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BC 1.1% spin 2 125.721 MHz (11.744 T)
12C  98.9% spin 0 nieaktywny w NMR
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wzorzec: sygnat 13C tetrametylosilanu (0 ppm);

wzorzec wtérny :
CDCI; 77.16 + 0.06 ppm,
DMSO-d; 39.52 + 0.06 ppm,
benzen-d; 128.06 + 0.06 ppm,
aceton-dg 29.84 *+ 0.06 ppm / 206.26 + 0.06 ppm,
metanol-d, 49.00 £0.01 ppm......
rozpuszczalniki: deuterowane; mozna uzywaé¢ w mieszaninie 2z
rozpuszczalnikami niedeuterowanymi;

zakres przesunieé¢ chemicznych: 0 — 250 ppm;
krotnosé (multipletowos¢) sygnatu: zalezna od techniki pomiaru;

typowe widmo 13C NMR: sprzezenia J('3C- 'H) usuniete przez odsprzeganie;
pozostajg inne sprzezenia, np. z '°9F, 31P;

sprzezenia J('3C-13C) z powodu matej zawartosci izotopu 3C praktycznie nie
majq wpltywu na widmo

intensywnos¢ sygnatu: zaburzona (NOE, diugi czas T1, do kilkudziesieciu
sekund.



SYGNALY ROZPUSZCZALNIKOW

J(D,3C)=31.5 Hz

CD,COCD,

J(D,3C) =19.5 Hz




13C IH
Wzgledna naturalna zawartos¢ izotopu (%) 1.11 99.98
Spin I w jednostkach h 1/2 1/2
Wspolczynnik zyromagnetyczny 0.673 2.675
Czestos¢ Larmora v, w polu magnetycznym 126 MHz 500 MHz
115T
Wzgledna czulos¢ NMR dla jednakowej liczby 1/64 1
jader
Wzgledna czulos¢ NMR przy naturalnej 1/5600 1

zawartosci izotopu

Czas realaksaciji T, dla 'H — kilka sekund, dla '3C — od kilku do kilkudziesieciu sekund




Liczba sygnatéw w widmie 3C NMR
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Zakresy wystepowania sygnatow 3C NMR
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Przesuniecie chemiczne w widmie 3C NMR (8, ppm)

Efekt o
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Zmiana przesuniecia chemicznego w ppm

Efekt y

PPpm Ppm
59 CH,-CH,-CH, 15.6
15.6 CH,-CH,—CH,—CH, 132

CH

24.3 -
CH3—CH2—CH_H 11.5

CH,

ok

31.5 CHs_CHz_(I:_CHs 8.7

CH

3

Elektroujemnosc¢ efekt ciezkiego atomu

€ 5 Y B .

CH,— CH,—CH, CH, CH;—X

0.0 0.2 -6.6 8.1 70.0 F
-01 -0.6 -5.2 10.1 305 | CI

0.0 -0.6 -4.0 10.2 19.2 | Br
-0.1 -1.0 -2.0 10.6 -7.5 |

0.3 0.3 -26 24 204 | COOH

0.6 0.6 -58 10.4 49.0 OH

CF, | CHF,/CH,F, | CH,F
CCl,/ CHCL, / CH,Cl, / CH,CI

CBr, / CH,Br, / CHBr, / CH,Br

CH,I/ CH,L, /CHI, /CI,

120 - 75 ppm
100 - 20 ppm
30 -7 ppm

(- 20) - (-295) ppm



Przesuniecie chemiczne w widmie 3C NMR (8, ppm)

Grupy funkcyjne

\
c=o0
/

—C=N

—N=C=—8

—N=C=0

220 - 140 ppm

165 - 145 ppm

210 - 180 ppm

125 - 110 ppm

140 - 110 ppm

130 - 120 ppm

Elektroujemnosc¢ podstawnika

H B o H B o
>— H————X
H X
-34.3 249 -59.7 14.8 F
-5.4 3.3 -16.9 -13.3 cl
-0.7 -7.2 -59 -31.6 Br
7.7 -37.4 111 -73.3 |
-37.3 30.3 OCH,
14.9 15.8 CHO

Wptyw protonowania

-0.7 -1.2
T T
.0 5// _E; NH, Bs61 vs. 8 amina
-05 -35
. .
~ “x.fﬁ COOH 8st]nl VS 8 kwas

Wptyw hybrydyzacji atomu wegla

H H
H<~—¢»H 5.9
H H
H H
>:< 122.8
H H
H———H 72.8

@ 128.5

+ .
~c kation

| 330 - 100 ppm



Stala sprzezenia '3C- 'H (Hz)

o 1 - i T=% .
J -przez 1 wigzanie: «3J —(wicynalna): do 10 Hz
(obowigzuje zaleznos¢ Karplusa)
C—H  106Hz (CH,),Mg I,.,—H.j?ﬂ Hz
125 H cH, &T,ﬂsz Hz
_ H
27hz N\
199 Hz —
A ’r_ 10
181 Hz /\ ¢ ;\\) 208 Hz
N
156 Hz H,C—CH, ,L
X
159 Hz [ CHCIl, 214 Hz Ot —N=C~H
“‘w"/f ;H :,: o-C—N-C-H-
] 2 Y
249 Hz HC=—CH Hzc:c\ 200 Hz ” A-C—C-C-H
F
* 2J —(geminalne): od 0 do 60 Hz (silna zaleznos¢ od
podstawienia i hybrydyzacji, zwykle mata wartos¢)

120° 150° 180°

« dla zwigzkow aromatycznych: . _
1U>>3J> 2J>4J ¢




Stale sprzezenia 13C- 3C i inne jadra (Hz)

1J(13C-13C)

36.6 etan

67.0 etylen

956.0 benzen
171.5 acetylen

12.4 cyklopropan
”J{13C-13C)

kilka-kilkanascie Hz

19F (spin %) 2H (D) (spin 1)

1J(19F-13C) 160 - 300 Hz  J(°C-*H) =J(°C-'H)/6.51
nJ("*F-3C) 0-20Hz

Li—C=C—Li 37Hz
H—C=C—Li 61Hz
H—C=C—F 216Hz

31P (spin %)

1J(31P-13C) 0 - 250 Hz F—C=C—F 293Hz

J(3'P-13C) 0 -20Hz



Jadrowy efekt Overhausera
(Nuclear Overhauser effect)

Efekt Overhausera — zmiana intensywnosci sygnatu atomu potozonego w poblizu
innego atomu naswietlanego jego czestosciag rezonansowa

J(H,H) = 0 Hz ( odtegtos¢ duza liczac
wigzania) oddzialywanie przez wigzania tzw.
Sprzezenie spinowo-spinowe (skalarne);

Vi i'l:—’3(-(3cos2 6 - 1)

Oddziatywanie dipolowe (sprzezenie dipolowe);

Wspébtczynnik wzmocnienia NOE : Nna{ X} = (I-lp)/ Iy

I- intensywnos¢ sygnatu rezonansowego jadra A w ukladzie zaburzonym; |,- intensywnos¢ sygnatu rezonansowego
jadra A w uktadzie niezaburzonym;



IU‘
widmo odniesienia ‘

widmo zaburzone ‘

widmo roznicowe

A

pw

at
d1 i

T1:dla'H 0.2 — 2 s lub diuzej

Typowe parametry:
TH: d1=0s,at=3—-5s, pw=30—90°

I,— intensywnos¢ integralna sygnatu
niezaburzonego

| - intensywnos¢ integralna sygnalu
zaburzonego

1 — wspolczynnik wzmocnienia
n=(-IM,
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*W widmie NMR bezposrednio obserwujemy tylko przejscia jednokwantowe

(W,,W, i W,,W,);
* przejscie dwukwantowe - W,

* przejScie zerokwantowe — W,



Generowanie efektu Overhausera dwoch jader A i X
a) b) c) d)

WIDMA | ‘ ‘ |

WIDMA |
ROZNICOWE ' ~

(b) stan zaburzony — obsadzenie poziomoéw dla jader X wyréwnane (np. stan nasycenia po absorpciji
promieniowania), dla jader A réznice obsadzen — bez zmian.

(c) relaksacja dwukwantowa powoduje zwiekszenie populacji poziomu ao i odpowiedni spadek dla 3.
Zwiekszenie roznicy obsadzen dla przejs¢ jader A powoduje wzrost intensywnosci sygnatu — dodatni efekt NOE.

(d) relaksacja zerokwantowa powoduje efekt przeciwny — zmniejszenie ré6znicy obsadzen poziomow oo i oy oraz fa
i Bp — stabszy sygnat jader A — ujemny efekt NOE.



Wielkosé NOE

Nmaks= Ya/ Ya * Onor/ Pu, 1 }/41’122'0 6 i [s7]
47°10r8 ( 1+ 40’t]

onoE = W2 — W=

- - czestosc rezonansowa 'H; r- odlegto$¢ miedzy jadrami;

* 1. — czas korelacji czasteczki -czas charakteryzujacy szybkos¢ z jaka czasteczka
»,Zapomina”o poprzednich potozeniach, im krétszy t, tym szybciej znika informacja
o poprzednim stanie czasteczki.

« dla danej o wielko$¢ oyog zalezy od r® i czasu korelacji t;

+ wielkos¢ oy zeruje sie dla wt; ~ 1.12;

- dla matych czasteczek o relatywnie krotkich czasach korelacji (ot: < 1.12) szybkiej
reorientacji w przestrzeni dominuje relaksacja dwukwantowa i NOE jest dodatni;

- dla duzych czasow korelacji czasteczkowej ( lub wyzszych polach B, (ot > 1.12),

dominuje relaksacja zerokwantowa i efekt NOE jest ujemny (zmiana znaku).



Szybkos¢ narastania NOE
maksymalna wartos¢ n dla uktadu 'H — 'H: 50%

n | | |
50%

Duza odlegtos¢é miedzy atomami

Mata odlegtos¢ miedzy atomami

| |
czas naswietlania [s]

Zaleznosc n od czasu korelacji czasteczki

o - czestos¢ rezonansowa 'H

N | | ! |
1H{1H} .

T.— czas korelacji czasteczki

0 (czas charakteryzujacy szybkos¢ z jaka
czasteczka ,,zapomina”o poprzednich
potozeniach, im krotszy t_, tym szybciej znika

informacja o poprzednim stanie czasteczki.)




¢ 50 %

50 % 50 %
28 °
0%
13 %
¢ 28% -13 % >
H H
n [%] -100 %
j i)
log wr,.
50 %
0%

/H e e ] S 100%
ﬂ\
log o,



Eksperymenty NOE

Selektywne

v, haswietlanie
| ]

*Krotki czas naswietlania: ,,truncated driven
NOE” (TOE);

-dtugi czas naswietlania: ,,steady state NOE”
dn/dt ~ 1/r6

180° 90°

-selektywny impuls 180°: ,.transient NOE”



»transient NOE” rotating-frame NOE (ROE)

180° 9Q¢ 180°x 90°

X .
‘l )
T
| AN e

vB,<< YB, i dlatego w,<< i (0t < 1.12)

szybkiej reorientacji w przestrzeni, dominuje

relaksacja dwukwantowa i NOE jest dodatni
A

N\
.'Bo z
- log(wr,) mered
-steady state NOE 1 od 0.5 do -1 x> < By
inverted Y
source - ,transient NOE” n od 0.385 do -1

‘ROE n od 0.385 do 0.675



NOE — warunki przeprowadzenia eksperymentu

Probka:

- eliminacja zanieczyszczen paramagnetycznych:
-tlenu atmosferycznego rozpuszczonego w roztworze,
-kationdw metali przejsciowych (np. Cr3+ z chromianki),

Odgazowanie probki:

* przepuszczanie gazu obojetnego — mato skuteczne,
« procedura ,zamrazanie — proznia — rozmrazanie” 3 — 6 razy
« zastosowanie specjalnej probowki NMR (zatapianie)

Pomiar:

« nalezy wykona¢ kilka pomiaréw

« brak NOE nie jest potwierdzeniem struktury
 obecnosé NOE nie jest w pelni potwierdzeniem struktury




PRESATURACJA SYGNALU

I»fl'J|’u— JLJJ g M

|| H,;0

Uboczny skutek eksperymentu NOE: usuniecie sygnatu z widma




Echo spinowe

1 czynniki aparaturowe (niejednorodnosc pola)
§ relaksacja spin-spin

X Yy
I<__. A .._.>I<..— A D Dwie przyczyny zaniku sygnalu:

90° 180°

Wektor makroskopowej magnetyzacji

¥4
A 903 A 1805 A

- ———— - -

ST S, R, S D

-

Usuwanie szerokich sygnatéw



(Carr-Purcell Meiboom-Gill)

Wielokrotne echo -CPMG-

')n'AQ

d1- 90x (-d2- 180y -d2

[}
i

I

7 MIOEOEOOOhOHhOE
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/
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i
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/

7/
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!
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90, 180y

4d, 6d, 8d,

2d,



Czynniki wptywajace (+) i nie wptywajace (-) na amplitude echa

Zastosowania SE i CPMG:

« Element sekwenciji
wieloimpulsowych

« Wygaszanie szerokich linii

« Unikanie efektéw zaktocen
bezposrednio po impulsie
obserwacyjnym

« Pomiar T,

« Pomiar szybkosci dyfuzji

« Pomiar szybkosci wymiany
chemicznej

. Czynnik SE | CPMG
1 Niejednorodnosc B, - -

2 Dyfuzja - + -

3 | Relaksacja poprzeczna + =

4 Relaksacja podiuzna - -

S Wymiana chemiczna - +-

5 Przesuniecia ) )

chemiczne
7 J-heterojgdrowe - -
8 J-homojgdrowe - + -



HOMODECOUPLING, ODSPRZEGANIE

M
I|"'
® »
Vo
/ & \/ \
[II.))— _Ba (IB— _BU'
2 2
\/ \ \"n
o 00
2,3 1,4 1,4

2,3




Widmo z dekaplingiem

Widmo bez dekaplingu




Jadrowy efekt Overhausera
(Nuclear Overhauser effect)
Dla uktadu 3°C-H

n | | | |
1.99 13C{1H}

Wzmocnienie: (I-ly)/ l,= 1.99



d

Pomiar widma 13C .
* power gated decoupling’-

odsprzezone widmo z NOE

\@ v —

a-pinen l"l.,
120 !

! bt A . inverse gated decoupling”
(odsprzezone widmo bez NOE)

*z odsprzeganiem- ,gated decoupling’
(sprzezone widmo z NOE)

I | el " l'

13¢

*bez naswietlania protonow
(sprzezone widmo bez NOE)

v L YRR TN WO TARTMUTIR H

T I T i T | I T T T T T T | T T T I T T T T T 1 l. n
ppm 13

120 100 80 60 40 20 ,
M



Widmo ilosciowe: eliminacja NOE

1H ]

13¢ D1 I,“""'-

-petna relaksacja probki (D1 =5*T1; T1=2 -3 sdla CH,, 30 s i wiecej dla C")

- dodatek substanciji przyspieszajacej relaksacje (,,relaksant”, np. Cr(acac),)
w ilosci 1% molowo. Dodatek ,,relaksanta” uniemozliwia wiele innych pomiaréw
NMR, np. NOE

» Widmo ,,potilosciowe”: pomiar i porownywanie tylko sygnatow CH

« Optymalizacja pomiaru 3C NMR:

-puls 90° i dtugi czas D1 — silny sygnal, dtugi czas repetyciji,

-,ptaski” puls (<90°) i krotszy czas D1 — stabszy sygnal, krétszy czas
repetycii,

-optimum: kat Ernsta



Zastosowanie sprzezonego widma 3C NMR:

140 130
ppm



Przeniesienie polaryzacji (Polarisation Transfer)

— CHCI;

1H - 13CCl;, 1%

AH | 500 MHz
— 'H - 12CCl; 99%
! ACI125 MHz
czulosc:
H > AC TH:13C=1:0.0159
AH > A

A ~exp(- AE/KT)



Przeniesienie polaryzacji (Polarisation Transfer)

SPT - Selective Population Transfer
SPI — Selective Population Inversion

a) ~AH-AC C) ~AH-AC

2AC 2AH+2AC

i 20H

-AH+AC AH+AC

AH-AC AH-AC

2AH

(inverted)

C'-B 2AC —2AH+2AC

AH+AC -AH+AC

b) d)



Po impulsie
Stan rownowagi selektywnym
180(H,)
P(BR) 0,25-h-c 0,25+h-c
p(Ba) 0,25-h+c 0,25-h+c
p(aB) 0,25+h-c 0,25-h-c
p(aa) 0,25+h+c 0,25+h+c

Int(C,)= p(Ba) —p(BB) | Int(C,)= p(aa)—p(ap)

Stan rownowagi

2C

2C

Po selektywnym
impulsie 180(H,)

2¢c — 2h

2¢c + 2h



SPT — Selective Population Transfer

Te zaburzenia sg lepiej widoczne na
widmie réznicowym

SPT znieksztatca intensywnosci
multipletu protonu gdy

czestotliwosé rezonansowa

sprzezonego jadra jest
nierownomiernie nasycona

| Mq
Niezaburzone widmo jest nasycone J

J—coupled




INEPT - Insensitive Nuclei Enhanced by Polarization Transfer

+Xx
z H
y

+
z X

J=135-150 Hz
1/4J =1.85 - 1.67 ms

> (10%)

Y J=2-4Hz
1/4d =125 - 67 ms
(50%)




Multiplety 13C po sekwencji INEPT

CH CH, CH,

Decoupled, refocused INEPT

+y X

X X
A A —
H I "_31_'I '_—‘Il"'l I Odsprzeganie

X

X X
x I Ih%z—hlﬂ—-%z—b +x
| | ““
I

INEPT




Trzy wersje eksperymentu INEPT:

Sl

sprzezone z protonami

INEPT,

srefocused INEPT,
«decoupled, refocused INEPT

odsprzezoneod ~ INEPT
protonow

L

J

——

e

refocused INEPT

Widma 3C kwasu mréwkowego

L

refocused, decoupled
INEPT



Eksperyment DEPT - Distortionless Enhancement by Polarisation Transfer

Optymalizacja

. . - 909 1800 @+ :
wartos¢ J x y Y odsprzeganie

1
w-3-1 |

‘E=(74/ Yc) Sina

900, 180°,
x - 1— —_— —— L — +x
2) 2) MNWW”“’—

Znak sygnaléw multipletéw w widmach DEPT

DEPT-45 DEPT-90 DEPT-135
XH [CH) + + +
XHE ':CHE} + 0 —
XH; (CHy)  + 0 +

a=45% DEPT 45
90 DEPT 90
135 DEPT 133



‘ ‘ H . ‘ ‘ DEPT-135

Terpen -
andrografolid
0 ‘ : T DEPT-90
HO O
. DEPT-45

e

|"-I-
15" ° 135°
intensywnosé T T " T
sygnatu [~ CH;]
™ CH e 1 3C

|I||1|l|I|I|III|III|III|III|III|III'|
160 140 120 100 RO 60 40 2) Ppm

; i ) ‘ | 1800
= - " kato




EKSPERYMENTY INEPT | DEPT

- konieczna znajomosc statej sprzezenia '*C-'H (przed pomiarem );
— problem w przypadku sprzezen o matej wartosci

Zalety:
— W2zrost czutosci pomiaru (I /1, = 3.98)

Inoe = lo(1 + 14/2Yx) = 15(1 £ V1/204)

lnert = lolYulYxl = 1o(Von/Vox)
— pomiar kontrolowany czasem T, wodoru ('H}, a nie wegla (D1 =2 s)



APT- Attached Proton Test

odsprzeganie

Ly .

180° 180°

Oy y Y
WAAreee

intensywnosé
sygnatu

= wzmocnienie sygnatu: NOE, nie ma transferu polaryzacji 0

— ,,czas repetycji” okreslony czasem T, dla 13C

nxA*) [rad] 314



Ewolucja wektorow namagnesowania jader °C pod wpltywem
sprzezen proton-jadro 13C

CH

A=112J
sywnosé : ! : '
- \
0 al

CH

CH, |

0

n#A*) [rad] 3-14

CH

g

g

e

>

NP P

@@H%%




INADEQUATE -Incredible Natural Abundance DoublE
QUANtum Transfer Experiment

odsprzeganie

H

1sn°y 90°
*wlmmww

90°
X I«n—mu—-l

“c-*"c-"¢ CH;—CH;—OH "*CHz"°CH;—OH
13c_13c_12¢ 98% 0.01%
"*CH;—CH;—OH CH; "°CH;—OH

1% 1%



Satelity ,,weglowe” na widmie 13C NMR INADEQUATE

Zastosowanie
Jiltru dwukwantowego” b)

!
.
IIII
Al 'uw“"J v
|

J (0.01%)
SE:%L ll“ / ,Uklad AB lub AX %)
w | VA, 4 e

izotopomer *C-'2C L B e T IS i o B
f (1%)
J'k_ 415 410 405 400 395 390 385 ppm

100 x silniejszy [ \ izotopomer 13C-13C

126_12_12¢  nieaktywny w NMR

izotopomer *2C-12C (99%) - nieaktywny w NMR 126 _13c-12¢c  sygnat odfiltrowany

126_1c-"3c  dublet

130_130_123 dublet

~Pr=lie=tC__ dublet dubletow



Wartosci statych sprzezenia 3C-13C

Typowy zakres dla stalych sprzezenia C-C przez
jedno wiazanie

Grupa C-C Typowe wartosci 1JCC

(Hz)
C-C 3540
C-C(O) 40-60
C=C (alkene) 70-80
C=C (aromatic) 55-70
C=C 170-220

Podstawowy czynnik przy okreslaniu wartosci stalej-
hybrydyzacja atomu wegla

a Hz
b Hz Il a Hz
C C C

odtwarzanie szkieletu
weglowego

1J(1 30_130)

36.6 etan

67.0 etylen
956.0 benzen
171.5 acetylen

12.4 cyklopropan
nJ(1SC_1SC)

kilka-kilkanascie Hz

49.8 Hz 42,5 Hz
Q /CH3 hel  CHs
N=—C N=C .
/ \ 41.2 Hz / \ 42.3Hz
HO CH; HO CH;



DOSY- Diffusion-Ordered SpectroscopY

4 X X
T —» -+ T =
- A g

G;

*8—#—

-5+

I

G;

G;

GZ
S
| ——
NNVWWW S
s
::_ . l_::
A B

Pomiar dyfuzji odbywa sie przez obserwacje ttumienia sygnatow NMR podczas

eksperymentu z gradientem pola impulsowego. Stopien ttumienia jest funkcja

gradientu magnetycznego amplitudy impulsu (G)

| wystepuje z szybkoscig

proporcjonalng do wspoétczynnika dyfuzji (D) w czasteczce.

I(f,2) = 1,(f) exp(-D,2)
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Gdzie:
-1 -obserwowana intensywnos¢ sygnatu,
-1, - intensywnos¢ dla zerowej mocy gradientu,

-G — gradient, - D- wspodtczynnik dyfuzji , - A-deley
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