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

Dnes jsou tradi¢ni metody NMR spektroskopie nepostradatelnou pomickou syntetického
techniky umozniuji resit struktury i velmi komplikovanych slouéenin, napf. sekunddrni a tercidrni
struktury biopolymerl, a studovat interakce mezi nimi. Obrovskou vyhodou NMR spektroskopie
biomolekul je, Ze mGzeme 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 primyslu a ve fyzice pevnych latek.

1.1 Historicky uvod

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 vétSinou
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(l se objevil v roce 1965. Od té doby se NMR spektroskopie velmi rychle rozvijela a
stala se nezbytnou soucasti strukturni analyzy. Zavedeni supravodivych magnetl a jejich
zdokonalovani umoznilo postupné zvySovani intenzity magnetického pole a tim i citlivosti a rozliseni
metody. Objev dvoudimenziondlnich technik v 70.tych letech dvacdtého 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 atomU v malych
prostorovych elementech uvnitt objektl daly vzniknout NMR zobrazovani (NMR imaging, MR
tomografie, MRT).

e~ O vyznamu nukledrni magnetické rezonance svédci i nékolik |2 e
/&{ p S \ Nobelovych cen udélenych vtéto oblasti. Vroce 1943 ziskal q?\
zqﬂ/” ( | Nobelovu cenu za fyziku Otto Stern za objev magnetického -

3 momentu protonu.

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 prispévek k rozvoji
vysoce rozlisitelné nuklearni magnetické rezonance, zavedeni pulznich technik méreni a
pouziti Fourierovy transformace a zavedeni dvoudimenzionalnich 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 mUzZeme atomova jadra jednotlivych izotop( 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 poc¢tem protond i neutron(, jako
napt. °C, '°0, *’S. Tato jadra nemaji jaderny magneticky moment p a nejsou v NMR spektroskopii
pozorovatelna ani nijak neovliviiuji spektra jinych izotopd.

2. Jadra se spinovym kvantovym éislem | = 1/2. Tato jadra maji jaderny magneticky moment a
jsou snadno méfitelna. Prikladem je proton, 'H, ktery ma vysoké pfirodni zastoupeni, a je nejbéznéji
méFenym jadrem. Uhlik *C predstavuje dalsi ¢asto mérené jadro. Ma nizsi citlivost a zaroveri nizké
pfirodni zastoupeni (1.11%), takze jeho signaly jsou zhruba 5700 x slab$i ne? signaly 'H. Dalsi jadra se
spinem 1/2 jsou napriklad N, *°F, *'p.

3. Jadra se spinovym kvantovym cislem / > 1/2. Tato jadra maji vedle jaderného magnetického
momentu i kvadrupolovy moment a jsou velmi ¢asto obtizné méfitelna. Jadra s lichym nukleonovym
Cislem (soucet poctu protont a neutron() maji polociselnad spinova kvantova ¢isla (1/2, 3/2, 5/2...).
Jadra se sudym nukleonovym Cislem a lichym poctem protont maji celociselna spinova kvantova cisla
(1,2,3..).

Atomova jadra s nenulovym spinem maiji vlastni jaderny magneticky moment u

_yhJIT + 1)

B 2n

kde h je Plancova konstanta a y je tzv. gyromagneticky pomér, konstanta charakteristicka pro
jaddro 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
plsobeni magnetického pole a magnetického momentu jadra precesni pohyb vektoru magnetického
momentu jadra u kolem sméru By s frekvenci

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

E =—ymhB,/ 2t
Soustfedime-li se na nejcastéji mérena jadra se spinovym cislem / = 1/2, magnetické kvantové
Cislo muze nabyvat dvou hodnot m = -1/2 a m = 1/2. Jaderny magneticky moment mlze mit v

magnetickém poli o indukci B, dva stavy s energetickymi hladinami oznacovanymi a a f3:

E,=-05yhB,/ 21t
Ez=0,5yhB,/ 2nm,

mezi nimiz je energeticky rozdil:

AE = yhBy/2 1t



Tento energeticky rozdil odpovida 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 hladinach 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 a a ve spinovém stavu B lze vypocitat pomoci
Boltzmannova zdkona:

No/Nj=eBE/ KT,

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

Citlivost NMR spektroskopie je nejvétsi slabinou této spektralni metody. V porovnani napfriklad
s hmotnostni spektrometrii je mnoZstvi latky nutné pro analyzu mnohem vyssi — radové miligramy.
Takové mnoistvi 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 spektrometrd i méticich technik je vedena snahou o zvyseni citlivosti.

Intenzita signall (A) je dileZitou informaci, kterou je mozno z NMR spekter ziskat. Udava se
relativné v(ci ostatnim signdldm a lze ji vyjadrit vzorcem:

niByI(I + 1)
T

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 signdlu Umérna poctu ekvivalentnich jader v
molekule. Z vySe uvedeného vzorce také vyplyva vztah mezi intenzitami signdld rlznych jader.
Zméfime-li na stejném pfistroji a pfi stejné teploté protonové a kiemikové spektrum slouceniny
obsahujici seskupeni -SiCH3, zjistime, Ze intenzity signal( 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, pripadné vétsi kyvety. DalSi moznosti je pouZivat dlouhé
akumulace spekter.

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

V tabulce 2.1 jsou shrnuty dllezZité magnetické vlastnosti jader vybranych izotopU. VSimnéte si,
Ze gyromagneticky pomér y mdze mit kladné i zaporné znaménko. Jadra s opacnym znaménkem y
maji opacny smér precese jejich jadernych magnetickych momentl. 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. Hovofime tak ¢asto o 500 MHz NMR spektrometru, ,intenzité pole 500 MHz“ a
podobné. V poslednim sloupci tabulky je uvedena relativni citlivost izotopl pro méfeni 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  a nizsi prebytek spinovych
stavll a v rovnovaze. K nizké citlivosti nékterych izotopl pfispiva i jejich maly pfirozeny vyskyt.
Naptiklad izotop *C ma pfirozeny vyskyt kolem 1% a zbytek (99%) jsou magneticky neaktivni jadra
12C, to znamend, Ze pouze jedna setina uhlikovych jader pfispiva k NMR signalu.

Tabulka 2.1. Magnetické vlastnosti izotopl nejdulezitéjsich prvku, které se vyskytuji v organickych
latkach.

, ) Pfirozeny v/ NMR frekvence v poli .
Jadro  Spin , 7 1 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 - - -
Bc 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
B 1/2 100 25,18 470,4 MHz 83
3p 1/2 100 10,84 202,4 MHz 6,6

Jak jiz bylo uvedeno, jadra s I = 1/2 mohou nabyvat dvou spinovych stav. V NMR se ustalilo
pouzivani soufadného systému tak, Ze kladny smér osy z mifi ve sméru magnetického pole. V
rovnovazném stavu mimo magnetické pole maji jaderné magnetické momenty nahodnou orientaci
(Obrazek 2.1), v magnetickém poli maji jaderné magnetické momenty také nahodnou orientaci, ale
postupné se vytvofi mirny prebytek jader s energetickou hladinou a, které maji kladny primét
jaderného magnetického momentu do osy magnetického pole (z). Navic v magnetickém poli vSechny
jaderné magnetické momenty vykondvaji 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 Ize urcitymi zplisoby 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 vloZzena do téhoz magnetického pole budou rezonovat pfti stejné frekvenci. Kdyby
tomu tak bylo, nemélo by smysl hovofit o NMR spektrech, protoze tato spektra by obsahovala pouze
jediny signdl pro kazdy izotop obsazeny ve vzorku.

Pozorovani NMR spekter je umoznéno tim, Ze jadra atomU jsou od magnetického pole, v ném?
se nachazeji, stinéna elektrony. Elektrony svym pohybem vytvareji magnetické pole, které ma opacny
smér neZ vnéjsi magnetické pole B,. Jadra stejného izotopu, kterd nemaji stejné chemické okoli (tedy
nejsou chemicky ekvivalentni) se lisi rozloZzenim elektron(i ve svém okoli a tim sice velmi nepatrnég,
ale pozorovatelné, intenzitou stinéni. Ta je Umérna vnéjSimu magnetickému poli B, a
charakterizujeme ji stinici konstantou o. Efektivni magnetické pole B, které plsobi na jadro,
vyjadfuje vztah

Bef=BO—O'BO=Bo. (1'0).

Jestlize na jadra plsobi rGzné velké efektivni magnetické pole, budou mit tato jadra i riznou
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 rezonanc¢ni frekvenci 500003635 Hz. V magnetickém poli o polovi¢ni intenzité, by
vodiky TMS rezonovaly pfi 250 MHz, vodiky CH; skupiny methanolu pfi 250000825 Hz a vodiky
benzenu pfi 250001817,5 Hz. Pro vyjadfovani rezonancnich frekvenci se ujala stupnice chemického
posunu & s jednotkou ppm (parts per milion). Chemicky posun je definovan takto:

6
6)( =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 ndm, Ze chemicky posun vodikd methylové skupiny



v methanolu je 3,3 ppm a chemicky posun benzenovych vodikl(i je 7.27 ppm. Hlavni vyhodou
chemického posunu & je to, Ze nezavisi na velikosti magnetického pole, tedy u rdznych NMR
spektrometrl s rdznymi indukcemi magnetického pole nabyva vidy stejné hodnoty. Jadra, kterd jsou
vice stinéna elektrony, maji nizsi chemicky posun. Smér od vyssich k nizsim chemickym posun(im é se
v NMR spektrech také nazyva smér k vyssimu magnetickému poli (,upfield shift”), k nizsi frekvenci
nebo diamagneticky posun. Opaény smér k vy$sSim hodnotam & se nazyva paramagneticky posun
nebo smér k nizs$imu poli (,downfield shift”) nebo smér k vyssi frekvenci (Obrazek 2.2).

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

~ee——
m———

diamagneticky posun
vy$si magnetické pole
(“upfield” posun)
nizsi frekvence
vétsi stinéni

TMS

Benzen

S [ppml

Obrazek 2.2. Schematické znazornéni NMR spektra se signdly pfi vy$sSim 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). Naptiklad v molekule
benzenu jsou diky symetrii viechna uhlikova 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 viechna
uhlikova jadra chemicky ekvivalentni; diky symetrii molekuly budeme v *C spektru ocekavat 5
signal(: jeden signal uhliku methylové skupiny, jeden signal kvartérniho aromatického uhliku a tfi
signaly CH aromatickych uhlik(i. Uhliky C2 a C6 jsou chemicky ekvivalentni a budou mit spole¢ny
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 signdly: jeden pro vodiky methylové skupiny
(tri vodiky v methylové skupiné jsou vZdy ekvivalentni) a tfi aromatické signdly, z nichZ dva budou mit
dvojndsobnou intenzitu.
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Obrazek 2.3. C NMR spektra benzenu a toluenu.

Chemicky ekvivalentnimi atomy nejlépe pozname podle toho, Ze pfi postupném nahrazeni
kazdého z nich jinym atomem vznikne vidy stejnd sloucenina. Napriklad diethylether obsahuje 6
chemicky ekvivalentnich protonli v methylovych a 4 chemicky ekvivalentni protony v -CH,- skupinach.
Nahradou kteréhokoliv z prvnich 6 atomd vodiku napf. chlorem vznikne 1-ethoxy-2-chlorethan,
kteréhokoliv ze zbyvajicich 4 vodik( 1-ethoxy-1-chlorethan. Protonové NMR spektrum diethyletheru
bude tedy obsahovat dva signaly, jejichZz intenzity budou v poméru 6:4, tedy 3:2. Intenzity nejsou
predstavovany vyskou pas(, ale jejich plochou; ¢asto se nazyvaji integralnimi intenzitami. Uvedena
pravidla plati pouze pro spektra, u nichZ nebyla pouZita néjakd manipulace s populacemi na
jednotlivych hladinach. 'H NMR spektra jsou prikladem spekter, u nich? Ize takto pocty 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 vloZime do magnetického pole a do blizkosti vzorku
umistime civku, kterou protéka stfidavy proud o frekvenci v oblasti MHz. Potom ménime spojité
intenzitu magnetického pole B, nebo frekvenci proudu v civce. PFi splnéni vySe uvedené rezonancni
podminky dojde k absorpci radiofrekvenéniho zareni, kterou mizeme méfit rlznymi zpUsoby
béZnymi v elektrotechnice. CW NMR spektrometry se béiné vyrabély az do sedmdesatych let
minulého stoleti. Jejich elektronika byla pomérné jednoducha a ke zpracovani dat nebyl tfeba
pocitac. Generator frekvence byl fizen pozici pisadtka na ose X zapisovace nebo osciloskopu a v ose Y
byl registrovan zesileny signal z mérice absorbce.

Vétsina soucasnych spektrometrl pracuje v jiném, tzv. FT (Fourier transform) modu. Pfi ném
jsou vSechna jadra jednoho izotopu excitovdna velmi kratkym radiofrekvencnim pulzem o trvani
fadové nékolik us. Tak kratky pulz ma jistou neurcitost frekvence a pokryje obvykle frekvencni oblast
vSech jader jednoho izotopu. Pulz ma za nasledek vychyleni vektoru magnetizace M z osy z, typicky je
napriklad 90° pulz, ktery stoci 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 exponencialné tlumené periodické funkce predstavujici soucet



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

Vyhodou FT NMR spektroskopie je pfedevsim moZnost opakovat rychle po sobé stejnd méreni
a vysledné FIDy scitat. Tim se zvySuje citlivost méfeni a je mozno méfit i zfedéné vzorky nebo jadra s
velmi malou citlivosti. Intenzita signdlu roste imérné poctu akumulovanych FIDU, intenzita Sumu
roste s poctem akumulaci tmérné jejich druhé odmocniné. Provedeme-li tedy akumulaci 100 FID{,
zlepsi se pomér signalu k Sumu 10x. Chceme-li zlepsit pomér signalu k Sumu dvojnasobné, musime
pocitat pro experiment se ¢tyfnasobné dlouhou dobou (obrazek 2.4). Druhou vyhodou FT NMR je
moznost pomoci pulzl manipulovat se spinovymi systémy ¢i s populacemi na jednotlivych hladinach
a tim ziskdvat spektra obsahujici dalsi cenné informace.

C4

b, Hcs ) )c1

CSJ Cé
ns =1024

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

5(©°C) / ppm
Obrazek 2.4. C NMR spektra (s 'H dekaplinkem) allyl glycidyl etheru méfena s riiznym poétem
prichod( 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 ndstroj, ktery umoznuje z ¢asového zaznamu (FIDu) ziskat spektrum. Na obrazku 2.5 je
nékolik prikladli ¢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 zméteny u vzorku s jednim
signalem. Fourierovou transformaci této klesajici funkce vznikne signdl u 2 Hz. Polositka signalu (Sitka
signalu v poloviné jeho vysky) souvisi s rychlosti klesani cosinové funkce. Cim rychleji klesa periodicka

10



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 dalSim obrazku 2.5d je opét klesajici cosinova funkce, tentokrat s periodou pét cykll za
sekundu. Spektrum vzniklé po Fourierové transformaci obsahuje jeden signal u 5 Hz. Na obrazku 2.5e
je Casova funkce, ktera vznikla sou¢tem dvou klesajicich cosinl 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 zdvislost) na spektrum (frekvencni
zavislost).



2.5 Magnetické interakce jader

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

1) Primé dipdl-dipolové (dipolarni) interakce jsou dusledkem vzajemného plsobeni
magnetickych momentd jader prostorem. V izotropnich prostfedich (kapaliny, roztoky) jsou tyto
interakce zpriimérovany k nule rychlymi reorientacemi molekul v disledku Brownova pohybu.

2) Nepiimé spin-spinové interakce (skalarni) jsou zprostfedkovany vazebnymi elektrony
(elektrony maji také svlj spin) a zpUsobuji Stépeni (multiplicitu) signdld pozorovatelné v NMR
spektrech méfenych v izotropnich prostredich.

Mechanismus nepfimé spin-spinové interakce si mliZeme ukazat na jednoduchém pfikladu
heteronukledrni interakce v molekule chloroformu *CHCl; (obrazek 2.6). Magneticky moment vodiku
zpUsobuje slabou magnetickou polarizaci vazebnych elektrond (energeticky vyhodnéjsi je opacna
orientace spinu jadra a elektronu). Spiny valenc¢nich elektrond 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 rlznymi znaménky
jadernych spint, kde se znaménka jadernych a elektronovych spint stfidaji.

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 lze pozorovat jeden signal odpovidajici tomuto pfechodu (a->f). Na obréazku
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 $tépeny na dvé energetické
hladiny. V tomto diagramu lze pozorovat dva rizné piechody jadra *C a->p. Oba prechody maji
razny energeticky rozdil AE, to se projevi ve spektru tim, Ze pozorujeme dvé rGzné frekvence. Signal
uhliku °C se tedy rozitépil na dvé linie o stejné intenzité. Stejné rozstépeni signalu mdzeme zaroven
pozorovat i v 'H spektru (energetické hladiny jadra 'H jsou rozétépeny diky interakci s jadrem *C).

J=0 Jz0
13c 1H 13c
P “_fl Bp
Tt oB

tt aa
—4t Pa

®® | 13C spektrum 1]

i 1

_Ta

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

Tato konstanta se oznacuje vlevo nahote 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 ptikladu molekuly *CHCl; ma p¥ima 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 vnéjSiho magnetického pole. Skalarni 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 ddle Stépena na dalsi linie
interakci s dal$im jadrem. U béznych jader s I = 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
signdlu.

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 pfi Stépeni dvéma chemicky ekvivalentnimi jadry a
tento tvar budou mit napt. signaly *C oznacenych v nasledujicich slou¢eninach: CH,Cl,, Cl,C=CH,.

Pokud nejsou interakéni konstanty stejné, pozorujeme ve spektru ctyfi linie o stejnych
intenzitach, tzv. dublet dubletii. Vzdalenosti 1. a 2. linie ¢i 3.a 4. linie predstavuji jednu interakéni
konstantu, vzdalenosti 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, ktera obsahuje tfi
ekvivalentni protony: CH;OH, CH;Cl.

Ostatni tvary multipletll nazyvame podle celkového vzhledu napf. dublet tripletd, triplet
dubletli a pod. Neni-li zfejmé, jakou strukturu signal ma (v disledku prekryvl ¢i spektra vyssiho
fadu), nazyvame ho obecné multiplet.

V pripadé stépeni signdlu skalarnimi interakcemi se stejnymi velikostmi interakénich konstant
muUzeme pomeér intenzit linii ve vysledném multipletu zjistit z Pascalova trojuhelniku (obrazek 2.8).
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Obréazek 2.7. Stépeni signdlu jadra, které ma skalarni 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
sextet 1 5 10 10 5 1
septet 1 6 15 20 15 6 1
Obrazek 2.8. Pascalllv trojuhelnik — kazdé cislo v ném je vzdy soucet dvou Cisel, které se nachazeji nad

nim. Pomoci Pascalova trojuhelniku mGzZeme 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 signalt zplisobené spin-spinovymi interakcemi mliZe ztéZovat interpretaci *C NMR
spekter (dochazi k castéjsimu prekryvu signall) a navic zhorsuje pomér signalu k Sumu (napfiklad
signdl rozétépeny na dublet ma poloviéni vyéku neZ singlet) a tim snizuje citlivost méfeni *C NMR
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spekter a zvySuje se doba nutnd pro naméfeni spekter. Heteronukledrni (*H-'3C) spin-spinové
interakce lze odstranit pomoci takzvaného Sirokopasmového dekaplinku. Béhem celé doby méreni
3¢ spekter jsou jadra vodiku ozafovana dal$im elektromagnetickym polem s frekvenci odpovidajici
rezonancni frekvenci jader vodiku. To zplsobi rychlé prechody mezi spinovymi stavy a a § a tim
padem vyruseni spin-spinové interakce jader vodiku s jadry uhliku. 3C NMR spektra se vétdinou méfi
s dekaplinkem.

Heteronuklearni (*H-"*C) skaldrni interakce Ize pozorovat jako takzvané °C satelity v 'H NMR
spektrech. 99% uhlikovych jader ma izotop C a jsou tedy magneticky neaktivni a nezpUsobuji
$tépeni signall kvali skaldrnim interakcim. Proto napfiklad v *H NMR spektru chloroformu (CHCI3) je
majoritnim signalem singlet (obrazek 2.9). Izotop C, ktery je p¥irozené zastoupen pfiblizné v 1%
atomQ uhliku, zplsobuje Stépeni signadlu vodiku na dublet. Ve vodikovém spektru chloroformu
mUZeme pozorovat dva malo intenzivni signaly, které dohromady tvofi pfiblizné 1% plochy celkového
signalu. Tyto dva malé signaly se nachdzi témér symetricky kolem majoritniho signdlu a vzddlenost
mezi nimi ode¢tena v Hz odpovida interakéni konstanté YJ(*C="H).

x10

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

PR Sitatiot

T T T T T

755 750 745 7.40 735 7.30 725 7.20 715 710 7.05 7.00 6.95
5(*H) / ppm

Obréazek 2.9. C satelity v *H NMR spektru chloroformu.
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3. PULZNi SEKVENCE A JEJICH ELEMENTY

V moderni NMR spektroskopii se se spinovymi systémy casto manipuluje celou fadou po sobé
nasledujicich pulzli, mezi nimiz jsou urcité prodlevy, mluvime pak o pulznich sekvencich, které se daji
zapsat graficky. NMR experiment je jednoznacné definovan pfislusnou pulzni sekvenci, kterd
obsahuje detailni ¢asovy popis vSech déjl v pribéhu experimentu.

K popisu chovani spinového systému v pribéhu vétSiny jednoduchych pulznich sekvenci Ize
pouzit vektorovy model. Pro zjednoduseni popisu pohybu vektorli magnetizace se pouziva rotujici
systém souradnic, ktery ma s beZnou (laboratorni) soustavou soufadnou spolecnou osu z, a kterd
rotuje kolem této osy s frekvenci odpovidajici Larmorové frekvenci sledovanych jader.

Radiofrekvencni pulz (pomoci oscilujictho magnetického pole B; kolmého na smér pole By)
zpUsobuje otaceni vektoru magnetizace M kolem osy pole B;. Vliv radiofrekvenéniho 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
a, jehoz hodnota zavisi na délce a amplitudé pulzu. Vychazime-li z rovnovaziného stavu, kdy
magnetizace sméfuje podle osy z, 90° pulz (1/2 pulz) otoéi magnetizaci o 90° do roviny xy. 180° pulz
(mt 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
(fddové mikrosekundy) a intenzivni pulzy, nazyvané tvrdé pulzy (hard pulses), které excituji co
nejvétsi frekvencni oblast daného jadra. Spektralni Sitku Av excitovanou tvrdym 90° pulzem mlzeme
vypocitat podle pfiblizného vzorce:

Av = 1/4t,

kde t, je délka pouzitého 90° pulzu. Mimo tuto spektrdlni Sitku nedochazi k Uplné excitaci, sklapéci
Uhel je mensi nez 90° a intenzita signall ve spektru je nizsi. Vzdalenéjsi spektralni oblasti pak nejsou
excitovany vibec. Napfiklad 90° pulz o délce 5 us excituje spektralni oblast o Sifce asi 50 kHz, cozZ je
dostacujici pfi méfreni 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
$itka °C spektra na témize spektrometru odpovidd 200 x 125 Hz = 25000 Hz). Problém s excitaci
celého spektra naraz maze nastat p¥i méreni spekter fluoru *°F nebo dalsich jader s velkym rozsahem
chemickych posuntl. Budeme-li chtit napfilad méfit jadra *°F s chemickymi posuny v rozsahu 400 ppm
na 500 MHz spektrometru (rezonanéni frekvence jader *°F je pfiblizné 470 MHz), potiebovali bychom
dosdhnout 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 dlvodu je
nutné néktera spektra mérit po ¢astech s mensimi spektralnimi Sitkami.

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

cos a = exp(-t/T.)

kde T je relaxacni ¢as charakterizujici ndvrat magnetizace do osy z (viz kapitola 4.1).
Nepresnosti sklapéciho Uhlu, zplsobené nedokonalou kalibraci, nehomogenitami pole anebo
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rozdilem mezi rezonancni frekvenci a frekvenci pozorovaciho pulzu (rezonancni offset), Ize eliminovat
kompozitnimi pulzy. Napfiklad nepresné kalibrovany 180° pulz lze nahradit kompozitnim pulzem
sloZzenym z trojice pulz( (90°),, (180°),, (90°),, kde indexy oznacuji fazi pulzu.

Fazi se rozumi smér puUsobeni radiofrekvencniho pulzu vzhledem k rotujicimu systému
souradnic. Pulzni sekvence pouZivaji rlznych (avsak pfedem uréenych) fazi jednotlivych rf pulzd a
prijimacich obvodl tak, abychom ziskali poZzadované spektrum. Déale se pouZiva zmény fazi rf pulzl
pfi tzv. cyklovani fazi, které se standardné pouzivd za uUcelem odstranéni urcitych “ptistrojovych
nedokonalosti” a vybéru informace, ktera bude obsaZzena ve spektru.

Selektivni pulzy excituji pouze vybranou frekvencni oblast. Selektivity pulzu lze dosahnout
snizenim intenzity pulzu a jeho prodlouzenim. Moderni NMR spektrometry vyuZivaji k selektivni
excitaci tvarované pulzy, tvofené posloupnosti mnoha (nékolika stovek i tisictl) bez prodlev po sobé
nasledujicich pulz(, které se lisi amplitudou i fazi. Podle toho, jakou frekvencni oblast chceme
selektivné excitovat, mizeme urcit zplsob tvarovani vysokofrekvencniho pulzu. Pomoci tvarovanych
pulzl lze zaroven 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 zpUsobem, Ze k manipulaci se spinovym systémem dochazi postupné pomalou
zménou excitacni frekvence. Pfi poufZiti adiabatickych pulzi nejsou tedy jednotlivé spiny s rlznou
rezonancni frekvenci excitovany ve stejny okamzik.

Gradientovy pulz je dalSim moZznym elementem pulzni sekvence. Jednd se o kratkodobé
vytvoreni gradientu magnetického pole B, (obvykle ve sméru svislé osy z, méné Casto 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 téhoZ experimentu,
napt. 'H-'H COSY). Je to dano tim, 7e v negradientovych experimentech dosahujeme #adaného
signadlu a potlaceni signadld neZadoucich fazovym cyklovanim nékteré c¢asti pulzni sekvence a
postupnym nacitanim odezvy spinového systému, coZ vyZzaduje 4, 8 Ci vice prlchodu 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 potlaeni signalu rozpoustédla. V grafickém zaznamu pulznich sekvenci se
gradientové pulzy zapisuji do samostatné radky nazvané PFG (Pulse Field Gradient).

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

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

Pouziti druhého oscilujiciho 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 multipletd (odtranénim Stépeni signalG kvali skalarnim interakcim
s dekaplovanym jadrem).

Pfi selektivnim dekaplinku vodik(l se pouziva pole B, (s frekvenci rovnou rezonancni frekvenci
vybraného vodiku), které zpUsobi rychlé pfechody mezi energetickymi hladinami jader tohoto vodiku.
Doba Zivota t, 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 sou¢asné ozafovat jadra s rdznymi
rezonanénimi frekvencemi. Je-li takto ozafovana celd frekvenéni oblast protonového spektra
hovofime o Sirokopasmovém dekaplinku vodik(. V prfipadé dekaplinku protont (s sitkou spektra
napf. 10 ppm) to znamenad, Ze na spektrometru s pracovnim kmito¢tem 500 MHz musi dekaplink
pokryt frekvencni pdsmo alespor 5000 Hz. K tomu je tfeba pouzivat dekaplovaciho kmitoctu s vysSim
vykonem nez pfi selektivnim dekaplinku a nosny kmitocet modulovat.

V pulzni sekvenci je dekaplink oznacen obdélnikem ve vodikovém kanale a oznacenim BB
(zkratka z Broad Bend decoupling — Sirokopasmovy dekaplink). Sirokopdsmovy dekaplink vodiki
zapnuty v celém prdbéhu pulzni sekvence navic vede ke zvySeni rozdilG v populacich hladin
pozorovanych jader X (ustaveni NOE, kapitola 5) a tedy k vyssi intenzité namérenych signald.

Je-li silné pole B, umisténo mimo frekvencni oblast protonového spektra, jde o mimorezonanéni
dekaplink vodikd 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 moZnad pulzni sekvence obsahuje pouze jeden pulz a je vhodnad pro méreni
libovolného jaddra bez ozarovani 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 pfiklad si miZeme
predstavit, e méfime 'H NMR spektrum smési dvou latek (napfiklad CHCI; a CH,Cl). V kazdé z téchto
latek maji vodikova jadra jiné chemické okoli a tedy i jiné rezonancni frekvence, musime tedy
uvaZovat dva rizné vektory magnetizace.

90° (y)

Obrazek 3.1. Nejjednodussi pulzni sekvence.

Vyvoj spinového systému v pribéhu tfi ¢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 spind po pulzu nebo pulzech v pfedchozim
prichodu sekvenci (probéhne relaxace) a magnetizace obou slozek smési miti ve sméru osy z.

2. Nasleduje 90° pulz oznaceny obdélnikem. Civka obklopujici vzorek je ptipojena na vystup
vysokofrekvencniho zdroje (vysilace) a po dobu pulzu ji protéka proud s frekvenci, kterou nazyvame
frekvence pulzu. Pulz vytvofi po dobu svého trvani dalsi magnetické pole, které osciluje pravé s
frekvenci pulzu. Frekvence pulzu byva uprostied oblasti rezonancnich frekvenci sledovaného jadra.
Faze pulzu se uvadi ve schématu sekvence do zdvorky a v nasem pfipadé 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 vytvofené pole stihlo sklopit
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magnetizaci do sméru osy x. Pulz je tak kratky, Ze se témér neuplatni rozdil frekvenci jednotlivych
magnetizaci, v rotujicim systému soufadném sméruji obé magnetizace (Mcuaz @ Mcraciz) 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. Snimdni dat (akvizice), které se graficky oznacuje trojuhelnikem. Jednotlivé magnetizace
(Mcuciz @ Mcnaaa) 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 dé&j vyjadren tak, Ze Sipky predstavujici
jednotlivé vektory magnetizace opoustéji rovinu xy a po spirdle se vraceji do sméru osy z. V primétu
do roviny xy miZzeme béhem akvizice pozorovat dva rotujici vektory magnetizace, jejichZ velikost
postupné klesa.

Elektromagnetické pole vytvarené rotujicimi magnetickymi momenty jader indukuje v méfici
civce elektricky proud. Civka je orientovanou tak, Ze zaznamenava slozky vektorl 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 prispéji do
FIDu sinusoidami s odpovidajicimi frekvencemi. FID odpovidd soucltu téchto sinusoid, ma
komplikovany pribéh a odrazi ¢asovy pribéh celkové magnetizace vzorku, tedy vektorového souctu
vsech dil¢ich magnetizaci. S pfibliZovanim vektor(i rovnovaznému stavu intenzita FIDu klesa (zvétsuje
se slozka ve sméru osy z, primét do roviny xy se bliZi k nule).

Z Z Z 4

X /’_ §X QU X _// X
Yy Yy Yy Yy
Pocatecni Stav na Stav kratce po Stav v pribéhu
stav konci 90° 90° pulzu akvizice
pylzu

KJ X K X C@ X Kﬁ X

y y y y

Obrazek 3.2. Chovani magnetizaci béhem jednopulzni sekvence. Nahore je celkovy stav a dole

pramét 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).
Pouzivd se v fadé pulznich sekvenci bud k refokusaci chemickych posunl a heteronuklearnich
interakcnich 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 vykonava magnetizace precesni
pohyb kolem osy z se svoji Larmorovou frekvenci. Za dobu t se magnetizace otoci o uhel ¢. 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 1 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 deli, tim je vysledna magnetizace v ose x menéi.

Refokusace chemickych posund pomoci spinového echa mize byt vyuzita k eliminaci vliva
nehomogenity magnetického pole By, jejiz princip ukazuje obrazek 3.4. Prvni 90° pulz ve sméru osy y
otoci makroskopickou magnetizaci jader z osy z do osy x. Vlivem nehomogenity pole se pak vektory
jednotlivych jadernych spind budou pohybovat rdznou rychlosti (jiné magnetické pole v rliznych
castech NMR kyvety vede k rliznym rezonancnim frekvencim ekvivalentnich jader), coZ povede k
poklesu celkové magnetizace (vektorovy soucet vSech prispévkl) v roviné xy. Nasledujici 180° pulz
otoci vektory jadernych spind kolem osy x. Po druhém intervalu t pak dojde k refokusaci vektor( do
sméru x. Stejnym zplsobem vede spinové echo k refokusaci signalll neekvivalentnich jader.
Jednotlivé vektory magnetizace vykonavaji Larmorovu precesi s frekvenci odpovidajici jejich
rezonanéni podmince a postupné se tedy béhem prodlev v pulznich sekvencich rozfazovavaji, coz
vede k fazové distorzi jejich signall. Zafazenim spinového echa do pulzni sekvence Ize zajistit, aby
v okamziku pocatku akvizice (méreni FIDu) vSsechny vektory magnetizace smérovaly podél osy x a diky
tomu mély vSechny signdly ve spektru stejnou fazi.

20° (y) 180° (x)

/’;jh,: L D
o= NI

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

N,

Obrazek 3.3. Pulzni sekvence spinové echo a jeji vliv na jednospinovy systém.

X X

R

DN e D
NIVARNL 2NN AN

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

Obrazek 3.4. Refokusace nehomogenit magnetického pole nebo neekvivalentnich signall v prabéhu
spinového echa.
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Pokud aplikujeme pulzni sekvenci spinového echa na jeden typ jader v systému
s heteronuklearni spin-spinovou interakci (nap¥iklad na uhlikova jadra v chloroformu *CHCls, v *C
spektru bez dekaplinku bychom pozorovali dublet, musime tedy uvaZovat dva vektory magnetizace),
po druhé prodlevé t dojde opét k refokusaci vektorli magnetizace jednotlivych sloZzek multipletu, jak
je zndzornéno 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 *C spektru by byl jeden singlet. Pokud bychom snimali FID bez
dekaplinku vodik(l, 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 ziskame pokud pfi 180° pulzu v uhlikovém kandlu zaroven aplikujeme
180° pulz i ve vodikovém kandlu (obrazek 3.6). Vyména spinovych stavl jader vodiku zpUsobi
“preznaceni” vektor( jader uhliku a zménu sméru jejich rotace, takze v prlibéhu druhé doby t
nedochazi k jejich refokusaci, ale dalSimu rozfazovani. V ptikladu zobrazeném na obrazku 3.6 byla
doba T nastavena tak, Ze 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 lze dosdhnout jinych fazovych vztahl mezi jednotlivymi slozkami magnetizace.
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90° (y) 180° (x)

13¢C:

180° (x)

1H:

X X X X

Stav na konci 90° pulzu  Stav po prodlevé T Stav po 180° pulzu »Preznaceni” vektord Stav po druhé prodlevé t
180° H pulzem

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

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

Rutinni >C NMR spektra jsou méfena s irokopasmovym dekaplinkem vodikd (obrézek 3.7). Tim
je dosazeno vyrazného zvyseni citlivosti ze dvou divod(: (a) eliminaci vSech skalarnich interakci
J(C,H) pozorujeme vsechny uhlikové atomy jako singlety, (b) nuklearni Overhauser(v efekt (NOE,
kapitola 5) mlZe zvysit intenzity signall az 3x. To je vSak provazeno: (a) kompletni ztratou informace
obsazené v J(C,H) (nelze ptimo rozlisit signaly CH;, CH,, CH a C), (b) zkreslenim intenzit signalli
(nekvantitativni poméry intenzit signalt spektra). Dal$im déivodem, pro¢ v béZnych *C spektrech
neodpovidaji intenzity signalt poctu jednotlivych uhlikovych jader jsou rizné dlouhé relaxaéni doby
jednotlivych uhlikovych jader. BEéhem doby d; ¢asto nedojde k Uplné relaxaci vSech magnetizaci a
dalsi prlibéh pulzni sekvenci tak nevychazi z rovnovaziného stavu.
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90° (y)

13C: d,

Obréazek 3.7. Zakladni pulzni sekvence pro méfeni *C spekter s vodikovym dekaplinkem.

1H:

Pro ziskani kvantitativnich **C NMR spekter s dekaplinkem protonti (obrazek 3.8) je tieba pouzit
dostatecné dlouhou dobu dy, aby i uhliky s dlouhymi T, stacily zrelaxovat, a minimalizovat NOE
(dekapler je zapnut pouze béhem akvizi¢ni doby). Pro zkraceni relaxacnich ¢asd substratu lze pridat
relaxacni ¢inidlo, napfiklad acetylacetonat chromity (Cr(acac)s).

90° (y)

13C: d,

1H:

Obréazek 3.8. Pulzni sekvence pro méteni kvantitativnich **C spekter.

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

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

13c- dl

1H:

Obréazek 3.9. Pulzni sekvence pro méfeni nedekaplovanych *C spekter.

Klasifikace C signaldl podle poétu p¥imo vazanych vodikil 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 tercidrniho b. Prvni bude mit v
uhlikovém spektru méreném bez dekaplinku protonl jednu linii, druhy dvé linie b, a b, zplsobené
$tépenim navazanym atomem 'H s interakéni konstantou napf. e = 140 Hz. Prodleva T je nastavena
na dobu 1/%c., co? odpovida priblizné 7 ms. Po prvnim pulzu zaénou 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 “Jc. Pokud je doba T nastavena piesné na prevracenou hodnotu
této interakéni konstanty, jedna slozka magnetizace provede pravé 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 skonceni 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, mizeme
dale uvaZovat jejich vektorovy soucet b. Magnetizace b urazi za druhou dobu t dhel, ktery je
primérem Uhla urazenych slozkami b, a b, za prvni dobu Tt (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 signalu s
fazi opacnou, nez ma signal uhliku a. Podobny rozbor pro sekunddarni uhliky ukazuje, Ze vSechny tfi
slozky plvodniho tripletu jsou v tuto chvili orientovany ve sméru poloosy +x a slozky primarniho
uhliku (tvofi kvartet) ve sméru poloosy -x.

Mirnou obménou J-modulovaného spinového echa ziskame pulzni sekvenci APT (Attached
Proton Test). Prvni pulz v této sekvenci neni 90°, ale kratsi, pouZiva se napriklad hodnota 30°. Takovy
pulz nesklopi magnetizaci aZz do roviny xy a vyvoj systému probiha nad touto rovinu, v roviné s ni
rovnobézné (obrazek 3.11). Nasledujici 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: 4
1

Stavna konci90° 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 tercidrniho uhliku.

Velikost interakénii konstanty “Je zavisi predeviim na hybridizaci uhlikového atomu, u sp’
uhlikt se pohybuje kolem 125 Hz, u sp® uhlikt kolem 165 Hz a u sp uhliki 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 t o délce asi 7 ms. Pokud jsou oviem v mérené molekule vyssi
heteronuklearni interakce (naptiklad u termindlnich alkyni nebo u nékterych heteroaromatickych
sloucenin), toto standardni nastaveni prodlevy T vede k nizké nebo nulové intenzité vyslednych CH
signall ve spektru, pripadné k CH signaliim 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 potlacdené intenzité signdlu 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 stavid. Princip prenosu polarizace na jednoduchém dvouspinovém
heteronukledrnim systému jader *H a *C (naptiklad v molekule *CHCIl;) je ukdzan na obrazku 3.13.
Gyromagneticky pomér jader 'H je pFiblizné Ctyfikrat vétsi ne? jader °C. Energeticky rozdil mezi
spinovym stavem a a B a také rozdil populaci jader s témito spinovymi stavy je také priblizné Ctyrikrat
vétsi v pripadé jader 'H. Rozdil populaci mezi spinovymi stavy a a B na obrazku 3.13 je znaéné
prehnany; pfi béZzné 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 ¢ar priblizné ctyrikrat vyssi. Pokud by mezi vodikovymi a uhlikovymi jadry neexistovala spin-
spinové interakce, energeticky rozdil odpovidajici pfechodtim H? a H® i prechodtim C* a C® by byl
stejny a tedy i rezonanéni frekvence by byla stejnd a v uhlikovém i vodikovém spektru bychom
pozorovali pouze jednu ¢aru (singlet).
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Obrazek 3.13. Populace spinovych stavl a prenos polarizace.

Pokud provedeme selektivni inverzi populace odpovidajici jednomu vodikovému prechodu
(napfiklad H?, pomoci selektivhiho 180° pulzu), dojde ke zméndm 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 opa¢nd, uhlikova linie C* by méla intenzitu +5 a C° intenzitu -3. Déle si
mUlzZeme predstavit, Ze bychom vyslednd uhlikova spektra ziskana po selektivni inverzi vodikoého
pfechodu H® a H° od sebe odetetli. Vysledné uhlikové spektrum by mélo intenzitu ¢ar -8 (=-3 —5) a
+8 (=+5-(-3)). Po dvou prlichodech jednoduchou pulzni sekvenci se selektivni manipulaci vodikovych
prechodl tak ziskdme spektrum, ve kterém je intenzita uhlikovych car Ctyrikrat vysSsi neZ 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
vét$i polarizaci). NarGst citlivosti heterojadra X (napf. °C) zavisi na poméru gyromagnetickych
pomérd vodiku a méreného jadra (v, / 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 Pienos polarizace

p 224 2.47
Bc o 2.99 3.98
2si -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 pouzivat selektivni
pulzy. Tato pulzni sekvence opét vyuZiva modifikovaného spinového echa, ve které je doba t
nastavena na dobu odpovidajici 1/4Jc (obrazek 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 t 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 prenosu
polarizace z vodikG na hterojadra. Ve stejnou dobu je aplikovan 90° pulz i na heterojadra, jejich
magntizace se tak sklopi do roviny xy a muize 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 multipletl (opacné faze) v zakladnim INEPT experimentu odstranuje
INEPT+ sekvence zavedenim refokusacni 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 bé&hem
akvizice vede k pulzni sekvenci oznacované jako refokusovany INEPT. Vysledkem je proton-
dekaplované spektrum s citlivosti zvySenou pfenosem polarizace.

Jinou pulzni technikou pro méfeni °C jader je DEPT (Distorsionless Enhancement by Polarization
Transfer, obrazek 3.15). Jeji vyhodou (ve srovnani s INEPT experimentem) je kratsi pulzni sekvence,
takZze béhem evolu¢ni doby nedochazi k tak velké ztraté signdlu relaxaci. Navic je DEPT méné citlivy
na nepresné nastaveni parametr (Sirky pulzd, evoluéni doba zavislda na Jcy). Takzvana editace
spekter umoznuje 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
kanalu (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 ziskdme subspektra CH, CH,
a CHj; uhlikd nasledujici editaci: subspektrum CH = s2, subspektrum CH, = s1-s3, subspektrum CH; =
sl +s3 —1.414 x s2. Signaly kvarternich uhlik(l jsou v béZnych DEPT spektrech potlaceny a je treba 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 atomU v DEPT spektru na délce sklapéciho pulzu p3.
Carkované ¢ary oznacuji bézné pouzivané sklapéci Ghly 45°, 90° a 135°.

3.2 2D pulzni sekvence

UZ u pomérné malych molekul mdZze v1D NMR spektrech (hlavné vodikovych) dochazet
k pfekryvu signalQ, ktery ztéZuje nebo znemoZnuje interpretaci téchto spekter. Zavedeni druhé
dimenze do NMR spekter umoznuje tento problém obejit — ve 2D spektrech je prekryv signalll méné
pravdépodobny. Navic pulzni NMR techniky jsou schopny manipulovat se spinovym systémem
takovym zpUsobem, Ze se ve vysledném 2D spektru objevi pro strukturni analyzu velmi cenné nové
informace, které z béznych 1D experiment( neni mozné ziskat. Napriklad pomoci C—H korelovanych
spekter mUzeme pfimo zjistit spojeni uhlikovych a vodikovych atomi v molekule chemickymi
vazbami.

V 1D NMR experimentech je FID funkci jediné Casové proménné a spektrum ziskané Fourierovou
transformaci je funkci frekvence. Pro 2D NMR experimenty je charakteristické zavedeni dalsi ¢asové
proménné (evoluéni 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 frekvencni dimenzi (F,)
pro 2D-NMR spektrum. Evolu¢ni doba se tradi¢né oznacuje jako doba t; a detekéni doba jako t,.
Dvojnasobnou Fourierovou transformaci série FID( ziskdme 2D spektrum, které ma dvé frekvenéni
osy (F1a F,).

2D NMR experimenty lze rozdélit na korelované a rozliSené. Ve 2D spektrech ziskanych
z korelovanych experiment( jsou na obou frekvenénich osach (F; i F,) chemické posuny; u
homonuklearnich korelovanych experiment( jsou to posuny téhoZ izotopu (naptiklad 'H), u
heteronuklearnich korelovanych experimentt jsou pak na kazdé ose chemické posuny jiného izotopu
(naptiklad 'H a *C). V pfipadé heteronuklearnich korelovanych experiment fikame, e jadro, jehoz
chemické posuny pozorujeme na ose F,, je pfimo detekované (chemické posuny tohoto jadra jsou
ziskany Fourierovou transformaci FIDU) a chemické posuny na ose F; patfi nepfimo detekovanému
jadru. Ve 2D spektrech ziskanych zrozliSenych experimentl jsou na jedné frekvencéni ose (F,)
chemické posuny a na druhé ose (F,) skalarni interakéni konstanty. U humonuklarnich rozlisenych
experimentl ziskame spektrum, kde interakcni konstanty na ose F; odpovidaji interakcim mezi jadry
tého? izotopu, jehoZ chemické posuny mlizeme pozorovat na ose F, (napriklad osa F, — chemické
posuny 'H, osa F, — interakéni konsatnty 'H-'H). Ve spektrech ziskanych z heteronuklearnich
rozliSenych experimentl pozorujeme na ose F; heteronuklarni interakéni konstanty (napfiklad osa F,
— chemické posuny °C, osa F; — interakéni konsatnty *H-"C).

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;. Zakladem této pulzni sekvence je spinové echo s dekaplinkem
vodikd pouze v Casti sekvence (podobné jako u experimentu APT). Na obrdzku 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 vektorll magnetizace tedy pozorujeme pouze jeden, jehoZz precesni frekvence odpovida
priméru plGvodnich dvou sloZek magnetizace. Pokud je doba t; / 2 nulova, jednotlivé slozky
magnetizace se nerozjedou a na konci pulzni sekvence dostaneme signdl s maximalni intenzitou.
Pokud doba t; / 2 neni nulovd, intenzita signdlu 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). Naptiklad pokud je doba t; / 2 rovna jedné
poloviné prevracené hodnoty této heteronuklearni interakéni konstanty (t; = 1 / *Jey), jednotlivé
slozky 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
YJe_n (pFesnéji feeno této konstanté vynasobené faktorem %, tento faktor se ale snadno odstrani pfi
zpracovani spekter). U typickych 2D NMR experimentl se mérfi fadové stovky inkrementd, tedy
jednodimenziondlnich experimentl s ménici se evolucni dobou.
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Obrazek 3.17. Vlevo: Schematické znazornéni tfi inkrementl pulzni sekvence pro méreni 2D
heteronukledrnich rozliSenych spekter a vpravo: vyvoj uhlikové magnetizace u *C—'H spinového
systému v pribéhu této pulzni sekvence.

Obrazek 3.18. Zavislost intenzity *C signalu na dobé t; v heteronuklarnim rozli§eném experimentu

ukazaném na Obrazku 3.17.

Spektralni rozliseni v pfimo detekované dimenzi (F,) je dano rozliSenim v 1D spektrech ziskanych
v pribéhu 2D experimentu. Rozliseni v nepfimo detekované dimenzi (F;) je dano poctem 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 zplsobU: Perspektivni zobrazeni obsahuje kompletni
intenzitni informaci, ale jeho interpretace je obtiznad (perspektivni distorze, nebezpeci prekryvu
signald). Nejbéznéjsim zplsobem zobrazeni je vrstevnicové zobrazeni, které odpovida (podobné jako
vrstevnicové mapy) fezlim tfirozmérnym spektrem v rovinach rovnobéinych s rovinou Fy, F, v
nékolika rdznych vyskach (obrazek 3.19). Volba nejnizsi hladiny a pocet hladin urcuji jaka cast
intenzitni informace bude ve spektru zachovana. Vyhodou vrstevnicovych spekter je jejich
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pfehlednost a snadna interpretace. V pfipadé potireby je mozno zobrazit a vypsat fez 2D spektrem v
kterémkoliv vhodném misté, popripadé projekci 2D spektra do osy F; nebo F,. Jinym zplsobem
zobrazeni 2D spekter je pouziti Skaly barev, kde konkrétni odstin odpovida uréité 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

B¢, °N) jsou detekovana nep¥imo, tedy informace o téchto jadrech je né&jakym zplisobem

citlivosti (
zakddovéana 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 kmitocet jadra s nizkou citlivosti. Rozvoj inverznich experimentd tak Uzce souvisi
s rozvojem NMR sond. V tradi¢nim usporadani NMR sond je civka uréend pro detekci méné citlivého
jadra co nejblize mérenému vzorku a civka pro dekaplink a detekci vodikovych jader je az o néco déle
(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. Druha civka musi umoZniovat
dekaplink neptfimo detekovanych jader.

Moderni NMR experimenty Casto v pribéhu pulzni sekvence pouzivaji gradienty magnetického
pole. PouZiti gradientll umoZiuje vybirat informaci, kterd je zakdédovana ve vysledném spektru, a
odstranit nezddouci informace (napfiklad v heteronuklearnich C-H experimentech informaci o
vodikovych atomech navazanych na magneticky neaktivni izotop **C).

Nasledujici prehled ukazuje nejbézinéjsi typy 2D NMR experimentl. VétsSina ztéchto
experimentll ma celou fadu dalSich variant, které modifikacemi pfislusnych pulznich sekvenci
umoznuji ziskat nebo potlacit 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 lze
demonstrovat na H-C heteronuklearnim korelovaném experimentu, ktery umoziuje pfiradit signaly
na sebe navazanych vodikovych a uhlikovych atom(. Plivodni experiment s pfimou detekci uhlik(i se
nazyva C,H-COSY nebo HETCOR, inverzni varianta tohoto experimentu se nazyva HMQC, jina 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 signaly podle poctu vodikovych atomi
navazanych na dany uhlikovy atom. Volba pulzni sekvence zavisi na preferencich operatora a na
konkrétnim studovaném problému. Inverzni techniky jsou mnohem citlivéjsi nez neinverzni, proto
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jsou obecné mnohem vice pouzivané. Méné citlivy neinverzni HETCOR muZeme zvolit napftiklad
v pfipadé, kdyzZ jsou uhlikové signdly 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 signaly na sebe navazanych uhlikovych
a vodikovych atoma. Vodiky NH, skupiny nemaji Zadny krospik, protoZe nejsou pfimo navazany na
uhlik ale na dusik. Stejné tak kvartérni uhlikové atomy C1 a C2 nemaji Zadny 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 pfes dvé a vice vazeb lze pouzit HMBC experiment (Heteronuclear
Multiple Bond Correlation). Intenzita krospiku se fidi velikosti heteronuklearni C—H interakce;
nejCastéji pozorujeme korelace pres dvé nebo tfi vazby. Z velikosti krospiku ale neni mozné zjistit,
kolik vazeb je mezi interagujicimi atomy. Napfiklad u derivatli benzenu byvaji heteronuklearni
skalarni interakce pres dvé vazby mensi nez pres tfi vazby. Na obrazku 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 vibec. Podobné mlzZeme 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 lIze pozorovat i interakce vodika,
které nejsou pfimo navazany na uhlik; naptiklad ve spektru 2-nitroanilinu pozorujeme krospik mezi
NH, vodiky a uhlikem C2 a C6 (oba odpovidaji interakci pres tfi vazby). V nékterych pripadech je
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mozné v HMBC spektrech pozorovat i korelace pres Ctyri 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 oznac¢eny HSQC artefakty.

Vv

INADEQUATE (obrazek 3.22). Tato metoda umozZiuje korelovat pfimo vazané uhliky a tak urcovat
uhlikovy skelet. Kviili nizkému izotopovému zastoupeni uhliku *C (cca 1%, *C-"C par tedy pouze
v 0.01% pfipadd) je tato metoda velmi malo citlivd a vyZaduje znacné mnozstvi 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 naznacenym ptifazenim signalli, pomoci
kterych lze urcit C—C vazby v uhlikovém skeletu molekuly. Pro pfehlednost je v obrazku téZ zobrazeno
1D C APT spektrum.

vvvvvv

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 vodikd. COSY spektrum je symetrické podle diagondly a
objevuji se v ném dva typy signall: diagonalni signaly reprezentuji plvodni 1D spektrum (neptinasi
tedy Zadnou informaci navic proti 1D spektru) a mimodiagonalni signaly ("krospiky"), které indikuji
skaldrni interakci mezi jadry (Obrazek 3.23). Interagujici partnery lze nalézt pomoci horizontdini a
vertikalni ¢ary vychdzejici z krospiku a protinajici diagonalu. Vzhledem k symetrii spektra podle
diagonaly Ize tuto proceduru provést v levém hornim anebo pravém dolnim trojuhelniku.
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Obrazek 3.23. COSY spectrum 2-nitroanilinu s nazna¢enym postupem pfifazeni signall. Spektrum je
symetrické podle diagondly naznacené cernou prerusSovanou ¢arou. Ve spektru jsou patrné i malo
intenzivni krospiky odpovidajici skalarnim interakcim pres ¢tyti 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 Ize Casto detekovat i
takové interakce, které nejsou rozliSeny v 1D spektru.

Odlisny zplGsob pfenosu informace o J(H,H) je vyuZivdin v TOCSY (TOtal Correlation
SpectroscopY) (obrazek 3.24). V prabéhu této pulzni sekvence se vyuZiva takzvany spinlock, tedy
,uzamceni” vektorl magnetizace v roviné xy pomoci magnetického pole vyvolaného rychlym sledem
180° pulzi. Béhem 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 vSiemi vodiky urcitého izolovaného
spinového systému. Izolovanym spinovym systémem rozumime ¢ast molekuly, jejiz Zadny vodik nema
skalarni interakci s Zddnym vodikem z jiné ¢asti molekuly. Typickym prikladem jsou oligosacharidy
nebo oligopeptidy, kde kazda monosacharidova nebo aminokyselinova jednotka tvofi jeden izolovany
spinovy systém. TOCSY spektrum v idedlnim pfipadé obsahuje pro kazdy vodik krospiky se vsemi
ostatnimi vodiky daného spinového systému.
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Obrazek 3.24. TOCSY spektrum zobrazeného allyl glycidyl etheru. VSechny vodiky v pozicich 1-3 tvofi
jeden spinovy systém a vSechny vodiky v pozicich 4—6 tvofi druhy spinovy systém. V TOCSY spektru
vidime korelace mezi vSemi vodiky daného spinového systému. VSimnéte si neekvivalence CH, vodiki
v polohach 1, 3 a 5. Vodiky v téchto polohach jsou diastereotopni (viz kapitola 9.3). 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 béiné mérené homonukledrni korelované 2D
experimenty. Krospiky v NOESY a ROESY spektrech nesouvisi se skalarni interakci mezi jadry ale
s prostorovou blizkosti jader. Tento typ experimentu je podrobnéji probran v kapitole 5.

Korelované 2D NMR experimenty maji v soucasné dobé mnohem vétsi praktické uplatnéni nez
experimenty rozliSené, jejichz méreni je Zadouci pouze ve specidlnich pfipadech. Princip vzniku
heteronuklearniho rozliSeného spektra byl popsan vyse, ukdzka takového spektra je na obrazku 3.26.
Priklad homonuklearniho rozliSeného spektra je na obrazku 3.27. Tento experiment umoZnuje
separovat chemické posuny vodik(l 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 vodika.
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Obrazek 3.26. Heteronuklearni rozliSené spektrum allyl glycidyl etheru.
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Obrézek 3.27. Cast homonuklearniho rozliseného spektra allyl glycidyl etheru. Signaly jsou v tomto

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

Magnetizace sméfuje v rovnovazném stavu ve sméru osy magnetického pole (osy z). Aplikaci
elektromagnetickych pulz(i stdcime magnetizaci zosy za jaderny spinovy systém je vyveden
z rovnovahy. Spinovy systém se postupné vraci zpét do rovnovazného stavu a tomuto jevu Ffikdme
relaxace. V NMR spektroskopii se rozlisuji dva typy relaxacnich déji: podélna relaxace a pficna
relaxace.

4.1 Podélna relaxace

Béhem podélné relaxace (spin-mfizkové, longituddlni) se znovu buduje rovnovazina
magnetizace v ose z. Napfiklad v pulzni sekvenci pro méreni 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 rovnovaina magnetizace v ose z. Narlst
magnetizace v ose z probiha podle rovnice

M,=M, (1-e /™)

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

M, M,

———————————————————— —_— T T LT g gy ———M
0,95MyF—————————== M, 0,90Myf-——————————= 0
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Obrazek 4.1. Vlevo: navrat podélné magnetizace M; k rovnovaziné hodnoté M, po 90° pulzu. Vpravo:
navrat podélné magnetizace M; k rovnovazné hodnoté M, po 180° pulzu.

Alespon pfibliznd znalost relaxacniho ¢asu T, je dullezitd pro nastaveni repeticniho casu
pulznich experiment(l. Prodleva d, na zacatku kazdého prichodu pulzni sekvenci musi byt dostate¢né
dlouha, aby spinovy systém dosdhl stavu blizkého rovnovaze. To nebyva problém pfi méreni
vodikovych spekter, protoze vodikova jadra maji vétsinou kratké relaxacni casy T;. Néktera uhlikova
jadra (hlavné kvartérnich uhlikovych atomu) ale mohou mit relaxaéni ¢as T, delsi a pfi bézném
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nastaveni repeti¢niho casu uhlikového experimentu (napfiklad 3 sekundy) se jejich magnetizace
nedostane do rovnovazného stavu. V dalSim prichodu pulzni sekvenci je po excitaénim pulzu velikost
magnetizace v roviné xy mensi nez u plné zrelaxovanych jader a intenzita vyslednych signdll ve
spektru je tedy nizsi. To je jeden z dlvodul, pro¢ se béinad uhlikova spektra nedaji integrovat
(druhymn ddvodem je nuklearni Overhauserdv efekt — kapitola 5).

Pro méreni relaxacnich casl 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 mlZeme ménit. BEhem prodlevy t dochazi k podéiné relaxaci, magnetizace v —z se zmensuje,
prochdzi nulou a pak se znovu vytvafri magnetizace v ose +z. Po prodlevé t ndsleduje 90° pulz a
detekce signalu. Priklad méreni uhlikovych relaxaénich ¢asli je na obrazku 4.3 a priklad méreni
vodikovych relaxacnich ¢asl T, je na obrazku 4.4,

180° (y) 90° (y)

d_’{ T >

z z z

= D

Y T
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 .
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Obrazek 4.3. Série *C experimentd inversion recovery méfenych s réizné dlouhou prodlevou T.
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Obréazek 4.4. Série 'H experimentd inversion recovery méfenych s rtizné dlouhou prodlevou t.
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4.2 PFicna relaxace

Béhem pfricné relaxace (spin-spinové, transversalni) dochazi k ubyvani magnetizace v roviné xy.
PFricna relaxace spociva ve vzajemné interakci jader, spojené s vyménou orientace jejich spin( a
predanim 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

M,y =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-spinovy relaxacni ¢as (obrazek 4.5). Cim je T, kratdi, tim rychleji ubyva
magnetizace v roviné xy a také FID ubyva rychleji. Kratké ¢asy T, maji za nasledek rozsiteni signall 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
nemuZe nastat situace, Ze doslo k Uplné podélné relaxaci — rovnovazna magnetizace je vose z, a
zaroven jesté ¢ast magnetizace zUstava v roviné xy — nedoslo k pficné relaxaci).

Xy

0,37M,

0,14M,
0,05M,

¥ T

=

Obrazek 4.5. Doznivani pficné magnetizace M, k nulové rovnovazné hodnoté po 90° pulzu.

Pro méreni relaxacnich c¢asl T, se pouziva pulzni sekvence spinové echo (kapitola 3.1). Tato
sekvence zacina prodlevou, béhem niZ se v systému ustanovi rovnovaziny stav. Poté ndsleduje 90°
pulz, ktery sklopi magnetizaci z osy z do roviny xy. Béhem doby t vykondva 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 roviné xy, ale preklopi ji na druhou
stranu osy x. BEhem doby t vykonava magnetizace opét precesni pohyb kolem osy z. Za dobu t se
magnetizace otoci o stejny uhel ¢ a tim padem se vrati opét do osy x, ale jeji intenzita je snizena kvuli
pri¢né relaxaci, ke které doslo v pribéhu této pulzni sekvence. Cim je doba t delsi, tim je vysledna
magnetizace v ose x mensi. Pfiklad méreni vodikovych relaxac¢nich ¢ast T, pomoci spinového echa je
na obrazku 4.6.
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Obrazek 4.6. 'H spinové echo méfené s riizné dlouhou prodlevou t.

4.3 Relaxacni mechanismy

Spontanni relaxace (bez externich vlivl) je pro izolovand jadra se spinem % prakticky nulova.
Aby mohlo dochazet k relaxaci, musi na jadro pUsobit fluktuujici magnetické pole. Hlavnim zdrojem
fluktuujicitho 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 korelaénim ¢asem 1, ktery v pfipadé translacniho pohybu
definuje pramérny cas mezi dvéma srazkami molekul anebo pfi rotacnim pohybu stfedni cas
pootoceni molekuly o 1 radian. Hodnota tc¢ souvisi s velikosti a symetrii molekuly, viskozitou a
teplotou. Typicky korelaéni ¢as malych molekul v neviskdznich rozpoustédlech je v Fadu 10 sekund.

Rychlost spin-mftizkové relaxace (1/T;) je nejvyssi, kdyz korelaéni frekvence molekuldrniho
pohybu (1/1¢) je blizkd rezonanéni frekvenci relaxujicich jader (t¢ - wo ~ 1, kde wy je Ghlova rychlost
Larmorovy precese) a rychlost relaxace klesd, je-li molekuldrni pohyb vyrazné rychlejsi nebo
pomalejsi. Naproti tomu k rychlosti spin-spinové relaxace (1/7,) pfispiva nizko- i vysokofrekvencni
molekularni pohyb, takze 1/T, monoténné klesa s klesajicim tc.

Souvislost relaxacnich ¢asl T;, T, s korelaénim ¢asem tc ukazuje obrazek 4.7. Za podminek rychlé
molekuldrni reorientace (t¢ - wy << 1 - tzv. podminka extrémniho ztzeni ¢ar, kterd byva splnéna pro
vétsinu malych az stfedné velkych organickych latek v roztocich) jsou obé relaxaéni rychlosti a tedy i
relaxacni Casy T; a T, stejné.

Pozorované relaxaéni rychlosti 1/T, a 1/T, jsou sumou relaxaénich rychlosti nékolika rdznych
mechanism, jez k relaxaci pfispivaji.
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Obrazek 4.7. Schematicky zndzornény vztah mezi relaxaénimi ¢asy T3, T, a korelacnim casem .

Dipdl-dipolova relaxace (DD) je zpUsobena interakci magnetickych dipéll jader a je dominujicim
relaxacnim mechanismem pro jadra se spinem 7. Existuji dva typy interakce mezi magneticky
aktivnimi jadry: skalarni (J) interakce, kterd je zprostfedkovana elektrony a pfima dipdl-dipdlova
(nebo dipolarni) interakce, kterd zdvisi na vzdalenosti mezi jadry a jejich vzajemné orientaci vUci
magnetickému poli. Na rozdil od skaldrni interakce nevede pfima dipél-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 pohybU ale
pfispivaji k relaxaci. Rychlost dipdl-dipdlové relaxace klesd se Sestou mocninou vzdalenosti
interagujicich jader a tato relaxace je tedy nejucinnéjsi pfi interakcich mezi pfimo navazanymi atomy.
To je dlvodem, pro¢ kvartérni uhlikové atomy mivaji delsi relaxacni ¢asy neZz uhliky s pfimo
navazanymi vodikovymi atomy. Rychlost dipdl-dipélové relaxace je také pfimo Umérna
gyromagnetickym pomériim interagujicich jader. Z tohoto diivodu jsou relaxaéni rychlosti jader **C
v deuterovanych rozpoustédlech mensi ne7 v molekuldch s vodikem 'H (*H ma pfiblizné 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 mlze 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 problém( meéfit. Jadra s velkym kvadrupdlovym momentem mivaji vyrazné kratsi
relaxacni Casy T, i T,, coz vede ke znacnému rozsiteni jejich signall ve spektru, ¢asto neni ani mozné
rozlisit signaly jednotlivych neekvivalentnich jader v molekule. Kvadrupoldrni relaxace muze ovlivnit i
okolni magneticky aktivni jadra, protoZe rychla relaxace mize rozsitit nebo zcela odstranit skalarni
interakce s kvadrupolarnim jadrem, coz pfispiva k relaxaci sledovaného jadra (mechanismem skalarni
relaxace). Tento efekt Ize bé&iné pozorovat naptiklad pro **N-H, N-C, ™B-H a B—C skupiny.
Naptiklad byva obtizné pozorovat protony nebo uhliky pfimo navdzané 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
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aktivni a ma téméF 100% piirozené izotopové zastoupeni). Skalarni interakce s dusikem N Ize
pozorovat pouze pro molekuly s tetraedrickou symetrii, napfiklad tetraalkylamonné soli nebo
amonné kationty (obrazek 4.8).

© © 0
o [} ~
™M @0 ™
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Obrazek 4.8. 'H signal amonného kationtu molekuly NH,Cl v DMSO. Signal je rozitépen na tfi linie o

stejné intenzité diky skaldrni interakci jader vodiku sjadrem dusiku *N. Dusik N ma spinové
kvantové Cislo / = 1 a tedy tfi moZné spinové stavy (m=-1, 0, 1).

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

Relaxace anizotropii chemického posunu (CSA). ProtoZe stinici konstanta o je obecné
anizotropni (jeji hodnota zdavisi na orientaci molekuly vici poli By), zplsobuje rotace molekul
nahodné fluktuace magnetického pole. Molekuldrni reorientace sice zprlimeéruji 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 modulovdna bud chemickou vyménou, nebo relaxaci tohoto jadra.
Fluktuace skalarni spin-spinové interakce J pak muze vést k fluktuujicim magnetickym polim v misté
pozorovaného jadra a pfispivat tak k jeho relaxaci.

Podobnym zplisobem jako krelaxaci pfispivaji vzdjemné interakce mezi jadry (skalarni a
dipolarni) mohou relaxacni c¢asy vyznamné zkracovat i interakce s neparovymi elektrony
v paramagnetickych latkach. Pfitomnost paramagnetickych iontll v méreném roztoku muze zpUsobit
znacné rozsifeni spektralnich c&ar. ZvySeni relaxacnich rychlosti pfi interakcich s neparovym
elektronem vyuZivaji relaxacni cinidla (naptiklad tris(acetylacetonat) chromity), ktera pfispivaji
rovnhomérné ke zvySeni relaxacnich rychlosti jader substratu a umoznuji tak zkratit repeticni cas
pulzni sekvence (zkracenim doby d; nutné pro ndvrat 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
rozsifeni signdll) 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.
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ProtoZe rychlost NMR relaxace Uzce souvisi s pohybem molekul, Ize méfeni relaxacnich ¢asu
vyuzit ke studiu molekulové dynamiky. Napfiklad rlizné rychlosti molekulovych pohybl v rznych
Eastech (segmentech) molekuly se projevi na rychlosti relaxace. Napfiklad **C relaxaéni ¢asy T; v 1-
bromdekanu (obrazek 4.9) jsou pftiblizné stejné pro vsechny uhliky v centralni ¢asti molekuly, ale
prodluZuji se blizko koncl, kde je konformacni flexibilita a rychlost molekulovych pohybl vyssi.
V dekan-1-olu se uhlikové T, ¢asy postupné zkracuji, ¢im blize je dany uhlik blize OH skupiné, coz je
pravdépodobné disledek ,,ukotveni” OH skupin vzajemnymi mezimolekulovymi vodikovymi vazbami.
Efekt molekulové dynamiky lze také vypozorovat u cholesterol chloridu, kde vSsechny CH uhliky
umisténé v cyklickém skeletu molekuly maji pfiblizné stejné T, casy (0,5 s) a T; ¢asy CH, uhlikd v této
¢asti molekuly jsou pfiblizné 0,25 s (diky dvojndsobné C—H dipolarni interakci) — tato rigidni cast
molekuly se pohybuje jako jeden celek. Uhlikové T, ¢asy v bo¢nim fetézci jsou kvili zvysené mobilité
delsi. Methylové skupiny maji vétSinou delsi ¢asy T;, protoze dipoldrni interakce jsou potladeny
rychlou rotaci methylové skupiny. Podobnym zplsobem lIze studovat i molekulovou dynamiku
biomolekul. Napfiklad relaxacni ¢asy v proteinech se budou vyznamné lisit pro rigidni globule a
flexibilni oligopeptidové smycky.

2,8 1,9 21 2,2 3,9

Br/\/\/\/\/\

27 2,0 2,1 31 5,3

0,50 0,7 0,8 0,8 1.1 2,2

2 N N NN
Cl HO

0,27 0,8 0,8 0,8 1,6 31

Obrazek 4.9. T, hodnoty vybranych *C jader v cholesterol chloridu.
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5 '3C NMR SPEKTROSKOPIE

Spektra jader C jsou po 'H experimentech druha nejéastéji mérena spektra pfi strukturni
analyze organickych molekul. Kvili Sirokopasmovému dekaplinku, ktery vede k NOE obohaceni
nékterych signall, a kvali dlouhym relaxaénim c¢aslim T; nékterych uhlikovych jader neni moziné
bé7né mérena uhlikova spektra presné kvantifikovat. NejdlleZitéjsi informaci, kterou Ize z **C spekter
ziskat, jsou tak chemické posuny jednotlivych signdld. Signaly uhlikovych atomd v béZnych
organickych slouceninach nalezneme ve spektru nejcastéji mezi 0-220 ppm. Typické oblasti signald
nékterych typl uhlikl jsou ukdzany na obrazku 8.1 a podrobnéji jsou probrany v kapitole 8.1.

C=C C=C C-C
C=0 0O=CX ArC c-O

| | | | | | |
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
ppm

Obréazek 8.1. Typické oblasti chemickych posunti ve *C spektrech organickych molekul.

8.1 Chemické posuny

Alkany a cykloalkany

Chemicky posun uhliku v alkanech zavisi na poctu uhlikovych atoml va a [ pozicich ke
sledovanému uhliku a na jejich rozvétveni. Znacny vliv na uhlikové chemické posuny maji neuhlikové
substituenty (tabulka 8.1.). Elektronegativni substituenty odcerpavaji elektronovou hustotu z okoli
uhlikového jadra, dany uhlik je pak méné stinén a ma tedy vyssi chemicky posun. Souvislost
chemického posunu s elektronegativitou je dobfe vidét napriklad na posunech uhlikl sousedicich
s fluorem, chlorem a bromem (tabulka 8.1). Jod je vyjimkou z efektu elektronegativnich substituent(:
chemicky posun uhliku pfimo navdzaného na atom svelkym atomovym dCislem je niZsSi neZz u
nesubstituovaného alkanu. Tomuto jevu se fikd efekt téZzkého atomu a nejcastéji je pozorovatelny
pravé u sloucenin obsahujici jod. Napfiklad chemicky posun uhliku v molekule Cl; je =292 ppm, tedy
zcela mimo rozsah béiné mérenych uhlikovych spekter. Uhlik v B poloze k elektronegativnimu
substituentu je také méné stinén, a jeho signdl je tedy posunut k vyssim hodnotam ppm, ale tento
efekt je mnohem slabsi nez v ptipadé a uhliki (pfimo navazanych na substituent). Signdly uhlik(
v poloze y k substituentlim jsou naopak mirné posunuty smérem do nizsich hodnot chemickych
posunu, tomuto jevu se fika y-efekt a je pravdépodobné zplisoben sterickymi interakcemi.
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Tabulka 8.1. Chemické posuny (ppm) uhlikd v substituovaném propanu.

X—C"Hy—C"H,—C'Hs;

X 5(C%)  8(C) ()

H 161 163 16,1
CH; 249 249 131
NH, 446 274 11,5
OH 649 269 11,8
NO, 774 212 10,8

F 852 236 92

c 467 260 11,5

Br 354 26,1 12,7

| 90 268 15,2

Chemické posuny nesubstituovanych cykloalkan( se vétsinou objevuji v rozmezi 22-29 ppm, jedinou
vyjimkou je cyklopropan, ktery ma uhlikovy chemicky posun —2,8 ppm. Neobvykle nizké chemické
posuny jsou pozorovany i u dalSich tticlennych cyklickych sloucenin, napfiklad chemické posuny
uhlik@l v oxiranu jsou 40 ppm, zatimco chemicky posun uhliku pfimo navazaného na kyslik ve
viceclennych kruzich nebo v acyklickych slouc¢eninach byva vyssi nez 50 ppm.

Tabulka 8.2. Chemické posuny (ppm) uhlik( v cykloalkanech.

)

Cyklopropan  -2,8
Cyklobutan 22,4
Cyklopentan 25,8
Cyklohexan 27,0
Cykloheptan 28,7

Alkeny

Signdly uhlik( ucastnicich se dvojnych vazeb je nejcastéji moziné nalézt v Sirokém rozmezi
100-150 ppm. Pokud jsou na dvojné vazbé pouze alkylové substituenty, rozmezi chemickych posunt
je uZsi: 120-140 ppm. Substituenty ovliviiuji chemické posuny diky indukénimu a mezomernimu
efektu. Priklady mezomernich efektl jsou ukdzadny na obrazku 8.2. Elektron-donorni methoxy
substituent zvySuje elektronovou hustotu na uhliku v B poloze (na tomto uhliku je parcidlni zaporny
naboj), tento uhlik je tedy vice stinén a ma nizsi chemicky posun (84 ppm) neZ nesubstituovany
ethylen (124 ppm). Naopak elektron-akceptorni karbonylova skupina snizuje elektronovou hustotu
na B uhliku a tento uhlik pak ma vyssi chemicky posun (137 ppm). U jodethylenu je opét patrny efekt
tézkého atomu — uhlik pfimo navazany na jod ma neobvykle nizky chemicky posun.
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Tabulka 8.2. Chemické posuny (ppm) uhlik(l v substituovaném ethylenu.

X
™ CuH =CPH,

X 5(C%)  §(Ch)

H 123,5 123,5
CH;  133,4 1159
F 148,2 89,0
cl 125,9  117,2
Br 1156 122,1

| 85,2  130,3
OCH; 153,2 84,1
CHO 1393 1368

_ _®
O\) ~ < » O \_ =
84,1
_ Q
//O; IO
H—43, H—\ @
) - AN
\=CH, \cH,
136,8

Obrazek 8.2. Vliv mezomerniho efektu na elektronovou hustotu a chemické posuny (ppm) uhlikd na
dvojné vazbé.

Alkyny

Signaly uhliki na trojnych vazbach maji vétsinou nizsi chemické posuny nez signdly uhlik(i na
dvojnych vazbdach, nejcastéji je pozorujeme v oblasti 60-90 ppm, ale substituenty mohou diky
indukénimu a mezomernimu efektu polohy signalli znaéné pozmeénit, jak je patrno z tabulky 8.3.

Tabulka 8.3. Chemické posuny (ppm) uhlik(l v substituovaném acetylenu.

X — C*=CPH
X 5(CY)  8(Ch
H 71,9 71,9
CH; 80,1 67,6

OCH,CH; 89,6 23,4
CHO 81,8 83,1

Areny

Signaly aromatickych uhlika leZi priblizné ve stejném rozsahu jako signaly uhlik(l na dvojnych
vazbach, tedy 120-140 ppm pro nesubstituované nebo alkyl-substituované areny a 100—-160 ppm pro
aromatické slouceniny s dalSimi substituenty (viz tabulka 8.4). Vyrazny je opét vliv indukéniho a
mezomerniho efektu na chemické posuny. Elektron-donorni substituenty zvysuji elektronovou
hustotu na aromatickém jadru a z moznych mezomernich struktur ukdzanych na obrazku 8.3 pro
anilin je zfejmé, Ze elektronova hustota je nejvyssi v polohach ortho a para k elektron-donornimu
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substituentu. Proto uhliky v ortho a para polohach u téchto derivatl benzenu mivaji nizsi chemické
posuny neZ nesubstituovany benzen. Vyssi elektronova hustota se zaroven projevi snadnéjsi
elektrofilni substituci do téchto poloh. Naopak elektron-akceptorni substituenty snizuji elektronovou
hustotu na aromatickém jadru. Jak je patrné z obrazku 8.3, kde jsou zobrazeny mezomerni struktury
potlacdena elektrofilni substituce do poloh ortho a para a probiha tedy prednostné do polohy meta
k elektron-akceptornimu substituentu. Chemické posuny uhlikd v ortho poloze k substituentu mohou
byt navic ovlivnény prostorovymi interakcemi se substituentem, ale chemické posuny uhlikl v para
poloze k substituentim koreluji velmi dobfe s Hammettovymi konstantami, které odrazi schopnost
substituentl zvySovat nebo sniZovat elektronovou hustotu v aromatickém jadru.

Tabulka 8.4. Chemické posuny (ppm) monosubstituovanych benzend.

X

X 6(Clvp50) 6(C0rfh0) é(cmetu) S(Cpara)

H 128,5 1285 128,5 1285
Li 186,6 1437 124,7  133,9
NO, 1484 1236 129,4  134,6
NH, 1467 1151 129,3 1185
OH 1554 1157 129,9  121,1

® ® ®
('NH» NH> NH3 NH3
115,17 X /’l\ ) o /H\ /lL“
1293 ~F ~F X ~
118,5 <
&) &) ©
NO, NO, NO, NO»
7 @J /"l S - /U\ -
B BE
-
129,4 .~ " X s

134,6 ®

Obrazek 8.3. Vliv mezomerniho efektu na elektronovou hustotu uhlikl a chemické posuny
v aromatickych slouéeninach.

V heteroaromatickych sloucenindch je elektronovd hustota a tedy i chemické posuny
uhlikovych signdld vyrazné ovlivnéna heteroatomem. Mista se zvySenou nebo naopak sniZzenou
elektronovou hustotou lze opét urcit z moznych mezomernich struktur dané heteroaromatické
slouéeniny a byva tedy mozné odhadnout, zda dany uhlik bude mit vy3$si nebo nizsi chemicky posun
nez uhliky v benzenu. Napfiklad jadro pyridinu je elektronové chudé, jeho reaktivita vici elektrofilni
substituci je podobna jako reaktivita nitrobenzenu a elektrofilni substituce probihda nejcastéji do
polohy 3. To velmi dobfe koreluje s uhlikovymi chemickymi posuny, které jsou podobné jako
v nitrobenzenu kromé uhliku &islo 2, ktery je pfimo navdzany na heteroatom (viz obrazek 8.4).
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NO,

N A
149,9[/ \:‘J ~ '“":“123,6
12355~ . 129,4

136,0 134,6

Obrézek 8.4. C chemické posuny pyridinu a nitrobenzenu.

Derivaty karboxylovych kyselin

Signaly karboxylovych uhlik(l v karboxylovych kyselinach, esterech, amidech, anhydrydech a
halogenidech karboxylovych kyselin nalezneme nejcastéji v rozmezi 160—-180 ppm. Deprotonaci
karboxylové kyseliny v bazickém prostredi se snizi stinéni karboxylového uhliku a jeho signal se pak
objevuje u vyssich chemickych posunt (pfiblizné o 6 ppm). Vynesenim zavislosti chemickych posunt
na pH prostredi mizeme snadno identifikovat pK, sledované kyseliny.

Aldehydy, ketony
Signaly karbonylovych uhlikd v aldehydech a ketonech byvaji v rozmezi 190-220 ppm.
Konjugované karbonylové uhliky jsou vice stinény a maji chemicky posun pfiblizné o 10 ppm nizsi.

8.2 Interakéni konstanty

Homonuklearni skalarni interakce mezi jadry C v uhlikovych spektrech vétinou
nepozorujeme, protoze pfi nizkém prirodnim zastoupeni je mald pravdépodobnost (1.1%), Ze v
sousedstvi jadra *C bude opét jadro C. V uhlikovych spektrech bychom mohli pozorovat
homonuklearni interakce jako C satelity kolem singletovych signald, ale ve C spektrech byva
vétsinou kvili nizké citlivosti jader >C hor$i pomér signalu a Sumu a “°C satelity jsou ztraceny v $umu.

Heteronuklearni skaldrni interakce s protony (*C,'H) jsou obvykle eliminovany dekaplinkem a
tak spektra obsahuji pouze singlety. Jsou piehledna a témé¥ bez prekryvd. Interakce *C—"H miZzeme
pozorovat budto v nedekaplovanych **C spektrech nebo v 'H spektrech jako *C satelity (kapitola 2.5).
Znalost velikosti skaldrnich C,'H interakci je ale nutnd pro spravné nastaveni nékterych
experiment(, napfiklad APT nebo INEPT (kapitola 3.1). Velikost interakce ptes jednu vazbu mlzeme
odhadnout z pfiblizného vzorce

1-/C—H =5.%s
kde %s je procentudlni podil s charakteru daného uhliku zjistény z jeho hybridizace. Pfiklady jsou
uvedeny v tabulce 8.5. Geminalni interakce “Jc_y vét$inou nabyvaji hodnot —10 a7 +30 Hz a vicinalni

interakce *Jc byvaji kladné v rozmezi 4-12 Hz.

Tabulka 8.5. Heteronukledrni skaldrni interakce e, v molekuldch srdzné hybridizovanymi
uhlikovymi atomy.

H3C—CH3 HzC:CHz C6H6 HC=CH

Hybridizace sp’ sp’ sp° sp
%s 25 33,3 33,3 50
Vypoctené ey 125 166,5 166,5 250
Experimentalni l-IC,H 124,9 156,4 158,4 249,0
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6 'HNMR SPEKTROSKOPIE

Vodikova spektra jsou nejéastéji mérena NMR spektra, protoze vodiky *H jsou z hlediska NMR
spektroskopie nejcitlivéjsi jadra — jednak maji témér 100% prirodni izotopové zastoupeni a zdroven
maiji i nejvy$si gyromagneticky pomér ze véech stabilnich izotopd. Typicky 'H NMR experiment trva 2—
5 minut a vysledné spektrum poskytuje velmi cenné informace o strukture méreného vzorku. Kromé
chemickych posun( jednotlivych signall pozorujeme ve spektrech i stépeni signallt homonuklearnimi
skaldrnimi interakcemi (nej¢ast&ji “Juu a *Ju) a spektra mzeme i pomérné presné kvantifikovat, tedy
zjistit pocet ekvivalentnich atom{ vodiku poskytujicich jednotlivé signaly. Nevyhodou vodikovych
spekter je pomérné maly rozsah chemickych posunl (nejéastéji 0-10 ppm) a z né&j plynouci Casté
prekryvy signall ve spektru.

9.1 Chemicka a magneticka ekvivalence

Pojem chemickd ekvivalence je pro chemiky intuitivni; atomy, které maji stejné chemické
okoli (dané jednak chemickymi vazbami atomu s ostatnimi atomy v molekule a také konformaci
molekuly), jsou chemicky ekvivalentni. Jadra téchto atomid maji stejnou strukturu elektronového
obalu a jsou elektrony stejné stinéna, tim padem maiji stejnou rezonancni frekvenci (spolecny signal
ve spektru). Z hlediska NMR spektroskopie je vSak jesté tfeba zavést pojem magneticka ekvivalence:
magneticky ekvivalentni jsou jadra, ktera jsou chemicky ekvivalentni a zdroven maji stejnou velikost
skalarnich interakci se vSemi dalsimi magneticky aktivnimi jadry v molekule. Napftiklad vodikova jadra
v molekule difluormethanu (obrazek 9.1) maji diky symetrii molekuly stejné chemické okoli a jsou
tedy chemicky ekvivalentni; zaroven budou mit obé vodikova jadra (opét diky symetrii molekuly)
stejné velkou skaldrni interakci s obéma jadry fluoru °F v molekule. Dvé vodikova jadra v molekule
difluormethanu jsou tedy jak chemicky tak magneticky ekvivalentni. V molekule 1,1-difluorethenu
jsou obé vodikova jadra také chemicky ekvivalentni, ale skalarni interakce vodiku H* s fluorem F*
bude mit jinou velikost ne? skalarni interakce vodiku H* s tymZ jadrem fluoru F*. Vodiky H* a H* tedy
nejsou magneticky ekvivalentni. Magneticka neekvivalence jader H* a H* vede ke komplikované&jsimu
vzhledu signdlu téchto jader ve spektru. ProtoZe jsou tato jadra chemicky ekvivalentni, maji jejich
signaly stejny chemicky posun, ale signal je komplikovanéjsi, obsahuje vice linii s nestejnou

intenzitou.
2= 3J=1Hz
J=50Hz A =
HA FX
FX\I" A -
FX\_} HA FX
35—
2= 50 Hy J=34 Hz
) I
5:8 5j7 5:6 5:5 5:4 5:3 5:2 5:1 3:8 3:7 3:6 3:5 3.4 3.‘3 3.‘2 3:1 3:0
1 (ppm) f1 (ppm)

Obréazek 9.1. *"H NMR spektrum difluormethanu a 1,1-difluorethenu.
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Spinovy systém difluoromethanu bychom nazvali A,X,, spinovy systém v 1,1-difluorethenu
bychom znacili AA’XX’. Toto oznaceni ndm fikd, Ze v této molekule jsou dva typy chemicky
ekvivalentnich jader A a X, ale dvé chemicky ekvivalentni jadra A v molekule nejsou magneticky
ekvivalentni, stejné tak dvé chemicky ekvivalentni jadra X nejsou magneticky ekvivalentni.

S magnetickou neekvivalenci se mizeme Casto setkat u aromatickych slouéenin, kde jsou
Casto pozorovatelné skalarni interakce pres 4 nebo 5 vazeb. Napfiklad u para-disubstituovanych
derivatd benzenu jsou vodikova jadra v ortho poloze k jednomu substituentu chemicky ekvivalentni.
Kvali nestejné velikosti skalarni interakce k jednomu dal$imu vybranému vodiku v molekule (v metha
poloze) ale nejsou tato jadra magneticky ekvivalentni. Tato magnetickd neekvivalence vede k
pozorovani multipletd ve spektru (obrazek 9.2). Signdly magneticky neekvivalentnich jader mohou
svym tvarem pfipominat dublet, triplet a podobné, vidy je ale musime popisovat jako multiplet,
protoZe pfi blizSim pohledu je vidét, Ze se skladaji z vice linii. Dalsi ptiklady molekul s magneticky
ekvivalentnimi a neekvivalentnimi vodikovymi jadry jsou na obrazku 9.3.

HA, HA' HIVI’ HM'

5J~1Hz

A
3J~8Hz
| CHCl,

8079 78777675 747372717069 6.8

f1 (ppm)
Obrazek 9.2. Aromaticka oblast 'H NMR spektra para-disubstituovaného benzenu obsahuijici signaly
magneticky neekvivalentnich jader.
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Obrazek 9.3. Priklady molekul s magneticky neekvivalentnimi vodiky. Vodiky oznacené stejnou
barvou ale jinym odstinem jsou chemicky ekvivalentni ale magneticky neekvivalentni. Vodiky
oznacené stejnou barvou i odstinem (v druhém fadku) jsou chemicky i magneticky ekvivalentni.

9.2 Spinovy systém, fad spektra

V predchozi kapitole bylo pouZito oznacdeni spinového systému v molekule pomoci pismen,
pfipadné pismen s carkou pro magneticky neekvivalentni jadra (A,X,, AA’XX’). Tento zplsob
oznacovani spinového systému se bézné pouziva v textech popisujicich NMR spektra. Pro signaly,
které jsou od sebe ve spektru vzdalené, se Casto pouZivaji pismena, kterd jsou od sebe v abecedé
daleko (napf. A a X), pro signaly, které jsou blizko sebe ve spektru, se pouZivaji pismena blizka
v abecedé (napftiklad A a B).

Spektra spinového systému se skalarnimi interakcemi mezi jaddry nazyvame spektra prvniho
fadu, pokud je rozdil jednotlivych rezonancnich frekvenci vyrazné vétsi nez velikost spin—spinové
interakéni konstanty (systém AX na obrazku 9.4). Spektra prvniho fadu miZeme analyzovat podle
pravidel diskutovanych v kapitole 2.5, tedy napfiklad interakce sjednim dalSim jadrem zpUsobi
Stépeni signalu na dublet s pomérem linii 1:1. Pokud je rozdil rezonancnich frekvenci interagujicich
jader srovnatelny s velikosti interakéni konstanty, poméry intenzit linii v multipletech se méni, uz
neodpovidaji pomérim zjisténym z Pascalova trojuhelniku. Intenzita linie, kterd je ve spektru blize
signalu interagujiciho partnera, je vyssi nezZ intenzita linie vzdalenéjsi. Této zméné intenzit linii Fikdme
stfiSkovy efekt; spojime-li vrcholy jednotlivych linii jednoho signalu, ziskdme prvni polovinu , stfiSky”
a spojenim vrcholQ linii druhého signalu ziskdme druhou polovinu ,stfisky”. Obé ¢asti stfisky vzdy
sméruji k sobé, tedy spojenim vrcholl linii vidy ziskdme stfisku a ne tvar pfipominajici pismeno V.
Pokud nejsou intenzity linii v multipletech vyrazné odlisné od idealnich pomér( ziskanych z Pascalova
trojuhelniku, spektrum se nékdy oznacuje jako spektrum ,pseudo” prvniho fadu (spektrum systému
AM v obrazku 9.4). Pokud jsou zmény linii vyrazné, spektrum se oznacuje jako spektrum vyssiho fadu
(nékdy téz spektrum druhého fadu), prikladem je spektrum systému AB na obrazku 9.4.
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Obréazek 9.4. Spektrum molekuly obsahujici dvé interaguijici jadra *H. Rozdil rezonanénich frekvenci je
v systému AX vyrazné vyssi nez velikost interakéni konstanty Jax, coZ vede k pozorovani spektra
prvniho Fadu. Ve spektrech AM a AB je rozdil rezonancnich frekvenci srovnatelny s velikosti interakéni
konstanty a ve spektru pozorujeme stfiskovy efekt. Pokud je rozdil rezonancnich frekvenci nulovy,
interakce mezi jadry se ve spektru neprojevi.

9.3 Chiralita

O molekule, ktera obsahuje néjaky prvek chirality (centrum, osu nebo rovinu chirality),
fikdme, Ze je chirdlni nebo opticky aktivni (staci rovinu polarizovaného svétla). Zrcadlovy obraz
takové molekuly se nazyva enantiomer. V organické chemii se nejcastéji mizeme setkat s centry
chirality. Napfriklad uhlikovy atom, ktery nese Ctyfi rizné substituenty, je chiralni (neztotoznitelny se
svym zrcadlovym obrazem). Konfiguraci chirdlnich center oznacujeme R nebo S podle Cahn-Ingold-
Prelogovych pravidel. Enantiomery maji stejné fyzikdlni a chemické vlastnosti, pokud neinteraguji
s néjakym dalsim prvkem chirality v prostiedi (napfiklad sdalsi chirdini molekulou nebo
polarizovanym svétlem). Pokud molekula obsahuje vice prvkl chirality, napriklad dvé centra chirality,
pak enantiomer této molekuly mad zménénou konfiguraci na vsSech prvcich chirality. Pokud je
zménéna konfigurace na jednom (nebo vice ale ne vSech) prvku chirality, ziskdme diastereomer.
Diastereomery maiji odlisné fyzikalni i chemické vlastnosti, tedy i NMR spektra. Bézny zplsob méreni
NMR spekter nezahrnuje Zzadny prvek chirality a enantiomery jsou tak v NMR spektrech
nerozliSitelné. To znamen3d, Ze pomoci béZznych NMR spekter nelze zjistit optickou Cistotu latek. Aby
bylo mozZné enantiomery v NMR spektrech rozlisit, je tfeba néjaky prvek chirality dodat a prevést tak
problém rozliSeni enantiomer( na rozliSeni diastereomer(l. Typickym pfistupem je poufZiti chiralnich
posunovych ¢inidel nebo chirdlnich rozpoustédel. Pokud pouZijeme jeden enantiomer chirdlniho
rozpoustédla, solvatace chirdlniho substrdtu a mezimolekulové interakce substrat-rozpoustédlo
budou jiné pro kazdy enantiomer substratu, coz povede kjinym NMR signdlim pro kazdy
z enantiomerd. Jako chirdIni rozpoustédlo Ize pouzit napfiklad 1-fenyl-2,2,2-trifluorethanol, 1-
fenylethanol nebo 1-fenylethanamin (obrazek 9.5). Priklad rozliSeni enantiomer(l pomoci chiralniho
rozpoustédla je ukazan na obrazku 9.6.
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Obrazek 9.5. Struktury nejpouzivanéjsich chiralnich rozpoustédel.
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Obrazek 9.6. Cast *H, C APT a F{*H} (**F experiment s 'H dekaplinkem) spekter smési dvou
enantiomerl 1-fenyl-2,2,2-trifluorethanolu (R:S 2:1) v chirdlnim rozpoustédle R-1-fenylethanaminu.
Signal ve vodikovém i uhlikovém spektru je $tépen na kvartet diky skalarni interakci se tfemi jadry *°F.
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Na podobném principu jako poufZiti chirdlnich rozpoustédel je zaloZena i metoda pouziti
chirdlnich posunovych cinidel. Chiralni posunova cinidla jsou latky, které interaguji s molekulami
substratu, ale tato interakce se lisi pro rtizné konfigurace substratu. V roztoku tak vznikaji komplexy
substrat-Cinidlo, které obsahuji prvek chirality jak v substratu tak rozpoustédle. Substrat s opa¢nou
konfiguraci chirdlniho centra tak vede ke vzniku diastereomerniho komplexu, ktery ma odliSné NMR
spektrum. Mezi c¢asto pouzivané chirdlni posunovd Ccinidla patfi napfiklad 1-anthryl-2,2,2-
trifluorethanol (obrazek 9.7). Aby bylo pomoci chirdlnich posunovych cinidel mozné enantiomery
rozlisit, je tfeba zajistit dostatecné silnou interakci mezi substratem a posunovym cinidlem. Tuto
interakci midZzeme podpofit pouZitim nesolvatujicich rozpoustédel (napfiklad chloroform), zvysenim
koncentrace posunového cinidla nebo snizenim teploty experimentu. Dfive byla ¢asto pouzivdna
posunova Cinidla obsahujici ionty lanthanoidl, naptiklad komplexu europia s fluorovanym
diketoderivatem kafru Eu(TFC); nebo Eu(HFC);. Tyto latky se ale jiZz pouZivaji méné, protoZe na
spektrometrech s vy3simi magnetickymi poli ¢asto vedou ke znacnému rozsireni signall substratu.

- 7 i CFy)
ey FsC._OH
CF4 F,C~ 2
o o] O
0-----] “Ey 0----o “*Ey
L J, L 4, .
Eu(TFC), Eu(HFC), 1-anthryl-2,2,2 -trifluorethanol

Obrazek 9.7. Ptiklady chirdlnich posunovych cinidel.

Jinym pristupem k rozliSeni dvou enantiomer(i v NMR spektrech je derivatizace téchto latek a
zavedeni dalsiho chirdlniho centra do molekuly a tim pddem prevedeni enantiomerd na
diastereomery, které jsou v NMR spektrech rozlisitelné (obrazek 9.8). Jednim z nej¢astéji pouzivanych
derivatizacnich cinidel je 1-trifluormethyl-1-methoxyfenyloctova kyselina (Mosherova kyselina).
Derivatizace chirdlnich alkoholl touto kyselinou (za vzniku diastereomernich esterl) dokonce
umoziuje urceni absolutni konfigurace chirdiniho alkoholu podle zmén chemickych posun(
zpUsobenych blizkosti fenylového kruhu.
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Obrazek 9.8. Reakce jednoho enantiomeru Mosherovy kyseliny s dvéma enantiomery alkoholu vede
ke vzniku dvou diasteremernich esteru.



ChirdIni prvky v molekule, pfipadné moznost jejich vzniku je dlleZitda i pro chemickou
ekvivalenci atomovych jader. Napiiklad vodiky H* a H® v molekule cis-2-methylcyklopentanolu
(obrazek 9.9) nejsou chemicky ekvivalentni, protoze vodik H" je cis k methylovému i hydroxylovému
substituentu, kdezto vodik H® je trans. Vodiky H* a H® oznatujeme jako diastereotopni, a protoze
nejsou ekvivalentni, kazdy z nich bude mit svij signal ve spektru a mizeme i pozorovat geminalni
interakci 2/ mezi nimi. Vodiky v CH, skupinach rozdélujeme do tfi typd: homotopni, enantiotopni a
diastereotopni. Homotopni vodiky jsou z hlediska NMR spektroskopie nerozliSitelné, vidy poskytuji
jeden spolecny signal (homotopni jsou naptiklad vidy vSechny tfi vodiky v methylovych skupinach).
Enantiotopni vodiky jsou rozlisitelné v chirdlnim prosttedi. Napfriklad budeme-li méfit NMR spektrum
ethanolu v chirdlnim rozpoustédle nebo za pfitomnosti chirdlniho posunového cinidla, mizZeme
rozlisit dva vodiky v CH, skupiné tak, Ze kazdy z nich bude mit svij signal ve spektru. Pfi méreni
béZznych NMR spekter bez pfitomnosti chiralnich interakci jsou ale oba vodiky v CH, skupiné ethanolu
ekvivalentni.

Pravidla pro uréeni topicity vodikl CH, skupin pokud uvaZzujeme jako mozné prvky chirality pouze
centra chirality:

1) Nahradime-li jeden zvodikl néjakym jinym substituentem, nevznikne Zadné centrum
chirality: Vodiky jsou homotopni, tedy z hlediska NMR spektroskopie nerozliSitelné.

2) Nahradime-li jeden z vodikd jinym substituentem, vznikne jedno nové chirdini centrum a
zadné jiné centrum chirality v molekule neni: vodiky jsou enantiotopni, tedy v béiné
mérenych NMR spektrech také nerozliSitelné. K jejich rozliSeni je tfeba pouziti chiralniho
rozpoustédla nebo posunového cinidla.

3) Nahradime-li jeden z vodik(l jinym substituentem, vznikne jedno nové chirdlni centrum a
néjaké dalsi uz je v molekule pfitomno nebo vznikne vice novych chirdlnich center: vodiky
jsou diastereotopni, tedy neekvivalentni, kazdy ma svlj NMR signal a mlizeme pozorovat
interakci mezi nimi.
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Obrazek 9.9. Priklady diastereotopnich (Cervené), enantiotopnich (modfe) a homotopnich (zelené)
vodika H* a H®.

Priklad vodikového spektra, kde se projevuje neekvivalence diastereotopnich vodikd je na
obrazku 9.10. Ponékud komplikovanéjsi pfipad nastane, pokud pfi nahradé jednoho z vodikl vznikne
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vice chiralnich center zaroven. Pfikladem muze byt dibenzylsulfoxid, jehoz vodikové spektrum je na
obrdazku 9.11. Pfiklady dalSich molekul s diastereotopnimi vodiky jsou na obrazku 9.12.

H3B H3A H1A

3.8 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26
f1 (ppm)
Obrazek 9.10. Cast 'H spektra allyl glycidyl etheru. Vodiky v CH, skupinich v poloze 1 a 3 jsou

diastereotopni, nejsou tedy ekvivalentni a kazdy ma sv(j signal a lze pozorovat i geminalni interakci
mezi nimi.
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Obrazek 9.11. Cast 'H spektra dibenzylsulfoxidu. Vodiky v CH, skupiné jsou diastereotopni, protoze

pfi nahradé jednoho z nich vznikne chiralni centrum na uhliku a na sife (sira ma volny elektronovy par
jako Ctvrty substituent). Tyto vodiky tedy maji kazdy svij signal a je moziné pozorovat geminalni
interakci mezi nimi. Chemické posuny obou vodik( jsou ale blizké, proto na spektrometrech s nizkou
rezonancni frekvenci pozorujeme spektrum vyssiho fadu a i na 850 MHz spektrometru je jasné patrny
striskovy efekt.
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Obrazek 9.12. P¥iklady diastereotopnich vodikd H* a H®. Vodiky H* a H® v 3-methylpentanu jsou
diastereotopni, protoze pfi nahradé jednoho znich vzniknou chirdlni centra v polohach 2 a 3
pentanového fetézce. Dva vodiky H* v polohdch 2 a 4 jsou enantiotopni. Podobnym zplisobem lze
zdUvodnit, pro¢ methylové skupiny v diisopropylfosfonatech nejsou ekvivalentni. V pfipadé diesteru
methylfosfonatu budou ve vodikovém spektru dva signaly diastereotopnich methylovych skupin CH5"
a CH,®. Ve spektru 2-hydroxypropylfosfonatu budou &tyfi signaly diastereotopnich methylovych
skupin.

9.4 Stinéni jader prostorové blizkymi chemickymi vazbami nebo funkénimi skupinami

Aromatické molekuly obsahuji systém delokalizovanych m elektrond, které jsou umistény nad
a pod rovinou aromatického skeletu a mohou se vramci svych delokalizovanych orbitall volné
pohybovat. Pokud je aromaticka molekula umisténa do magnetického pole, jeji pi elektrony se budou
pohybovat takovym zplsobem, Ze vytvori kruhovy proud a s nim spojené dodatec¢né magnetické pole
s opacnym smérem nez ma okolni magnetické pole. Jadra, kterd budou umisténa v blizkosti této
molekuly nad a pod jejim kruhem, pociti dodatec¢né stinéni timto kruhovym proudem a jejich
chemicky posun tak bude nizsi nez by tato jddra méla bez prostorové interakce s aromatickou
molekulou. Naopak jadra, kterd budou umisténa v roviné aromatického kruhu, budou mit vyssi
chemicky posun. Tomuto dodate¢nému stinéni nebo odstinéni jader v blizkosti aromatickych molekul
se fika efekt kruhového proudu.

Obrdazek. Aromatické kruhy

Efekt kruhového proudu Ize vyuzit napfiklad pfi studiu interakci nukleovych kyselin s malymi
molekulami. Planarni molekuly se ¢asto mohou vmezefit mezi dva pary bazi (dochazi k interkalaci).
Tyto molekuly se pak ocitaji nad a pod rovinou aromatickych kruhl bazi nukleovych kyselin a jejich
jaddra maji diky kruhovému proudu nizsi chemicky posun, nez pokud by dana molekula byla volné
v roztoku nebo interagovala s nukleovymi kyselinami jinym zplsobem neZ interkalaci.

Dodatecné stinéni nebo odstinéni jader muze byt zplsobeno i prostorovou blizkosti riznych
chemickych vazeb nebo funkcnich skupin. Naptiklad jadra, ktera jsou v ose trojné vazby, jsou stinéna
elektrony trojné vazby a maji nizsi chemicky posun. To je také divodem, pro¢ vodiky i uhliky alkynt
mivaji nizsi chemické posuny nez vodiky a uhliky alken(.

9.5 Vyménitelné vodiky
9.6 Vliv magnetického pole, rozpoustédla, koncentrace a teploty na NMR spektra
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