JADROWY EFEKT OVERHAUSERA
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Najstarszg i jak dotad najczesciej wykorzystywang metoda w badaniach strukturalnych
molekut metodami spektroskopii NMR jest pomiar jadrowego efektu Overhausera (NOE —
Nuclear Overhauser Effect). Pomiary NOE pozwalajg uzyskiwac¢ wigzy odlegtosci, pomiedzy
badanymi jadrami (najczesciej "H). Za wklad w zastosowaniach miedzy innymi tej metody do
badan biatek, w 2002 roku zostal wyrdzniony nagroda Nobla Kurt Wiithrich z ETH w
Zurychu.

— czestoscig rezonansow3 (YBg) a r — odlegloscig miedzyjadrows.

Mierzalne efekty NOE objawiaja si¢ czeSciowym przeniesieniem magnetyzacji
pomiedzy jadrami zwiazanymi wzajemnym oddziatywaniem dipol — dipol®. Efektywno$é tego
procesu zalezy od czestotliwo$ci rezonansowej ®=yBg 1 szybkosci reorientacji czasteczek w
przestrzeni, okreslonej przez czas korelacji t.. Warunkiem koniecznym dla obserwacji
efektow NOE jest niezerowe 1 roézne prawdopodobienstwo relaksacji dwu- lub
zerokwantowej, odpowiednio W5 i Wy. Wielko$¢ NOE zalezy od rdéznicy prawdopodobienstw

W, i Wy i jest, w przypadku dwoch jednakowych jqderz, okreslona wzorem (1):

Rys. 1 Schemat pozioméw energetycznych dla dwoch
jader 11 S zwigzanych oddzialywaniem dipolowym.
W,' i W,® prawdopodobienstwa relaksacji odpowiednio
jader 11 S, W, i Wy prawdopodobienstwa relaksacji
dwu- i zerokwantowej
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Gdzie 1. jest czasem korelacji, ktorego wielko$¢ jest miarg szybkosci reorientacji molekut,

! Sprzezenia spin-spin typu dipolowego (bezposredniego) w izotropowych cieczach nie sg obserwowalne w
postaci rozszczepien, daje si¢ jednak zaobserwowac ich wptyw na posta¢ widm NMR mig¢dzy innymi przez
efekt NOE.

? Przede wszystkim wykorzystuje si¢ homojadrowe efekty NOE - 'H - 'H. Efekty heterojadrowe, cho¢ mozliwe
do uzyskania w analogiczny sposob, sg znacznie stabsze ze wzgledu na silng zaleznos$¢ od v, a takze mogg by¢
trudniejsze do interpretacji w uktadach wielospinowych.



Przy danej czestosci rezonansowej spektrometru, onop zalezy od odleglosci
miedzyjadrowej ~(r °) i czasu korelacji t.. Latwo zauwazyé, ze oo zeruje si¢ dla ot ~
1.12. Dla matych czasteczek o relatywnie krotkich czasach korelacji (ot < 1.12), a co za tym
idzie, szybkiej reorientacji w przestrzeni, dominuje wysokoczestotliwo$ciowa relaksacja
dwukwantowa 1 w konsekwencji efekty NOE sg dodatnie. Natomiast w przypadku duzych
czasOw korelacji czasteczkowej, lub rownowaznie w wyzszych polach By (ot > 1.12),

dominuje relaksacja zerokwantowa i efekt NOE zmienia znak na ujemny.
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Rys. 2 Generowanie efektu Overhausera dwoch jader 1 1 S. (a) — obsadzenia w stanie rownowagi, wzgledne rdznice
obsadzen dla obu jader — dwie jednostki — kotka. (b) — stan zaburzony — obsadzenie pozioméw dla jader S wyrownane
(np. stan nasycenia po absorbcji promieniowania), dla jader I r6znice obsadzen — bez zmian (c) — relaksacja
dwukwantowa powoduje zwickszenie populacji poziomu a.o i odpowiedni spadek dla Bf. Zwigkszenie roznicy
obsadzen dla przej$¢ jader I powoduje wzrost intensywnos$ci sygnatu — dodatni efekt NOE. (d) — relaksacja
zerokwantowa powoduje efekt przeciwny — zmniejszenie roéznicy obsadzen pozioméw ot i aff oraz Bou i B — stabszy
sygnat jader I — ujemny efekt NOE.

Pomiaru efektow NOE dokonuje si¢ najczesciej przez pomiar intensywnosci sygnatow
korelacyjnych w widmach dwuwymiarowych NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement
Spectroscopy). Mozna si¢ jednak spotka¢ zarowno z wielowymiarowymi kombinacjami
NOESY z innymi technikami, jak i — w przypadku niewielkich czasteczek — z
wykorzystujgcym selektywne wzbudzenie, wariantami jednowymiarowymi z selektywnym
wzbudzeniem wybranych jader lub ich grupy np. DPFGSE (Double Pulsed Field Gradient
Selective Echo) NOE.

Zerowanie si¢ jadrowego efektu Overhausera dla iloczynu ot zblizonego do 1.12 bylo
przyczyna wynalezienia analogicznej techniki ROESY (Rotating frame Overhauser
Enhancement Spectroscopy), w ktorej decydujacg role w przeniesieniu magnetyzacji
odgrywaja prawdopodobienstwa przejs¢ zero- I dwukwantowych, odpowiednio ug i Up, W tak
zwanym wirujacym ukladzie wsp(')lrzqdnychg. W technice tej stosuje si¢ tak zwany ,,impuls

ujarzmiajgcy” (ang. spin lock), tj. wigcza na czas mieszania (ty,) liniowo spolaryzowane — w

¥ Kartezjanski uktad wspotrzednych wirujacy wokot osi z czestoscia o.



wybranym, prostopadtym do By kierunku — promieniowanie elektromagnetyczne o

stosunkowo niewielkiej mocy i czgstosci . Efekty ROE sg zawsze dodatnie 1 okreslone przez
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Metoda ROESY, stosowana czasem takze w selektywnej wersji jednowymiarowej,
jest metodg z wyboru dla roztworéw matych i Srednich czasteczek, gdy wte ~ 1.12. Warunek
ten spetniony jest czesto w roztworach wodnych w temperaturze 20 °C 1 przy czestotliwosci
rezonansowej 'H 500 MHz dla czasteczek o masie molowej okoto 1500, a w
rozpuszczalnikach organicznych o mniejszej lepkosci — dla molekul nawet dwukrotnie
cigzszych.

Ze wzgledu na silng zalezno$¢ wielkosci efektow NOE 1 ROE od odlegtosci (r), wigzy
uzyskane w ten sposob dotycza zazwyczaj protonéw oddalonych najwyzej o 5 A (0.5 nm).
Istniejg dwa gléwne sposoby uzyskiwania informacji o odleglosciach z pomiaréow NOE i
ROE. Pierwszy polega na rejestracji serii widm z ré6znym czasem mieszania T, 1 wykresleniu
intensywnosci integralnych I sygnatow korelacyjnych w funkcji czasu mieszania tm.
Zalezno$¢ ta w poczatkowej fazie, dla matych czaséw mieszania 1y, jest liniowa, a wielko$¢
ojj jest wprost proporcjonalna do poczatkowej predkosci narastania sygnatu, tj. pochodnej (3)
oraz odleglosci ;°:
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Drugi sposob, tatwiejszy i1 dlatego czgsciej stosowany w praktyce, polega na rejestracji
pojedynczego widma NOESY badZz ROESY, mieszczacego si¢ w zakresie liniowej zalezno$ci
uzyskanego wzmocnienia NOE od czasu mieszania tn. W tym przypadku przyjmuje si¢
liniowa zalezno$¢ intensywnosci sygnatéw korelacyjnych od ojj, a wigc jednoczesnie rij’6. \W
obu przypadkach bez znajomos$ci czasteczkowych czasow korelacji nie mozna jednak
bezposrednio okresli¢ odleglosci rjj. Najczescie] wige wykorzystuje si¢ w tym celu znane

odleglosci wzorcowe rve, na przyktad pomigdzy protonami geminalnymi czy aromatycznymi:
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Wigzy strukturalne uzyskiwane z pomiarow efektow Overhausera, cho¢ latwe do

uzyskania, sg jednak do$¢ mato precyzyjne, wymagaja bowiem dokladnego pomiaru



intensywnos$ci sygnaldéw w widmach o stabym czesto stosunku sygnatu do szumu.
Jednoczesnie liczne konkurencyjne zjawiska, jak wymiana chemiczna i dyfuzja spinowa,
zakldcaja teoretyczng zalezno$¢ obserwowanych efektow od odlegltosci miedzyjadrowych.
Dla uniknigcia niejednoznacznosci czesto przedktada si¢ wigc ilos¢ wiezéw nad préby ich
precyzyjnego okreslenia, dzielac efekty na ,,stabe”, ,,$rednie” i ,,mocne” oraz przypisujac im

odpowiednie przedziaty odlegtosci.

Wymagania kolokwialne
Zasada dziatania spektrometru NMR z zastosowaniem transformacji Fouriera. Widma
korelacyjne, Jadrowy efekt Overhausera (NOE), metody pomiaru NOE, zastosowania w

chemii.

Polecana literatura:

1. Andrzej Ejchart, Adam Gryff-Keller, ,NMR w cieczach. Zarys teorii i metodologii”;
Wydawnictwa Politechniki Warszawskiej, Warszawa 2003.

2. Metody spektroskopowe 1 ich zastosowanie do identyfikacji zwigzkéw organicznych, pod
red. W. Zielinskiego 1 A. Rajcy, rozdz. 2 — 4., WNT, Warszawa 1995.

3. James Keeler “Understanding NMR Spectroscopy.”

4. Skrypt ,,Spektroskopia molekularna — ¢wiczenia laboratoryjne”.3. Two-Dimensional NMR
Spectroscopy, eds. W.R. Croassmun i R.M.K. Carlson, VCH Weinheim 1987.



