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1.
Jaderné interakce
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Magneticky aktivní a tedy v NMR detekovatelná jádra jsou pouze ty, která mají nenulový jaderný spin. Jsou tedy charakterizovaná nenulovým spinovým kvantovým číslem, které může být buď polovinové (1/2, 3/2, 5/2 atd.) nebo celočíselné (např. 1). Nejsnadněji měřitelná jádra mají spin ½ a jsou to např. 1H, 13C, 15N, 31P, 29Si, 119Sn atd.  Spinové stavy jsou kvantovány, přičemž stav je popsán magnetickým kvantovým číslem m. Pro jádro se spinem ½ platí, že m=±1/2. Jádro se tedy může nacházet pouze ve dvou stavech. S existencí nenulového jaderného spinu se pojí další významná jaderná vlastnost a to je jaderný magnetický moment , což je vektorová veličina mající velikost a směr. Ty jsou dané tzv. gyromagnetickým poměrem , který je charakteristický pro každé jádro. Různá jádra tedy mají různý magnetický moment. 
V magnetickém poli se spiny orientují a původně degenerovaná energetická hladina se štěpí. Spiny s opačnou orientací vzhledem k vnějšímu magnetickému poli mají vyšší energii a je jich poněkud méně než souhlasně orientovaných spinů. Tento rozdíl je daný Boltzmanovým rozdělením a roste s klesající teplotou a rostoucí intenzitou magnetického pole.

2.
Jaderné interakce a chemický posun
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Díky vazebným i nevazebným elektronům je dané sledované jádro vystaveno vlivu většího či menšího vnějšího magnetického pole, než je nominální intenzita magnetického pole magnetu. Hovoříme o tzv. efektivním magnetickém poli. Elektrony v lokálním chemickém okolí tvoří tedy tzv. lokální magnetické pole. s-konstanta magnetického stínění. Intenzita a směr lokálních magnetických polí a tedy i konstanty stínění je závislé na elektronové hustotě. Celkový efekt lze rozložit na tři příspěvky: a) diamagnetickou složku, která má původ v elektronech s orbitalů a je opačně orientovaná vzhledem ke statickému magnetickému poli, b) paramagnetickou složku generovanou elektrony p orbitalů a  elektrony, jež má souhlasný směr a c) třetí příspěvek odrážející vliv sousedních atomů a funkčních skupin (indukční či mezomerní efekty atd.), který může být kladný i záporný. Tento příspěvek způsobuje, že jádra stejného typu v jedné molekule mají různé chemické posuny.
Je také zřejmé, že elektronová hustota kolem jádra může být různá v různých směrech a tedy, že třetí příspěvek je směrově nebo orientačně závislý (vzhledem k vnějšímu magnetickému poli). V kapalině se však díky rychlému izotropnímu molekulárnímu pohybu tato orientační závislost ztratí a je sledován pouze izotropní chemický posun tedy průměrná hodnota všech možných orientací.

3.
Anizotropie jaderných interakcí
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Jaderné interakce s magnetickým polem jsou tedy obecně anizotropní a tudíž závislé na orientaci molekuly vzhledem ke směru vnějšího magnetického pole. Velmi rychlý molekulární pohyb a reorientace molekul v kapalném stavu však vede ke zprůměrování všech možných hodnot a tedy jediná měřitelná veličina je izotropní složka dané interakce např. izotropní chemický posun. Avšak už i malé peptidy, které jsou asociovány např. do fosfolipidické membrány jsou natolik imobilizované, že výsledné NMR spektrum obsahuje široké a často asymetrické signály. Tato šířka a asymetrie signálů je právě důsledkem anizotropního charakteru studovaných interakcí např. chemického posunu. Tato anizotropie chemického posunu může být popsána tenzorem druhého řádu, který může být reprezentován elipsoidem. Zde je uveden tenzor 15N NMR chemického posunu pro amidickou skupinu. Máme-li například orientovanou lipidickou dvouvrstvu se zabudovaným peptidem potom naměřená hodnota 15N NMR chemického posunu odpovídá orientaci NH vektoru vůči magnetickému poli. Horní spektrum odpovídá situaci, kdy NH vektor je kolmý ke směru vnějšího magnetického pole. Ve druhém případě je NH vektor paralelní se směrem magnetického pole. Obecně pak naměřená hodnota chemického posunu odpovídá průseku který vytvoří vektor magnetického pole a elipsoid chemického posunu. V neorientovaných systémech, kde jsou pravděpodobné všechny možné orientace naměříme tzv. práškové spektrum (spodní spektrum). Z něho je sice možné získat vlastní hodnoty tenzoru chemického posunu (velikost hlavních os) a vypočítat i izotropní chemický posun, ale v systémech kde je celá řada různých strukturních jednotek je výsledné spektrum nečitelné. A proto je nutné tuto anizotropii chemického posunu ze spektra odstranit. 
4.
Rotace vzorku pod magickým úhlem a anizotropie chemického posunu ( I )

Trocha kvantové mechaniky.
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Obecně je interakce chemického posunu s vnějším magnetickým polem popsána Hamiltoniánem chemického posunu HCS, kde  je gyromagnetický poměr, B0 intenzita vnějšího magnetického pole,  tenzor chemického stínění, I-spinový operátor. Pro NMR experiment je relevantní pouze složka shodná se směrem vnějšího magnetického pole tedy pouze z-ová složka spinového operátoru. Při popisu odstraňování neboli průměrování anizotropie chemického posunu se chemický posun, který je reprezentován obecným elipsoidem rozděluje na část izotropní a část anizotropní (např. sférická harmonická oscilace). Nyní nás zajímá co se děje s anizotropní složkou chemického posunu při tzv. rotaci pod magickým úhlem (MAS), což je zcela standardní technika používaná k měření NMR spekter pevných látek. 

4.
Rotace vzorku pod magickým úhlem a anizotropie chemického posunu ( II )
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Vzorek je umístěn v rotoru, který rotuje kolem osy svírající magický úhel (54,7°) s vektorem vnějšího magnetického pole. Pro intuitivní pochopení rotace pod magickým úhlem jsme anizotropní část tenzoru chemického posunu popsali výše uvedenou sférickou harmonickou funkcí. Orientace tohoto tenzoru je obecně náhodná a hlavní osa 33 (nejdelší) svírá s vektorem vnějšího magnetického pole náhodný úhel (. Rotace vzorku způsobí, že i tenzor chemického posunu začne rotovat kolem této rotační osy. To pro dostatečně velké rotace vede  k časově průměrnému a axiálně symetrickému tenzoru druhého řádu, jehož hlavní osa 33 je nyní shodná s osou rotace. Jak již bylo uvedeno dříve relevantní část tenzoru chemického posunu ve vztahu k NMR experimentu je pouze složka shodná se směrem vnějšího magnetického pole. Měřitelná složka nezprůměrované anizotropní části tenzoru chemického posunu je znázorněna silnou šipkou (průsek, který vytvořil vektor magnetického pole a tenzor anizotropní části chemického posunu). Pokud osa rotace svírá magický úhle s vektorem magnetického pole a je-li frekvence rotace dostatečně vysoká pak tento průsek je nulový a anizotropní část tenzoru chemického posunu je zcela neměřitelná a zůstane pouze izotropní složka. Obecně rychlost rotace vzorku souvisí s průměrem rotoru a tak nejvyšších rotací až 50 kHz je dosahováno v nejmenších rotorech s průměrem 2 mm.

4.
Rotace vzorku pod magickým úhlem a anizotropie chemického posunu ( III )
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Jak to tedy s rotací pod magickým úhlem je. Ve skutečnosti lze demonstrovat na jednoduchém příkladu 13C NMR spektra glycinu. Statické spektrum obsahuje široké a nesymetrické signály. Se zvyšující se rotací můžeme sledovat postupné časové průměrování anizotropní časti tenzoru chemického posunu. Široký signál je nejprve, při nízkých frekvencích rotace rozseparován do série rotačních signálů a jednoho centrálního signálu, který odpovídá izotropnímu chemickému posunu. Se zvyšující se frekvencí rotace vzorku intenzita a počet rotačních signálů klesá. A nakonec při dostatečně vysoké rotaci jsou ve spektru pouze signály odpovídající izotropnímu chemickému posunu podobně jako je tomu ve spektrech měřených pro kapalné vzorky. Jedinou podmínkou je aby frekvence rotace převýšila velikost anizotropie chemického posunu vyjádřené ve frekvenčních jednotkách. Je-li tedy šířka signálu 10 kHz pak i frekvence rotace by měla být minimálně 10 kHz.

5.
Rotace vzorku pod magickým úhlem a dipolární interakce ( I )
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S mnohem většími problémy se však setkáváme při měření protonových NMR spekter. Tedy při odstraňování dipolárního rozšíření 1H NMR spekter. Velmi silná dipol-dipolova interakce mezi protony vede prakticky k překrytí všech ostatních informací a výsledné statické spektrum obsahuje pouze velmi široký signál s pološířkou až 80 kHz. Z toho je tedy zřejmé že i potřebné frekvence rotace musí být mnohem větší než v případě odstraňování anizotropie chemického posunu. S vlastní rotací vzorku v zásadě vystačíme pouze u relativně pohyblivých systémů jakými jsou syntetické polymery. Zde je uvedena série spekter měřených pro polykarbonát, kdy už při frekvenci 8 kHz lze identifikovat signály aromatiky a methylových skupin.
5.
Rotace vzorku pod magickým úhlem a dipolární interakce ( II )
Avšak pro krystalické organické látky např. glycin (Gly) je samotná rotace vzorku až do frekvencí kolem 20-25 kHz neúčinná. Potřebná frekvence by měla být až kolem 50 kHz, což je i v současné době těžko dosažitelné. Proto je potřeba využít jiných technik, které vedou k odstranění dipolárního rozšíření. Souhrnně se jedná o CRAMPS techniku (např. BR24) což znamená, že jde o kombinovanou rotaci a multipulsní spektroskopii. Použitím této techniky již získáme 1H NMR spektrum, které je velmi dobře rozlišené. Vidíme zde signál NH3 protonů a dva signály odpovídající neekvivalentním alfa protonům. Toto spektrum můžeme porovnat s 1H NMR spektrem Gly, který byl rozpuštěn ve vodě, kde je patrný pouze singlet CH2 skupiny. Dříve než se v krátkosti pokusíme pochopit [image: image8.jpg]Magic Angle Spinning — dipolarni
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podstatu multipulsních dekaplovacích technik, je nutné zdůraznit věc, která je pro provedení pořádného a smysluplného experimentu zcela zásadní. Tím je dostatečná intenzita excitačního nebo dekaplovacího B1 pole.  První spektrum vlevo nahoře bylo změřeno pro rozpuštěný Gly za podmínek standardních pro NMR experiment prováděný na kapalných vzorcích. Pokud však do NMR kyvety nasypeme krytalický Gly výsledkem NMR experimentu není vůbec nic. Intenzita excitačního pole, která je dostatečná pro kapalné vzorky nedokáže překonat intenzitu vnitřních interakcí v pevné fázi a spinový systém tak vůbec není vyveden z rovnováhy.  Délka 90° pulsu se obvykle pohybuje mezi 5-3 s což odpovídá intenzitě 50-80 kHz ale pro provedení kvalitních experimentů je nutné zvýšit intenzitu excitačních polí přes 100 kHz a někdy až 200 kHz pro heteronukleární decoupling při velmi vysokých rotacích což odpovídá délce 90° pulsu 2-1,2 s.

6.
Homonukleární decoupling - CRAMPS
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O co tedy při multipulsním dekaplingu jde. Opět se to pokusíme přiblížit sice ne zcela přesně, ale snad názorně na jednoduchých schématech. Použitá pulzní sekvence se skládá z velmi velkého počtu silných 90° pulsů, které způsobí to, že vektor magnetizace začne vykonávat precesní pohyb nikoli kolem osy z (v rovině x-y) jako obvykle, ale kolem osy, která svírá s vektorem vnějšího magnetického pole opět magický úhel.  Tuto osu si můžeme představit, jako tělesovou úhlopříčku jednotkové krychle a vektor magnetizace je 90° pulsy velmi rychle překlápěn ze směru osy z do y, pak x, z,y,x atd. V tomto stavu se již magnetizace vyvíjí pouze podle chemického posunu (není ovlivněna dipolárními interakcemi) a tak dostáváme spektrum relativně dobře rozlišené. Vlastní NMR signál se snímá během velmi krátkých prodlev mezi pulsy, kterým se říká okna. Na tomto principu pracuje řada pulsních sekvencí např WHH4, BR24 a MREV8. FSLG (Frequency Switched Lee Goldburg decoupling) pracuje poněkud jinak, v kontinuálním módu, a je určen pro nepřímou detekci 1H signálu. Smysl tohoto experimentu je však stejný. 
7.
Cross-polarizace ( I )

Jako poslední ze základních a nejdůležitějších technik je uvedena technika cross-polarizace, která se běžně používá k měření NMR spekter s nízkým izotopickým zastoupením. Podstatou této techniky je přenos polarizace nebo chcete-li magnetické energie z protonového spinového systému do spinového systému izotopicky řídkých jader např. 13C (zastoupení tohoto izotopu v přírodě je kolem 1,5%). Primární podmínkou provedení experimentu je existence vzájemných dipolárních interakcí mezi jádry vodíku a uhlíku (1H-13C). Druhou podmínkou pro úspěšný přenos polarizace je splnění tzv. Harman-Hahnovi podmínky. Experiment probíhá následovně: prvním 90° pulsem vytvoříme 1H transverzální magnetizaci, kterou okamžitě uzavřeme do tzv. spin locku. [image: image10.jpg]Cross-polarization
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To si lze představit tak, že celková magnetizace je uložena ve směru oscilujícího radio-frekvenčního spin-lokovacího pole, např. ve směru osy x. Jednotlivé spiny precesují kolem této osy x s frekvencí danou součinem gyromagnetického poměru a intenzity spin-lokovacího pole. Pokud ve stejný okamžik zapneme druhé spin-lokovací pole odpovídající uhlíkům 13C o takové intenzitě, že případné spiny budou vykonávat precesi kolem této osy se stejnou frekvencí jako jádra vodíku je splněna Hartman-Hahnova podmínka a dojde k přenosu polarizace. Rychlost přenosu polarizace je úměrná intenzitě heteronukleárních dipolárních interakcí a obvykle trvá několik málo milisekund. Výsledkem je potom standardní uhlíkové spektrum. Tato technika dobře pracuje, ale jen při nižších frekvencích rotace vzorku asi tak do 7 kHz. 
7.
Cross-polarizace ( II )
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Při vyšších frekvencích rotace však již dojde k oslabení dipolárních interakcí a lze sledovat, že Hartman-Hahnova podmínka má řadu lokálních maxim a minim. Jinými slovy, došlo k interferenci intenzity spin-lokovacích polí a frekvence rotace vzorku. V tento okamžik je velmi obtížné správně nastavit a provést experiment. Proto se pro vyšší rotace vzorku a v současné době zcela běžně používá lehce modifikovaná technika cross-polarice a to tak, že intenzita spin-lokovacího pole se během přenosu polarizace postupně zvyšuje. Tím je modulace intenzity signálu odstraněna a experiment je možno bez problémů použít i při podstatně vyšších frekvencích rotace vzorku. Až do frekvencí rotace kolem 15 kHz.
8.
13C CP/MAS NMR spektra @ 200 a 500 MHz ( I )
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Nyní se tedy podíváme na několik standardních jedno-dimenzionálních NMR spekter pevných látek, kde budou demonstrovány základní rysy a odlišnosti od klasických spekter změřených pro kapalné vzorky. 
Zde jsou uvedena 13C CP/MAS NMR spektra di-glycinu a tri-glycinu změřená na 200 MHz a 500MHz spektrometru. Spektra měřená při nižších frekvencích obsahují výrazné asymetrické doublety pro signály uhlíků, které sousedí s dusíkem. Toto štěpení je způsobeno zbytkovou dipolární interakcí s jádrem 14N. To vede v konečném důsledku k tomu, že 13C CP/MAS NMR spektru složitějších peptidů či proteinů je prakticky nečitelné. Avšak tato dipolární interakce prakticky zcela vymizí ve spektrech měřených při vyšších frekvencích. Z toho tedy vyplývá nutnost měřit NMR spektra na moderních spektrometrech s vysokou intenzitou magnetického pole.

9.
119Sn CP/MAS NMR spektra @ 200 MHz ( I )
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Na druhou stranu tyto dipolární interakce, které jsou aktivní přes prostor mohou přinášet významné strukturní informace. Příkladem mohou být 119Sn CP/MAS NMR spektra organo-ciničitých látek, kdy z tvaru centrálního signálu, případně jeho štěpení lze posoudit koordinaci centrálního atomu cínu. Asymetrické rozšíření signálu v horním spektru reflektuje dipolární interakci jádra 119Sn s dusíkem 14N a tedy jejich prostorovou blízkost. Obě jádra nejsou dále než 0.3 až 0.4 nm. Celková geometrie odpovídá poněkud deformovanému tetraedru. Prostřední spektru reflektuje mnohem komplikovanější interakční systém, ve kterém vystupují již dva atomy 14N a dva atomy chloru 35Cl. Celková geometrie se téměř blíží oktaedru. Tato geometrie je též potvrzena intenzivními rotačními signály, které reflektují podstatně větší asymetrii lokální geometrie v porovnání s předchozím případem. 
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9.
119Sn CP/MAS NMR spektra @ 200 MHz ( II )
Jestliže v předchozích spektrech bylo zcela zřejmé, který signál je centrální a tedy odpovídá izotropnímu chemickému posunu, a které signály jsou pouze rotační satelity, v mnoha případech toto určení není tak snadné. Ne vždy totiž nejintenzivnější signál odpovídá centrálnímu pásu. Proto je nutné změřit minimálně dvě spektra při různé frekvenci rotace. Pozice centrálního signálu je na frekvenci rotace nezávislá, zatímco rotační signály se od sebe s rostoucí frekvencí vzdalují. Příkladem mohou být tato 119Sn CP/MAS NMR spektra.   
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8.
13C CP/MAS NMR spektra @ 200 MHz ( II )
Nakonec se vrátíme k 13C CP/MAS NMR spektru krystalického thiacalix[4]arenu. Spektrum této na první pohled velmi symetrické molekuly reflektuje rozdílnou konformaci a orientaci jednotlivých aromatických kruhů v krystalické buňce. Tato informace je v kapalném spektru zcela potlačena díky rychlým molekulárním pohybům.

10.
Princip dvou-dimenzionální (2D) spektrometrie ( I )

Měření dvou a více-dimenzionálních spekter není jen módní záležitost, ale je to nezbytná nutnost, neboť více-dimenzionální spektra podstatně zvyšují spektrální rozlišení. 
Princip 2D spektrometrie si přiblížíme na velmi jednoduchém příkladu heteronukleární korelace, která vychází z nám již dobře známé pulsní sekvence určené pro měření spekter s cross-polarizací. V prvním přiblížení budeme uvažovat systém, ve kterém je homonukleární 1H-1H dipolární interakce velmi slabá. 

Při měření klasických jedno-dimenzionálních spekter detekujeme odezvu vzorku na excitační puls. Tato odezva je v podstatě oscilující napětí, které se indukuje v detekční cívce a po Fourierově transformaci (FT) těchto oscilací dostaneme klasické 1D frekvenční spektrum. Pro získání 2D spektra je zřejmé, že musíme detekovat dvě odezvy vzorku na minimálně dva pulsy. 
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Jak již víme při měření klasického cross-polarizačního spektra okamžitě po prvním 90° 1H  pulsu zapneme spin-lockovací pole a zahájíme přenos polarizace do uhlíkového spinového systému. Jinými slovy veškerá protonová magnetizace je uložena podél osy x a získaný uhlíkový signál má tedy maximální intenzitu. Jestliže však za první 90° 1H puls vložíme jistou prodlevu, tak se protonová magnetizace začne vyvíjet pod vlivem chemického posunu. To znamená, že nastane precese magnetizace a její vektor již není uložen ve směru osy x, ale má nějaký obecný směr. Zapneme-li spin-lockovací pole po této určité prodlevě, tak procesu cross-polarizace se účastní pouze průmět protonové magnetizace do osy x. Nejprve se tedy tento průmět sníží, což tedy vede i k nižší intenzitě uhlíkového signálu po cross-polarizaci. Obecně však tento průmět osciluje s frekvencí odpovídající protonovému chemickému posunu. Stejně tak i intenzita uhlíkového signálu po cross-polarizaci osciluje s touto charakteristickou frekvencí. A tak pokud provedeme druhou FT oscilací intenzit těchto uhlíkových signálů dostaneme 2D spektrum, kde každý signál je charakterizovaný dvěmi frekvencemi a to 1H a 13C frekvencí. Tak je získáno klasické heteronukleární korelační spektrum.  

10.
Princip dvou-dimenzionální (2D) spektrometrie ( II )
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Jestliže jsme v předchozím případě uvažovali pouze vliv chemického posunu na vývoj protonové magnetizace a vliv homonukleárních 1H-1H dipolárních interakcí byl zcela zanedbán, tak v tomto případě tomu bude naopak. Homonukleární 1H-1H dipolární interakce budou dominovat, zatímco vliv chemického posunu bude marginální. 
Aplikujme tedy stejnou pulsní sekvenci jako v předchozím případě na systém se silnou homonukleární 1H-1H dipolární interakcí. Během prodlevy, která následuje po prvním 90° 1H pulsu se protonová magnetizace nevyvíjí podle chemického posunu, ale spíše dochází k velmi rychlému dipolárnímu rozfázování. Jednotlivé spiny se díky silné dipolární interakci rychle rozjíždějí od sebe, čímž se samozřejmě zmenšuje i průmět celkové protonové magnetizace do osy x. Tím tedy i uhlíkové signály po cross-polarizaci velmi rychle ztrácejí intenzitu s prodlužující se prodlevou. Nedochází tedy k oscilaci průmětu magnetizace v osu x, ale pouze k velmi rychlému poklesu. Tento pokles (útlum magnetizace) je řádově rychlejší než případný vývoj podle chemického posunu a tak je tedy tento vliv nedetekovatelný. Fourierovou transformací tohoto poklesu potom dostaneme více či méně široký signál v 1H dimenzi. Co nám tedy takovýto experiment přináší? Jaká informace je tedy obsažena v tomto 2D spektru?

Je to informace o intenzitě dipolárních interakcí v okolí každé strukturní jednotky (např. CH3, CH2, CO, CH atd.), kterou lze rozlišit a identifikovat v 13C CP/MAS NMR spektru. Významné na tom totiž je, že intenzita dipolárních interakcí klesá s rostoucím molekulárním nebo segmentálním pohybem. A tak tedy rigidní, imobilizované strukturní jednotky jsou charakterizované velmi širokými signály, zatímco velmi pohyblivé mobilní jednotky jsou reflektovány velmi úzkými pásy. Z toho tedy plyne, že toto 2D spektrum přináší velmi elegantně informace o segmentální pohyblivosti studovaných systémů.

11.
Přiřazení signálů – MAS-J-HMQC
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Prvním příkladem z 2D experimentů je technika poněkud netradiční pro NMR pevné fáze, kterou lze použít k jednoznačnému přiřazení NMR signálů, které je základní podmínkou pro stanovení 3D struktury a konformace. Schématicky se jedná o první typ 2D experimentů, které byly dříve uvedeny. Je to korelační experiment jehož základ není v dipolárních interakcích, které jinak dominují v NMR experimentech pevného stavu, ale je ve spin-spinových interakcích, které jsou naopak základem pro vícedimenzionální experimenty prováděných na kapalných vzorcích. Je to v podstatě ekvivalent klasického heteronukleárního korelačního experimentu, ve kterém lze vysledovat DEPT pulzní sekvenci. Během cross-polarizace nejprve vytvoříme uhlíkovou magnetizaci, tu během první FSLG periody necháme vyvíjet pod vlivem heteronukleární spin-spinové interakce tak, aby se vytvořila antifázová uhlíková magnetizace (koherence), kterou převedeme tímto 90° pulsem do dvoukvantové magnetizace. Následující FSLG periodu inkrementujeme tak abychom detekovali protonový chemický posun. Následující puls převede tuto dvoukvantovou magnetizaci do sledovatelné uhlíkové magnetizace, kterou lze již přímo detekovat po této poslední FSLG refokusační periodě. Všimněte si, že stále je zapnutý homonukleární FSLG decoupling, a to proto, abychom odstranily vliv velmi silných dipolárních 1H-1H interakcí. Experiment se provádí při relativně vysoké rotaci vzorku pod magickým úhlem asi tak 10-15 kHz. Tím jsou významně oslabeny heteronukleární dipolární interakce mezi 1H a 13C. Zbytkové heteronukleární interakce a vliv 13C chemického posunu je refokusován 180° pulsem. Je potřeba zdůraznit, že zvolená rychlost rotace je jistým kompromisem. Snažíme se maximálně oslabit dipolární interakce tak, aby neovlivňovaly vývoj magnetizace během vývojových period, ale na druhou stranu tyto interakce musí být dostatečně silné pro přenos magnetizace během CP. Výsledkem tohoto experimentu provedeného na cholesteryl acetátu je dvoudimenzionální spektrum, na jehož základě je možno provést základní přiřazení 1H a 13C signálů. Povšimněte si, že všechny 13C signály jsou zdvojeny, což ukazuje, že molekula cholesteryl acetátu v pevném stavu zaujímá dvě stabilní konformace. Tento experiment demonstruje principielní možnost modifikace experimentů běžně používaných v kapalném stavu do království solid-state NMR.       

12.
1H-13C vzdálenost

Ačkoli tedy techniky založené na spin-spinovém přenosu polarizace je možno provést i pro pevné látky, relativně málo takovýchto experimentů bylo navrženo a úspěšně použito. Mezi všemi solid-state NMR technikami dominují experimenty založené na dipol-dipolovém přenosu polarizace nikoli přes vazebné elektrony ale přímo přes prostor. Důvodem je to, že tyto interakce jsou velmi silné díky omezenému molekulárnímu pohybu. To tedy vede k časovému zkrácení pulsních sekvencí a zvýšení citlivosti experimentu. Cena, kterou za vyšší citlivost platíme je však snížení selektivity řady experimentů. Polarizace se šíří neselektivně prostorem a proto při použití těchto experimentů k přiřazení signálů je potřeba být velmi opatrný. Na druhou stranu je však možné této neselektivnosti využít pro odhad a posouzení mezijaderných vzdáleností. Obdobně jako v NOESY experimentu v kapalině, přítomnost cross-peaku ve 2D NMR spektru indikuje prostorovou blízkost dvou a více jader. Na rozdíl od NOESY, které je v podstatě homonukleární, tento experiment koreluje 1H a 13C nebo 15N atp., což je možné využít ke stanovení jejich mezijaderné vzdálenosti. Tuto vzdálenost je možno posoudit vývoje intenzity cross-peaku během této směšovací periody. Pro krátkou směšovací periodu se plně vyvinou signály indikující pouze nejkratší vzdálenosti, tedy nejbližší partnery. Pro delší směšovací doby již pozorujeme signály korelující vzdálenější jádra. Jako příklad jsou uvedena 2D spektra tyrosinu měřená pro dva směšovací časy. „Krospíky“ a jejich intenzity v prvním spektru reflektují nejkratší jednovazebné proton-uhlíkové vzdálenosti, zatímco „krospíky“ v druhém spektru již charakterizují například tyto vzdálenosti. Pokud provedeme sérii těchto experimentů při různých směšovacích periodách a vyneseme závislost jejich intenzity na směšovacím čase můžeme pokud budeme velmi obezřetní posoudit mezijaderné 1H-13C vzdálenosti. 
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13.
Spinová difuze
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V předchozím případě jsme se jen velmi lehce dotkli významného fenoménu NMR spektroskopie v pevném stavu, který nám umožňuje odhadnout nebo stanovit mezijaderné vzdálenosti, a v případě heterogenních systémů posoudit velikost jednotlivých oblastí a tak charakterizovat např. mísitelnost polymerních blendů. Tímto jevem je spinová difuze. Spinová difuze je prostorová difuze jaderné magnetizace bez transportu materiálu. Je zprostředkována dipolárními interakcemi a tudíž je nejefektivnější mezi protony. Podstatou jsou nula a dvoukvantové přechody tzv. spinový flip-flop. Těmito přechody se magnetizace šíří prostorem. Představme si dvou-složkový systém např. poly(dimethylsiloxan)-block-polyimid. Nejprve je po excitaci vhodnou pulsní sekvencí vybrána pouze protonová magnetizace methylů v poly(dimethyl siloxanovém) bloku, zatímco protony aromatických kruhů polyimidu nejsou polarizovány. Tato situace reprezentuje nerovnovážnou distribuci protonové magnetizace s lokálními magnetizačními gradienty. Avšak během vhodné čekací periody, kdy jsou aktivní dipolární interakce mezi protony dojde k postupnému vyrovnávání magnetizace v celém vzorku. Toto vyrovnávání odpovídá prostorové migraci protonové magnetizace tedy spinové difuzi. Během této difuze se nejprve polarizují strukturní jednotky, které jsou nejblíže poly(dimethyl siloxanovému) bloku, později se polarizují vzdálenější a nakonec, po dostatečně dlouhé čekací nebo-li směšovací periodě, dojde k úplnému vyrovnání magnetizace. Na základě sledování tohoto procesu, jeho analýzou, lze tedy získat informace o prostorové vzdálenosti mezi jednotlivými složkami systému. Zde je uvedeno schematické znázornění spinové difuze. Nejprve je systém v rovnováze. Po selekční periodě je polarizována pouze jedna složka systému a vytvoří se polarizační gradient. Během směšovací periody dochází k postupnému vyrovnávání magnetizace a nakonec se systém opět vrátí do rovnováhy. NMR experiment určený ke sledování spinové difuze se skládá ze čtyř period: 1) excitace, 2) selekce magnetizace, 3) směšovací perioda pro spinovou difuzy a 4) detekce signálu.  Z rostoucí intenzity signálu původně nepolarizované složky a z poklesu intenzity signálu původně polarizované komponenty lze stanovit morfologické a geometrické uspořádání systému.

14.
13C-13C (15N...) mezijaderné vzdálenosti
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Následující experiment, který je již založen na spinové difuzi nám umožní posouzení relativních vzdáleností mezi uhlíky případně uhlíky a dusíky atp. Obrovská výhoda tohoto experimentu je vysoké rozlišení 2D spektra avšak za cenu nutného izotopického obohacení a to alespoň na 5-10 %. Během prvního cross-polarizačního bloku nejprve vytvoříme uhlíkovou trasnverzální magnetizaci, kterou necháme vyvíjet pouze podle chemického posunu. Tu během druhé cross-polarizace přeneseme zpět do protonů, přičemž vytvoříme longitudinální magnetizaci. Nyní nastává přenos polarizace přes prostor tedy spinová difuze. V rychlosti tohoto přenosu je zakódována hledaná mezijaderná vzdálenost. Poslední cross-polarizací převedeme protonovou magnetizaci zpět na uhlíkovou magnetizaci, kterou přímo detekujeme.Potom z intenzity „krospíků“ a času směšovací periody je možno posoudit mezijadernou vzdálenost takto nepřímo interagujících jader. Upřímně řečeno tento typ experimentu je v zásadě vhodnější pro posouzení velikosti heterogenních oblastí nebo heterogenit v pevných systémech nebo směsích. Cesta magnetizace je poněkud klikatá a tak výsledná informace je poněkud zkreslená a nepřesná. To může pro krátké mezijaderné vzdálenosti značně komplikovat interpretaci experimentu. Avšak pro stanovení velikosti heterogenit nad 0,5 nm tyto nepřesnosti již nehrají významnou roli. 
15.
1H-1H mezijaderné vzdálenosti
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Protože není nic lepšího než opakování tak si předchozí experiment zopakujeme, nyní ale v jeho 1H-1H podobě. Získaná informace potom bude odpovídat přímo proton-protoné vzdálenosti. Výhodou tohoto experimentu v porovnáním s předchozím je jeho větší citlivost, kterou ale vyvažuje nižší rozlišení protonových spekter. Během první detekční periody, což je, jak si pamatujeme, homonukleární decoupling, se nepřímo detekuje 1H chemický posun, pak následuje směšovací perioda určená pro přenos polarizace prostorem (pro spinovou difuzi) a pak opět následuje přímá detekce 1H signálu. Tato technika je tedy přímou modifikací NOESY experimentu z kapaliny, kdy však musíme během obou detekčních period používat CRAMPS homonukleární decoupling, abychom odstranili vliv silných dipol-dipolových interakcí. Podobně jako v předchozím případě pro krátkou směšovací periodu sledujeme vznik signálu pouze mezi nejbližšími protony. V tomto případě je to mezi neekvivalentními -vodíky. Pro delší směšovací periodu již sledujeme vznik signálů korelující vzdálenější NH3 protony s -protony. Zde jsou uvedena NMR spektra glycinu měřena při třech směšovacích časech a závislost vývoje intenzity cross-peaku mezi (-protony je uvedena zde. Je výborné, že v případě Gly známe přesnou hodnotu mezijaderné vzdálenosti -H. Díky tomu můžeme vypočítat tzv. spin-difuzní koeficient, což je v zásadě konstanta úměrnosti, která uvádí ve vztah intenzitu „krospíku“ v nějakém čase a mezijadernou vzdálenost. Při znalosti tohoto spin-difuzního koeficientu a na základě spin-difuzní závislosti již potom můžeme vypočítat vzdálenost mezi NH3 protony a -H vodíky. 
16.
Stanovení velikosti protonových klastrů ( I )
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V předchozím případě byl tento typ experimentu použit ke stanovení mezijaderné vzdálenosti 1H-1H u Gly. Obdobně můžeme postupovat i pro poněkud komplikovanější systém siloxanové sítě. Zde bychom chtěli posoudit vzdálenosti mezi jednotlivými typy hydroxylů, které se nacházejí na povrchu siloxanového gelu. V podstatě rozlišujeme tři typy těchto hydroxylů. Hydroxyly vázané silnou vodíkovou vazbou, slabou vodíkovou vazbou a silanoly izolované. Podíváme-li se na toto 2D spektrum tak zcela zřejmé, že všechny typy hydroxylů spolu vzájemně interagují tudíž že nejsou fyzikálně ani magneticky zcela izolovány. Jejich vzájemná vzdálenost je menší jak 0.5 nm. Avšak spíše než informaci o mezijaderné vzdálenosti nám tento typ experimentu přináší informaci o velikostech klastrů, které tyto hydroxyly tvoří. 

16.
Stanovení velikosti protonových klastrů ( II )
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Provedeme-li tedy sérii experimentů s rozdílnou směšovací periodou dostaneme spin-difuzní závislosti a z nich potom určíme velikost oblastí, které jsou obsazeny klastry hydroxylů vzájemně vázaných silnou vodíkovou vazbou, nebo slabou vodíkovou vazbou a jak velké jsou např. oblast dimethyl siloxanových jednotek u modifikovaných siloxanových sítí. Mimo jiné se v tomto případě prokázalo, že molekuly vody a silanoly se silnou vodíkovou interakcí se nacházejí ve velmi těsné blízkosti methylových jednotek.   

17.
Tří-dimenzionální 1H-1H-13C korelace
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Jako poslední příklad experimentu, který je vhodný ke stanovení mezijaderné vzdálenosti uvedu 3D techniku, která byla prezentována velmi nedávno. Jedná se až o překvapivě jednoduchou modifikaci dříve uvedeného 2D experimentu korelujícího pouze vodíky, která vede k rozšíření této techniky ze dvou dimenzí do dimenze třetí. Jestliže nám předchozí technika umožňovala stanovit mezijadernou vzdálenost mezi protony najednou v celém systému, nyní je díky rozvinutí experimentu do třetího rozměru možné posoudit mezijaderné vzdálenosti mezi protony v okolí každého uhlíkového jádra, které je identifikováno v 13C CP/MAS NMR spektru. Např. pro methyl signály v odpovídajícím řezu 3D spektrem přinášejí informaci o jeho nejbližším protonovém okolí a geometrickém uspořádání. 

18.
Dvou-kvantová 1H MAS NMR spektroskopie 
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V poslední době se však velmi bouřlivě rozvíjejí techniky založené na dvou-kvantové excitaci. K efektivní excitaci dvou-kvantové koherence se musí synchronizovat pozice rotoru s pulsem a zároveň i intenzita excitačních polí je v přísném vztahu s frekvencí rotace vzorku. Tímto způsobem se nejprve vybudí dvou-kvantová koherence. Ta se nechá během jisté vývojové periody vyvíjet podle chemického posunu a po skončení vývojové periody se dvou-kvantová koherence převede zpět na jedno-kvantou koherenci, kterou je možno přímo detekovat. Uvědomme si, že dvou-kvantová koherence vzniká jenom mezi jádry, které jsou od sebe vzdáleny maximálně 0.3 nm, přičemž jejich molekulární pohyb je významně omezen. A tak na základě těchto experimentů lze získat významné strukturní informace. Je s velkou oblibou vyžívána k charakterizaci vodíkových vazeb atp. Např. výše uvedené 2D dvou-kvantové spektrum reflektuje těsnou prostorovou blízkost mezi protony dimethylsiloxanových skupin a molekulami vody vázané silnou vodíkovou interakcí.   

19.
Lokální molekulární pohyby ( I )
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Avšak nejenom primární struktura a konformace molekul jsou pro nás zajímavé. NMR spektroskopie také přináší významné informace o molekulární pohyblivosti. Detailní informace o molekulární dynamice a přítomnosti možných pohybových heterogenit přináší 2D technika separace širokých signálů, jejíž podstata byla uvedena jako jeden z principů 2D spektrometrie. Jenom pro zopakování, molekulární pohyb je charakterizován šířkou 1H signálu, který je separován do druhé dimenze podle izotropního 13C NMR chemického posunu. Vysoce pohyblivé segmenty jsou charakterizované úzkým 1H signálem, zatímco imobilizované rigidní jednotky odpovídají širokým signálům. Jako první příklad je zde uvedeno spektrum polykarbonátu, které obsahuje významné informace o lokálních pohybech. Povšimněme si intenzivních rotačních signálů v 1H dimenzi. Jejich přítomnost indikuje velmi intenzivní rotační pohyby nebo přeskoky aromatických kruhů. Tyto pohyby jsou mimo jiné odpovědné za velmi dobré mechanické vlastnosti polykarbonátových materiálů (houževnatost).

19.
Lokální molekulární pohyby ( II )
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Nyní jsme připravily směs polykarbonát-poly(ehylen oxid). Amorfní poly(ethylen oxid) je charakterizovaný velmi úzkým protonovým signálem, což reflektuje jeho vysokou pohyblivost. Z porovnání šířek protonových signálů lze říci, že je segmentálně  mnohem pohyblivější než polykarbonátové strukturní jednotky. Dalo by se tedy předpokládat, že umístíme-li řetězce polykarbonátu do prostředí s větší pohyblivostí (amorfní poly(ethylen oxid)) zvýší se pohyblivost jeho segmentů. To by mělo být doprovázeno zůžením jeho protonových signálů v porovnání s protonovými signály samotného polykarbonátu. Je však zcela zřejmé, že k takovému zúžení nedochází a naopak sledujeme i vymizení rotačních signálů. To tedy indikuje, že smísením obou polymerních složek došlo k velmi těsné interakci a molekulární pohyby polykarbonátu se významně zpomalily. 

20.
Lokální molekulární pohyby – heterogenní systémy
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Jiným příkladem heterogenního systému s rozdílnými dynamickými vlastnostmi je bloková polymerní síť polyimid-poly(dimethyl siloxan). Z 2D spektra je zcela jasně patrné, že pohyblivost poly(dimethyl siloxanových) řetězců je výrazně vyšší než pohyblivost polyimdu. V rigidních jednotkách polyimidu nedochází k významnějším rotacím či přeskokům aromatických kruhů. Dále je také zřejmé, že vysoká pohyblivost poly(dimethyl siloxanových) řetězců v zásadě neovlivňuje dynamiku druhé složky. Naopak široká složka protonového signálu poly(dimethyl siloxanu) reflektuje jeho alespoň částečně imobilizované segmenty. Ty se s největší pravděpodobností nachází na rozhraní obou fází.
21.
Stanovení velikosti domén ( I )
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Přítomnost těchto pohyblivostních heterogenit v polymerní síti poskytuje možnost selektovat magnetizaci pouze v jisté oblasti (např. v oblasti pohyblivých dimethylsiloxanových jednotek) a pak sledovat migraci této magnetizace do systému polyimidu. Tímto způsobem můžeme stanovit velikost domén obou komponent a posoudit morfologii.
Jaký je princip tohoto experimentu??

Jestliže vložíme směšovací periodu umožňující spinovou difusi za první detekční periodu, tak se informace o pohybovém zúžení protonového signálu dimethylsiloxanových jednotek šíří přes prostor do polyimidové fáze. Pro krátkou dobu spinové difuze se magnetizace přenese pouze do nejbližších jednotek polyimidu, při delší směšovací periodě již nastane štafetový přenos polarizace do vzdálenějších oblastí polyimidové fáze. Původně široký protonový signál polyimidu je nyní tvořen superpozicí širokého a úzkého signálu. Postupný nárůst intenzity úzké složky potom reflektuje průběh spinové difuze a v podstatě obsahuje požadované informace o velikosti domén a morfologii systému.

Např. se ukázalo, že v tomto prezentovaném systému tvoří polysiloxan sférické částice, jejichž povrch je tvořen krátkými částečně imobilizovanými oligomery, které spojují řetězce polyimidu. Uvnitř této domény se potom nacházejí delší pohyblivější řetězce. 

21.
Stanovení velikosti domén ( II )
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Na základě analýzy spin difuzního procesu je možno vytvořit model polymerního systému. Průměr vnitřní části polysiloxanové domény je 3.2 nm, tloušťka imobilizované povrchové vrstvy je 0.6 nm, což odpovídá jednomu siloxanovému řetězci. Vzdálenost 9.6 nm pak odpovídá velikosti polyimdové fáze, kde se žádná další polysiloxanová částice nenachází.
Obecně platí, že stanovené velikosti a vzdálenosti korespondují spíše s menšími částicemi v systému, protože spinová difuze je citlivější především na malé systémy. 

22.
Lokalizace molekul vody
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Tento typ experimentu v jeho mírně modifikované formě lze využít i ke stanovení nejpravděpodobnější pozice relativně pohyblivých molekul vody, které interagují s polymerním systémem. Blízkost molekul vody je reflektována vznikem úzkého dubletu v protonové dimenzi. Pokud tedy je tento dublet v protonovém signálu patrný pak molekuly vody se nacházejí v blízkosti té strukturní jednotky, která je charakterizována tímto signálem. Např. v tomto systému modifikované siloxanové sítě se molekuly vody nachází v blízkosti SiOH strukturních jednotek, zatímco vzdálenost mezi methyly a molekulami mobilní vody je podstatně větší. Stejně jako v předchozích případech je možno provést spin-difuzní experiment a přenášet informaci o poloze molekul vody do vzdálenějších oblastí spinového systém a tak v zásadě získat informace o relativní poloze molekul vody.
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