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ISPIT:

—2 parcijalna ispita, seminar, usmeni

—pristupanje parcijalnim ispitima je obvezno

— studenti koji postignu ukupno >60% na svakom od dva parcijalna ispita oslobodeni su

pismenog dijela ispita

— studenti koji postignu ukupno 90-100% oslobodeni su ispita ako su odrzali i seminarsko

izlaganje (ocjena izvrstan, 5)

ocjena:

— pismeni dio ispita (svi parcijalni ili redovni pismeni u ispitnom roku) — 50% ukupne ocjene
— usmeni dio ispita do 40% (izvodi se nakon odrzanog cijelog kolegija i obuhvaca kompletno

gradivo)
— seminarsko izlaganje do 10 %

ukupna ocjena ispita nakon odrzanog kolegija:
kombinacija pismenog i usmenog dijela ispita te seminara

pismeni dio ispita

ocjena
pismenog dijela
Ispita

50-60 % dovoljan (2)
60-75 % dobar (3)
75-90 % vrlo dobar (4)
90-100 % izvrstan (5)

usmeni dio: sukladno prosudbi
nastavnika



CILJ KOLEGIJA:

— upoznavanje s osnovnim principima spektroskopije nuklearne
magnetne rezonancije visoke rezolucije

— razumijevanje osnovnih parametara NMR

— pojasnjenje grade spektrometara NMR

— Jednodimenzijske tehnike NMR

— korelacijska (dvo- i viSedimenzijska) spektroskopija NMR

— osnovni principi spektroskopije NMR u Ccvrstom stanju

— Interpretacija jedno- | dvo-dimenzijskih spektara

— znacaj spektroskopije NMR u suvremenoj strukturnoj analizi

— upoznavanje sa spregnutom tehnikom LC-SPE-NMR



Nastavni sadrzaj

* Spin jezgre i rezonancija
 Vektorski model

* Puls

 Pulsni slijed ili sekvenca

« Spinska jeka

« Koherencija

« Gradijenti magnetnoga polja



* Vremena opustanja

Kemijski pomaci | konstante sprega

Spinski sustavi

NMR spektrometri

Korelacijska spektroskopija kroz kemijske veze
Nuklearni Overhauser-ov efekt (NOE)
Korelacijska spektroskopija kroz prostor



Protokol za odredivanje 2D strukture molekula

Tehnike za odredivanje konformacije i 3D strukture -
konformacijska analiza (NMR + molekulsko modeliranje)

Visedimenzijske tehnike NMR za odredivanje strukture
biomolekula (proteini)

Interakcije molekula (ligand-receptor)

NMR u Cvrstom stanju - dipolne interakcije i anizotropija
kemijskih pomaka

Spregnute tehnike LC-NMR | LC-SPE-NMR
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POVIJESNI RAZVOJ NMR-a
1924. W. Pauli - teorijski temelji NMR

193|S)9. Rabi i sur. - dokaz o postojanju nuklearnog spina ( molekulski snop
LiC

1944. Nobelova nagrada iz fizike Rabiju

1946. Bloch (Stanford) i Purcell (Harvard)- prvi uspjesni eksperimenti efekta
NMR

1952. Nobelova nagrada iz fizike za NMR Blochu i Purccelu
1953. Prvi komercijalni NMR spektrometar (Varian 30 MHz)
1960. Spektrometri od 100 MHz

1970. Pulsni spektrometri s Fourierovom transformacijom
1980. Spektrometri od 400 MHz

1970.-1980. Dvodimenziiske metode | tehnike (2D NMR)



1970. Oslikavanje magnetnom rezonancijom (magnetic resonance
Imaging, MRI)

1991. Nobelova nagrada iz kemije za NMR, R. R. Ernst
1992. Magnet od 17.61 T (750) MHz

1995. Magnet od 21.14 T (900 MHz)

1999. Prvi komercijalni 900 MHz spektrometar

2002. Nobelova nagrada iz kemije za NMR, K. Wutrich

2003. Nobelova nagrada iz medicine za MR, P. Lauterbur i P.
Mansfield (fiziCari)

2005. Magnet od 22.31 T (950 MHz)

2009. Magnet od 1000 MHz (1 GHz)
2015. Magnet od 1200 MHz (1.2 GHz), instalacija kreCe ove godine



Spektar elektromagnetnoga zracCenja

105 103 10t 101 103  10° 107 E(kJ/mol)
108 106 104 102 1 102 104 A,cm

radiovalovi
prijelazi spinova

: 8 o mikrovalovi
zrake zrake prijelazi IR ) >
elektrona vibracije | Totacye

cmt

10000 1000

100

vidljivo blisko srednje daleko

ultraljubicasto
200 nm 400nm 800

plavo crveno



Integrirani
= MR sustav-
INCA
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LC-SPE/ krio-NMR




NMR visoke rezolucije

Hy T o1 NMR spektar iste molekule, 300 MHz
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Sprega tekucinske kromatografije i NMR-a
LC-NMR

HPLC NMR
Pump Detector

—_—) R

i

Solvent i
Column 1 E(J 3
(Deuterated) 5 6
\ Storage Loop Workstation




Ekstrakcija na €vrstoj fazi

Mixture of
Water and Water
organic addition 1. Wash
solvent H,0
2. Dry
[—] e
HPLC
Separation
[ —
Sample c ¢
( Mixture ) _ -ornponents on LC Solvents
individual cartridges Salts, Buffer

Transfer directly into
flow probe with
deuterated solvent




LC-SPE-NMR-MS sustav




MRI/MRS sustav
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Spin jezgre | rezonancija

ol
w=7yP

P=1h/2r
| = (0, 1/2, 1, 3/2, ...7)



Jezgra s kvantnim brojem | moze imati 2|, + lorijentaciju

-3/2
§ 1
-1/2 1/2
BO:O 0
1/2
o 1/2 1
3/2
| =1/2 =1 | = 3/2
Svojstva nekih jezgri sa spinom 72
izotop Prorodna NMR frekvencija | Relativha
zastupljenost | (MHz) osjetljivost
(%) Bo=11.7T
H 99.98 400.0 1.0
3H 0 426.7 1.22
13C 1.11 100.6 1.76 x 104
5N 0.37 40.5 3.85x 106
19F 100 376.3 0.83
298G 4.7 79.5 3.69 x 104
3p 100 161.9 6.63 x 102

aako ima 100% 3H

A

A

energija



Dogovorom je prinvaceno da je smjer primjenjenog magnetnog
polja smjer osi z u Cartesijevom koordinatnom sustavu

Frekvencija precesije
z ili Larmorova frekvencija

R R
P .
| P

y




Utjeca] magnetnog polja
* Smijesti li se jezgra u vanjsko magnetsko polje B,, ona ¢e se na smjer

magnetnog polja usmjeriti paralelno ili antiparalelno.

« Kada energija zraCenja koja djeluje na jezgru postane jednaka razlici
energije izmedu dva stanja spina, postize se uvjet nazvan rezonancija.

» Energija potrebna za preskok spina karakteristiCna je za vrstu atomske
jezgre.

L~

spin orijentiran u antiparalelni spin
_ smijeru vanjskog
Magnetno polje  magnetnog polja



Rezonancija

B,#0 u=1vyP

=1h/2 &
E =-u,By, = -yhIBy/2n

h- Planckova konstanta
(6.62618 x 1034)s)

AE = yhB,/2n AE = hv

AE

v =vyBy/2n
Osnovni uvjet rezonancije

V1= Vp



Boltzmanova raspodijela

NOL/ NB — eAE/kT
N- broj jezgri
k- Boltzmanova konstanta (1.38066 x 10-2% JK-1)

T- temperatura

Samo 1 jezgra na milijun u suvisku u
osnovnom energijskom stanju !



ARENT YOU
FINISHED YET ?

J\ =

IT'S ONLY THE
FOURTH SWEEP !!




vremenska domena

FT

|

frekvencijska domena

| MM .

+0oC

Ho) =) f(t) et dt

eiot = cos mt + isin ot

R

realno  imaginarno

J

Apsorpcljski Disperzijski
sigal sigal



Vektorski model

S obzirom da ima viSe istovrsnih spinova u stanju o vektor
ukupne magnetizacije ima smjer + z



Radiofrekventni puls

Pulsni kut @ = 360yB,t,/2n

90°pulse  z 180°pulse z
x >< x ><
B, y B, ! y
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Pulsni slijed

905 1805,
‘ F A—» I - A—»% Jezgra A
(*H)
Radiofrekventni o o /
pulsevi < 20 20k
I * tl > I rasprezanje | Jezgra X
\ (13C, 15N)

Gradijentni 2 . . .
pulsevi




interakcija spinova jezgri

elektriCne

:

kvadrupolno
sprezanje

/\ —
kemijski sprezanje
pomak spin-spin
1zotropni anizotropija ' divolno
kemijski kemijskog J-sprezanje p .
pomak pomaka Sprezanje




NMR parametr

a) Vremena opustanja 1li relaksacije

») vrijeme opustanja spin-reSetka (longitudinalno), T,
»dM./dt = (M,-M,)/T; Blochova jednadzba
> Intenzitet NMR signala

e >'k —l-




») vrijeme opustanja spin-spin (transverzalno), T,
>dM./dt = (M)/T,
> dM/dt = (M)/T,
» Sirina NMR linija  Av,,, = 1/T,

vrijeme
—_—

ahy
N



Mehanizmi opustanja spin-resetka

» 1/T,U = 1/T,PP + 1/T,CSA + 1/T,SR + 1/T,SC

DD- dipol-dipol (najucCinkovitiji)
CSA- anizotropija kemijskog pomaka
SR- spinska rotacija (rotori npr. CH,)

SC- skalarna sprega (bliska Larmorova frekvencija 13C-
37Br)



b) Kemijski pomak, nuklearno zasjenjenje

Levitt Konstanta zasjenjenja za
Izotropni medij
BU
A O = 1/3(0y + Oy + G4,)

CA — Gdia + ghara + z%x

ﬁ'

Elektroni koji okruzuju jezgru A stvaraju magnetno polje
(zasjenjenje) koje utjeCe na ukupno magnetno polje koje
osjecaju jezgre

elektroni



* Bet = Bg- Bing
Bing = 0B
° Bef — BO' GefBO — (1' cjef) B0

v =yBy/2n

Uvjet rezonancije

v=v(1- o4 By/ 2n

Referentna o Skala

[ v

6uzorak: vuzorak - Vreferentno referentno

= AV (H2) / Vyeferentno (MH2)

Skala u ppm!



E‘)(ppm) =10° x (V ) Vref/ Vosc)

* |zraCunajte kemijski pomak za protone u C-Br;, CH,Br, |
CH,Br ako su polozaiji signala u *H NMR spektru
snimanom na 90 MHz instrumentu (B, = 2.11T) redom

Hz, 441 Hz 1 237 Hz
ppm
— 4,90 ppm
— 2.63 ppm

* Pri kojoj frekvenciji bi rezonirali ti protoni na instrumentu
kojiradinaB,=7.05T ?
Hz

— 1470 Hz
— 789 Hz



Skala za razliCite jezgre

~ 15 ppm: . .
Za protone Alkoholi, protoni u a-

aromati poloZaju ketona
kiseline amidi . I
R B i olefini alifati
F 3
_| | | TI I T L. ppm
I I I I I I
15 10 7 5 2 0
TMS
Za ugljike ~ 220 ppm:
_ aromati
C=0  konj. alkeni Alifatski CH,
ketona 4 olefini CH,, CH
& &
- ' ' ' T  ppm
| | | | | |
210 150 100 80 50 0
v TMS
C=0 kiselina

Ugljici u susjedstvu

Aldehida, estera alkohola, ketona



Anizotropija kemijskog pomaka (CSA)

Levitt
0000 JL U NMR-u tekucéina gibanje (tumbanje) molekula
0 0000 uzrok je simetricnosti vremenski uprosjecenog
B/\ elektronskog zasjenjenja. U NMR-u CcCvrstog
JL stanja, molekule se ne gibaju izotropno pa

kemijski pomak ne ovisi samo o0 kemijskom
identitetu atoma nego | o0 prostornom odnosu
izmedu molekule i vanjskog magnetnog polja.

':?Q

s
Q%%

(t)

H.. oc <3c05%0—-1>, B Spektar
VJerOJatnost orijentacije j& cs 0 kr‘l’mne

Q _

L\ TS

Pojedinacni
signali




Anizotropija kemijskog pomaka I prstenaste struje

-

6(CHs) = — 4.25
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c) Konstanta sprege spin-spin

Spinsko stanje susjedne jezgre moze utjecati na energetske
razine promatrane jezgre. Za takve jezgre kazemo da su
medusobno spregnute preko jedne ili viSe kemijskih veza

— 13— \_/ three-bond

# b

| one-bond i .

Energetski dijagram. Svaki spin sada ima dvije podrazine ovisno o
stanju spina s kojim je u sprezi

A—hss J (Hz)
b er rl—T' Py
4

Razlika izmedu dvije linije dubleta se zove konstanta sprege J i ima jedinicu Hz

Nacin sprezanja bitan je za identifikaciju spinskog sustava u molekuli i za
odredivanje njene strukture



Energetske razine

B

B

ad

aa

1H_1H 1H_13C



Konstanta sprege spin-spin, J(Hz)

n — N n n
Jax = "JaxoD + WJaysp+ NJ,ayFC
OD - orbitalno-dipolarna interakcija orbitalnog momenta elektrona i
spina jezgre
SD - spin-dipolarna interakcija spinova elektrona i jezgre

FC — Fermijev kontaktni Clan (interakcija magnetnih momenata
jezgre i s elektrona)



B, H
Br—C-C—Br
H H

Promotrimo -CHBTr, proton u molekuli.
On je pod utjecajem spinova susjednih protona. Postoje 4
moguce kombinacije spinova:

4

veE t9 ‘ ‘
G 1:2:1

triplet




B, H
Br—C-C—Br

Jh




Homonuklearna sprega J : 2 spina

Levitt

razina | Spinsko stanje | energija
1,1, 1
1 aa —EVé—EV§+Zle
1,1, 1
2 ofd +§vé—§v§—Zle
3 Ba —%Vé+%v§ 411J12
1,1, 1
4 BB +EVé+_V02+ZJ12
prijelaz energija
122 Vé_%JIZ
324 Vé+%\]12
o~ 1
123 Vg_z‘]lz
0
Q1 Q 294 V§+1J12




Heteronuklearna sprega J : 2 spina /]\

i

13(;\‘4 N U S

Levitt
- —

Heteronuklearna sprega J : 3 spina
5 QL

g ||

100 Hz



Heteronuklearna sprega J : 4 spina

'

T
'H

13C\ ;1

Spektri se mogu pojednostavniti rasprezanjem

F{

J e

1

Levitt
00 H=z

1y |

NOE

DECOUPLE

13

’,
LW

\ NMR Signal
Rf Pulse



Pascalov trokut

relativni odnosi intenziteta signala za I=1/2 :



relativni odnosi intenziteta signala za I=1 :



Konstante sprega spin-spin

%&H‘ J=2-6 Hz

6

H H
C=C [ J=0-7Hz
J=2-13 HZ* H

J=5-14 Hz . H

cis-J=2-15Hz
trans - J = 10-21 Hz



Ovisnost sprege J. i hibridizacije

ey ~ 5 (%s)

%S J/Hz |J/Hz

exp

etan |sp® |25 125 |124.9

eten [sp? |33 165 |156.4

etin |sp 50 250 |249.0




Spin-spin sprege kroz tri veze

Martin Karplus je pokazao da

vicinalna sprega izmedu 'H atoma 8l
ovisi o diedarskom kutu izmedu o
njih. Ova relacija se moze iskazati 3(0)
pomocu Karplusove jednadzbe: 4

J(6) = Acos®(6) + Bcos(8) +C

A, B, i C su empirijski HQ i
odredeni parametri.

Methyl o-D-Arabino-furanoside

Sprega J omogucuje procjenu molekulske konformacije!




