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NMR spektroskopie

Nuklearni Magneticka Resonance - spektroskopicka
metoda zalozena na meéreni absorpce elektromagnetickeho
zareny ( asi od 4 do 900 MHz). Na rozdil

od UV, VIS a IR absorpce jsou do tohoto procesu zahrnuty
atomd ne vnéjsi elektrony.

je zplsobena vV Silném

magnetickem poli

aplikovat pouze na atomy, jejichz jadro ma spinovy

moment (pouze atomy, jejichz jadra maiji

protonl nebo neutron()



NMR spektroskopie

fyz.-chem. analyticka metoda

radime ji stejné jako spektroskopii IR, UV-Vis mezi
spektroskopie absorpcni

detekuje absorpci radiofrekvencniho zareni jadry atomuU v
molekule

toto RF zareni ma mnohem vétsi A (~ 10% cm), protoze
ke zménam populaci spinovych stavll v jadre staci
mnohem mensi E (~ 106 kcal/mol)



NMR spektroskopie

Z nazvu NMR Ize odvodit, ze vyuziva:
vlastnosti atomovych jader — NUKLEARNI

velmi silného magnetického pole na ovlivnéni magnetickych

vlastnosti jader — MAGNETICKA

REZONANCE = schopnosti jader prejit na vyssi energetickou

hladinu po absorpci RF zareni

vysledkem je spektrum



Ktera jadra jsou NMR aktivni?




NMR spektroskopie %™
. -

Absorbované zareni zplsobuje prechody mezi energetickymi

stavy vzniklymi rozSt€penim jednoduchych stavl s

nenulovym spinem v magnetickém poli.

Jelikoz (@ tim i velikost
rozstépeni) je ovlivhéno , lze tak studovat

vlastnosti okoli sondujiciho atomu.

Metoda vhodna zvlasté pro studium struktury usporadani

molekul.



Historie NMR

Teorii NMR predlozil W. Pauli v roce 1924. Navrhl, ze vystaveni
atomovych jader (s jadernym spinem a magnetickym momentem)
siinéemu magnetickému poli by mélo vest k rozstépeni jejich
energetickych hladin.

V magnetickém poli — jaderné spiny se orientuji podle vektoru

Mimo magnetické pole — magnetické indukce (B)
jaderné spiny nemaji Jaderny spin je kvantovan — povoleny pouze vybrané orientace
Zadnou orientaci Pocet moznych orientaci - dan spinovym kvantovym cislem (2I+1)
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AvSak az roku 1946 Bloch (Stanford) a Purcell
(Harvard) dokazali, Zze jddra atom( absorbuji zareni/
radiovych vin v silné magnetickém poli jako ddsledek
rozstépeni energetickych hladin, coz bylo zplsobeno

magnetickym polem. Tito fyzici dostali za tento objev

Nobelovu Cenu.



Felix Bloch Edward M. Purcell
(1905-1983) (1912-1997)



Atomove jadro

Jadra maji vnitrni moment hybnosti p zvany jaderny spin.

Maximum pozorovatelné slozky tohoto momentu hybnosti je

kvantovano. F
m=1,1I-1, .., -I J
(m — mag. kvant. c.) (I— spin. kvant. C.) h
prol = 2, dva stavy m = 1/2, -1/2 n= 7/27[1

magneticky moment p — ddsl. spinu a naboje jadra

v gyromagneticka konst. — konst. tmérnosti dand mag. vl. jadra;

pro kazdy typ jadra charakteristicka



Rozdeleni atomovych jader

sudy pocet protonli a neutront - kvantové Ccislo
jaderného spinu I=0, nemaji jaderny magneticky moment,

nejsou v NMR pozorovatelna (*2C, 160)

neparovy pocet protonli a neutronil - celociselny
spin, vedle jaderného magnetického momentu maji i

kvadrupdlovy moment, obtizné méritelna v NMR (14N, 170)

liché hmotnostni nukleonoveé cislo - polociselny spin,
maji jaderny magneticky moment, snadno meritelna v NMR
(1H’ 13C’ 15N’ 31P)
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Atomove jadro

., Mimo magnetické pole — jaderné spiny nemaji Zadnou orientaci

B
o

Protony se
svym lokalnim
nahodné
orientovanym
magnetickym
polem,

smer je
naznacen
rovnou Sipkou
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V magnetickém poli — jaderné spiny se orientuji podle vektoru
magnetické indukce (B)

Jaderny spin je kvantovan — povoleny pouze vybrané orientace
Pocet moznych orientaci - dan spinovym kvantovym cislem

" (21+1)

Protony ve vnéjsim

magnetickém poli B,
(magneticka indukce,
jednotka 1T = tesla)

Podobné jako spin
elektronu, zaujima i spin
jadra ve vngjsim
magnetickém poli

, polohy, které se lisi

: energii.



Jadra
v mag. poli

AE

Populace stavdl
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malé



Absorpce radiovych frekvenci

Co se déje v NMR experimentu?
jadra, na néz plsobi silné a stalé magnetické
pole, jsou excitovana radiovymi vinami

excitovany stav
orientace proti poli
S

Radiové viny
>
(100ky MHz) zakladni stav

souhlasna orientace s polem

. , L, B
B, = indukce externiho magnetického pole’ ~°



Blochova teorie

pro jadra s I=1/2 q} £
2

AEz;/hB

27 ° <>
E,

14 gyromagneticka konstanta 1 B,

AE = E, -E,

v |27 iH=42577MHz.T*
13C-10.705MHz.T*



Larmorova frekvence
rezonancni frekvence prislusneho jadra

absorpce nastava za rezonancni podminky

AE =7/hBo =hv
2T

v(!H)=42.58MHZ;B, =1T
v(!H)=200MHz; B, =4.7 T
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Intenzita vnejsiho pole il
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b spin i I UL
Energie " |
L7 - NMR pristroje se
s oznaduji jako
, v 300, 400, 500 ...
nahodne
orientovana > AE = > AEz
jadra 200 MHz 400 MHz
(bez vnejsiho pole) pro H pro 1H
S o Ll D
aspin’ >« _
el \/ indukce vnegjsiho pole
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Indukce magnetického pole, B, (Tesla)

e zvysuje rozliseni
e cenu pristroje
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Po vlozeni silného externiho magnetického pole se jaderné spiny orientuji podle vektoru
magnetické indukce B,

Dale kdyz zacne plsobit druhé radiofrekvencni pole a toto dosahne Larmorovy frekvence
daného jadra — nastane absorpce = tento proces = rezonance

Jadra mohou absorbovat E, jen kdyz je splnéna podminka rezonance, toho Ize dosahnout bud’
zmeénou vioZeného mag. pole, nebo zménou radiofrekvencniho zareni

Béhem rezonance dochazi k vyrovnani obou populaci — kdyz dojde k vyrovnani populaci —
vymizi NMR signal

Cim vétsi signal populaci — tim vice E systém absorbuje — tim intenzivnéjsi signél dostavame

— tim citlivéjSi méreni Ize provést



Stineni jader elektrony

e gt *

holé jadro (H*) elektrony vytvari  elektronova hustota castecné
bezezbytku citi vliv indukované pole (B)) odstinuje jadro pred
vnejsiho pole (B,) orientované proti B, B, takze to citi B,




energeticka pozice NMR

Visibl NMR
X-Rays H Microware 1
— I I
Gamma : W Dl R :
Rays | ' ! Radio
«— —>
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Wavelength (m)




Chemicky posun

jadra, ktera nemaji stejné chemickeé okoli se lisi
rozlozenim elektront a tim i intenzitou stinéni jadra

intenzita stinéni ~ vnéjSimu mag. poli B, a je
charakterizovana stinici konstantou o

rezonancni frekvence jadra je pri rlznych vnéjsich
polich posunuta o urcity zlomek tohoto pole

nejvice stinena jadra - nejvice vpravo, posunuty k
vyssimu poli



Chemicky posun

Realné molekuly — atomy = Beff — Bo (1 . o')

jadro + el. obal, el. svym

pohybem zesiluji Ci zeslabuji

mag. pole By o stinici konstanta ovliviuje
+ V mist& jadra plisobi tzv. rezonancni frekvenci jadra

efektivni magnetické pole B., = chemicky posun
které je tvoreno externim

mag. polem B, a lokalnim

mag. polem By, Vi = 7 Bo (1 — 0, )

Betr = B - Byoc 7T



Chemicky posun

rezonancni frekvence jsou jen nepatrné posunuty,
pro posun se pouzivaji jednotky ppm (miliontiny
vnejsiho pole)

poCatek stupnice se voli podle standardu -
tetramethylsilanu (TMS)




Standard - TMS

jedina !H linie (ostra a intenzivni) snadno

nalezitelna mezi ostatnimi .

H3C _S‘i — CH

pridava se primo k mérene latce CH 3

3

singletovy signal nejvice vpravo
3

po skonCeni mereni ho lze mirnym zahratim ze

vzorku odstranit



Chemicky posun

i b D 4 3 2 1 0
O-CH>-Br -0-CH3 TMS
ridke elektronové okoli husté elektronovée okoli
| |
| 1
10 ppm 0
downfield upfield
less shielding more shielding

-l -




Chemicky posun

Chemical shift
shift difference 1n Hz
radio frequency in MH:z

144 Hz

Bngy = o0 T2 = 2.4 ppm
A A T_,
I I I I I I I I I I I
10 9 8 T 6 5 4 3 2 1 0 i
I I I I I I I
600 S00 400 300 200 100 0 Hz

Ohserved shift at 60 MHz
I I I I I
1000 750 500 250 0 Hz

Ohserved shift at 100 WHz=




TH-NMR
Priklady chemickych posunu

CH—OH
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Multiplicita signalu

mluvime o hyperjemné strukture spektra

nékteré signaly v NMR spektru jsou rozSt€peny wetnyi triplet
- spin-spinove stepeni

zplsobeno interakci se sousednimi NMR
aktivnimi jadry pres valencni elektrony

Methylene quartet




Multiplicita signalu

Pravidlo N+1 | HOCHZCH3

sousedé stépeni

CH3 2 3

Methyl triplet

Methylene quartet

CH, 31 4/2

OH 2 '3 L M

rychld vyména, pozoruje se singlet 3 5 4 3 2 1



Stépeni

Piiklady interpretace '"H NMR spekter:

—
)‘I\ H |,I CH.

CH- H,C O—C —CH; |——" 3
kvartet (@) triplet (t)
— 3J = 6.8 Hz

3J= 6.8 Hz I -

40 35 30 25 20 15 10 05

410  4.00

1.30 " 1.20



Relativni intensity v multipletu

1 singlet
11 doublet
1 2 1triplet
1 3 3 1 quartet
1 46 4 1 pentet
15 10 10 5 1 sextet
1 6 15 20 15 6 1 septet



Multiplicita signalu

singlet doublet triplet quartet pentet

1:1 1:2:1 1:3:3:1 1:4:6:4:1



Interakcni (coupling) konstanta

vzdalenost rozstépenych signall
nezavisi na indukci vnéjsiho mag. pole

Jab (HZ)

/

6 (ppm)



Struktura z NMR

chemicky posun § - chemickeé okoli jadra

multiplicity a interakéni konstanty J -
poCet sousednich mag. aktivnich jader a
geom. usporadani

integralni intenzity signall - pocet
ekvivalentnich atomU v molekule

korelacni signaly atp.



NMR Instrument

intrumentace

Vzorek obsahujici magneticky aktivni jadra viozime do magnetického pole a do blizkosti vzorku umistime civku,
kterou protéka stridavy proud o frekvenci v oblasti MHz. Potom ménime spojité intenzitu magnetického pole B,
nebo frekvenci proudu v civce. Pri splnéni rezonancni podminky dojde k absorpci radiofrekvencniho zareni.



400 MHz NMR Spektrometr

o

C Y
l‘}"‘ ' | \
{
!
» [
.

|

pocitac

pociac

supra-
vodivy
magnet




400 MHz supravodivy magnet

sila magnetickeho pole
9.4 Tesla (94,000 gauss)

400 MHz je pouzita
frekvence pro detekci
protony v tomto poli

NMR sample tube and holder
descend into center of magnet




5 mm NMR
sample tube

Umisteni NMR vzorku

upper level
of NMR

‘ RF energy solution
" V-

/
NMR vzorek

je umistén
navrchu
sondy

tekuty dusik
-196°C (77.4K)

4 S R O

kapalné helium

-269°C (4.2 K)

supravodivé magnety
vyzaduji neustalé
chlazeni



Magneticke pole

vytvari (nékolik tisic zavitl, protéka
proud 100 A)

4-18T

se upravuje spec. sadou rlzné

orientovanych civek

cast nehomogenit mozno eliminovat



FT-NMR

Po zpracovani Fourierovou transformaci dostaneme:

VSechna jadra excitovana velmi
kratkym radiofrekvencnim
pulsem (us). Navrat jader do
rovnovazného stavu mozno
sledovat jako FID (free
induction decay, volné

doznivani indukce).



FID

tvar exponencialneé tlumené periodické funkce predstavuijici soucet

sinusoid s frekvencemi prislusejicimi jednotlivym signaliim

predstavuje zavislost intenzity proudu indukovaného ve snimaci

civce na case

informace o fazovém posunu kazdé frekvence vU0céi fazi excitacni

frekvence

Fourierovou transformaci se FID prevede na normalni spektrum

(zavislost intenzity na frekvenci)



NMR techniky

protonove spektrum H NMR
uhlikové spektrum 13C NMR
dalsi jednodimenzionalni techniky

dvoudimenzionalni techniky (COSY —
Correlation Spectroscopy, NOESY — Nuclear Overhauser

Efect .. )



Protonové spektrum 'H NMR
nejcasteji merene
staCi méne nez 1 mg vzorku
spektrum obsahuje
intenzity signald
chemické posuny proton(

interakce mezi nimi



TH - NMR Spektrum

Dva signaly rozdelené
do nasobnych pik{
s pomeéry ploch 2:3.

IH-NMR Data: 3 soucasti “kva<rtet” “triplet”
1. Chemicky posun - kazdy neekvivalentni vodik dava jedinecny signal na ose x.
2. Spin-spin interakce - sousedici NMR aktivni jadra Stepi kazdy signal.
3. Integrace - plochy pikd jsou Umérné poctu ekviv. jader poskytujicich signal.



Uhlikové spektrum 13C NMR

potreba 5 - 10 mg vzorku
doba meéreni: radove desitky minut
mérfi se s ozarenim protond

spektrum  poskytuje informace o chemickych

posunech uhlikovych atom(

druhé nejbéznéjsi spektrum



Vyuziti NMR spektroskopie

sledovani prtbéhu reakci
overovani struktury produktd

studium tkani a organt v lidském téle (tomografie)

Za MRI (magnetic resonance imaging) byla udélena Nobelova

cena R. Ernstovi roku 1991

méreni zmén mag. momentt atomovych jader vodiku

urcovani struktury sloucenin

kvantitativni analyza
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