoby
béZznymi v elektrotechnice. CW NMR spektrometry se béiné vyrdbély az do sedmdesatych let
minulého stoleti. Jejich elektronika byla pomérné jednoducha 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 méfice absorbce.

Vétsina soucasnych spektrometr( pracuje v jiném, tzv. FT (Fourier transform) modu. Pfi ném
jsou vsechna jadra jednoho izotopu excitovana velmi kratkym radiofrekvenénim pulzem o trvani
radové nékolik ps. Tak kratky pulz ma jistou neurditost frekvence a pokryje obvykle frekvenéni oblast
véech jader jednoho izotopu. Pulz ma za nasledek vychyleni vektoru magnetizace M z osy z, typicky je
napfiklad 90° pulz, ktery stoli vektor magnetizace do roviny xy. Larmorova precese jednotlivych
jadernych magnetickych momentl u vede k precesi makroskopické magnetizace se stejnou
(Larmorovou) frekvenci. Precesni pohyb magnetizace indukuje elektricky proud v méfici civce.
Zaznam tohoto indukovaného proudu (tedy NMR signal) se oznacuje FID (free induction decay, volné
doznivani indukce). FID ma tvar exponencidlné tlumené periodické funkce predstavujici soucet

9



sinusoid s frekvencemi pfislusejicimi jednotlivym signalim a predstavuje zavislost intenzity proudu
indukovaného ve snimaci civce na case. FID je v digitdlni formé uloZen do paméti pocitace a
podroben Fourierové transformaci vedouci ke spektru predstavujicimu zavislost intenzity na
frekvenci.

Vyhodou FT NMR spektroskopie je predevsim moznost opakovat rychle po sobé stejnd méreni
a vysledné FIDy scitat. Tim se zvySuje citlivost méreni a je mozno méfit i zfredéné vzorky nebo jadra s
velmi malou citlivosti. Intenzita signdlu roste Umérné poc¢tu akumulovanych FIDU, intenzita Sumu
roste s poctem akumulaci Umérné jejich druhé odmocniné. Provedeme-li tedy akumulaci 100 FIDQ,
zlepsi se pomér signalu k Sumu 10x. Chceme-li zlepSit pomér signdlu k Sumu dvojndsobné, musime
pocitat pro experiment se ¢tyfnasobné dlouhou dobou (obrazek 2.4). Druhou vyhodou FT NMR je
moznost pomoci pulzll manipulovat se spinovymi systémy ¢i s populacemi na jednotlivych hladinach
a tim ziskavat spektra obsahujici dalsi cenné informace.

C4

C5 ] C6 Cbdl Jc3 ¢l |el
a ; ns=1024
5 @)
A O
: ns =256
ns = 64

140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40
6(**C) / ppm

Obrazek 2.4. ®C NMR spektra (s 'H dekaplinkem) allyl glycidyl etheru méfena s riiznym poctem
prachodu pulzni sekvenci (ns).

2.4 Fourierova transformace

FID je ¢asovy zaznam intenzity indukovaného proudu v méfici civce (na ose x je ¢as) a spektrum
je zavislost spektralni intenzity na frekvenci (na ose x je frekvence). Fourierova transformace je
matematicky nastroj, ktery umoznuje z ¢asového zaznamu (FIDu) ziskat spektrum. Na obrazku 2.5 je
nékolik priklad( ¢asovych zavislosti a spekter vzniklych po Fourierové transformaci. Obrazek 2.5a
vlevo predstavuje 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
polopfimku protinajici osu x v bodé 2 Hz (2 periody za sekundu). Na obrazku 2.5b je klesajici cosinova
funkce se stejnou periodou jako na obrazku 2.5a. Podobné by vypadal FID zméfeny u vzorku s jednim
signalem. Fourierovou transformaci této klesajici funkce vznikne signdl u 2 Hz. Polositka signalu (Sitka
signélu v poloviné jeho vysky) souvisi s rychlosti klesani cosinové funkce. Cim rychleji klesa periodicka
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funkce k nule, tim Sirsi je vysledny signal. To je vidét na obrazku 2.5c, kde je zobrazena periodicka
funkce se stejnou periodou (dva cykly za sekundu), ktera ale rychleji klesa k nule. Ve vysledném
spektru je Sirsi signdl u 2 Hz. Plocha signalu je stale stejnd; kdyz se zvétsila Sitka signalu, snizila se jeho
vyska. Na dal$im obrazku 2.5d je opét klesajici cosinova funkce, tentokrat s periodou pét cykld za
sekundu. Spektrum vzniklé po Fourierové transformaci obsahuje jeden signdl u 5 Hz. Na obrazku 2.5e
je Casova funkce, kterd vznikla sou¢tem dvou klesajicich cosinli s periodou dva a pét cykld za
sekundu. Ve vysledném spektru jsou pak dva signdly u 2 Hz a 5 Hz.
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Obrazek 2.5. Fourierova transformace prevadi FID (Casovou zavislost) na spektrum (frekvencni
zavislost).



2.5 Magnetické interakce jader

V NMR spektrech se mohou projevovat dva typy magnetickych interakci mezi jadry atom
v molekulach:

1) Pfimé dipdl-dipdlové (dipolarni) interakce jsou dlsledkem vzajemného pusobeni
magnetickych momentl jader prostorem. Vizotropnich prostfedich (kapaliny, roztoky) jsou tyto
interakce zprlimérovany k nule rychlymi reorientacemi molekul v disledku Brownova pohybu.

2) Nepfimé spin-spinové interakce (skalarni) jsou zprostfedkovany vazebnymi elektrony
(elektrony maiji také svlij spin) a zplsobuji Stépeni (multiplicitu) signdld pozorovatelné v NMR
spektrech mérenych v izotropnich prostfedich.

Mechanismus nepfimé spin-spinové interakce si miZeme ukdazat na jednoduchém pftikladu
heteronukledrni interakce v molekule chloroformu CHCI; (obrédzek 2.6). Magneticky moment vodiku
zpUsobuje slabou magnetickou polarizaci vazebnych elektronl (energeticky vyhodnéjsi je opacnd
orientace spinu jadra a elektronu). Spiny valenénich elektront se fidi jednak Hundovym pravidlem,
jednak Pauliho principem. Podle Pauliho principu maji elektrony v jednom orbitalu vidy 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 rlznymi znaménky
jadernych spinQ, kde se znaménka jadernych a elektronovych spina stridaji.

Na obrazku 2.6 vpravo je zobrazen energeticky diagram jadra uhliku *C v magnetickém poli
bez spin-spinové interakce. Toto jadro ma dva mozné spinové stavy (a a ), mezi nimiz je energeticky
rozdil AE a ve spektru Ize pozorovat jeden signal odpovidajici tomuto prechodu (a->). Na obrazku
vpravo je situace jadra uhliku *C s nepfimou spin-spinovou interakci s jadrem vodiku. Oba spinové
stavy uhliku (a i B) jsou v dlsledku interakce se spiny jadra vodiku Stépeny na dvé energetické
hladiny. V tomto diagramu Ize pozorovat dva réizné prechody jadra >C a->B. Oba prechody maji
razny energeticky rozdil AE, to se projevi ve spektru tim, Ze pozorujeme dvé rizné frekvence. Signal
uhliku °C se tedy rozétépil na dvé linie o stejné intenzité. Stejné rozitépeni signalu miZeme zaroven
pozorovat i v 'H spektru (energetické hladiny jadra 'H jsou rozstépeny diky interakci s jadrem *C).

o 1=0 120
.@@ (o) _13 ; _HHC B

| th oB

ONC) ° tt aa

t t o 1 a _&T Ba
® e | 13C spektrum 1]
1 t

Obrazek 2.6. Heteronukledrni skalarni spinova interakce v molekule chloroformu.
Velikost nepfimé spin-spinové interakce udava interakéni konstanta J (jednotkou je Herz, Hz).

Tato konstanta se oznacuje vlevo nahofe indexem udavajicim pocet vazeb mezi interagujicimi jadry.
Podle poctu vazeb mezi interagujicimi jadry jsou J oznacovany jako primé (1), geminalni (°J), vicinalni
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(*J) a interakce na velkou vzdalenost (¥, °J,...). V nasem piikladu molekuly *CHCl; ma pfima spin-
spinova interakce 'H-"*C hodnotu J = 209 Hz. Interakéni konstanta J maze byt kladna nebo zaporna,
oboji se ale v jednoduchych NMR spektrech projevi stejné, ze spektra lze odecist absolutni hodnotu J
ze vzdalenosti ¢ar v multipletech. Na rozdil od rezonancni frekvence interakéni konstanty nezavisi na
indukci vnéjsSiho magnetického pole. Skaldrni 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 Stépena na dalsi linie
interakci s dal$im jadrem. U béznych jader s | = 1/2 dochazi pfi kazdé interakci ke vzniku dvou linii z
jedné puavodni. Signal se potom sklada z fady linii a jeho celkovy vzhled nazyvame multiplicita
signalu.

Tak napriklad jadra Stépend interakci se dvéma jadry se stejnymi interakénimi konstantami
vytvofi triplet o poméru intenzit linii 1:2:1 (obrazek 2.7). Prostfedni dvojndsobna linie zde vznikla
splynutim dvou linii. Tato situace nastane obvykle pti stépeni dvéma chemicky ekvivalentnimi jadry a
tento tvar budou mit napf. signaly *C oznacéenych v nasledujicich slou¢eninéach: CH,Cl,, Cl,C=CH.

Pokud nejsou interakéni konstanty stejné, pozorujeme ve spektru ctyfi linie o stejnych
intenzitach, tzv. dublet dubleti. Vzdalenosti 1. a 2. linie ¢i 3.a 4. linie pfedstavuji jednu interakéni
konstantu, vzddlenosti 1. - 3. a 2. - 4. konstantu druhou.

Pro Stépeni tfemi interagujicimi jadry jiz existuje mnoho tvard vysledného multipletu. PFi
Stépeni se tfemi stejnymi interakénimi konstantami vznikne kvartet (Ctyti linie v poméru intenzit
1:3:3:1). Kvartetovou strukturu maji obvykle signaly jader *C methylové skupiny, kterd obsahuje tfi
ekvivalentni protony: CH;OH, CH;CI.

Ostatni tvary multipletd nazyvame podle celkového vzhledu napf. dublet tripletl, triplet
dubletll a pod. Neni-li zfejmé, jakou strukturu signadl ma (v dlsledku prekryv( i spektra vyssiho
fadu), nazyvame ho obecné multiplet.

V pfipadé stépeni signdlu skaldrnimi interakcemi se stejnymi velikostmi interakénich konstant
mUlzeme pomér intenzit linii ve vysledném multipletu zjistit z Pascalova trojuhelniku (obrazek 2.8).
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Obréazek 2.7. Stépeni signdlu jadra, které ma skaldrni interakci s jednim, dvéma nebo tfemi dal$imi

jadry.

singlet (s) 1
dublet (d) 1 1
triplet (t) 1 2 1
kvartet(q) 1 3 3 1
pentet(p) 1 4 6 4 1
1 5 10 10 5 1
1 6 15 20 15 6 1

sextet

septet

Obrazek 2.8. Pascallv trojuhelnik — kazdé cislo v ném je vidy soucet dvou cisel, které se nachazeji
nad nim. Pomoci Pascalova trojuhelniku mGzeme odvodit pomér intenzit linii v multipletech (dublet —
2 linie s pomérem intenzit 1:1, triplet — 3 linie s pomérem intenzit 1:2:1, atd.)

Stépeni signalll zplisobené spin-spinovymi interakcemi mlze zté7ovat interpretaci

3¢ NMR

spekter (dochazi k ¢astéjsimu prekryvu signalll) a navic zhorSuje pomér signalu k Sumu (napfriklad

signal rozStépeny na dublet md poloviéni vysku nez singlet) a tim sniZuje citlivost méreni
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spekter a zvySuje se doba nutnd pro naméfeni spekter. Heteronukledrni (*H->C) spin-spinové
interakce lze odstranit pomoci takzvaného Sirokopasmového dekaplinku. BEhem celé doby méreni
B3¢ spekter jsou jadra vodiku ozafovana dal$im elektromagnetickym polem s frekvenci odpovidajici
rezonancni frekvenci jader vodiku. To zpUsobi rychlé pfechody mezi spinovymi stavy o a  a tim
padem vyruseni spin-spinové interakce jader vodiku s jadry uhliku. *C NMR spektra se vétsinou méfi
s dekaplinkem.

Heteronukledrni (*H-'2C) skaldrni interakce Ize pozorovat jako takzvané *C satelity v 'H NMR
spektrech. 99% uhlikovych jader ma izotop **C a jsou tedy magneticky neaktivni a nezplsobuji
$tépeni signall kvali skaldrnim interakcim. Proto napfiklad v *H NMR spektru chloroformu (CHCI5) je
majoritnim signalem singlet (obrazek 2.9). Izotop “C, ktery je p¥irozené zastoupen pfiblizné v 1%
atom0 uhliku, zpUsobuje $tépeni signalu vodiku na dublet. Ve vodikovém spektru chloroformu
muUZeme pozorovat dva malo intenzivni signaly, které dohromady tvoti pfiblizné 1% plochy celkového
signalu. Tyto dva malé signaly se nachdzi téméf symetricky kolem majoritniho signdlu a vzdalenost
mezi nimi odeétend v Hz odpovidd interakéni konstanté J(**C="H).

x10

;J 1J(13C-1H) = 209 Hz

DRSO bttt

T T T T T

755 750 7.45 7.40 735 730 725 720 715 710 705 7.00 6.95
5(*H) / ppm

Obrazek 2.9. C satelity v *H NMR spektru chloroformu.
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3. PULZNIi SEKVENCE A JEJICH ELEMENTY

V moderni NMR spektroskopii se se spinovymi systémy ¢asto manipuluje celou fadou po sobé
nasledujicich pulz(i, mezi nimiz jsou urcité prodlevy, mluvime pak o pulznich sekvencich, které se daji
zapsat graficky. NMR experiment je jednoznacné definovdn pfislusSnou pulzni sekvenci, kterd
obsahuje detailni ¢asovy popis vSech déju v prlibéhu experimentu.

K popisu chovani spinového systému v priabéhu vétsiny jednoduchych pulznich sekvenci Ize
pouzit vektorovy model. Pro zjednodusSeni popisu pohybu vektorl magnetizace se pouziva rotujici
systém souradnic, ktery ma s beznou (laboratorni) soustavou soufadnou spolecnou osu z, a ktera
rotuje kolem této osy s frekvenci odpovidajici Larmorové frekvenci sledovanych jader.

Radiofrekvencni pulz (pomoci oscilujiciho magnetického pole B; kolmého na smér pole By)
zpUsobuje otaceni vektoru magnetizace M kolem osy pole B,. Vliv radiofrekvencniho pulzu zavisi na
jeho amplitudé (vykonu), délce a fazi a na stavu spinového systému v okamziku pulzu. Pulz ve sméru
osy x otaci magnetizaci v roviné yz (pulz ve sméru osy y otaci magnetizaci v roviné xz) o sklapéci uhel
o, jehoz hodnota zdvisi na délce a amplitudé pulzu. Vychazime-li z rovnovaziného stavu, kdy
magnetizace smérfuje podle osy z, 90° pulz (1/2 pulz) oto¢i magnetizaci o 90° do roviny xy. 180° pulz
(m pulz) otoc¢i magnetizaci do osy —z.

Obecné plati, Ze ¢im intenzivnéjsi je radiofrekvencni pulz, tim je méné selektivni (excituje Sirsi
spektralni oblast). Pfi méreni jednodimenzionalnich NMR spekter se nej¢astéji pouzivaji velmi kratké
(fFAdové mikrosekundy) a intenzivni pulzy, nazyvané tvrdé pulzy (hard pulses), které excituji co
nejvétsi frekvencni oblast daného jadra. Spektralni Sifku Av excitovanou tvrdym 90° pulzem mlzeme
vypocitat podle pfiblizného vzorce:

Av = 1/4t,

kde t, je délka pouZitého 90° pulzu. Mimo tuto spektralni Sitku nedochazi k uplné excitaci, sklapéci
uhel je mensi nez 90° a intenzita signalll ve spektru je nizsi. Vzdalenéjsi spektralni oblasti pak nejsou
excitovany vibec. Napfiklad 90° pulz o délce 5 ps excituje spektralni oblast o Sifce asi 50 kHz, coz je
dostacujici pfi méreni napfiklad vodikovych nebo uhlikovych jader na 500 MHz spektrometru
(uvazujeme-li §itku *H spektra 15 ppm, potfebna spektralni $itka je 15 x 500 Hz = 7500 Hz, spektralni
Sitka °C spektra na témze spektrometru odpovidd 200 x 125 Hz = 25000 Hz). Problém s excitaci
celého spektra nardz mize nastat pfi méreni spekter fluoru *°F nebo dal$ich jader s velkym rozsahem
chemickych posun(i. Budeme-li chtit napfilad mé¥it jadra *°F s chemickymi posuny v rozsahu 400 ppm
na 500 MHz spektrometru (rezonanéni frekvence jader *°F je pfiblizné 470 MHz), potiebovali bychom
dosahnout excitace se spektralni Sitkou 400 x 470 Hz = 188 kHz, coZ by vedlo k nutnosti pouzit velmi
kratké a intenzivni pulzy, které presahuji technické moznosti béznych NMR sond. Z tohoto divodu je
nutné néktera spektra mérit po ¢astech s mensimi spektralnimi Sirkami.

Maximalni intenzity NMR signdlu je dosaZeno, kdyZz je magntizace sklopena o 90° z
rovnovazného stavu (osy z) do roviny xy. Ndvrat magnetizace do rovnovahy z roviny xy je ale delsi nez
pfi pouziti mensiho skldpéciho Uhlu a je tedy nutné cekat déle pred dalSim prlchodem pulzni
sekvenci (repeticni ¢as se prodluzuje). Repeti¢ni ¢as pulzni sekvence t, pfi akumulaci FIDG (nacitani
signalu) Ize tedy zkratit pfi pouZiti sklapéciho Uhlu a < 90°. Pro optimalni sklapéci Uhel, tzv. Ernstlv
uhel plati rovnice:

cos a = exp(-t,/T4)

kde T, je relaxacni ¢as charakterizujici ndvrat magnetizace do osy z (viz kapitola 4.1).
Nepresnosti sklapéciho uhlu, zplsobené nedokonalou kalibraci, nehomogenitami pole anebo

17



rozdilem mezi rezonancni frekvenci a frekvenci pozorovaciho pulzu (rezonanéni offset), lze eliminovat
kompozitnimi pulzy. Naptiklad nepresné kalibrovany 180° pulz lze nahradit kompozitnim pulzem
slozenym z trojice pulz( (90°),, (180°),, (90°),, kde indexy oznacuji fazi pulzu.

Fazi se rozumi smér pusobeni radiofrekvencniho pulzu vzhledem k rotujicimu systému
souradnic. Pulzni sekvence pouzivaji rliznych (avsak predem urcenych) fazi jednotlivych rf pulz( a
prijimacich obvod( tak, abychom ziskali poZzadované spektrum. Déle se pouZiva zmény fazi rf pulzl
pfi tzv. cyklovani fazi, které se standardné pouZivd za ucelem odstranéni urcitych “pfistrojovych
nedokonalosti” a vybéru informace, ktera bude obsazena ve spektru.

Selektivni pulzy excituji pouze vybranou frekvenéni oblast. Selektivity pulzu Ize dosahnout
snizenim intenzity pulzu a jeho prodlouzenim. Moderni NMR spektrometry vyuZivaji k selektivni
excitaci tvarované pulzy, tvorené posloupnosti mnoha (nékolika stovek i tisicll) bez prodlev po sobé
nasledujicich pulzl, které se lisi amplitudou i fazi. Podle toho, jakou frekvencni oblast chceme
selektivné excitovat, miZeme uréit zplsob tvarovani vysokofrekvencéniho pulzu. Pomoci tvarovanych
pulz(l Ize zéroven excitovat nékolik frekvencnich oblasti ve spektru. Selektivni pulzy se v grafickém
zapisu pulznich sekvenci zobrazuji oblym tvarem pfipominajicim obracené U.

Nékteré pulzni sekvence pouzivaji tzv. adiabatické pulzy, coz jsou pulzy modulované frekvencné i
amplitudou takovym zplsobem, Ze k manipulaci se spinovym systémem dochazi postupné pomalou
zménou excitacni frekvence. PFi pouZiti adiabatickych pulzl nejsou tedy jednotlivé spiny s rliznou
rezonancni frekvenci excitovdny ve stejny okamzik.

Gradientovy pulz je dalsim moZnym elementem pulzni sekvence. Jednd se o kratkodobé
vytvoreni gradientu magnetického pole B, (obvykle ve sméru svislé osy z, méné ¢asto ve sméru
vodorovnych os x a y ) pomoci specidlnich civek v gradientové NMR sondé. VyuZiti gradientd v NMR
spektroskopii je vénovana kapitola 6. V NMR spektroskopii vysokého rozliSeni slouZi nejcastéji k
vyraznému zkraceni doby experimentu (ve srovnani s “negradientovou” verzi téhoZz experimentu,
napt. 'H-"H COSY). Je to dano tim, Ze v negradientovych experimentech dosahujeme #adaného
signalu a potlaceni signald nezadoucich fazovym cyklovanim nékteré ¢asti pulzni sekvence a
postupnym nacitanim odezvy spinového systému, cozZ vyzaduje 4, 8 Ci vice prichodu pulzni sekvenci.
Naproti tomu v gradientové verzi pulzni sekvence je zadany signal obdrZen casto jiz pouhym jednim
pridchodem pulzni sekvenci. Vyznam gradientovych sekvenci je proto hlavné ve vicedimenzionaini
spektroskopii anebo pfi potlaceni signalu rozpoustédla. V grafickém zaznamu pulznich sekvenci se
gradientové pulzy zapisuji do samostatné radky nazvané PFG (Pulse Field Gradient).

Nékteré specidlni pulzni sekvence obsahuji tzv. vicekvantové filtry (n-kvantové filtry). Jedna se o
nékolik pulzd, které vhodnou volbou jejich vzajemnych fazi ze spektra vybiraji jen ty linie, které jsou
spoleéné n- (a vice) spindm (v pfipadé jader se spinem | = 1/2). Naptiklad dvoukvantovy filtr
nepropusti do spektra linie izolovanych spint (napt. rozpoustédel).

Méreni NMR dat (snimani FIDu) se v pulznich sekvencich znaci trojuhelnikem.

Pouziti druhého oscilujictho magnetického pole B, (vedle excitacniho pole B; ) je oznacovano
jako experiment s dekaplinkem. Podle toho, zda pozorovana a dekaplovana jadra patfi témuz
izotopu ¢i nikoliv, rozliSujeme homo- a heteronuklearni dekaplink. Mira perturbace spinového
systému zavisi na amplitudé ozarovaciho pole B, a jeho frekvenci. Pokud je dekaplink dostatecné
intenzivni, projevi se kolapsem multipletl (odtranénim stépeni signal( kvali skaldrnim interakcim
s dekaplovanym jadrem).

Pti selektivnim dekaplinku vodikd se pouZiva pole B, (s frekvenci rovnou rezonanéni frekvenci
vybraného vodiku), které zpUsobi rychlé pfechody mezi energetickymi hladinami jader tohoto vodiku.
Doba Zivota ty spinovych stavi vodikovych jader se zkracuje, podminka pro pozorovani jeho interakci
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s ostatnimi jadry X (ty > 1/J(H-X)) pfestava platit a vSechny interakce J(H-X) ve spektru zmizi.

Pouzitim silnéjsiho pole B, (obvykle s vhodnou modulaci) Ize soucasné ozarovat jadra s rliznymi
rezonanénimi frekvencemi. Je-li takto ozarovdna cela frekvencéni oblast protonového spektra
hovofime o Sirokopasmovém dekaplinku vodik(. V pfipadé dekaplinku protonl (s Sifkou spektra
napf. 10 ppm) to znamenad, Ze na spektrometru s pracovnim kmito¢tem 500 MHz musi dekaplink
pokryt frekvenéni pdsmo alespor 5000 Hz. K tomu je tfeba pouzivat dekaplovaciho kmitoctu s vysSim
vykonem nez pfti selektivnim dekaplinku a nosny kmitocet modulovat.

V pulzni sekvenci je dekaplink ozna¢en obdélnikem ve vodikovém kanale a oznacenim BB
(zkratka z Broad Bend decoupling — Sirokopasmovy dekaplink). Sirokopasmovy dekaplink vodik
zapnuty v celém prdbéhu pulzni sekvence navic vede ke zvySeni rozdill v populacich hladin
pozorovanych jader X (ustaveni NOE, kapitola 5) a tedy k vys$si intenzité namérenych signal(.

Je-li silné pole B, umisténo mimo frekvencni oblast protonového spektra, jde o mimorezonancni
dekaplink vodik( a ve spektru jader X pak pozorujeme misto pravych hodnot redukované interakéni
konstanty. Jejich velikost klesa s rostouci amplitudou B, a klesajicim rozdilem frekvenci v, — vy.

3.1 1D pulzni sekvence

Nejjednodussi mozna pulzni sekvence obsahuje pouze jeden pulz a je vhodnd pro méreni
libovolného jaddra bez ozatovani jinych jader. Je bézné pouzivana pfi méreni protonovych spekter. Jeji
grafické schéma obsahuje tfi ¢asti (obrazek 3.1). Pfi akumulaci spekter se tato pulzni sekvence stale
opakuje a FIDy ziskané pfi kazdé akvizici (snimani dat) se scitaji. Jako konkrétni priklad si mizeme
predstavit, 7e méfime "H NMR spektrum smési dvou latek (nap¥iklad CHCl; a CH,Cl,). V kazdé z téchto
latek maji vodikova jadra jiné chemické okoli a tedy i jiné rezonancni frekvence, musime tedy
uvaZovat dva rlizné vektory magnetizace.

90° (y)

Obrazek 3.1. Nejjednodussi pulzni sekvence.

Vyvoj spinového systému v pribéhu tii ¢asti této sekvence probiha takto:

1. Pfipravna perioda d; trva vétsinou nékolik sekund a béhem ni plsobi na vzorek pouze vnéjsi
magnetické pole. Ustavi se rovnovaha v populacich spini po pulzu nebo pulzech v predchozim
prichodu sekvenci (probéhne relaxace) a magnetizace obou slozek smési mifi ve sméru osy z.

2. Nasleduje 90° pulz oznaceny obdélnikem. Civka obklopujici vzorek je pripojena na vystup
vysokofrekvencniho zdroje (vysilace) a po dobu pulzu ji protéka proud s frekvenci, kterou nazyvame
frekvence pulzu. Pulz vytvoli po dobu svého trvani dalsi magnetické pole, které osciluje pravé s
frekvenci pulzu. Frekvence pulzu byva uprostfed oblasti rezonancnich frekvenci sledovaného jadra.
Faze pulzu se uvadi ve schématu sekvence do zdvorky a v nasem pripadé je takova, Ze pole B;
sméruje ve sméru osy y (obrazek 3.2). Celkova magnetizace zacne v rotujicim systému vlivem pole B,
rotovat okolo osy y. 90° Pulz ma praveé takovou intenzitu a délku, aby jim vytvorené pole stihlo sklopit
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magnetizaci do sméru osy x. Pulz je tak kratky, Zze se témér neuplatni rozdil frekvenci jednotlivych
magnetizaci, v rotujicim systému souradném sméruji obé magnetizace (Mcuaz @ Mcrac) po 90° pulzu
ve sméru osy x. Po 90° pulzu vSechny spiny a tedy i jednotlivé magnetizace M dale rotuji kolem osy z
se svoji Larmorovou frekvenci.

3. Snimani dat (akvizice), které se graficky oznacuje trojuhelnikem. Jednotlivé magnetizace
(Mcucizs @ Menaeiz) 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
spinl na nizsi energetické hladiné. V rotujicim modelu je tento déj vyjadien tak, Ze Sipky predstavujici
jednotlivé vektory magnetizace opoustéji rovinu xy a po spirdle se vraceji do sméru osy z. V primétu
do roviny xy mizeme béhem akvizice pozorovat dva rotujici vektory magnetizace, jejichZ velikost
postupné klesa.

Elektromagnetické pole vytvarené rotujicimi magnetickymi momenty jader indukuje v méftici
civce elektricky proud. Civka je orientovanou tak, Ze zaznamenava slozky vektorll magnetizace
promitajici se do roviny xy. Obvykle se pomoci tzv. kvadraturni detekce nezavisle deteguji slozky v
osach x a y (redlna a imaginarni slozka komplexniho signalu FIDu). Jednotlivé magnetizace pfispéji do
FIDu sinusoidami s odpovidajicimi frekvencemi. FID odpovidad souctu téchto sinusoid, ma
komplikovany pribéh a odrazi ¢asovy pribéh celkové magnetizace vzorku, tedy vektorového souctu
vsech dil¢ich magnetizaci. S pfibliZzovanim vektor(i rovnovaznému stavu intenzita FIDu klesa (zvétsuje
se slozka ve sméru osy z, priimét do roviny xy se blizi k nule).

Z Z Z 4
X /’_ §X QU X _// X
y y y y
Pocatecni Stav na Stav kratce po Stav v pribéhu
stav konci 90° 90° pulzu akvizice
pylzu
<> ' < E X <@ ' C//‘] X
y y y y

Obrazek 3.2. Chovani magnetizaci béhem jednopulzni sekvence. Nahofe je celkovy stav a dole
pradmét do roviny xy. Jednotlivé tuéné Sipky predstavuji magnetizace, na kterych se podileji spiny,
které rotuji se stejnou frekvenci.

Jednoduchou kombinaci pulznich elementl predstavuje tzv. spinové echo (obrazek 3.3).
Pouziva se v fadé pulznich sekvenci bud k refokusaci chemickych posunli a heteronuklearnich
interakénich konstant anebo k fazové modulaci homonuklearnich interakénich konstant a také pro
méreni relaxacnich ¢asl T,. Tato sekvence zacind prodlevou d;, béhem niz se v systému ustanovi
rovnovazny stav. Poté nasleduje 90° pulz, ktery sklopi magnetizaci z osy z do roviny xy (pokud je 90°
pulz podél osy y, magnetizace se sklopi do osy x). BEhem doby t vykondva magnetizace precesni
pohyb kolem osy z se svoji Larmorovou frekvenci. Za dobu t se magnetizace otoci o uUhel ¢. Poté
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nasleduje 180° pulz podél osy x, ktery ponecha magnetizaci v roviné xy, ale preklopi ji na druhou
stranu osy x. Béhem druhé doby t vykondva magnetizace opét precesni pohyb kolem osy zs
Larmorovou frekvenci. Za dobu t se magnetizace otoci o stejny uhel ¢ a tim padem se vrati opét do
osy x, ale jeji intenzita je sniZzena kvali relaxaci, ke které doslo v pribéhu této pulzni sekvence
(kapitola 4.2). Cim je doba T del3i, tim je vysledna magnetizace v ose x mensi.

Refokusace chemickych posunl pomoci spinového echa muze byt vyuzita k eliminaci vlivi
nehomogenity magnetického pole By, jejiz princip ukazuje obrazek 3.4. Prvni 90° pulz ve sméru osy y
oto¢i makroskopickou magnetizaci jader z osy z do osy x. Vlivem nehomogenity pole se pak vektory
jednotlivych jadernych spind budou pohybovat rlznou rychlosti (jiné magnetické pole v rlznych
Castech NMR kyvety vede k rGznym rezonancnim frekvencim ekvivalentnich jader), coz povede k
poklesu celkové magnetizace (vektorovy soucet vSech prispévkll) v roviné xy. Nasledujici 180° pulz
otoci vektory jadernych spint kolem osy x. Po druhém intervalu t pak dojde k refokusaci vektort do
sméru x. Stejnym zplsobem vede spinové echo k refokusaci signald neekvivalentnich jader.
Jednotlivé vektory magnetizace vykonavaji Larmorovu precesi s frekvenci odpovidajici jejich
rezonan¢ni podmince a postupné se tedy béhem prodlev v pulznich sekvencich rozfazovavaji, coz
vede k fazové distorzi jejich signal(l. Zafazenim spinového echa do pulzni sekvence lze zajistit, aby
v okamziku pocatku akvizice (méreni FIDu) vSechny vektory magnetizace smérovaly podél osy x a diky
tomu mély vSechny signdly ve spektru stejnou fazi.

90° (y) 180° (x)

e
7

LD
RN PARNLY

Stav na konci 90° pulzu Stavpo prodlevé T Stavpo 180° pulzu Stav po druhé prodlevé t

Ny,

Obrazek 3.3. Pulzni sekvence spinové echo a jeji vliv na jednospinovy systém.
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Stav na konci 90° pulzu  Stav po prodlevé t Stavpo 180° pulzu  Stav po druhé prodlevé T

Obrazek 3.4. Refokusace nehomogenit magnetického pole nebo neekvivalentnich signalG v prabéhu
spinového echa.

21



Pokud aplikujeme pulzni sekvenci spinového echa na jeden typ jader v systému
s heteronuklearni spin-spinovou interakci (napfiklad na uhlikova jadra v chloroformu *CHCl;, v *C
spektru bez dekaplinku bychom pozorovali dublet, musime tedy uvaZovat dva vektory magnetizace),
po druhé prodlevé t dojde opét k refokusaci vektord magnetizace jednotlivych slozek multipletu, jak
je znazornéno na obrazku 3.5. Po druhé prodlevé T sméfuji oba vektory magnetizace uhliku *C podél
osy x. Pokud bychom vtuto chvili zapnuli dekaplink ve vodikovém kandle a zacali snimat FID
v uhlikovém kanale, ve vysledném *3C spektru by byl jeden singlet. Pokud bychom snimali FID bez
dekaplinku vodik(, pozorovali bychom ve spektru dublet.

y y y y
X C% X C@ X C) X
Stav na konci90° pulzu  Stav po prodleve t Stavpo 180° pulzu  Stav po druhé prodlevé t

Obrazek 3.5. Refokusace heteronuklearnich C—H spin-spinovych interakci v pribéhu spinového echa
aplikovaného na uhlikova jadra chloroformu.

Ponékud odlisny vysledek ziskdme pokud pti 180° pulzu v uhlikovém kanalu zaroven aplikujeme
180° pulz i ve vodikovém kandlu (obrazek 3.6). Vyména spinovych stav( jader vodiku zpUsobi
“pteznaceni” vektor( jader uhliku a zménu sméru jejich rotace, takze v prabéhu druhé doby t
nedochazi k jejich refokusaci, ale dalSimu rozfazovani. V ptikladu zobrazeném na obrazku 3.6 byla
doba T nastavena tak, 7e na konci této pulzni sekvence sméfuji jednotlivé vektory *C magnetizace
opaénym smérem. Pokud bychom v tuto chvili zahajili snimani *C FIDu s *H dekaplinkem, ve spektru
by nebyl Zadny signal, protoze vektorovy soucet obou sloZzek magnetizace je nulovy. Pokud bychom
snimali *C FID bez dekaplinku, ve spektru by byly dvé linie s opa¢nou fazi. Jinym nastavenim prodlevy
T Ize dosdhnout jinych fazovych vztah(l mezi jednotlivymi slozkami magnetizace.
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Stav na konci 90° pulzu  Stav po prodlevé T Stav po 180° pulzu »Pfeznaceni” vektord Stav po druhé prodlevé t
180° 'H pulzem

@
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Obrazek 3.6. Modifikované spinové echo se 180° pulzem aplikovanym zaroven v uhlikovém i
vodikovém kandale a vyvoj ©*C spinového systému v pribéhu této sekvence.

Na rozdil od heteronuklearnich interakci nedochazi béhem spinového echa k refokusaci
homonuklearnich spin-spinovych interakci, protoZe 180° pulz ma za nasledek jednak otoceni
jednotlivych vektor(i magnetizace o 180° ale zaroven i jejich , pfeznaceni”, které vede k tomu, Ze se
rychlost rotace jednotlivych vektorl po 180° pulzu zméni a vektory se tak v pribéhu druhé doby t
dale rozfazovavaji.

Rutinni *>C NMR spektra jsou méfena s irokopasmovym dekaplinkem vodikd (obrazek 3.7). Tim
je dosaZzeno vyrazného zvyseni citlivosti ze dvou divodu: (a) eliminaci vSech skalarnich interakci
J(C,H) pozorujeme vsechny uhlikové atomy jako singlety, (b) nukledrni OverhauserQv efekt (NOE,
kapitola 5) mUZe zvysit intenzity signal( az 3x. To je vSak provazeno: (a) kompletni ztratou informace
obsaZzené v J(C,H) (nelze pfimo rozlisit signaly CHs;, CH,, CH a C), (b) zkreslenim intenzit signalt
(nekvantitativni poméry intenzit signalG spektra). Dal$im diivodem, pro¢ v béZnych *C spektrech
neodpovidaji intenzity signalt poctu jednotlivych uhlikovych jader jsou rizné dlouhé relaxacni doby
jednotlivych uhlikovych jader. BEhem doby d; ¢asto nedojde k Uplné relaxaci vSech magnetizaci a
dalsi pribéh pulzni sekvenci tak nevychazi z rovnovazného stavu.
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Obrézek 3.7. Zakladni pulzni sekvence pro méfeni *C spekter s vodikovym dekaplinkem.

1H:

Pro ziskani kvantitativnich **C NMR spekter s dekaplinkem proton( (obrézek 3.8) je tieba pouzit
dostatec¢né dlouhou dobu d;, aby i uhliky s dlouhymi T, stacily zrelaxovat, a minimalizovat NOE
(dekapler je zapnut pouze béhem akvizi¢ni doby). Pro zkraceni relaxacnich ¢ast substratu lze pridat
relaxacni ¢inidlo, napfiklad acetylacetondt chromity (Cr(acac)s).

90° (y)

13C: d,

Obrézek 3.8. Pulzni sekvence pro méfeni kvantitativnich *C spekter.

BC NMR spektra, obsahujici $tépeni viemi interakcemi J(C,H) ("nedekaplovand *C NMR
spektra"), lze ziskat bud kompletnim vyfazenim dekaplinku vodikdl anebo efektivnéji metodou
prerusovaného dekaplinku (obrazek 3.9). V druhém pripadé je dekapler zapnut pouze v dobé mimo
akvizici tak, aby mohlo dojit k ustaveni NOE (a tudiz ndrGstu intenzity signal(). Uhlikové signaly jsou
$tépeny velkymi interakcemi “J(C,H) ~120 - 200 Hz na dublety (CH), triplety (CH,) &i kvartety (CHs),
které obvykle obsahuji dalsi stépeni skalarnimi interakcemi J(C,H) pfes dvé a vice vazeb. Prekryv
multipletd, Sirokych ¢asto nékolik ppm, mlze ale znacné komplikovat interpretaci spekter.

K pfifazeni jednotlivych heteronuklearnich interakei J(C,H), pozorovanych v nedekaplovaném **C
NMR spektru, je moZno pouzit selektivni heteronuklearni dekaplink. BEéhem akvizice je selektivné
ozafovan signal zvoleného vodiku, co? vede k eliminaci jeho interakei s uhliky v *C NMR spektru. Pro
zvyseni citlivosti je vyhodné, aby béhem relaxacni prodlevy d; byl zapnut Sirokopasmovy dekapler.
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90° (y)

13c- dl

1H:

Obrazek 3.9. Pulzni sekvence pro méreni nedekaplovanych “*C spekter.

Klasifikace C signalt podle poctu p¥imo vazanych vodikd se béiné provadi pomoci
experiment(, kde signaly ve vysledném spektru jsou bud pozitivni nebo negativni podle typu uhliku
(C, CH, CH,, CH3). Nejjednodussi experiment tohoto typu je J-modulované spinové echo (obrazek
3.10). Predstavme si nyni dva signaly uhliku: kvarterniho a a tercidarniho b. Prvni bude mit v
uhlikovém spektru méreném bez dekaplinku proton( jednu linii, druhy dvé linie b, a b, zplsobené
$tépenim navazanym atomem 'H s interakéni konstantou napf. Ycy = 140 Hz. Prodleva t je nastavena
na dobu 1/%c., co? odpovida pfiblizné 7 ms. Po prvnim pulzu za¢nou jednotlivé magnetizace rotovat
vroviné xy sjejich Larmorovou frekvenci. Dekaplink je vypnut, uplatni se interakce s protony.
Magnetizace uhliku a urazi za 7 ms Uhel odpovidajici jeho chemickému posunu (naptiklad na obrazku
10 je to 45°). Slozky magnetizace b, a b, vykonavaji precesni pohyb dany chemickym posunem
signalu b a interakéni konstantou “Jey. Pokud je doba T nastavena presné na prevracenou hodnotu
této interakéni konstanty, jedna slozka magnetizace provede prévé o jednu otocku kolem osy z vice
nez druha slozka (napfiklad na obrazku 3.10 urazila magnetizace b, asi 120° a magnetizace b, asi 130°
+ 360° = 490°). Nasleduje 180° pulz podél osy x. Zaroven s nim je zapnut dekaplink. Od této chvile az
po konec pulzni sekvence je tedy eliminovan vliv interakci s protony. Po skonleni pulzu slozka a
pokracuje normalné v rotaci a po 7 ms se dostane do své vychozi pozice - mifi v kladném sméru osy x.
Slozky b, a b, po zapnuti dekaplinku rotuji kolem osy z stejnou Uhlovou rychlosti odpovidajici
chemickému posunu uhliku b. ProtoZe se od této chvile pohybuji stejnou Uhlovou rychlosti, mizZeme
dale uvaZovat jejich vektorovy soucet b. Magnetizace b urazi za druhou dobu t Uhel, ktery je
pramérem Uhld urazenych slozkami b, a b, za prvni dobu T (na obrazku 3.10 magnetizace b urazi za
druhou dobu t (490°+130°)/2 = 310°) a dostane se tak do poloosy -x vedouci ve spektru k signélu s
fazi opacnou, nez ma signal uhliku a. Podobny rozbor pro sekunddrni uhliky ukazuje, Ze vSechny tfi
slozky plGvodniho tripletu jsou v tuto chvili orientovany ve sméru poloosy +x a slozky primarniho
uhliku (tvofti kvartet) ve sméru poloosy -x.

Mirnou obménou J-modulovaného spinového echa ziskdme pulzni sekvenci APT (Attached
Proton Test). Prvni pulz v této sekvenci neni 90°, ale kratsi, pouziva se napfiklad hodnota 30°. Takovy
pulz nesklopi magnetizaci aZ do roviny xy a vyvoj systému probiha nad touto rovinu, v roviné s ni
rovnobézné (obrdzek 3.11). Ndsledujici 180° pulz otoci magnetizace pod rovinu xy, odtud by navrat
zpét do rovnovahy po skonceni akvizice trval dlouho, proto se zarazuje jesté jeden 180° pulz (druhé
spinové echo), ktery vrati magnetizaci zpét nad rovinu xy, odkud je navrat do rovnovainého stavu
podstatné kratsi a Ize tedy zkratit pfipravnou dobu d,.
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90° (y) 180° (x)

13C.

Stav na konci 90° pulzu  Stav po prodlevé t Stav po 180° pulzu Stav po druhé prodlevé t

Obrazek 3.10. Pulzni sekvence J-modulovaného spinového echa a jeji vliv na magnetizaci kvartérniho
a terciarniho uhliku.

Velikost interakénii konstanty ‘e zavisi predev$im na hybridizaci uhlikového atomu, u sp®
uhlikti se pohybuje kolem 125 Hz, u sp® uhlikéi kolem 165 Hz a u sp uhlikd kolem 250 Hz. Ve
standardnim nastaveni J-modulovaného echa se vychazi z kompromisni hodnoty “Jc.4 pro sp® a sp’
uhliky — 145 Hz, coZ vede k prodlevé 1 o délce asi 7 ms. Pokud jsou ovsem v mérené molekule vyssi
heteronuklearni interakce (napfiklad u terminalnich alkyn( nebo u nékterych heteroaromatickych
sloucenin), toto standardni nastaveni prodlevy t vede k nizké nebo nulové intenzité vyslednych CH
signall ve spektru, pripadné k CH signdliim s kladnou intenzitou. Proto je pfi zkoumani téchto latek
nutné vhodné adjustovat délku prodlevy T, viz obrazek 3.12.
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Obrazek 3.11. Pulzni sekvence APT.
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Obrazek 3.12. Vliv doby t na APT spektra purinového derivatu. Standardni nastaveni doby t (7 ms)
vede k potladené intenzité signalu C2 a C8. Je tedy vhodné dobu t zkratit na asi 6 ms.
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Castym elementem pulznich sekvenci je také prenos polarizace, souvisejici se zmé&nami
populaci jadernych spinovych stav(. Princip pfenosu polarizace na jednoduchém dvouspinovém
heteronukledrnim systému jader *H a *C (napfiklad v molekule *CHCl;) je ukazén na obrazku 3.13.
Gyromagneticky pomér jader 'H je pfiblizné &tyfikrat vétsi nez jader C. Energeticky rozdil mezi
spinovym stavem o a B a také rozdil populaci jader s témito spinovymi stavy je také pfriblizné ¢tyrikrat
vét$i v pripadé jader 'H. Rozdil populaci mezi spinovymi stavy o a B na obrdzku 3.13 je znaéné
prehnany; pfi bézné pouzivanych magnetickych polich je rozdil energetickych hladin a tedy i rozdil
populaci velmi maly (viz kapitola 2.1). Pokud NMR experiment tohoto dvouspinového systému bude
zatinat z tepelné rovnovahy, v 'H i C spektru budeme pozorovat dublet, v'H spektru bude ale
intenzita Car priblizné Ctyrikrat vyssi. Pokud by mezi vodikovymi a uhlikovymi jadry neexistovala spin-
spinova interakce, energeticky rozdil odpovidajici pfechodiim H? a H® prechodim C* a o by byl
stejny a tedy i rezonancni frekvence by byla stejnd a v uhlikovém i vodikovém spektru bychom
pozorovali pouze jednu caru (singlet).

Termalni rovnovaha
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Obrazek 3.13. Populace spinovych stavl a pfenos polarizace.

Pokud provedeme selektivni inverzi populace odpovidajici jednomu vodikovému prechodu
(napfiklad H?, pomoci selektivhiho 180° pulzu), dojde ke zmé&nadm ve vodikovém i uhlikovém spektru.
Ve vodikovém spektru bude mit ¢ara H* negativni intenzitu. V uhlikovém spektru bude mit jedna ¢ara
(C) intenzitu -3 a druha (C°) +5. Pokud bychom provedli selektivni inverzi druhého vodikového
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prechodu, situace by byla opaénd, uhlikova linie C* by méla intenzitu +5 a C° intenzitu -3. Dale si
mUlZeme predstavit, Ze bychom vysledna uhlikova spektra ziskana po selektivni inverzi vodikoého
pfechodu H* a H° od sebe odectetli. Vysledné uhlikové spektrum by mélo intenzitu ¢ar -8 (=-3 —5) a
+8 (=+5-(-3)). Po dvou prichodech jednoduchou pulzni sekvenci se selektivni manipulaci vodikovych
prechodl tak ziskdme spektrum, ve kterém je intenzita uhlikovych car Ctyfikrat vyssi neZz by
odpovidalo dvéma prlchodlim klasickou jednopulzni sekvenci. Pfi tomto experimentu doslo
k pfenosu polarizace z jader *H na jadra *C (vétsi rozdil populaci spinovych stavil vodiku znamena
vétsi polarizaci). Nérust citlivosti heterojadra X (napf. >C) zavisi na poméru gyromagnetickych
pomérd vodiku a méreného jadra (yy / yx) a je obecné vyssi nez NOE (viz tabulka 3.1). Nevyhodou
vySe popsaného experimentu je ovSsem nutnost pouZiti selektivnich pulzl s frekvenci presné
odpovidajici jedné konkrétni linii ve vodikovém spektru.

Tabulka 3.1. Maximalni narust intenzity NMR signalu pomoci NOE a pfenosu polarizace pro néktera
heterojadra.

Jddro NOE Prenos polarizace

p 2.24 2.47
Bc o 2.99 3.98
26 -1.52 5.03
BN -3.94 9.87

Pulzni sekvence INEPT (Insensitive Nuclei Enhancement by Polarisation Transfer) je také
zaloZena na prenosu polarizace z vodikovych jader na heterojadra, neni ale nutné pouZzivat selektivni
pulzy. Tato pulzni sekvence opét vyuzivda modifikovaného spinového echa, ve které je doba T
nastavena na dobu odpovidajici 1/4Jc4 (obrézek 3.14). Zarovn se 180° pulzem ve vodikovém kandle je
aplikovan 180° pulz i na heterojadro, nedochdzi tedy k refokusaci jednotlivych sloZek vodikové
magnetizace a po druhé dobé 1 jsou tyto slozky magnetizace podél osy + a —y. V tuto chvili je
aplikovan na vodikova jadra 90° pulz podél osy x, jehoz vysledkem je otoceni vodikové magnetizace
do kladné a zaporné poloosy z, coz odpovida selektivni inverzi jedné vodikové linie a tedy prfenosu
polarizace z vodikdl na hterojadra. Ve stejnou dobu je aplikovan 90° pulz i na heterojadra, jejich
magntizace se tak sklopi do roviny xy a muze zacit méreni FIDu.
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Obrazek 3.14. Pulzni sekvence INEPT a jeji vliv vodikovou magnetizaci v C—H spinovém systému.

Distorze intenzit linii multipletd (opacné faze) v zakladnim INEPT experimentu odstranuje
INEPT+ sekvence zavedenim refokusaéni periody a tzv. “purging” pulzu. Experiment poskytuje
nedekaplovana spektra s citlivosti zvySenou pfenosem polarizace a se stejnymi fazemi linii multipletu
kazdého uhliku. Dalsi modifikaci této sekvence a zapnuti Sirokopasmového dekaplinku béhem
akvizice vede k pulzni sekvenci oznacované jako refokusovany INEPT. Vysledkem je proton-
dekaplované spektrum s citlivosti zvySenou pfenosem polarizace.

Jinou pulzni technikou pro mé¥eni *C jader je DEPT (Distorsionless Enhancement by Polarization
Transfer, obrazek 3.15). Jeji vyhodou (ve srovnani s INEPT experimentem) je kratsi pulzni sekvence,
takZe béhem evoluéni doby nedochazi k tak velké ztraté signdlu relaxaci. Navic je DEPT méné citlivy
na nepresné nastaveni parametrd (Sitky pulz(, evoluéni doba zavisla na Jcy,). Takzvanad editace
spekter umoZiuje ziskat DEPT spektra obsahujici pouze CH, CH, nebo CH; signdly. To ale vyZaduje
provést tfi rlizné experimenty (spektra s1, s2 a s3), lisici se délkou posledniho pulzu ve vodikovém
kandlu (p3): s1 (p3 = 45°), s2 (p3 = 90°), s3 (p3 = 135°). Vliv délky pulzu p3 na intenzity jednotlivych
typU uhlikovych jader je zobrazen na obrazku 3.16. Ze spekter s1-s3 pak ziskame subspektra CH, CH,
a CHj3 uhlikd nasledujici editaci: subspektrum CH = s2, subspektrum CH, = s1-s3, subspektrum CH; =
s1 +s3 —1.414 x s2. Signaly kvarternich uhlik( jsou v béZznych DEPT spektrech potlaceny a je tfeba je
identifikovat porovnanim s “normalnim” proton-dekaplovanym *C NMR spektrem.
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Obrazek 3.15. Pulzni sekvence DEPT. s1: p3 =45°,s2: p3 =90°, s3: p3 = 135°
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Obrazek 3.16. Zavislost intenzity uhlikovych atom{ v DEPT spektru na délce sklapéciho pulzu p3.
Carkované ¢ary oznacuji béiné pouzivané sklapéci Ghly 45°, 90° a 135°.

3.2 2D pulzni sekvence

Uz u pomérné malych molekul mize v 1D NMR spektrech (hlavné vodikovych) dochazet
k prekryvu signall, ktery ztéZuje nebo znemoZnuje interpretaci téchto spekter. Zavedeni druhé
dimenze do NMR spekter umoziuje tento problém obejit — ve 2D spektrech je prekryv signalll méné
pravdépodobny. Navic pulzni NMR techniky jsou schopny manipulovat se spinovym systémem
takovym zplsobem, Ze se ve vysledném 2D spektru objevi pro strukturni analyzu velmi cenné nové
informace, které z béznych 1D experimentl neni mozné ziskat. Napriklad pomoci C—H korelovanych
spekter mlzZeme pfimo zjistit spojeni uhlikovych a vodikovych atomid v molekule chemickymi
vazbami.

V 1D NMR experimentech je FID funkci jediné ¢asové proménné a spektrum ziskané Fourierovou
transformaci je funkci frekvence. Pro 2D NMR experimenty je charakteristické zavedeni dalsi ¢asové
proménné (evolucni doby). Detekovany signal potom zavisi na tom, co se odehrdlo se spinovym
systémem béhem evoluéni doby. Systematickou zménou evoluéni doby (naptiklad jeji délky o
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inkrement At;) se v detekéni dobé ziska série FIDU, jejichZz Fourierova transformace poskytne sérii
jednorozmérnych spekter. Druha Fourierova transformace poskytne druhou frekvenéni dimenzi (F;)
pro 2D-NMR spektrum. Evolu¢ni doba se tradiéné oznacuje jako doba t; a detekéni doba jako t,.
Dvojnasobnou Fourierovou transformaci série FIDU ziskdme 2D spektrum, které ma dvé frekvencni
osy (F1a F,).

2D NMR experimenty lze rozdélit na korelované a rozliSené. Ve 2D spektrech ziskanych
z korelovanych experimentl jsou na obou frekvenénich osach (F, i F,) chemické posuny; u
homonuklearnich korelovanych experiment(l jsou to posuny téhoZ izotopu (napfiklad 'H), u
heteronuklearnich korelovanych experimenti jsou pak na kazdé ose chemické posuny jiného izotopu
(naptiklad *H a *C). V pfipadé heteronukledrnich korelovanych experimentd fikame, ze jadro, jeho?
chemické posuny pozorujeme na ose F,, je pfimo detekované (chemické posuny tohoto jadra jsou
ziskany Fourierovou transformaci FID() a chemické posuny na ose F; patfi nepfimo detekovanému
jadru. Ve 2D spektrech ziskanych z rozlisSenych experiment( jsou na jedné frekvencni ose (F)
chemické posuny a na druhé ose (F;) skalarni interakéni konstanty. U humonuklarnich rozlisenych
experiment( ziskdame spektrum, kde interakéni konstanty na ose F; odpovidaji interakcim mezi jadry
téhoz izotopu, jehoZ chemické posuny mlzZeme pozorovat na ose F, (napfiklad osa F, — chemické
posuny 'H, osa F; — interakéni konsatnty 'H—'H). Ve spektrech ziskanych z heteronuklearnich
rozliSenych experimentd pozorujeme na ose F; heteronuklarni interakéni konstanty (napfiklad osa F,
— chemické posuny °C, osa F; — interakéni konsatnty *H="2C).

Jako priklad 2D experimentu, na kterém lze dobfe demonstrovat princip dvoudimenzionalnich
NMR metod pouZijeme heteronuklearni rozliSeny experiment. Jeho pulzni sekvence je zndzornéna na
obrazku 3.17, kde jsou schematicky znazornény tfi inkrementy (tfi jednodimenzionalni experimenty)
s postupné se prodluZujici dobou t;. Zadkladem této pulzni sekvence je spinové echo s dekaplinkem
vodikll pouze v casti sekvence (podobné jako u experimentu APT). Na obrazku 3.17 vpravo je
zobrazen vyvoj uhlikového spinového systému molekuly *C*HCl;. Po 90° pulzu je magnetizace
uhlikovych jader v roviné xy, kde se béhem prvni doby t; / 2 jeji dvé slozky rozjizdi diky spin-spinové
interakci s vodikem (v tuto chvili neni zapnut dekaplink). Po 180° pulzu je zapnut dekaplink a misto
dvou vektorli magnetizace tedy pozorujeme pouze jeden, jehoZz precesni frekvence odpovida
priméru plvodnich dvou slozek magnetizace. Pokud je doba t; / 2 nulova, jednotlivé slozky
magnetizace se nerozjedou a na konci pulzni sekvence dostaneme signal s maximalni intenzitou.
Pokud doba t; / 2 neni nulovd, intenzita signalu na konci pulzni sekvence zavisi na tom, jak se
jednotlivé vektory magnetizace rozjedou v pribéhu prvni doby t; / 2. To je dano délkou této prodlevy
a velikosti C—H spin-spinové interakce (obrazek 3.18). Napfiklad pokud je doba t; / 2 rovna jedné
poloviné prevracené hodnoty této heteronukledrni interakéni konstanty (t; = 1 / Yey), jednotlivé
sloZzky magnetizace se rozjedou pravé o 180° a jejich vektorovy soucet po zapnuti dekaplinku je nula.
Pokud vyneseme zavislost intenzity uhlikového signalu na dobé t;, ziskame periodickou funkci. Pokud
provedeme Fourierovu transformaci této funkce, ziskdme frekvenci odpovidajici interakéni konstanté
YJeu (presnéiji Fedeno této konstanté vynasobené faktorem %, tento faktor se ale snadno odstrani pfi
zpracovani spekter). U typickych 2D NMR experimentl se méri radové stovky inkrement(, tedy
jednodimenzionalnich experiment(i s ménici se evolu¢ni dobou.
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Obrazek 3.17. Vlevo: Schematické zndzornéni tfi inkrementl pulzni sekvence pro méreni 2D
heteronukleadrnich rozlidenych spekter a vpravo: vyvoj uhlikové magnetizace u *C-'H spinového
systému v priabéhu této pulzni sekvence.

Obrazek 3.18. Zavislost intenzity °C signdlu na dobé t; v heteronuklarnim rozli§eném experimentu
ukdzaném na Obrazku 3.17.

Spektralni rozliseni v pfimo detekované dimenzi (F,) je dano rozliSenim v 1D spektrech ziskanych
v prlibéhu 2D experimentu. Rozliseni v nepfimo detekované dimenzi (F;) je dano poétem inkrementd.

Podobné jako 1D NMR spektra jsou vlastné "dvourozmérna" (druhou dimenzi je intenzita) maji i
2D NMR spektra dalsi "tfeti" dimenzi (intenzitu). Jejich graficka prezentace tudiZ vyzaduje redukci
jedné dimenze nékterym z nasledujicich zplsobl: Perspektivni zobrazeni obsahuje kompletni
intenzitni informaci, ale jeho interpretace je obtizna (perspektivni distorze, nebezpeci prekryvu
signalld). Nejbéznéjsim zplsobem zobrazeni je vrstevnicové zobrazeni, které odpovida (podobné jako
vrstevnicové mapy) Fezﬁm tFirozmérm'/m spektrem v rovinach rovnobéin\’/ch S rovinou Fl, Fz v

evyvs

intenzitni informace bude ve spektru zachovana. Vyhodou vrstevnicovych spekter je jejich
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prehlednost a snadna interpretace. V pfipadé potieby je mozno zobrazit a vypsat fez 2D spektrem v
kterémkoliv vhodném misté, poptipadé projekci 2D spektra do osy F; nebo F,. Jinym zplsobem
zobrazeni 2D spekter je pouZiti Skaly barev, kde konkrétni odstin odpovida urcité intenzité signalu.
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Obrazek 3.19. Perspektivni (vlevo) a vrstevnicové (vpravo) zobrazeni 2D spektra.

Inverzni techniky spocivaji v pfimé detekci jadra s velkou citlivosti (*H), zatimco jadra s nizkou
citlivosti (**C, *°N) jsou detekovéna nepfimo, tedy informace o téchto jadrech je néjakym zptisobem
zakddovdna v jednotlivych FIDech pfimo detekovaného jadra. Pfi méreni se pouziva tzv. inverzniho
usporadani vysokofrekvenénich tras - mé¥ici trasa je nastavena na detekci 'H a dekaplovaci trasa
naladéna na kmitocCet jadra s nizkou citlivosti. Rozvoj inverznich experimentl tak Uzce souvisi
s rozvojem NMR sond. V tradi¢nim usporadani NMR sond je civka urcend pro detekci méné citlivého
jadra co nejblize mérenému vzorku a civka pro dekaplink a detekci vodikovych jader je aZ o néco dale
(citlivost jader 'H je natolik dobra, 7e ztrata ¢asti signalu v tomto usporadani nehraje zasadni roli).
Naopak u inverznich sond (sond s inverznim uspofadanim tras) je civka pro detekci jader 'H co
nejblize vzorku, aby se maximalizovala citlivost inverznich experimentd. Druhd civka musi umoZnovat
dekaplink nepfimo detekovanych jader.

Moderni NMR experimenty ¢asto v prabéhu pulzni sekvence pouzZivaji gradienty magnetického
pole. PouZiti gradientd umozZiuje vybirat informaci, kterd je zakddovana ve vysledném spektru, a
odstranit nezadouci informace (naptiklad v heteronukledrnich C—H experimentech informaci o
vodikovych atomech navazanych na magneticky neaktivni izotop **C).

Nasledujici prehled ukazuje nejbéinéjsi typy 2D NMR experimentl. VétSina ztéchto
experimentld ma celou fadu dalSich variant, které modifikacemi pfislusnych pulznich sekvenci
umoznuji ziskat nebo potladit nékteré dalsi informace o studovaném spinovém systému.
V nasledujicim prehledu jsou 2D NMR techniky sefazeny podle typu informace, kterou lze ze spekter
ziskat, ne podle historického vyvoje nebo typu pulzni sekvence. Variabilitu pulznich sekvenci Ize
demonstrovat na H-C heteronuklearnim korelovaném experimentu, ktery umoznuje priradit signaly
na sebe navazanych vodikovych a uhlikovych atom(. Plvodni experiment s pfimou detekci uhlik(l se
nazyvda C,H-COSY nebo HETCOR, inverzni varianta tohoto experimentu se nazyva HMQG, jind inverzni
pulzni sekvence vedouci k téZe informaci ve spektru se nazyva HSQC (Heteronuclear Single Quantum
Correlation). Moderni verze HSQC experimentu obsahuji navic gradientové pulzy. Dalsi varianty
tohoto experimentu mohou obsahovat kladné nebo zaporné signdly podle poctu vodikovych atomu
navazanych na dany uhlikovy atom. Volba pulzni sekvence zavisi na preferencich operatora a na
konkrétnim studovaném problému. Inverzni techniky jsou mnohem citlivéjsi neZz neinverzni, proto
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jsou obecné mnohem vice pouZivané. Méné citlivy neinverzni HETCOR muzZeme zvolit napfiklad
v pfipadé, kdyzZ jsou uhlikové signaly velmi blizko sebe a pro dostatecné rozliSeni uhlikové dimenze
(Fy) vinverznim experimentu bychom museli pouzit velmi vysoky pocet inkrementd. Priklad HSQC
spektra 2-nitroanilinu je na obrazku 3.20.
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Obrazek 3.20. HSQC spektrum 2-nitroanilinu. Krospiky spojuji signdly na sebe navazanych uhlikovych
a vodikovych atomU. Vodiky NH, skupiny nemaji Zadny krospik, protoZe nejsou pfimo navazany na
uhlik ale na dusik. Stejné tak kvartérni uhlikové atomy C1 a C2 nemaji Zzadny krospik, protoze na nich
neni navazany zadny vodik. Pro prehlednost jsou v obrazku té# zobrazena 1D 'H a **C APT spektra.

Pro ziskani H—C korelaci pres dvé a vice vazeb lze pouzit HMBC experiment (Heteronuclear
Multiple Bond Correlation). Intenzita krospiku se fidi velikosti heteronukledrni C—H interakce;
nejcastéji pozorujeme korelace pres dvé nebo tfi vazby. Z velikosti krospiku ale neni mozné zjistit,
kolik vazeb je mezi interagujicimi atomy. Naptiklad u derivatll benzenu byvaji heteronuklearni
skalarni interakce pres dvé vazby mensi neZ pres tfi vazby. Na obrdzku 3.21 je HMBC spektrum 2-
nitroanilinu. Nptiklad vodik H3 ma v tomto spektru dva intenzivni krospiky s uhliky C1 a C5 (oba pres
tfi vazby) a jeden malo intenzivni krospik s uhlikem C2 (pfes dvé vazby), krospik s uhlikem C4
nepozorujeme viibec. Podobné mizZeme v tomto spektru pozorovat intenzivni krospiky pres tfi vazby
H5—-C3, H5-C1, H6—C4, H6-C2, H4-C6 a H4-C2. V HMBC spektrech lze pozorovat i interakce vodik(,
které nejsou primo navazany na uhlik; napfiklad ve spektru 2-nitroanilinu pozorujeme krospik mezi
NH, vodiky a uhlikem C2 a C6 (oba odpovidaji interakci pres tfi vazby). V nékterych pfipadech je
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mozné v HMBC spektrech pozorovat i korelace pres Ctyfi a vice vazeb. V HMBC spektrech se casto
mulzZeme setkat s takzvanymi HSQC artefakty (na obrazku 3.21 zvyraznény barevnymi krouzky). Tyto
artefakty vidy vypadaji jako dublet a stfed tohoto dubletu by odpovidal krospiku mezi pfimo
navazanym vodikem a uhlikem (naptiklad H3—C3).
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Obrazek 3.21. HMBC spektrum 2-nitroanilinu. Krospiky spojuji signaly uhlikovych a vodikovych atomu
mezi nimiz jsou 2—3 chemické vazby. Barevnymi krouzky jsou oznaceny HSQC artefakty.

Vv

INADEQUATE (obrazek 3.22). Tato metoda umozniuje korelovat pfimo vazané uhliky a tak urcovat
uhlikovy skelet. Kvili nizkému izotopovému zastoupeni uhliku *C (cca 1%, *C="C par tedy pouze
v 0.01% pfipadl) je tato metoda velmi malo citlivd a vyZaduje znacné mnoizstvi vzorku (fadové
desitky aZ stovky mg). Obrazek 3.22 ukazuje INADEQUATE spektrum 2-nitroanilinu.
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Obrazek 3.22. 2D-INADEQUATE spektrum 2-nitroanilinu s naznaenym pfifazenim signalli, pomoci
kterych lze urcit C—C vazby v uhlikovém skeletu molekuly. Pro pfehlednost je v obrazku téZ zobrazeno
1D C APT spektrum.

Jednou z nejdulezitéjsich a nejdéle a nejcastéji pouzivanych 2D-NMR technik je homonuklearni
korelované 'H-'H COSY (COrelation SpectroscopY). Zakladni verze pulzni sekvence tohoto
experimentu obsahuje pouze dva 90° pulzy oddélené evolucni dobou t;. Spektrum ma v obou
frekvencnich dimenzich chemické posuny vodikld. COSY spektrum je symetrické podle diagondly a
objevuji se v ném dva typy signal(i: diagonalni signaly reprezentuji plivodni 1D spektrum (nepfinasi
tedy Zadnou informaci navic proti 1D spektru) a mimodiagonalni signaly ("krospiky"), které indikuji
skalarni interakci mezi jadry (Obrazek 3.23). Interagujici partnery lze nalézt pomoci horizontalni a
vertikalni ¢ary vychazejici z krospiku a protinajici diagonalu. Vzhledem k symetrii spektra podle
diagonadly lze tuto proceduru provést v levém hornim anebo pravém dolnim trojuhelniku.
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Obrazek 3.23. COSY spectrum 2-nitroanilinu s naznatenym postupem pfifazeni signall. Spektrum je
symetrické podle diagondly naznacené cernou prerusSovanou ¢arou. Ve spektru jsou patrné i malo
intenzivni krospiky odpovidajici skalarnim interakcim pres Ctyfi vazby (H3—H5 a H4-H6).

BéZny COSY experiment obvykle spolehlivé deteguje interakce J > 2 Hz. Velmi malé interakce (<
2 Hz) Ize prokazat pomoci "long-range COSY" experimentu, pomoci kterého lze casto detekovat i
takové interakce, které nejsou rozliSeny v 1D spektru.

Odlisny zplsob prenosu informace o J(H,H) je vyuZivdin v TOCSY (TOtal Correlation
SpectroscopY) (obrazek 3.24). V prlbéhu této pulzni sekvence se vyuZiva takzvany spinlock, tedy
»uzamceni“ vektorl magnetizace v roviné xy pomoci magnetického pole vyvolaného rychlym sledem
180° pulzll. BEéhem spinlocku se spinovy systém nevyviji podle magnetického pole B, (tedy pole
supravodivého magnetu) ale podle magnetického pole, které udrzuje vektory magnetizace v roviné
xy. Béhem spinlocku je magnetizace postupné prenasena mezi vsemi vodiky urcitého izolovaného
spinového systému. Izolovanym spinovym systémem rozumime ¢ast molekuly, jejiz Zddny vodik nema
skalarni interakci s Zddnym vodikem z jiné ¢asti molekuly. Typickym prikladem jsou oligosacharidy
nebo oligopeptidy, kde kazda monosacharidova nebo aminokyselinova jednotka tvofri jeden izolovany
spinovy systém. TOCSY spektrum v idedlnim pfipadé obsahuje pro kaidy vodik krospiky se viemi
ostatnimi vodiky daného spinového systému.
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Obrazek 3.24. TOCSY spektrum zobrazeného allyl glycidyl etheru. V3echny vodiky v pozicich 1-3 tvofi
jeden spinovy systém a vSechny vodiky v pozicich 4—6 tvori druhy spinovy systém. V TOCSY spektru
vidime korelace mezi vSemi vodiky daného spinového systému. VSimnéte si neekvivalence CH, vodiki
v polohdch 1, 3 a 5. Vodiky v téchto polohach jsou diastereotopni (viz kapitola 9.2). Na obrazku 3.25
je pro porovnani zobrazeno COSY spektrum téze slouceniny.
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Obrazek 3.25. COSY spektrum allyl glycidyl etheru.

NOESY a ROESY experimenty jsou dalsi béZzné mérené homonuklearni korelované 2D
experimenty. Krospiky v NOESY a ROESY spektrech nesouvisi se skaldrni interakci mezi jadry ale
s prostorovou blizkosti jader. Tento typ experiment( je podrobnéji probran v kapitole 5.

Korelované 2D NMR experimenty maji v sou¢asné dobé mnohem vétsi praktické uplatnéni nez
experimenty rozliSené, jejichz méreni je Zadouci pouze ve specidlnich pfipadech. Princip vzniku
heteronuklearniho rozliSeného spektra byl popsan vyse, ukazka takového spektra je na obrazku 3.26.
Pfiklad homonuklearniho rozliSeného spektra je na obrazku 3.27. Tento experiment umoZznuje
separovat chemické posuny vodikl v ose F, od interakénich konstant J(H,H) v ose F,. Projekce do osy
F, je ekvivalentni *H NMR spektru s "kompletnim dekaplinkem vodikd" (singlety pro kazdy H) a fezy
rovnobézné s osou F, predstavuji separované multiplety jednotlivych vodikd.
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Obrazek 3.26. Heteronuklearni rozlisené spektrum allyl glycidyl etheru.
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Obrazek 3.27. Cast homonukledrniho rozlieného spektra allyl glycidyl etheru. Signaly jsou v tomto

spektru mirné naklonéné podél osy F;, (osa interakénich konstant), toto naklonéni Ize odstranit
béhem zpracovani spekter.
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4. RELAXACE V NMR SPEKTROSKOPII

Magnetizace sméruje v rovnovazném stavu ve sméru osy z. Aplikaci elektromagnetickych pulzl
sta¢ime magnetizaci z osy z a jaderny spinovy systém je vyveden z rovnovahy. Systém se postupné
vraci zpét do rovnovdziného stavu a tomuto jevu fikdme relaxace. V NMR spektroskopii se rozlisuji
dva typy relaxacnich déji: podélna relaxace a pFicna relaxace.

4.1 Podélna relaxace

Béhem podélné relaxace (spin-mfizkové, longituddini) se znovu buduje rovnovaina
magnetizace v ose z. Napfiklad v pulzni sekvenci pro méfeni vodikovych NMR spekter je 90° pulz,
ktery sklopi magnetizaci z osy z do roviny xy. Bezprostfedné po tomto pulzu je tedy magnetizace
v ose z nulova. Diky podélné relaxaci se znovu vybuduje rovnovazna magnetizace v ose z. Nar(st
magnetizace v ose z probihd podle rovnice

M,=M, (1-e"/T1)

kde M, je velikost magnetizace v ose z, M, je rovnovdzna magnetizace, t je ¢as po 90° pulzu a T, je
spin mfizkovy relaxaéni ¢as (obrazek 4.1). Cim je T, kratsi, tim rychleji je znovu dosaZeno
rovnovdzného stavu. T, byva nejcastéji viadech stovek milisekund az sekund, ale v nékterych
pfipadech miZe byt i mnohem kratsi nebo delsi (az nékolik hodin). Podélnd relaxace je také
zodpovédna za vybudovadni magnetizace po vloZeni vzorku do magnetického pole. Celkova
magnetizace vzorku mimo magnetické pole je nulova a po umisténi v magnetickém poli se postupné
buduje se stejnym charakteristickym ¢asem T; jako po excitaci spinového systému
elektromagnetickymi pulzy.

M, M,

____________________ —_——— - —_ ———ee—eee—ee e — ___M
095MyF——————————= Mo 0,90M,f-——————————= 0
0,86M,[~~~~ "~ | } 0,73M,f——————= ‘ !

= o
| |
0,63M, [~~~/ ! | 0,26M,|——— | | |
| | | — | | |
| | | 0 | | |
| | | Ly \ |
| | | Ly \ |
| | | Ly | |
| I I b | I
| | | Ly \ \
I L
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T, 2T, 3T, T, 2T, 3T,

Obrazek 4.1. Vlevo: navrat podélné magnetizace M; k rovnovazné hodnoté M, po 90° pulzu. Vpravo:
navrat podélné magnetizace M; k rovnovazné hodnoté M, po 180° pulzu.

Alespon pfibliznd znalost relaxacniho casu T; je dullezitd pro nastaveni repeticniho casu
pulznich experiment(l. Prodleva d, na zacatku kazdého prichodu pulzni sekvenci musi byt dostatecné
dlouha, aby spinovy systém dosahl stavu blizkého rovnovaze. To nebyvd problém pfi méreni
vodikovych spekter, protoze vodikova jadra maji vétSinou kratké relaxacni casy T;. Néktera uhlikova
jadra (hlavné kvartérnich uhlikovych atom() ale mohou mit relaxacni ¢as T, delSi a pfi béZném
nastaveni repeti¢niho c¢asu uhlikového experimentu (napfiklad 3 sekundy) se jejich magnetizace
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nedostane do rovnovazného stavu. V dalsim prichodu pulzni sekvenci je po excita¢nim pulzu velikost
magnetizace v roviné xy mensi neZ u plné zrelaxovanych jader a intenzita vyslednych signall ve
spektru je tedy nizsi. To je jeden z dlvodd, pro¢ se béina uhlikova spektra nedaji integrovat
(druhymn divodem je nuklearni Overhauseriv efekt — kapitola 5).

Pro méreni relaxacnich ¢asl T; se pouziva pulzni sekvence ,inversion recovery” (obrazek 4.2).
Tato sekvence obsahuje 180° pulz, ktery sklopi magnetizaci do osy -z, poté nasleduje prodleva T,
kterou miZeme ménit. BEhem prodlevy T dochazi k podélné relaxaci, magnetizace v -z se zmensuje,
prochdzi nulou a pak se znovu vytvafri magnetizace v ose +z. Po prodlevé t nasleduje 90° pulz a
detekce signalu. Priklad méreni uhlikovych relaxacnich ¢astl je na obrazku 4.3.

180° (y) 90° (y)
d T T
z z z
v/
y y T y
Stav na konci Stav po Stav na konci Signal ve spektru
180° pulzu prodlevé t 90° pulzu
z z z
1=0,5T;
y y y
z z z
=2 TI
y y y

Obrazek 4.2. Pulzni sekvence Inversion recovery a vyvoj spinového systému v pribéhu této sekvence
v zavislosti na délce prodlevy t.
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4.2 PFicna relaxace

Béhem pricné relaxace (spin-spinové, transversalni) dochazi k ubyvani magnetizace v roviné xy.
PFicnd relaxace spociva ve vzajemné interakci jader, spojené s vyménou orientace jejich spin( a
prfedanim energie. Zkracuje stfedni doby Zivota jader v excitovaném stavu, ale nevede ke vzniku
prebytku jader na nizsi energetické hladiné. Dlsledkem pri¢né relaxace ubyva intenzita snimaného
signalu (FIDu). Ubytek magnetizace v roviné xy probiha podle rovnice

My =My - e_t/Tz

kde M,, je velikost magnetizace v roviné xy, M, je magnetizace v roviné xy po 90° pulzu, t je ¢as po
90° pulzu a T, je spin mtizkovy relaxaéni ¢as (obrazek 4.4). Cim je T, kratsi, tim rychleji ubyva
magnetizace v roviné xy a také FID ubyva rychleji. Kratké ¢asy T, maji za nasledek rozsifeni signalli ve
spektru (viz kapitola 2.4 o Fourierové transformaci). T, byva nejcastéji v radu stovek milisekund az
sekund. Obecné lze fici, Ze velké molekuly (napf. proteiny, polymery) maji kratké relaxacni asy T, a
signaly téchto latek proto byvaji rozsifené. Naopak malé molekuly (napf. bézna rozpoustédla) maji T,
dlouhé a ve spektru maji uzké signaly. Relaxacni ¢as T, je vidy kratsi nebo rovny casu T; (nikdy
nemUzZe nastat situace, Ze magnetizace je jesté stale v roviné xy — nedoslo k pficné relaxaci, ale uz je i
v ose z— doslo k podélné relaxaci).

0,37M,,

0,14M,,
0,05M,,

T, 2T, 3T,

Obrazek 4.4, Doznivani pficné magnetizace Myy k nulové rovnovazné hodnoté po 90° pulzu.

Pro méreni relaxacnich ¢asli T, se pouZiva pulzni sekvence spinové echo (kapitola 3.1). Tato
sekvence zacina prodlevou, béhem niz se v systému ustanovi rovnovazny stav. Poté nasleduje 90°
pulz, ktery sklopi magnetizaci z osy zdo roviny xy. Béhem doby t vykonava magnetizace precesni
pohyb kolem osy z se svoji Larmorovou frekvenci. Za dobu t se magnetizace otoci o uUhel ¢. Poté
nasleduje 180° pulz podél osy x, ktery ponecha magnetizaci v roviné xy, ale preklopi ji na druhou
stranu osy x. Béhem doby t vykondva magnetizace opét precesni pohyb kolem osy z. Za dobu 1 se
magnetizace otoci o stejny Uhel ¢ a tim padem se vrati opét do osy x, ale jeji intenzita je snizena kvdli
pri¢né relaxaci, ke které doslo v priibéhu této pulzni sekvence. Cim je doba t del3i, tim je vysledna
magnetizace v ose x mensi. Priklad méfeni uhlikovych relaxacnich ¢ast T, pomoci spinového echa je
na obrazku 4.5.
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4.3 Relaxacni mechanismy

Spontanni relaxace (bez externich vlivll) je pro izolovana jadra se spinem % prakticky nulova.
Aby mohlo dochazet k relaxaci, musi na jadro pUsobit fluktuujici magnetické pole. Hlavnim zdrojem
fluktuujiciho magnetického pole je molekulovy pohyb, diky kterému dochdzi ke zménam ve
vzdalenosti a vzdjemné orientaci daného jadra s dalSimi magneticky aktivnimi jadry v molekule.
Molekularni pohyb Ize popsat efektivnim korelacnim ¢asem 1, ktery v pfipadé translacniho pohybu
definuje prdmérny cas mezi dvéma srazkami molekul anebo pfi rotaénim pohybu stfedni cas
pootoceni molekuly o 1 radidan. Hodnota t¢ souvisi s velikosti a symetrii molekuly, viskozitou a
teplotou. Typicky korelaéni &€as malych molekul v neviskdznich rozpoustédlech je v Fadu 107 sekund

Rychlost spin-mftizkové relaxace (1/T;) je nejvyssi, kdyz korelaéni frekvence molekuldrniho
pohybu (1/t¢) je blizka rezonancni frekvenci relaxujicich jader (t¢ - wy ~ 1) a rychlost relaxace kles3, je-
li molekuldrni pohyb vyrazné rychlejsi nebo pomalejsi. Naproti tomu k rychlosti spin-spinové relaxace
(1/T,) prispiva nizko- i vysokofrekvencni molekularni pohyb, takze 1/T, monoténné klesa s klesajicim
Tc.

Souvislost relaxacnich ¢ast T;, T, (resp. relaxacnich rychlosti 1/T; a 1/T, ) s korelaénim ¢asem t¢
(resp. korelacni frekvenci 1/t¢ ) ukazuje obrazek 4.6. Za podminek rychlé molekularni reorientace (tc
Wy << 1 - tzv. podminka extrémniho zlUZeni Car, ktera byva splnéna pro vétsinu organickych latek v

roztocich, s vyjimkou nékterych makromolekul) jsou obé relaxacni rychlosti a tedy i relaxacni ¢asy T; a
T, stejné.

Pozorované relaxaéni rychlosti 1/T, a 1/T, jsou sumou relaxaénich rychlosti nékolika rdznych
mechanism, jez k relaxaci pfispivaji.

10% 1 T, —vysoké pole//

10° 1 T, — nizké pole

107 4

1072 1
1073 |

T, T,/s

10—4 4
105

Velikost molekuly
10t

1012 10** 10 10° 10® 107 10° 10° 10

Korela¢nicast./ s

Obrazek 4.6. Schematicky zndzornény vztah mezi relaxaénimi ¢asy T3, T, a korelacnim casem t.

Dipol-dipolova relaxace (DD) je zplisobena interakci magnetickych dipold jader a je dominujicim
relaxacnim mechanismem pro jadra se spinem %. Existuji dva typy interakce mezi magneticky
aktivnimi jadry: skalarni (J) interakce, kterd je zprostfedkovana elektrony a pfima dipdl-dipdlova
(nebo dipolarni) interakce, ktera zavisi na vzdalenosti mezi jadry a jejich vzajemné orientaci vUci
magnetickému poli. Na rozdil od skalarni interakce nevede pfima dipdl-dipdlova interakce k Stépeni
signall latek v roztoku, protoze rychla reorientace molekul vede k zprimérovani této interakce na
nulovou stfedni hodnotu. Rychlé zmény velikosti této interakce v pribéhu molekulovych pohyb( ale
prispivaji k relaxaci. Rychlost dipdl-dipdlové relaxace klesd s Sestou mocninou vzdalenosti
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interagujicich jader a tato relaxace je tedy nejucinnéjsi pfi interakcich mezi pfimo navazanymi atomy.
To je dlvodem, proc kvartérni uhlikové atomy mivaji delsi relaxacni ¢asy neZ uhliky s pfimo
navazanymi vodikovymi atomy. Rychlost dipdl-dipdlové relaxace je také pfimo Umérna
gyromagnetickym pomériim interagujicich jader. Z tohoto diivodu jsou relaxaéni rychlosti jader 2*C
v deuterovanych rozpoustédlech mensdi nez v molekulach s vodikem *H (*H mé priblizné 6,5 krat
mensi gyromagneticky pomér nez 'H).

Kvadrupodlova relaxace (QR) je obvykle dominujicim relaxaénim mechanismem pro jadra se
spinem [ > %, kterd maji elektricky kvadrupdlovy moment v dlsledku nesférického rozloZeni
elektrického naboje. Molekularni pohyb pak vede k fluktuaci elektrického pole a mlzZe prispivat k
relaxaci. Rychlost kvadrupdlové interakce zavisi na velikosti kvadrupdlového momentu jadra, ktery je
konstantni pro dany izotop, a symetrii molekuly. Néktera kvadrupolarni jadra, napfiklad *H nebo °Li,
maji maly kvadrupdlovy moment a jejich relaxace neni vyrazné rychlejsi nez u jader se spinem % a lze
je vroztoku bez problémd méfit. Jadra s velkym kvadrupdlovym momentem mivaji vyrazné kratsi
relaxacni ¢asy T, i T,, coZ vede ke znacnému rozsiteni jejich signall ve spektru, ¢asto neni ani mozné
rozlisit signaly jednotlivych neekvivalentnich jader v molekule. Kvadrupolarni relaxace muze ovlivnit i
okolni magneticky aktivni jadra X, protoZe rychla relaxace mize rozsitit nebo zcela odstranit skalarni
interakce s kvadrupolarnim jadrem, coz pfispiva k relaxaci jadra X (mechanismem skalarni relaxace).
Tento efekt Ize béiné pozorovat napfriklad pro **N-H, **N-C, 'B—H a *B—C skupiny. Naptiklad byva
obtizné pozorovat protony nebo uhliky pfimo navazané na bor, protoze jejich signaly jsou rozsifené
timto mechanismem. Ze stejného dlvodu vétsinou nejsou ve vodikovych nebo uhlikovych spektrech
pozorovatelné skalarni interakce s dusikem N (pfestoze N je magneticky aktivni a ma témé¥ 100%
pfirozené izotopové zastoupeni). Skalarni interakce s dusikem N Ize pozorovat pouze pro molekuly
s tetraedrickou symetrii, napfiklad tetraalkylamonné soli nebo amonné kationty. Obrazek

Spin-rotacni relaxace (SR) se vyrazné uplatriuje u velmi malych molekul ¢i velmi rychle rotujicich
skupin (napf. CH3), zvlasté pfi vyssich teplotdch a v plynech. Rychle rotujici molekuly a skupiny s
malym momentem setrvacnosti generuji rota¢ni magneticky moment, ktery mzZe interagovat s
jadernym magnetickym momentem a vést k relaxaci jadra.

Relaxace anizotropii chemického posunu (CSA). ProtoZe stinici konstanta o je obecné
anizotropni (jeji hodnota zavisi na orientaci molekuly viéi poli By), zpUsobuje rotace molekul
nahodné fluktuace magnetického pole. Molekuldrni reorientace sice zprimeéruji velikost stinéni
(chemického posunu) jadra, ale fluktuujici slozky magnetického pole s vhodnymi frekvencemi mohou
pfispivat k relaxaci jadra.

Skalarni relaxace (SC) se mlze uplatnit tehdy, kdyZ pozorované jadro ma skalarni interakci s
jinym jadrem a tato interakce je modulovana bud chemickou vyménou, nebo relaxaci tohoto jadra.
Fluktuace skalarni spin-spinové interakce J pak mlze vést k fluktuujicim magnetickym polim v misté
pozorovaného jadra a pfispivat tak k jeho relaxaci.

Podobnym zplsobem jako krelaxaci pfispivaji vzdjemné interakce mezi jadry (skalarni a
dipolarni) mohou relaxaéni c¢asy vyznamné zkracovat i interakce s neparovymi elektrony
v paramagnetickych latkach. Pritomnost paramagnetickych iontli v méreném roztoku muiZe zpUsobit
znacné rozsifeni spektralnich car. ZvySeni relaxacnich rychlosti pti interakcich s neparovym
elektronem vyuZivaji relaxacni €inidla (napriklad tris(acetylacetonat) chromity, xx), ktera prispivaji
rovhomeérné ke zvySeni relaxacnich rychlosti jader substratu a umoznuji tak zkratit repeticni ¢as
pulzni sekvence (zkracenim doby d; nutné pro navrat do rovnovainého stavu). Pokud je
paramagneticky ion pevné vazan v komplexu nebo molekule (napfiklad v metaloproteinech), Ize
paramagnetickou relaxaci vyuZit k ziskavani strukturnich informaci, protoZe tato relaxace (a tedy
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rozsiteni signald) klesa se Sestou mocninou vzdalenosti jadra od paramagnetického centra. Molekuly
kysliku O, jsou také paramagnetické a mohou zkracovat relaxacni ¢asy latek v roztoku, proto je tfeba
pred mérenim relaxacnich ¢asu kyslik z roztoku odstranit budto vakuem nebo probublanim roztoku
dusikem nebo argonem.

ProtoZe rychlost NMR relaxace Uzce souvisi s pohybem molekul, Ize méreni relaxaénich ¢asl
vyuzit ke studiu molekulové dynamiky. Naptiklad rlizné rychlosti molekulovych pohybu v rlznych
¢astech (segmentech) molekuly se projevi na rychlosti relaxace. Napfiklad *°C relaxaéni ¢asy T; v 1-
bromdekanu jsou pftiblizné stejné pro vsechny uhliky v centralni ¢asti molekuly, ale prodluzuji se
blizko konc(, kde je konformacni flexibilita a rychlost molekulovych pohyb( vyssi. V dekan-1-olu se
uhlikové T, Casy postupné zkracuji, ¢im blize je dany uhlik blize OH skupiné, coz je pravdépodobné
disledek ,ukotveni” OH skupin vzdjemnymi mezimolekulovymi vodikovymi vazbami. Efekt
molekulové dynamiky lze také vypozorovat u cholesterol chloridu, kde vSechny CH uhliky umisténé
v cyklickém skeletu molekuly maji priblizné stejné T, ¢asy (0,5 s) a T, ¢asy CH, uhlik(l v této ¢asti
molekuly jsou pfiblizné 0,25 s (diky dvojnasobné C—H dipolarni interakci) — tato rigidni ¢ast molekuly
se pohybuje jako jeden celek. Uhlikové T; ¢asy v bocnim fetézci jsou kvuli zvysené mobilité delsi.
Podobnym zplsobem lze studovat i molekulovou dynamiku biomolekul. Napfiklad relaxacni casy
v proteinech se budou vyznamné lisit pro rigidni globule a flexibilni oligopeptidové smycky.
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Obrézek xx. T; hodnoty vybranych *C jader v cholesterol chloridu.
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