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Cel ¢wiczenia

Spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR - nuclear magnetic resonance) jest
wszechstronng technikq badawcza znajdujaca liczne zastosowania w biologii, chemii, fizyce oraz
medycynie. Metoda ta jest jednym z podstawowych narzedzi stuzacych do badania struktury i
dynamiki czasteczek organicznych w roztworach (solution-state NMR). Obok krystalografii jest to
gléwna metoda wyznaczania struktury czasteczki (structure elucidation) z doktadno$cig atomowa.
Cho¢ istnieje wiele wyspecjalizowanych eksperymentéw NMR zasady ich konstrukcji,
sposoby przetwarzania otrzymanych danych oraz ich prezentacji sa zazwyczaj podobne, co jest
jedna z przyczyn popularnos$ci tej gatezi spektroskopii. Celem Cwiczenia jest zapoznanie sie
studentéw z powszechnie stosowanymi typami jedno- i dwuwymiarowych widm NMR przez
okresSlenie za ich pomocg struktury prostego zwigzku organicznego dysponujac dodatkowo tylko

podstawowymi informacjami, jakie mozna uzyskac z analizy elementarnej czy spektrometrii mas.
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Wstep

Podstawy
Teoria lezaca u podstaw spektroskopii NMR przedstawiona zostala na wykladzie ,,Spektroskopia

molekularna” oraz w literaturze (przykladowe pozycje na koncu opisu). Pelny opis sposobu
projektowania wielowymiarowych eksperymentow NMR wymaga wykorzystania metod mechaniki
kwantowej ukladow zlozonych, ale do praktycznego zastosowania wielu z nich wystarczy tylko
podstawowa wiedza. W tym ¢wiczeniu ograniczymy sie do spektroskopii jader o spinie %
zwigzkow w stanie cieklym, co jest zdecydowanie najpowszechniejszym typem spektroskopii

NMR.
Dla kazdego jadra o spinie % na podstawie jego czestoSci rezonansowej w zewnetrznym

polu magnetycznym mozna wprowadzi¢ parametr nazywany przesunieciem chemicznym 6 (liczbe
rzeczywista). Przesuniecia chemiczne réznych izotopoéw (wodor-1, wegiel-13...) mierzone sa na
osobnych skalach. Wartosci przesunie¢ chemicznych pozwalaja na okreslenie typu grupy

funkcyjnej, z ktorej pochodzi dane jadro.
Poszczeg6lne jadra o spinie 2 z jednej czasteczki moga ze soba oddzialywac i dla

oddzialywan przenoszonych przez elektrony — a wiec zwigzanych ze struktura chemiczng
czasteczki — miarg tego sily tego oddzialywania sg stale sprzezenia skalarnego J. W gérnym
indeksie dla danej statej sprzezenia umieszcza sie liczbe wigzan dzielgcych rozwazane jadra 'J dla
bezposrednio zwiazanych jader (np. proton i wegiel z grupy CH), J np. dla geminalnych protonéw,
*J dla wicynalnych. Dla jader odleglejszych oddzialywania sg czesto zbyt stabe by miaty wieksze

zastosowanie w standardowych eksperymentach.
Na widmach jednowymiarowych sprzezenia miedzy jadrami objawiaja sie przez

wystepowanie grup sygnatow (multipletow) pochodzacych od jednego jadra (szczegély w
literaturze). Przez zastosowanie impulsow radiowych o odpowiednio dobranej mocy i dtugosci i
oddzielonych w czasie przez dobrze okreSlone przerwy czasowe oddzialywania miedzy spinami
mozna wykorzystac do rejestracji eksperymentow wielowymiarowych. W najprostszym przypadku
mamy do czynienia z eksperymentami dwuwymiarowymi (2D), gdzie intensywnos¢ sygnatu jest
funkcja dwoch przesunie¢ chemicznych. Z przyczyn praktycznych jednym z tych przesuniec¢
chemicznych jest przesuniecie protonow, drugie moze takze byC¢ przesunieciem protonow
(eksperymenty homojadrowe) lub dotyczy¢ innego jadra (czesto wegla lub ew. azotu) — sa to tak

zwane eksperymenty heterojadrowe.
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Rys. 1 Przykladowe jednowymiarowe widmo protonowe, tu sacharozy w wodzie. Sygnat przy
0 ppm pochodzi od zwigzku referencyjnego (DSS), sygnat przy 4,7 ppm pochodzi od wody i jest
znieksztalcony przez operacje majgce na celu zmniejszenie jego intensywnosci.

Najprostszym typem eksperymentu 2D jest homojadrowe widmo COSY (correlation
spectroscopy), gdzie sygnaly na widmie pojawiajq sie dla sprzezonych skalarnie jader — zazwyczaj
dotyczy to protonéw wicynalnych. Na widmach HSQC (heteronuclear single quantum coherence)
sygnaly pojawiajq sie dla par przesunie¢ chemicznych protonéw i bezposrednio zwigzanych
heterojader (w chemii organicznej najczesciej wegla). Eksperymenty HMBC (heteronuclear
multiple-bond correlation) sa podobne do eksperymentéw HSQC, ale projektowane sa w taki
sposéb, ze sygnaly pojawiaja sie zasadniczo dla stabiej oddzialujacych par jader — miedzy
odleglejszymi jadrami, a sygnaly od jader bezposrednio zwigzanych sq niewidoczne lub znacznie
ostabione. Cho¢ dla zwigzkow zawierajacych wegiel w naturalnej abundancji (nie wzbogaconych
izotopowo) rejestracja widma HMBC trwa zazwyczaj wiele godzin, to uzyskane z niego informacje
(w polaczeniu z widmami COSY i HSQC) sa niezwykle pomocne przy wyznaczaniu struktury
ztozonych czasteczek organicznych. Bardziej szczegotowe informacje o poszczegolnych widmach

podane zostang przez osobe prowadzaca ¢wiczenie.
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Rys. 2 Przyktadowe widmo dwuwymiarowe — 'H, '"H DQF COSY sacharozy w wodzie.

Praktyczne aspekty spektroskopii NMR

Do prawidlowego przeprowadzenia eksperymentow NMR wymagane jest zachowanie
stalosci pola magnetycznego w czasie. Mozna wyrozni¢ dwa typu zaburzen tej statoSci. Pierwszym
jest fakt, ze nadprzewodzacy magnes ulega powolnemu roztadowywaniu, co przeklada sie na
stabniecie pola magnetycznego — w przelozeniu na zmiany czestosSci rezonansowej protonow sa to
zmiany rzedu kilku Hz na godzine. Drugim jest wystepowanie zewnetrznych zakldcen o rdznej
amplitudzie i czestoSci — zwigzanych np. ze zmianami obcigzenia sieci elektrycznej, przejazdem
tramwaju nawet w odleglosci kilkudziesieciu metréw itd. By wykrywac i niwelowac te efekty
(przynajmniej w pierwszym rzedzie) wspoétczesne spektrometry NMR wyposazone sa w tak zwany
uktad locku. Jest to w swej istocie samodzielny spektrometr rejestrujacy sygnat od obecnych w
probee jader deuteru i tak zmieniajacy prad w glownej cewce pomocniczej magnesu (nazywanej
shimem z, badz ,field”) by sygnat ten nie zmieniatl potozenia. Poniewaz naturalna abundancja
deuteru jest niska (ponizej 0,02%) trzeba go doda¢ do probki, zazwyczaj w formie deuterowanego
rozpuszczalnika — czestym przyktadem jest dodanie ciezkiej wody (D-0O) do koncowego stezenia 5-
10% dla roztworéw wodnych. W przypadku roztworow niewodnych czesto stosuje sie w peini
deuterowany rozpuszczalnik. Powoduje to jednoczesnie usuniecie z widm protonowych sygnatu od

rozpuszczalnika, co moze by¢ pozadane z uwagi na mozliwos¢ nakladania sie z sygnalami z
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badanego zwigzku.

Element spektrometru umieszczony wewnatrz nadprzewodzacego magnesu okresla sie
mianem sondy lub glowicy (probe head). Za naswietlanie probki oraz zbieranie sygnatu odpowiada
odpowiednio skonstruowany uktad z cewkami wokot miejsca na umieszczenie probowki z badanym
zwiagzkiem. Wlasciwosci tego ukiadu elektrycznego beda zalezaly zaré6wno od skladu probki (w
szczegoblnosci od jej podatnosci elektrycznej i magnetycznej), jak i materiatu, z ktérego wykonana
jest probowka. Przed przystgpieniem do pomiaréow parametry elektryczne muszg zostac
zoptymalizowane pod katem jak najwydajniejszego transferu energii miedzy cewka i probka oraz
miedzy cewka a dalszymi fragmentami ukladu (jak wzmacniacze). Odbywa sie to przez
przemieszczanie (za pomoca odpowiednich pretow) dwodch kondensatoréw, okreslanych
angielskimi nazwami tune i match. Jest to proces strojenia sondy, analogiczny do strojenia
tradycyjnego radia. We wspotczesnych spektrometrach prety sa czesto przesuwane przez silniki

elektryczne kontrolowane za pomocg komputera.

Pole magnetyczne wytwarzane przez nadprzewodzacy magnes ma ograniczong
jednorodnos¢ w objetosci badanej probki, dalece niewystarczajagco do przeprowadzanie
eksperymentdow NMR o wysokiej rozdzielczosci. Sytuacje pogarsza tez niejednorodno$¢ probowki
(co do materiahy, jak i jej geometrii) i efekty brzegowe. By uzyska¢ wymagana jednorodno$¢ pola
magnetycznego magnesy wykorzystywane w spektroskopii NMR wyposazone sa w wiele
(zazwyczaj ponad 20) cewki pomocnicze o roznej geometrii. Przez zmiany natezenia
przeplywajacego w nich pradu (wytwarzajacego zgodnie z zasadami elektrodynamiki pole
magnetyczne) mozna zmieni¢ rozklad pola magnetycznego w objetoSci probki. Z przyczyn

historycznych proces ten nazywa sie shimowaniem magnesu (od angielskiego shim).

Dhugos¢ impulsu, ktory przy ustalonej mocy obroci wektor namagnesowania o okreslony
kat, wyznacza sie empirycznie. Poniewaz na jego dlugo$¢ wpltyw ma zaré6wno geometria i materiat
z ktorego wykonana jest probowka, jak i roztwoér, w ktérym rozpuszczona jest badana probka —
szczegOlnie wazna jest zawarto$¢ soli — przed wykonaniem eksperymentu nalezy przeprowadzi¢
taka kalibracje. Z przyczyn praktycznych najtatwiej przeprowadzi¢ kalibracje przez znalezienie
dhugosci impulsu obracajacego wektor namagnesowania o 360°, przyjmujac za punkt wyjscia

dhugos¢ impulsu dla innej, jak najbardziej podobnej probki.
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Rejestracia widm NMR obywa sie przez poddanie probki szeregowi impulsow
elektromagnetycznych (radiowych) o dobrze okreSlonej mocy, dlugosci i ksztalcie oraz
wystepujacych po sobie w dobrze okreslonych odstepach czasu, a nastepnie obserwacji odpowiedzi
ukladu. Z uwagi na powyzsze praktyczng realizacje eksperymentu NMR okresla sie mianem
sekwencji impulsow (pulse sequence) lub programu pulsowego (pulse program). Pojedynczy
przebieg sekwencji impulsow (od namagnesowania podiuznego do rejestracji namagnesowania

poprzecznego) okresla sie mianem skanu.

Powr6t ukladu do warunkéw réwnowagi termicznej i odtworzenie namagnesowania
podtuznego po jej wykorzystaniu do rejestracji danych zachodzi w skonczonym czasie i mechanizm
tego zjawiska (relaksacja podtuzna) opisany jest w literaturze). W praktyce dla protonéw czasy
relaksacji podluznej mieszczq si¢ w zakresie 1-10 s. Przerwa miedzy kolejnymi skanami
eksperymentu musi wiec wystarcza¢ do odtworzenia przynajmniej z czesci tej namagnesowania i
dla protonow ustala sie ja zazwyczaj na 1-2 s. Poniewaz czesto nie wystarcza to do pelnego
odtworzenia namagnesowania podtuznego by kolejne skany eksperymentu zaczynaly sie od takiej
samej wartosci wyjsciowej przed wilasciwym eksperymentem stosuje sie ,,puste skany” (dummy
scans) probke poddaje sie pelnym przebiegom sekwencji impulséw, ale nie zbiera sie danych. W
przypadku eksperymentow powodujacych nagrzewanie sie probki i/lub sondy umozliwia to takze

ustalenie temperatury przed wlasciwymi pomiarami.

Eksperymenty bardziej skomplikowane niz najprostsze widma jednowymiarowe
realizowane sa przez zastosowanie wielu impulséw elektromagnetycznych i wszelkie
niedoskonatosci kalibracji impulsow prowadzi¢ moga do pojawienia sie na widmach dodatkowych,
niepozadanych sygnalow. Przez wykonanie powtorzen eksperymentu zmieniajac w okreSlony
sposob fazy wybranych impulséw mozna spowodowac, ze sygnaly niepozadane beda miaty rézne
znaki w kolejnych powtdrzeniach i po dodaniu zebranych danych ulegna sttumieniu. Powtérzenia
takie nazywane sg cyklami fazowymi. Zastosowanie cyklu fazowego o dtugosci n wydtuza czas
trwania eksperymentu n-krotnie i zwieksza stosunek S/N (sygnatu do szumu) n”krotnie. Cho¢ wiele
wspotczesnych eksperymentéw moze by¢ rejestrowana bez wykonywania cykli fazowych

tradycyjna metody rejestracji eksperymentéw wielowymiarowych wymagaty ich zastosowania i
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kazdorazowo zaczynajac prace z nowa sekwencja impulséw nalezy sprawdzi¢, jaki jest minimalny

cykl fazowy oraz jaka jest maksymalna dtugos$¢ cyklu fazowego przewidzianego w danej sekwencji

impulsow.
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Przebieg ¢wiczenia

Zadaniem do rozwigzania w trakcie ¢wiczenia jest okreslenie struktury chemicznej otrzymanego
zwiazku, wraz z uzasadnieniem na podstawie analizy widm NMR. O otrzymanym zwigzku
wiadomo, Ze jest to bezbarwna ciecz (w temperaturze pokojowej) o woni zblizonej do benzyny. Z
analizy elementarnej i masowej wynika, ze wzér sumaryczny zwigzku to CgHjo. Otrzymana probka
to mieszanina powstala zawierajaca 10% badanego zwiazku oraz 90% w peli deuterowanego
chloroformu (CDCls). Z uwagi na lotno$¢ otrzymanej mieszaniny nie nalezy jej podgrzewac do

temperatury powyzej 40°C.
Po zapoznaniu sie ze spektrometrem i zasadami pracy z nim:
1. Probke umiesci¢ w turbince (spinner) i po wysrodkowaniu stupa cieczy na wysokosci

odpowiadajacej srodkowi cewki odbiorczej sondy wprowadzic razem z turbinka do spektrometru.
2. Zestroic¢ kanat protonowy sondy i sprawdzic¢ strojenie kanatu dla wegla.
3. Wiaczy¢ uklad utrzymujacy stala wartos¢ pola magnetycznego w czasie (tzw. uklad locku) i

ustawiC jego parametry (moc impulsu, wzmocnienie sygnatu, poprawka fazowa).
4. Zwiekszy¢ homogennos¢ pola magnetycznego wewnatrz probki przez zmiany napie¢ w cewkach

pomocniczych spektrometru (tzw. shimowanie).
5. Przeprowadzi¢ kalibracje impulsu protonowego przez znalezienie czasu trwania impulsu

obracajacego sygnat wody o 360 stopni.
6. Zarejestrowa¢ widma jednowymiarowe: protonowe, weglowe, weglowe z odprzeganiem

protonéw, DEPT-90 i DEPT-135.
7. Zarejestrowane widma jednowymiarowe poddac¢ transformacji Fouriera. Czy na podstawie tych

widm da sie ustali¢ pochodzenie poszczegdlnych sygnatow, wielkosci statych sprzezenia, przypisac¢
poszczegolne sygnaty do konkretnych pozycji w strukturze chemicznej zwigzku? Na ile istotne jest
zastosowanie odprzegania czy zwiekszenie intensywnosci przez wykorzystanie namagnesowania z

jader o wyzszym (co do wartosci bezwzglednej) wspdtczynniku zyromagnetycznym?
8. Zarejestrowa¢ widmo 'H, C HSQC (czas: do godziny). Podda¢ je transformacie Fouriera i

przeanalizowa¢. Jakie informacje mozna uzyska¢ z tego widma, czy pomaga ono wyodrebnic¢

multiplety z widm jednowymiarowych?
9. Zarejestrowa¢ widmo 'H, *C HMBC (czas: do godziny) zoptymalizowane dla statych sprzezenia

proton-wegiel rzedu 8 Hz. Poddac¢ je transformacji Fouriera i przeanalizowac.
10. Zarejestrowac dodatkowe widma w zaleznosci od pozostatego czasu — COSY, TOCSY, NOESY.

Dla kazdego z nich wystarczy¢ powinno 20-40 minut rejestracji. Czy dostarczajq one dodatkowych

informacji o strukturze zwigzku? Omoéwi¢ zgodno$¢ z wczesniej zarejestrowanymi widmami.
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Raport z wykonanego ¢wiczenia

Opis koncowy powinien mie¢ ukiad typowy dla raportu z badan doswiadczalnych, w

szczegOlnosci zawiera¢ winien:

streszczenie,
krotki wstep teoretyczny,
opis wykorzystanej aparatury, badanej probki oraz przeprowadzonych eksperymentow

(liczby punktéw, szerokosci spektralne) i sposobu przetwarzania danych (funkcje wazace),
opracowanie uzyskanych danych, ktére zawiera¢ powinno informacje o tym, jak przypisano

poszczegblne grupy sygnatow na widmach. Zaproponowac strukture chemiczng badanego
zwigzku i oceni¢, czy jest ona zgodna ze wszystkimi wynikami. Podac¢ przypisane
poszczegbdlnym jadrom przesuniecia chemiczne oraz wartosci zaobserwowanych statych
sprzezen. Dla poszczegélnych widm (lub ich zbiorow) odpowiedzie¢ na przedstawione w

,Przebiegu ¢wiczenia” pytania.

Kolokwium wstepne

Przystapienie do wykonywania ¢wiczenia uwarunkowane jest zaliczeniem kolokwium wstepnego,

przeprowadzonego w formie okreslonej przez osobe prowadzacq ¢wiczenie. Osoby przystepujace

do ¢wiczenia powinny zapoznac sie z podang na koncu niniejszego opisu literaturg. Na kolokwium

pojawiC sie moga nastepujace zagadnienia:

Izotopy o spinie Y2 (w stanie podstawowym) waznych biologicznie pierwiastkow oraz ich
abundancja naturalna.

Spiny w (zewnetrznym) polu magnetycznym. Zjawisko rezonansu magnetycznego,
wspotczynnik zyromagnetyczny.

Ekranowanie jader i pole efektywne. Definicja przesuniecia chemicznego 6 i powdd
wprowadzenia tej wielkosci.

Oddzialywania miedzy spinami w czasteczce. Stala sprzezenia J. Struktura subtelna widm i
multiplety.

Jakosciowy opis czynnikdw wptywajacych na wyglad widma NMR na przykladzie prostego
zwigzku organicznego (np. etanol).

Pojecie transformaty Fouriera i jej wykorzystanie w spektroskopii NMR.
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* RozdziatJ1z
Igor N. Serdyuk, Nathan R. Zaccai i Joseph Zaccai, Methods in Molecular Biophysics.
Structure, Dynamics, Function, Cambridge University Press, 2007

* Materiatly o spektroskopii NMR w cieczach z
Peter Atkins Chemia Fizyczna PWN (lub w oryginale - OUP) dowolne wydanie

Uzupelniajaca/rozszerzajaca:

* Rozdzialy 3-5z
Robert M. Silverstein, Francis X. Webster i David J. Kiemle, Spektroskopowe metody
identyfikacji zwiqgzkéw organicznych, PWN, 2007
(Opis roznych metod spektroskopii NMR wraz z zastosowaniami w chemii organicznej)

* Rozdzial J2 z
Igor N. Serdyuk, Nathan R. Zaccai i Joseph Zaccai, Methods in Molecular Biophysics.
Structure, Dynamics, Function, Cambridge University Press, 2007
(Rozszerzony opis wielowymiarowej spektroskopii NMR)

e Kazimierczuk, K., Misiak, M., Stanek, J., Zawadzka-Kazimierczuk, A. i Kozminski, W.
(2012). Generalized Fourier transform for non-uniform sampled data. W Novel Sampling
Approaches in Higher Dimensional NMR (strony 79-124). Springer Berlin Heidelberg.
(Gléwnie przetwarzanie danych, czyli od zmierzonego sygnatu do widma. Takze prezentacja
sposobu uzyskiwania widm o wysokiej wymiarowosci i/lub rozdzielczoSci przez
zastosowanie probkowania niejednorodnego.)

+ James Keeler, Understanding NMR Spectroscopy Wiley, 2013
(Dos¢ przystepny opis teorii spektroskopii NMR na poziomie podstawowym, trzeba jednak
uwazac¢ na odmienne niz przyjete w fizyce wykorzystanie terminologii z zakresu mechaniki
kwantowej - w szczeg6lnosci pojec stanu czystego i mieszanego oraz macierzy gestosci i
zredukowanej macierzy gestosci.)
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