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Uvod a historie

Jsou-li atomova jadra nékterych prvkli v externim magnetickém poli vystavena
vysokofrekvenénimu (radiofrekvenénimu) elektromagnetickému zareni, mohou absorbovat
zareni urcitych frekvenci (v). Je-li atom soucasti molekuly, v absorbovaného zareni zavisi
na charakteru vazby v molekule:

- Jadra stejnych atom, ktera jsou vazana v molekule riznym zpusobem, absorbuji zareni riznych frekvenci
— kvalitativni udaj, Ize urcit jaké vazby jsou v molekule.

- Kazdé jadro atomu stejného druhu vazaného v molekule stejnym zplUsobem pfispiva k absorpci —
kvantitativni udaj, dle intenzity absorbovaného zafeni Ize stanovit pocet atomu v urcité vazbé ¢i skupiné.

NMR objevena v roce 1945 v USA, pfinesla prilom v identifikaci molekul, protoze poskytuje

informace o ,uhlovodikové kostfe* molekul a nejen o funk&nich skupinach.

Vyznam NMR ocenén nejméné 4 Nobelovymi cenami za fyziku, 2 Nobelovymi cenami za
chemii a 1 Nobelovou cenou za fyziologii a medicinu — objevy tykajici se MRI.

NMR ma vyznamné uplatnéni v mediciné: MRI = magnetic resonance imaging.
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Fyzikalni princip

- Atomové jadro si Ize predstavit jako kouli (Ci elipsoid) rotujici okolo své osy s rozlozenym
elektrickym nabojem na povrchu. Naboj vytvafi magnetické pole charakterizované
jadernym magnetickym momentem p.:

u=y-P
¥ ... jaderny gyromagneticky pomér (pi. y ('H) pfi 400 MHz je 26,75-107 T-'s-1):, P ... rotadni moment hybnosti jadra
— Z hlediska NMR Ize jadra rozdélit podle hodnoty spinového #
kvantového Cisla I:
1. jadra s | = 0: tzv. nemagneticka jadra (nemaji jaderny magneticky

moment) v NMR neaktivni.
2. jadras| = %: maji jaderny magneticky moment a jsou snadno méfitelna.

3. jadra s | > % - maji jaderny magneticky moment a elektricky By
kvadrupolovy moment a jsou obtizné méfitelna. A

— 63 prvkd ma alespon jeden NMR aktivni nuklid. V NMR jsou zcela Spin +1 Spin - 1
neaktivni pouze: Ar, Tc, Ce a Pm. Aligned Opposed

Univerzita Palackého
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Fyzikalni princip

- Princip: interakce spind jader umisténych v silném homogennim magnetickém poli s

radiofrekven¢nim zafenim (10 — 1000 MHz).
— Jaderny spin vybranych nuklidd (€ervené nuklidy, kterymi se budeme zabyvat):

|| Nukid | _Pocetp | _Pocetn |

0 12C, 160 Sudy Sudy

1,2,. 2H, 14N Lichy lichy

13 'H, 19F, 15N, 3P lichy sudy

2’2" 13C Sudy Lichy m, ...magnetické

h kvantové cislo
- E jadra v magnetickém poli o indukci B: E=—p-Bo= my-—y-Bg m= +%nebo m, = _%
~ Zména E pfi absorpci zafeni: AE= 1ty gy (-H .y By =L.y.B
p p : =322 YV Po (2)21,}’ 0= 35,V bBo

- Larmorova rezonan¢ni podminka (musi byt splnéna pro pfechod mezi hladinami): v = yz'—l:’
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Fyzikalni princip

Rezonanéni frekvence a indukce magnetického pole pro 1H:

Rezonangéni frekvence Indukce magnetického pole | Rozdil v poctu jader v zakladnim
(MHz) (T) a excitovaném stavu

9
32
48
96

60 1,41
200 4,70#
300 7,05
600 14,09

#100000x silnéj$i magnetické pole nez ma Zemé.
—AE
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ENERGY

hladin.

/ o0 Kazda orientace magnetickeho
,,,,,,,,, ‘ e =ounl momentu odpovida
\ hladiné.

razné E

o Celkem moznych: (2I + 1) E

o . N e
Boltzmanudv zakon: —2 = ewr (k Boltzmanova konstanta)

0 Z Boltzmanova zakona = pfi 60
MHz a T =
Ngxo/Nyaq = 0,999991 = rozdil v
poctu jader je 9.

298 K je pomeér
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Fyzikalni princip — precesni pohyb

V rovnovazném stavu pfi plsobeni vngjsiho
magnetického pole budou jaderné magnetické
momenty jadra s m, = 2 orientovany shodné se
smérem magnetické indukce (zé&kladni stav) a
s m, = =% nesouhlasné se smérem magnetické
indukce (excitovany stav).

Vektor jaderného magnetického momentu
vykonava ve vng&jSim magnetickém poli
precesni pohyb s frekvenci odpovidajici
rezonancni Larmorové frekvenci.

Pfechod shodné orientace v nesouhlasnou je
mozny, absorbuje-li jadro externé dodanou E —
ze zdroje RF zéfeni.

Precese setrvacniku

F 3

zdroj
radiofrekvenéniho
zafeni

]

[s]

I‘El s
T

]

s

Schéma precesniho pohybu vektoru jaderného
magnetického momentu (i) a zmény pri
absorpci zareni
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Fyzikalni princip — relaxacni procesy

- Boltzmanovo rozdéleni populaci spinovych hladin (Ng,., N,.,q) se ozafenim vhodnym
radiofrekvenénim pulsem vyrovna, nastane stav nasyceni, {j. jiz nedochazi k dal8i absorpci.

- Stav nasyceni se vraci do plvodniho rovnovazného stavu procesem zvanym relaxace,
snizuji tedy celkovou energii spind. Dochazi k volnému zaniku indukce (tzv. FID — free
induction decay) dvéma mechanismy:

- Spin-mfizkova (podélna) relaxace: dochazi k pfenosu tepelné E ze spinového systému do okoli
(tzv. mFizky); €as T, je v kapalinach milisekundy az sekundy, u pevnych latek i hodiny.

- Spin-spinova (pficna) relaxace: postupné prfedavani E dal$im jadrdm; jedno jadro snizuje E a
dalsi ji zvySuje; uplatiiuje se pfedevS§im u tuhych latek; Cas T, zavisi na homogenité
magnetického pole a viskozité vzorku.

- Velikost T, ur€uje, jak dlouho je tfeba po excitaci pockat pfed dalSim méfenim.

- Spin-spinova relaxace zpusobuje rozsifovani spektralnich linii.

Univerzita Palackého
v Olomouci

Instrumentace NMR

- Zakladni ¢asti spektrometru:
- zdroj silného homogenniho magnetického pole,
- meéfici sonda s civkami pro excitaci a detekci signalu,
- pulsni RF zdroj,
- pfijimac se zesilovacem signalu,
- A/D prevodnik pro digitalizaci dat,
- fidici jednotka (PC + SW).

ity

Rez NMR spektrometrem: (1) — kyveta, (2) méfici
sonda, (3) — supravodiva selenoidni civka, (4)
~$8,00,000 ~$20,00,000 ~$45,00,000 kapalné He, (5) kapalny N,, (6) - kryostat

ACH/IME 4
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Instrumentace NMR

- Zdroj silného magnetického pole: supravodivy magnet obsahuje
supravodivou selenoidni civku tvofenou kruhovym kovovym
jadrem s navinutymi zavity dratu z materialu, ktery pfi A
T < 6 K vykazuje supravodivost. - '

- Za podminek supravodivosti je elektricky odpor nulovy, po nabiti civky proudi
jejimi zavity elektricky proud beze ztrat a generuje magnetické pole, aniz by
musel byt magnet pfipojen ke zdroji elektrické energie.

- Kryostat je chlazen kapalnym He a N,, uvnitf méfici sondy je laboratorni
teplota.

- Meéfrici sonda obsahuje civku pouzivanou k excitaci a sou¢asné
detekci a ,turbinu®, jejiz proud vzduchu umoziuje rotaci kyvety
béhem méreni.

- RF zdroj (generator) produkuje signaly o urcité frekvenci.

- Prijimaé (detektor) zaznamena a zesili napéti generované
elektrickym proudem vytvofenym pfi navratu spinu jader z

. : , - llustraéni fotka 400 MHz
excitovaného do zakladniho stavu. NMR spektrometru

@ U?)irerzita ‘Palackého
Mereni vzorku Tew

- Vzorek se umisti do kfemenné kyvety a vlozi do méfici sondy.

— Lze méfit vzorky vSech 3 skupenstvi, pfevazuje méfeni kapalin.

- K Fedéni vzorku se pouZivaji deutorovana rozpoustédla, napf.: téZka voda (D,O)
CDCl,, deuterovany ethanol (CD;0D), deuterovany dimethylsulfoxid.

— PuUvodni NMR spektrometry (tzv. CW-NMR) promérfovaly odezvu na postupné se
ménici frekvenci zdroje (frekvence spektrometru byla 60 MHz).

— SoucCasné NMR spektrometry (tzv. FT-NMR) vyuzivaji vyhradné ozafovani vzorkt
Sirokym intervalem frekvenci a vyuzitim Fourierovy transformace pro zpracovan
signalu. Vysledkem mérfeni je Casova zavislost elektrického proudu (tzv. FID), ktera se

transformuje na spektrum (bézné frekvence spektrometru 300 — 600 MHz).

. FD SPEKTRUM
Vyhody FT-NMR: s
Rychlejsi: sekundy misto minut.
Vys8si ,citlivost = zméfi slabsi
signal vzhledem k opakova-

nému naditani spekter NMR kyvety

P
-
-
intenzita proudu (signalu)

intenzita proudu
°
-
S

€as L] 1 frekvence
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Parametry NMR spektra

- Zakladni parametry NMR spektra:

- chemicky posun (2.),
- (relativni) integralni intenzita (1.) — informuje o poctu ekvivalentnich atom( v molekule,
- multiplicita (3.) — rozstépeni signall do multipletové struktury a spinova interakéni konstanta J.

CHy—S-N H=C HrS-O =CH;—CH3
1. W@M_U

3 Muliplicita

+ a interakénd NH-CHz
konstanty Chemicky
«( CHy~CHs ol 2. poem
=CHy~CH3
:[h'"“  Signdl rozpoustédla I == I
1 T T T = Lo T 1 M | )
8 7 [ 5 4 3 2 1 03

11
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Parametry NMR spektra — chemicky posun

S ohledem na zavislost rezonancni frekvence na B, pouzitého spektrometru, pfepocitavaji
se namérené frekvence pomoci vnitiniho standardu na chemicky posun § (udava se v ppm):

vV —V

5= LA i 106
Vryef
v ... naméfena frekvence jader vzorku, v, ... frekvence jader vnitfniho standardu

Vnitfni standard pro 'H a '3C: tetramethylsilan (TMS) ¢&i 2,2-dimethy-2-silapentan-5-sulfonova
kyselina (DDS).
Chemicky posun naméfenych jader Ize wur€it i pomoci znamého chemického posunu
nedeuterovanych ¢asti rozpoustédla, napf. v CDClI, je pozorovan i signal CHCI; se znamym §.

Jadro stejného nuklidu umisténé v rlznych strukturach molekuly se projevi riznymi signaly. Jadra v
molekule jsou ovliviiovana (stinéna) e- okolnich atom0. Obihajici e~ vytvareji slabé magnetické pole,
které je namifeno proti vnéjSimu poli (B).

B, = By-(1-0),0 ... stinici konstanta (10 — 10+)

12



ACH/IME

30.11.2025

Univerzita Palackého
v Olomouci

Typické chemické posuny

&/ ppm

1 1l L 1 1 |
Ar-OH | { | l
1 1
[ R-C-OH | 130
[ coon ] c=CH
AarH | N-CH,§
C=N
c=cH_ | 0=C-CH,
karbox.
0=CH [ocHl| [x-ccHy kyseliny | alkyny
areny
2 1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
5/ppm esiery] I alkeny
aldehydy | alkany |
1H — -
Sicr
Ll Ll L)
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O

13

Univerzita Palackého
v Olomouci

Parametry NMR spektra — integralni intenzita

Intenzita  signald  vodikl  zavisi na poctu H
reprezentovanych danym signalem a méfi se jako plocha
pod kfivkou signalu = integralni intenzita. Plocha kazdého
signalu je umeérna poctu chemicky ekvivalentnich jader v
molekule.

Pro strukturni analyzu je dulezita relativni integralni
intenzita, ktera vyjadfuje pomér intenzity daného signalu k
celkovému souctu v8ech signald.

PF.: integralni intenzita skupiny CH; bude nasobek 3,
integralni intenzita CH, skupiny bude nasobek 2. Tij.
pomér signalt skupin CH; a CH, v molekule chlorethanu
bude 3:2.

V 13C spektrech naplati vySe zminéné pravidlo, ale plati
souvislost mezi relativni integralni intenzitou signalt a
poctem ekvivalentnich uhlikd s vyjimkou uhlikd
kvarternich.

2H 2H

3H 6H

il

9 [

T T
3 0
&/ ppm

"H NMR spektrum latky se
sumarnim vzorcem C,,Hy,

14
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vice vazeb).
- V pfipadé interakce:

Parametry NMR spektra — multiplicita

- Interakce sousednich jader, dana riznou moznou orientaci spinu, vede ke Stépeni signall
na multiplety. Pfi€inou je spin-spinova interakce, ktera je pfenadena vazebnymi e~
- Vzajemné ovliviiovani jadernych spind atom( v molekule pfes jejich chemickou vazbu (&i

- 2 magneticky aktivnich jader A a X, bude signal A $té€pen na dublet.
- 2 ekvivalentnich jader X s A (AX,), bude signal A Stépen na triplet.
- 3 ekvivalentni jadra X s A (AX;), bude signal A Stépen na kvartet.

- Pravidla multipletového Stépeni signalu spinovymi interakcemi:
- pocet dil¢ich signald, tzv. multiplicita (M) zavisi na poctu interagujicich jader: M = 2nl + 1
- pomér intenzit signall je dan rozvojem binomické fady (Pascallyv trojuhelnik): (a+1)"

15
W | e
Parametry NMR spektra — multiplicita
(a) (b) N (e) IH lll CHy—CH—X X = OEt (OH, Cl
T l H ln “l Protony ve skupiné CH, Protony ve skupiné CH,
H] l” celkovy celkovy

il
J !
L

Schématicky popis vzniku multiplett, Sipky
znaci orientaci spind jader X vic€i dané
orientaci spinu jadra A

Jadro A stépeno: (a) 1X, (b) 2X, (c) 3X

spin spin
-32
-172
+12
+32

Ctyfi energeticky rozdilné uspofadani

rozstépeni
multipletu

2nl + 1

16
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Dekapling

- Moznost odstranéni spinové interakce (j. Sté€peni do multipletd).

- SELEKTIVNI (homonuklearni) dekapling: ozafovani spinu H, b&hem méfeni.
Orientace spinu H, vuci vnéjSimu magnetickému poli se rychle méni a signal
spinu Hy, ,zmizi“ a dublet spinu Hg splyne v singlet.

Ha  He ozarovani
X Y J §
— v
T T T T T

— PLOSNY (heteronuklearni) dekapling: ozafuje se jiné jadro nez se méfi —
nejcastéji "H pfi méreni 13C, dojde ke zjednoduseni interpretace spekter.

17
Univerzita Palackého
@ v Olomouci
Ukazka NMR spekter
- 1-chlorpentan H NMR spektrum 13C NMR spektrum
CICH,CH,CH,CHLCHy CICH,CH,CH,CH,CH,
I,
|
|
|
’ l CDCly
0
_ P 7'7.' U"\n ™S 1
........................................................................................................... 200 180 160 140 120 100 80 0 40 20 0
100 90 80 70 6.0 50 40 30 20 1.0 00 Chemical shift (8, ppm)
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Dvourozmérna NMR

konkrétniho isomeru nebo sekvence aminokyselin v peptidovém fetézci.
- Pfi méfeni se vyuziva pfenosu magnetizace mezi jadry, tj. intenzita signalu zavisi na

chemickém posunu obou jader.
- Ve spekirech osy x a y odpovidaji chemickym posunidm obou jader a osa z naméfené

intenzité (vrstevnicovy graf).
- 2D NMR experiment je zaloZzen na pusobeni dvou RF pulsu a nasledné detekci.
- PF. 2D NMR (z fady technik): COSY (correlation NMR spectroscopy):

- Homonuklearni (H,H)-COSY — prfenos magnetizace mezi dvéma jadry 'H. Hodnoti se diagonalni
a mimodiagonalni (tzv. cross) piky.

- Heteronuklearni (H,C)-COSY - prenos magnetizace mezi jadrem '3C a na ném piimo
navazanymi jadry 'H.

19
@ Univerzita Palackého
v Olomouci
Dvourozmérna NMR
- Modelova 2D COSY spektra fragmentu CH;-CH,-CH:
(a) (H,H)-COSY (b) (H,C)-COSY
(a) 3 P (b) 3 PR
T i a
05 ; ; 10
! i ,’ 10 T = '””":--“:- 20
z ° o ° 15 : 30
’ ' 2 oA -
206 : 40 §('¢)
25 50
3 r's ® 30 3 —if--+ 60
35 30 25 20 1'.5 10 05 35 30 25 20 15 10 05
5 S('H)
20
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Interpretace NMR spekter, vyuziti metody
Poznamky k interpretaci '"H NMR spektra:

— Neni-li vzorek Cistd chemicka latka, bude spektrum odpovidat vSem méfenym latkam ve vzorku.

- Vsechny informace ve spektru se tykaji pouze 'H, informace z tohoto spektra obvykle nestaci k uréeni
struktury.

Poznamky k interpretaci '3C NMR spektra:
Rozsah chemickych posunl do cca 200 ppm umoziiuje lepsi rozliSeni signalu.

- Homonuklearni spin-spinové interakce nejsou vidét, pfitomnost 2 jader '3C v molekule vedle sebe je
nepravdépodobna.

- Heteronuklearni spin-spinové interakce '3C a '2C neni, protoze 12C je neaktivni.
Heteronuklearni spin-spinova interakce 'C a 'H se odstrariuje protonovym dekaplingem.

Vyu2|t| NMR:

uréovani struktury organickych sloucenin,
- K uréovani struktury neznamé (organické) latky se vyuziva kombinace spekter: 'TH NMR, °C NMR, 2D NMR,
MS a IR.
- studium konformaci, chemickych déji a rovnovah,
- kvantitativni analyza — vySka piku souvisi s koncentraci.

21
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MRI (magnetic resonance imaging)

MRI predstavuje aplikaci NMR v medicing, je to neinvazivni
vySetfovaci metoda, ktera umozfiuje prozkoumat vnitfni organy
pomoci méné skodlivého RF zafeni ve srovnani s rentgenovym.

MRI detekuje protony. Mista s rlznym vyskytem 'H jsou razné
ztmavla/barevna.

Pulzni RF excitace pevnych ,objektd” je pomoci FT prevedena na 3D
snimky.

Rozdil informace z RTG a MRI:

MRI snimek ¢asti mozku, kde je barevné
zvyraznén nador v levé hemisfére
fialova = nador

22
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