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NMR spektroskopie

Nedestruktivni metoda vyzadujici obvykle nékolik mg latky

pro vysoce citlivé pristroje zlomky nug latky
Umoznuje méreni v plynné, kapalné i pevné fazi
Umoznuje stanovit kovalentni, sekundarni, terciarni i kvartérni strukturu

NMR je témer nejsilngjsim analytickym nastrojem k reseni

struktury organickych a bioorganickych latek

Umoznuje studovat interakce molekul i biomolekul

V nasledujicim textu je zahrnuta rada zjednodusSeni a aproximaci



NMR spektroskopie
Nuklearni (jaderna)
Vyuziva vlastnosti atomovych jader majicich nenulovy jaderny spin (1= 0)
Magneticka

Vyzaduje silné magnetické pole ( standard ca. 11 Tesla )

lidsky mozek 0,1-1 pT, Zemé 25-65 uT, magnet na lednici 5-10 mT, permanentni 1,25 T,

levitace zaby 16 T, SCM do 24 T, pulsni 100 T, jednorazovy 2,8 kT, neutronova hvézda
1-100 MT, magnetar 0,1-100 GT

1 Tesla = 10000 Gauss
Resonance

Resonanéni podminka ( Larmorova frekvence, MHz )

Spektroskopie

Interakce s elektromagnetickém zarenim o frekvenci 108 az 1010 Hz

1011 a2z 3.107 nm
4.107 az 4.103 kJ/mol



NMR spektroskopie

The Electromagnetic Spectrum

Wavelength Frequency
Radiation (nm) A (Hz) v Energy (k] mol™)
Cosmic rays <107 >3 X 10% >1.2 X 10°
Gamma rays 107 to 107° 3 X 10" to 1.2 X 10°to 1.2 X 108
3 X 10®
X rays 10 to 107! 3 X 10 to 1.2 X 10* to 1.2 X 10°
3 X 10!
Far ultraviolet 200 to 10 1.5 X 10 to 6 X 10°to 1.2 X 10!
rays 3 X 10
Utltraviolet rays 380 to 200 8 X 10" to 3.2 X 10° 1o 6 X 10?
1.5 X 19%®
Visible light 780 to 380 4 X 10" to 1.6 X 10* to 3.2 X 102
8 X 10"
Infrared rays 3 X 10* to 780 10 to 4 X 10" 4 to 1.6 X 107
Far infrared 3X10°t03X 10" 10210 10" 0.4t04
rays
Microwaves 3X107to 3 X 10° 10 to 10 4 X 10 %10 0.4
Radiofrequency 10" to 8 X 10’ 10° to 10" 4X107t04 %1073

(Rf) waves




Nuklearni (jaderna)

Jednou z podminek pro méreni NMR je | > 0

Spinové kvantove Cislo jadra (1) = jaderny spin = spin

Spin je kvantové mechanicka vlastnost mnoha fundamentalnich Castic
Jadro nemusi rotovat aby mélo nenulovy spin

Spinem se nazyva nebot’ se jedna o typ momentu hybnosti

a plati pro ngj vztahy tykajici se momentu hybnosti

Jadra s nenulovym jadernym spinem maji nenulovy magneticky moment

H U= 7/\/1(]+])h/27r

h=6,626 068 96 (33) . 103* J.s Planckova konstanta

Y = gyromagneticky pomér ( vlastnost jadra )



Jaderny magneticky spin isotopu

Jaderny magnetickych spin isotopu ( 1) je dusledkem orientace
magnetickych spint nukleonu (tj. neutront a protonu) v jeho jadru

Jaderny magnetickych spin isotopu | je za standardnich podminek nemenny

( viz MGssbauerova spektroskopie, absorpce gama zareni )

Je-li hmotnostni i protonoveé Cislo jadra

12 16 32
sudé je jaderny spin nulovy 6C 80 16S

Je-li hmotnostni Cislo liché je

1 3 13 19 15 31
jaderny spin polocgiselny 1 H 1 H 6 C 9 F 7 N 15 P

Je-li hmotnostni Cislo sudé a protonové
2 6 | ] 14 N
Cislo liché je spin celoCiselny 1 H 3 | 7



Magneticka Resonance

pro | = Energie stavu je nizSi pfi stejné orientaci vektoru
A magnetického pole a magnetického momentu
H AE = E,-E. = YyhB, []
B o y 0
AE = hv
""""""""" ‘ EB h= h/2n
D precesni _ :
B, pohyb 1 ®=yBy/2n=v
o - resonan¢ni frekvence [rad. st ]

— Ea LARMOROVA FREKVENCE
v - resonanéni frekvence [ st = Hz]

Prima uméra !!!
sile magnetického pole B, a
gyromagnetickému pomeru y



NMR aktivni isotopy

1 vr , - 2
1 I primo studovatelné isotopy e
5 3 4 5 6 7 8 9 10
Li | Be . B C|N|O|F |Ne
5 Nuclear Spins [1/21(3/2(5/2(7/29/2 TR R ETRRTRET
> Na | Mg Al Si | P 8 |
1 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36
K |[Ca |S¢ |Ti |V Cr Mn|Fe Co Ni Cu|Zn | Ga Ge As Se |Br |Kr
5 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52 53 54
Rb | St | Y |Zr | Nb Mo Ru | Rh Az |Cd |In Sn [Sb Te | I | Xe
6 55 56 « 71 72 73 74 75 76 77 78 79 80 81 82 &3 84 85 86
Cs  Ba| |Lu |Hf |[Ta W Re |Os |Ir | Pt Au |Hg | Tl Pb|Bi
" 87 88 || 103 | 104 | 105 | 106 | 107 | 108 | 109 | 110 | 111 112 | 113 114 | 115 | 116 | 117 | 118
“Lanthanides : 57 58 39 60 61 62 63 64 65 66 67 68 69 70
La Pr Nd Sm |Eu [Gd Tb |Dy | Ho Er Tm Yb
** A ctinides ws| 89 90 91 9{2J 93 94 95 96 97 98 99 100 | 101 | 102

Isotopy maijici nulovy jaderny spin nelze méfit (napf.: 12C, 160, 32§, ...)

Isotopy majici velky elektricky kvadrupolovy moment témer nelze merit

(napk. 4N, 35CI, 37CI, 79Br, 81Br, 127| ...)

Takoveé isotopy nebo fragmenty, které je obsahuji, nazyvame NMR inaktivni Ci tiché

Komplikuji az znemoznuji vyuziti NMR
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NMR frekvence isotopu prvki I-1V periody
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O. Zerbe, S. Jurt: Applied NMR Spectroscopy for Chemists and Life Scientists, 2014



Zakladni oznaceni NMR spektroskopu
je dle frekvence isotopu H v MHz na
daném spektroskopu, napr. 500 MHz

\

+ Liquid nitrogen fill port

NMR spektroskop

Liquid helium fill port

Sample lift and spinner assembly

Super insulation and high vacuum

A

Liquid nitrogen reservoir

Liquid helium reservoir

Sample

Sample spinner

Superconducting magnet coil

/ Magnet shim assembly
/ NMR probe

\ Bod varu dusiku -195,795 °C (77,355 K)
vzorek Bod varu helia  -268,928 °C ( 4,222 K)

e




Varian A-60 NMR 60 MHz (1,41 Tesla) 1961

the first NMR spectroscope designed for routine use




Varian Mercury Plus 300 MHz 7,05 Tesla

R2D2 type:;-)




900 MHz 21,1 Tesla




800MHz 2.2K NMR Cryostat
Varian Mercury Plus Schematic
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. temperature
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1

2 GHz, 28.2 Tesla, 8 tun, > 310 mil KC (instalace 2020)

— —_— =
UHF NMR magnet
— )
S /(/ Solenoidovy magnet je slozen z nékolika
ra ,;f: soustfedné usporfadanych sekci magnetu z

ruznych supravodivych materiall

modry

Cerveny .

, . . HTS’ Nb3sn ‘ : /
(ZI?;%)prvm 1.2 GHz NMR (Brucker) CERM University of Florence High—Temperature ilut)'/
2020 prvni 1.2 GHz NMR pro pevnou fazi (Brucker) . Superconductor LTS, NbTi
Eidgendssische Technische Hochschule (ETH) Zirich (Svycarsko) Low-Temperature
2021 1.2 GHz NMR (Brucker) Max Planck Institute (MPI), Superconductor

Biophysical Chemistry in Géttingen (Némecko)



45T Hybrid Magnet System

Magnet Cryostat Supply Cryostat

— N ATIONAL HIGH
WIAGNETIC
FIELD LABORATORY

The lab’s flagship magnet, the 45
Tesla hybrid is composed of a
33.5 Tesla resistive magnet
nested in an 11.5 Tesla outsert.

~ Emergency
~ Burst Disk

Coil A Coil B Coil C

BT ,f DONOT ENTER WHEN & & @

CRANE IS IN USE :
Autdert Cable-in-Conduit Resistive F\or\da Bitter

Conductors Conductors

wit
I'it

Nejsilngjsi kontinualni
zdroj magnetického pole

experimentalni magnet
45T
1,9 GHz

[DONOT ENTER WHEN

CRANE IS IN USE et

| OPERRTORS ONLY
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NMR pristroj s nejv

CEITEC Brno
Narodni NMR centrum Josefa Dadoka




Narodni NMR centrum Josefa Dadoka

950 MHz NMR spektrometr Bruker Avance Il HD pro spektroskopii vysokého rozlisSeni v
kapalinach, 4 RF kanaly, 5 mm trojrezonan¢ni (1H-13C-15N) inverzni kryosonda s
chlazenymi pfedzesilovaci (1H, 13C), rozsah teplot vzorku -40 oC az 80 oC.

850 MHz NMR spektrometr Bruker Avance Ill HD pro spektroskopii vysokého rozlisSeni v
kapalinach, 4 RF kanaly, 5 mm trojrezonanc¢ni (1H/19F-13C-15N) inverzni kryosonda s
chlazenymi pfedzesilovaci (1H, 13C), rozsah teplot vzorku 0 oC az 135 oC.

700 MHz NMR spektrometr Bruker Avance Ill HD pro méreni spekter biomolekul, 4 RF kanaly,
5 mm trojrezonanéni (1H-13C-15N) inverzni kryosonda optimalizovana pro 13C detekci s
chlazenymi pfedzesilovacCi (1H, 13C, 15N), rozsah teplot vzorku -40 oC az 80 oC.

700 MHz NMR spektrometr Bruker Avance Ill HD pro méfeni vzorku v kapalinach a pevné fazi,
4 RF kanaly, vybaveny 5 mm dualni Sirokopasmovou sondou, 5 mm dualni inverzni
Sirokopasmovou sondou, 1,7 mm trojrezonanéni (1H-13C-15N) sondou, 3,2 mm
trojrezonancéni (1H-13C-15N) MAS sondou pro méfeni vzorkd v pevné fazi a 4 mm dualni
CP/MAS sondou pro méfeni vzorkd v pevné fazi.

600 MHz NMR spektrometr Bruker Avance Il HD pro spektroskopii vysokého rozliSeni v
kapalinach, 5 RF kanali, 5 mm ¢&tyifrezonancéni (1H-13C-15N-31P) inverzni kryosonda s
chlazenymi pfedzesilovacdi (1H, 13C), rozsah teplot vzorku -40 oC az 80 oC.

500 MHz NMR spektrometr Bruker Avance pro méfeni vzorku v kapalinach a pevné fazi, 3 RF
kanaly, vybaveny 5 mm dualni (BB-1H) kryosondou chlazenou dusikem (Prodigy), 5 mm
trojrezonanéni (1H-13C-15N) sondou, 10 mm dualni (1H-13C) sondou a 4 mm dualni (BB-
1H) CP/MAS sondou na méfeni vzorka v pevné fazi.



Stolni NMR pfistroje s permanentnimi magnety (Benchtop NMR)

NMReady 60P

Larmor frequency 82 MHz (1,9 T)

Nucleus H

Resolution 20 ppb
Magnet type PERMANENT
Capillary 40 uL

Weight 19,5 kg

Dimensions 43 x35x25cm




Varian A-60 vs. NMReady-60




Achievement of 1020 MHz NMR (24.0 T)

Journal of Magnetic Resonance, 2015; 256: 30.
DOI: 10.1016/].jmr.2015.04.009
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Specifications

* Nuclei: 'H, °F, '*C (Other Nuclei Available)

* Operating frequency: 80 MHz ('H)

* 'H 50% Linewidth: < 0.5 Hz

* 'H 0.55% Linewidth: < 20 Hz

* H Sensitivity (dual channel): >200:1 for 1% Ethyl Benzene

* Operating Temperature Range: 20° C to 25° C
(68°Fto 77° F)

* Dimensions: 58 x 43 x40 cm (23" x17” x 16")

* Weight: 72.5 kg (160 Ib)

» Stray Field: < 2 G all around system

» Voltage Requirement: 100-240 VAC, 50/60 Hz

Fluorine Carbon
1D
Paramagnetic
2D F - COSY
2D F - JRES
2D FH - COSY

Reaction Monitoring

Proton
1D
Paramagnetic
2D COSY

Reaction Monitoring



http://dx.doi.org/10.1016/j.jmr.2015.04.009

Nanalysis 100PRO
100 MHz (2,35 T, permanentni), standardni 5 mm NMR kyvety
Dvoukanalovy, napt.: 1H-13C , 1H-31p | 1H-1°F  1H-1B  19F-7Lj, ...
RozliSeni < 1.0 Hz, citlivost 200:1 (1% EtBz), 16-28 °C

37.1x41.4x65.4cm
97 kg

cena ca. 3 mil. K&

Low-field benchtop NMR spectroscopy: status and prospects in natural product analysis
Teris André van Beek, Phytochemical Analysis 2021, 32, 24-37, DOI: 10.1002/pca.2921



Citlivost NMR
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Zakladni informace
NMR spektra

Pocet signall

Chemicky posun signalu

Intenzita signalt

Multiplicita signalt

Velmi srozumitelny vztah k
molekulové strukture

studované latky
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Zakladni informace z NMR spektra Cisté latky

 Pocet signalu
odpovida poCtu chemicky neekvivalentnich jader v molekule

( omezime na spektra latek pfi ,vySSi teplote” )

 Intenzita signali
vypovida o mnozstvi danych jader v molekule

( omezime na spektra mérena za obvyklych ,servisnich® podminek )

« Chemicky posun signalu
vypovida o chemickém okoli jader daného signalu

( omezime na bézna jadra a bézné organické latky )

« Multiplicita signal
vypovida o pfitomnosti jader s nenulovym magnetickym spinem (v molekule)

( omezime na jadra s | = 72, a na spektra prvniho radu )



Pocet signalt v NMR spektru

PocCet signalu v NMR spektru Cisté latky odpovida poctu
chemicky neekvivalentnich jader, tedy jader s riznym chemickym okolim

F
F F F Cl
Br F O
F H H H H
F Br F H
IH NMR 1 3 3
13C NMR 4 6 3
1F NMR 3 1 2

Chemicky ekvivalentni (neboli Homotopni) jadra jsou takova,
ktera jsou v dusledku symetrie nerozliSitelna, maji stejné chemické okoli

} Pocet signalll vypovida o symetrii molekuly studované latky



Pocet signalt v NMR spektru

Chemicky ekvivalentni ( neboli Homotopni ) jadra jsou takova,

ktera jsou v dusledku symetrie nerozliSitelna, maji stejné chemické okoli

Pro chemicky ekvivalentni jadra plati ,substitucni test” :

- Zameénou jednoho za X vznika stejna latka jako zaménou druhého za X

F F
= X H H X
H H —
H H H H
H H Br Br
> = =
2 signaly v H NMR i "
H H H H
4 signaly v 13C NMR —
X H H X

Br Br



Pocet signalt v NMR spektru

Za chemicky ekvivalentni |ze povazovat i jadra, ktera jsou ekvivalentni v

dusledku rychlé rotace skupiny nebo jiné rychlé chemické vymény

Méreni NMR spektra trva ca. 101 az 10t s
F

H ; H } Pro rychlé procesy je pozorovana

jejich primérna hodnota

Cl Br

Methyl se otoCi mnohotisickrat za sekundu

H
/ \ } Vodiky methylu jsou ekvivalentni
F F
H;GB{H — H/‘@H Obecné jsou rotace kolem jednoduché
Cl Br Cl Br
H H

vazby rychlé a vedou k ekvivalenci
jader rotujicich skupin
Byla-li by rotace velmi pomala, Pokud nejsou neekvivaletni z jiného

vodiky by byly neekvivalentni ddvodu M



Pocet signalt v NMR spektru

Uvazujte volnou rychlou rotaci kolem jednoduchych vazeb.

Y Jig i
/CHZ—CH

H,C H H,C O i HSC)]\CH3
1H: 2 3 1

B 4 2

O
1H: 4 o
13C: 5 5



Pocet signalt v NMR spektru

NMR neni chiroptickou metodou

p Standardnim méFenim enantiomery rozlisit nelze

1111 Chiralita ma véak zasadni dopad na NMR spektra

F

H }éaH substituéni
test
Br Br

-/

F F
“ﬁax XfaH
Br Br Br Br
F F
g J

~

Enantiomery
jsou nerozliSitelné
vodiky jsou ekvivalentni

jeden signal v 'H NMR

Enantiotopni jadra

H )éaH substitucni
test
Cl Br

H$’X X$’H
Cl Br Cl Br
F F
Y,
'

Diastereomery
jsou rozlisitelné
vodiky jsou neekvivalentni

dva signaly v 1H NMR

Diastereotopni jadra



Vliv teploty na poéet signalti v NMR spektru

Cyklohexan
inverze kruhu o
) v
-57 °C
i SEREE RS

ekvatorialni 3 L «/U °C

axialni N °C
PFi dostate&né nizké teploté /\ H—/\\\_ 68 °C

IH NMR: 2 signaly | |
13C NMR: 1 signal
PFi dostatecné vysokeé teploté ekvatorialni axialni
'H NMR: 1 signal
13C NMR: 1 signal

-89 °C

——— L



Vliv teploty na poéet signalti v NMR spektru

0 0
k
o W I
CH; ITI/ ——  CH; ITI/

K,
CHs CH,

Amidova vazba ma charakter parcialni dvojné vazby
Rotace je vyznamné omezena
Tyto rotamery jsou stejné latky

Pri dostateCné nizke teploté

!H NMR: 3 signaly
13C NMR: 4 signaly

Pri dostateCne vysoké teplote

IH NMR: 2 signaly
13C NMR: 3 signaly

8CH3 8CH3

Av

38 °C A A
koalescence k = n-ﬁv

65 °C V2
——————— e —

70 °C /\

k >> Av

85 °C




Vliv teploty na poéet signalti v NMR spektru

@)
o) )J\
CHs
)k R —>k1 CH3 N7
CHg ITI CHs ‘k— k
2

CHs CHs
Pri dostateCné nizke teplote Pri dostateCne vysoke teplote
'H NMR: 4 a 4 signaly 'H NMR: 4 signaly
13C NMR: 5 a 5 signald 13C NMR: 5 signald

 Amidova vazba ma charakter parcialni dvojné vazby
* Rotace je vyznamne omezena

« Tyto rotamery jsou ruzné latky = maji riznou energii
« Budouvpomeru ny,:ng#1 X,+Xxg=1

 IHNMR: x,(3:3:2:3) a x5(3:3:2:3)




Pocet signalt v tH NMR TIP: Provedte substituéni test CH, vodikd

OH
O O
6 signald 'H 5 signald 1H 5 signald 1H
6 signalt 13C 5 signald 13C 2 signaly 13C
Me
14 signalt tH
10 signald 13C
HO J
H .
Me Me /\

Me ‘ﬁ’> methylové skupiny

jsou diastereotopni



Tvar signalu — OH, NH, SH, ...

* Siroké signaly jsou dusledkem pomalé chemické vymény

* Jsou-li chemické vymeny velmi rychlé nebo velmi pomalé pak jsou signaly uzke

* Chemicky posun je silné zavisly zejména na koncentraci, teploté a pH

R-SO,NH,
? Ar-SH R-SH
R=CF, R-CNA, R=CH;  Ar-NH, R-NH,
R-SOH —_—
concentrated R-OH dilute
R-COQH R'NH3+ ]




|dentifikace signalu OH, NH, SH, ...

Vymeénitelné s D,O ¢i s CD,0D

vyuzitim chemicke vymeny

Mérfeno v DMSO-d,

-

|
nl“ + kapka D,O

I ' I"L":h .M

Méfeno v CD;0D

i gl W
"
™" TCHy
i

L

n | 1 M’

.I'l.__l__.-"ll\ll

A

- §
3.4 3.2 30 2B 26

2.4

22 Iﬂ 1H 'TE 14

PF'IT'



Vliv koncentrace na signaly skupin OH, NH, SH, ...

Nejvice vodikovych mustku
pomala chemicka vymeéna

Pure ethanol
OOH proton

i

10% EtOH in CCl,

Mnoho vodikovych mustku
rychla chemicka vyména l

74
Méné vodikovych mustku
rychla chemicka vyména l

Malo vodikovych mustku
nerychla chemicka vymeéna

5% EtOH in CCl,

=

0.5% EtOH in CCl,

7

A A
1 I Ll | 1 I L1 1 | I Ll 1 1 I Ll Ll | Ll L1 I Ll 1 1 I 1 L I Ll 1

1 1 1 1 I 1 L 1
5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

Dekapling
chemickou

vyménou

vodik se velmi
rychle vymenuje
S jinym vodikem,
ktery vSak ma
zcela nahodny
stav a Ci

Pfi nizsi
koncentraci
je chemicka
vymeéna (reakce)
pomalejsi



|dentifikace signalu OH, NH, SH, ... vyuzitim chemické vymeény

A Sucrose + TFA M JJU[{A‘

JL Sucrose + D,0 M L ,'UJLL

I ' I ' I ' I

52 5.0 48 46

LM Sucrose |
W UL M
: | ; i ' | ' | '

44 42 40 3

8 36 34 32



|dentifikace signalu OH, NH, SH, ... vyuzitim chemické vymeény

CF;COOH + hydroxyskupiny sacharozy
/ v rychlé chemické vyméné

/\ Sacharoza + TFA 1 M‘UL
g S 1 3

.— CF,COOH

N Kyselina trifluoroctova (TFA)

Hydroxyskupiny sacharéozy —_,

Sacharoza [ M“L

16 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 ppm




Rezonancni frekvence signala v NMR spektru

v=yB,/2n
Rezonancni frekvence TMS (tetramethylsilan, (CH,),Si, standard 1H, 13C i 2°Si NMR)
B, 'H jadra 13C jadra 29S| jadra
[T] [ MHz ] [ MHZz ] [ MHZ ]
1,41 60,0 15,1 11,9
7,05 300,1 75,5 59,6
9,4 400,1 100,6 79,5
11,75 500,1 125,8 99,4
14,1 600,1 150,9 119,2
18,8 800,1 201,2 159,0
23,5 1000,1 251,5 198,7

» Silnéjsi magnetické pole

vySsSi rezonancni frekvence

} Na kazdém pristroji absorbuji stejna jadra pfri jiné frekvenci

} Pro prenositelnost nutno vyuzit referenéni latky (standardu)




Chemicky posun signali v NMR spektru

Chemicky posun signalu O je bezrozmérné éislo

nezavislé na sile pouzitého magnetického pole

Vzhledem k jeho obvyklé velikosti 10-° az 104 udavame jeho hodnotu v ppm

6
or =10 * (Vx_ Vrcgf)/ Vief

chemicky posun \ \

signalu x resonancni

faktor pro . frekvence signalu

prepocet rfesinancm referencCni latky

na ppm rekvence (standardu)
signalu x

blizka s tzv. pracovni
frekvenci pfistroje



Vliv B, na NMR spektra

Pracovni
Signaly druhého radu frekvence (B,)

LM Uju 100 MHz (2,3 T) ML 100 Hz
i I 300 MHz (7,0 T) | |h 200 Hz

1ppm =
60 Hz

I I 600 MHz (141 T) | m 600 Hz
Signaly prvniho radu

| | sooMHz(188T) | 800 Hz
O.IG ' 0:4 | 0.'2 | O.IO | -0'.2 | -OI.4 | p'F)m | 460 | 260 . (') . -2|00 | -4'00 HZ

LI A0 " 4F A" &Y 4

based on Glenn Facey



Chemicky posun NMR signalu je zavisly na slozeni roztoku

DMSO-dg

MeOH-d,

CDCl,:DMSO-d;

@)

Cr

1A

470 465 460 455 450 445 440 435 430

4954904854804?54704&5460455450445440

(b)

Cr

a B Cr o B

U440 435 430 425 420 415 410 405

4.65 460 455 450 445 440 435 430

(ppm) (ppm) (ppm) (ppm)
benzene-dg:DMSO-dg benzene-dg:DMSO-dg
(© d Cor
cor o @) 10:1
Cr B Cr [ B
J Cr a p
488 484 480 476 472 468 464 460| 484 480 476 472 468 464 460
(ppm) (ppm)
4.84 4.76 472 4.68 4.64 4.60 4.56

(ppm)

Table 2 Results obtained by the four applied methods — for each component of codergocrine

mesylate,

the

relative amount is given

in mass percentage:

dihydroergocornine (Cor),

dihydroergocristine (Cr), a-dihydroergocryptine (o), and B-dihydroergocryptine ().




1H NMR Chemické posuny H v ppm

o= 1,96

CH

5,69 3
H 12,2
\fJ\COOH
H
6,26

13C NMR Chemické posuny 13C v ppm

o= 17,9

CH,

H 136,1
N S COOH

173,5

T | T | T | T | T | T | T | T | T | T |
200 180 1e0 140 120 100 20 E0 40 20 o ppm



Chemické posuny v 'H NMR spektrech

071 1 R V1 1 Y I 070 6.0 50 40 30 20 LI 00 ppmig)
I I I I I I I I I I I I I

0 ' | Ethers Sulfides  Sat. alkanes
r-LH (twomates - RiC<CHy  potnRscH RA
— I I I a I I
Aleahal
L o6 RCH=CHR——— HO-CH——  ——RO=CH
£ 69 CH 3 PhO-CH——— ArCH—— — RyC=CR-CH
Ho 2 12,2 FCH  CL-CH, ICH
COOH .
Br-CH¢ | | Ry
H Esters
6,26 RCOsCH ———  ———NC-CH
O -CH— —— Ea-CH
RCOH  hmideRCONH RCH |
PHOH ! : |  BylH

I I I I I I I I I I I I I
021 1V R 1111 A | g0 70 6.0 50 40 30 20 L0 00 pprais)



Chemické posuny v 3C NMR spektrech

il 150 100 il 00 ppm )
| | | | |
Eldeh}.:n:les, RCH=C:J R,C=CH; —— (-F : CC1 -
I{et:nnes, R3C=Cl: RHF=CHR L0, _ CBr
17.9 R,C=CH, :C—H Saturated E]kan&:s
CH,
Aromatics C-HME.
H. 361 | : : 2
1y5rJ\COOH
H 173,5 | Heteroaromatics . [C{0H . [>-5R
R-C0.H =
Catbonylie Acids ——— MEN o COR O Cohr
R—CO.R _
Esters —— Sﬂfn:-:id&s,ﬁﬂfnn&s:c S[:]’:‘R:: Stk
C
R—CDHRE “=CR Il
Ardes ——— _ i L-C-R
| | [ [ [
20 130 11 5l 10 ppra(8)



BF NMR
=1,

SCF,

prirozené zastoupeni 100 % CF;—Cl,

CF3—OCFBr—CF;Br
CF3—NHCONH—CF,
CF3—CH;Si{CHa)s
CF3—CH-C{THa)s
CF3;—H

CF3—CgHs
CF3—(CHz)4CH;
CF3—COOH
CFy—CO—CF;
CF,—CF,COOH

F—Aromat, F—Olefin

CF, F CFs

-55
-56
-0
61
-63

65
-7

-84

-103

CHs—CF,—Cl

CgHs —CF2—CsHs

CCly—CF;—CCly

CF3—CF,—CFCl;
F

sl %

F CF
EEMGF;-' 2

H—CF,—H
F.C

| >cF,
FEC;

QF -116 E
H H
F F

-165

=147

-151

F -183
-127

=,

-185 -103

S,
~CF—

ClL,CF—CFCl,
CHyCHBr —CHFCH;

NF;
HF

PF5
SFe
CF4
BF,

enythro-
threo-

+430

+142
+40
-37
=57
64

-131

PF

(CHs):N —P(=S)F
(CHsCH;); —P(=0OJF
(CH,0); —P(=0)F

SF

CF,O0—PSO;F

OF

F2C{OF),

59

-AT71
174

49
-84
-8¥

+49

+448



31P NMR P (I i
| = 1, PFy  PChL  PBs Py, PH
.. i +§7 +220 29 +178 -238
pfirozené
zastoupeni 100 % PH{CaH) PH(Cahily PLCH PHACH) PHCH.), PICHy,
=122 41 8 -164 -9 -2
P (V) PNICHa) F{5CHg) P{OCHa)y
+122 +125 +147
-36 +2 -103 P V)
O=PHICHs;  O=PiCghyy  O=PHICH.): O=P{CHa PF, PCls PBis
+23 +25 +53 +36 35 -80 -101
O=PHOCH)  O=PHOCH)), O=PDCHy, O=P(NCHayly P(OEt)s P(CoHa)s
+19 +11 1 «27 79 89
S=PCl S=PPry S=P{CHy) 5=P(0CHy);
+29 12 +53 +73
0 | e 't i 1
HO-B—0—r R-0-P-0-R m—f;—-ﬂ—T—ﬂ-—n R-0-P-0-P-0—R m-P-o—?I—cu—T ~0—R
|
OH oH OH O OH 0 0 O
+3 .3 5 10 -35 5 -19  -10
7 ? § % i
i
R-O-P-CH;~O-R  HO-P-CH;—P-0—P-O—R HO~P—0—P—~CH,~P-0~R
OH OH OH OH
14 g -1 -8 *3 +18



SN NMR
| =72

prirozené zastoupeni pouze %

-

AMINY

AMONIOVE IONTY
ENAMINY
AMINOFOSFINY
GUANIDINY

THIOMOZOVINY

AMIDY

THIOAMIDY

INDOLY, PYRROLY
HYDRAZONY

IMIDY

AZIDY _
NITRILY, ISONITRILY
KYANATY, ISOKYANATY
THIOKYANATY, ISOTHIO
PYRIDINY, PYRIMIDINY
IMINY '
NITRO-

OXIMY .
AZO- :

Standard nitromethan

KY#\IAW

NITROSO- C-N=O — S-N=O
400



Chemicky posun signalti v NMR spektru

Hodnota chemického posunu odrazi chemické okoli atomu (stinéni)

Z tabulek téchto hodnot Ize navrhnout mozné strukturni fragmenty neznamé latky
Pro znamou molekulovou strukturu Ize predikovat chemické posuny

Spektrum NMR

>

dle databaze
znamych latek

Predikce (software)
chemickych posunt

?

navrh molekulové
struktury

experimentalni tabulky

chemické = | chemickych

posuny posunu

N

»

S

potvrzeni mozné spravnosti
navrzené struktury

oCekavané hodnoty
chemickych posunu

pravdépodobna strukturni uskupeni




Intenzita signalu v NMR spektrech

Integralni intenzita signalu je umérna mnozstvi chemicky ekvivalentnich

jader daného isotopu v mérené cCasti vzorku

Signaly chemicky neekvivalentnich jader se mohou nahodné prekryvat
tj., mohou byt nahodné isochronni

Pomér integralnich intenzit signalt odpovida poméru poctu ekvivalentnich
jader v molekule

Pokud neni znam sumarni vzorec pak je pomér pouze relativni

Pri standardnim mereni |ze integralnich intenzit vyuzit pri kvalitativni
analyze u H i 1°%F NMR spekter, nikoli napf. u 13C NMR spekter

Intenzita signalt v 1H a 1°F NMR spektrech je obvykle od 80 do 100 %
Intenzita signalt v 13C NMR spekter je obvykle od 5 - 100 %

Pri ¢asové naro¢ném kvantitativni merenim dosahuje intenzita signalt 99 — 100 %



0 ppm

IH NMR integralni
normalizovana
integralni hodnota
vina (,plocha) ~
(vyska)
‘/
_j- = = :J
JL‘, L A
1 11 3
I [ T [ I I T [ T [ [
14 12 10 8 | 4 z
13C NMR
numericka
integrace
- /
402 414 1000 % 701
I T [ T I T [ I T I T I T I I I

200 180 1e0 140 120

100 20 E0 40

20

o ppm

Chemické posuny 'Hv ppm

o= 1,96
5,69 CH3
H 12,2
Z cooH
H
6,26

Chemické posuny *C v ppm

17,9

CH,

136,1
Z COOH

173,5

H

127,9



Intenzita signalu v NMR spektru

porovnani vysky integralnichvin 22 :67 = ca.1:3

AR
integralni
Ny |— vina
| porovnani integralnich hodnot E
integralni S

X : 1,356 : 3,249 = ca.1:3 E

vVina | S
| A W
= \
£ ; \
N .
(Q\ \\\\ v

1,356 ---"" hodnoty numerické integrace 7= 3,249

relativni integralni intenzita 1H relativni integralni intenzita 3H



Pocet a integralni intenzita signalu v NMR spektru

Uvazujte volnou rychlou rotaci kolem jednoduchych vazeb

Jig I i
CH—C
H,C H H,C 0" ? " ch)]\CH3 chOCHs
13C: 2 4 2 3
H: 2 31 3 3:2:3 1 2 32

1H: 4 3:2:2:6 5 3:2:2:2:3 1
3C: 5 5 1



Pocet signalu

N N

H.C O CH

3 3

H: 2 (3:2)
183C: 2

H: 3 (6:1:3)
183C: 3

0
HC” " cH

H: 4 (3:2:2:3)
13C: 4

H.C
Y\OH

CH,

H: 4 (6:1:2:1)
183C: 3

3

Hc” " “oH

H: 5 (3:2:2:2:1)
13C: 4

CH,

HgCﬂ\
OH

H,C

H: 2 (9:1)
183C. 2

Tyto konstituéni isomery Ize snadno rozlisit pomoci NMR nikoli ze spekter IC, Raman & MS



gNMR ... Kvantitativni NMR
Integralni plocha signalu |, =k - N,

Vyzaduje méreni spekter za podminek kvantitativni odezvy

nx Ix Ny

Molarni pomer pozorovanych latek bez pouziti standardu —
ny Iy Nx

Jsou-li vsechny latky smési pozorovany lze stanovit nx _ Ix/Nx
obsah libovoIné z nich bez pouziti standardu Y om > I/N

Jsou-li pozorovany jen nékteré slozky, IX NStd MX mMsd

pak jednobodova kalibrace s Px = Std
Is;g Nx M m
pouzitim standardu Std X Sud
Pokus o stanoveni molarni hmotnosti | X M X |3td M Std
amé latky ! dvé AMé
neznamée latky !!! dvé neznamé (M, a N, ) N W« My Nstd Mg,



Multiplicita signalu v NMR spektrech
Signal majici jediny pik nazyvame singlet (s)
Signal, ktery je slozen z vice pikd (ma jemnou strukturu) nazyvame multiplet

Signal majici dva piky nazyvame dublet (d), tfi piky triplet (t), Ctyfi piky kvartet (q), ...

signal
slozeny ze
étyf pika (linii) signal slozeny ze -
nazyvame dvou piku (linii)
kvartet (q) nazyvame dublet (d) \
1 356 = rel. |nten2|ta 1H 3 249 = reI |nte2|ta 3H

4,0 3,5 3,0 2,5 2.0 chem|cky posun
(Ppm)



Multiplicita signalu v NMR spektru

Multiplicita signalu je dusledek vzajemné interakce jader nenulového jaderného

magnetického spinu prostrednictvim vazebnych elektront

TéZ nazyvana interakci pres vazby Ci skalarni interakce €i neprima spin-spinova interakce

Pocet a intenzita pikti multipletu ma pfimou

spojitost s druhem a pocCtem okolnich jader

Pocet chemicky neekvivalentnich jader - pocet signalu
(symetrie molekuly)

\Z

PocCet chemicky ekvivalentnich jader intenzita signalu

\Z

Atomy a skupiny v okoli chemicky posun signalu

Jadra s nenulovym spinem v okoli > multiplicita signalu

= jemna struktura signalu

= signal je slozen z vice piku



Multiplicita signalu v NMR spektru
priklad: ~CH;——CHBr,

Protony CH; jsou chemicky ekvivalentni = budou mit jeden signal o intenzité 3H

Jaderny spin CHR, muze byt vuci CH; bud ? nebo 6 s pravdépodobnosti ca. 1:1

33,y =7,0Hz

{_A_\
Protony CH, absorbuji pfi dvou ruznych frekvencich, |
jejichz rozdil je interakCni konstantou uvadénou v Hz

Chemicky posun lezi v tezisti signalu (multipletu)

U spekter prvniho fadu je tézisté shodné se stfedem



Multiplicita signalu — Interakéni konstanta

Interakce pres vazby je charakterizovana interakCni konstantou J (Hz)

”J [ HZ ] Hodnota muze byt kladna i zaporna
AB ( bézné meéreni — absolutni hodnota )
n ... pocet vazeb (nejCastéji 1 az 4) mezi interagujicimi jadry
A, B ... interaguijici jadra (homonuklearni, heteronuklearni)

Velikost interakCni konstanty zavisi zejména na:

>*

druhu interagujicich jader

*

pocCtu vazeb mezi nimi ik

i3 x ST tabulky navrh
jadrech, ktera je oddéluji E— oredikce (> struktury
* prostorovéem usporadani

*



Triplet —interakce s dvémi chemicky i magneticky ekvivalentnimi jadry

Méjme singletovy signal o integralni intenzité 8

Interakci s jednim jadrem o spinu 2 dojde k jeho rozStépeni na dva piky
Piky budou symetricky dle pozice puvodniho piku ve vzdalenosti

rovnajici se hodnoté J

J/2 1 JI2 | Kazdy z pikd bude mit polovinu intenzity pavodniho piku a tedy i vy$ku
(nebot’ Ize oCekavat stejnou Sifku piku jako u puvodniho piku)

AN

AVznikne dublet s intenzitou piku 4:4
4 f
|

4
N

___(_|.9

l/:\L J2 ! 12 Interakci s druhym ekvivalentnim jadrem (stejna J) dojde k roz-
32 : 32 { : ' Stépeni kazdého piku dubletu na dublet zcela shodny zplsobem
|
: ! ‘ Vzhledem k tomu, Ze pozice dvou pikl bude zcela totozna dojde
\i] : i k jejich souctu a vznikne triplet s intenzitou piku 2:4:2
2 i 2}/&\ i !
- S
i 2 | : 2F
S
) ) ’
I i

! Interakci s dalsim ekvivalentnim jadrem
A j\\ by doslo ke vzniku kvartetu 1:3:3:1, atd.



Multiplicita signalu v NMR spektru

00 |08 |68

Meéjme na pocatku signal majici absolutni intenzitu 8

|6¢

J

J

99 1998 1449 |444
1949 1964

[699 1694

4J>4\]>4

J >

Interakci s jednim jadrem majici jaderny spin % dojde k
rozStépeni tohoto signalu na dvé linie (piky) v poméru 4:4 (1:1
relativné), vzdalené o sebe o interakCni konstantu J

Interakci s dalsim chemicky ekvivalentnim jadrem jadrem
dojde ke stejnému rozstépeni (stejna J) kazdé linie na dvé v
poméru 1:1, kde dvé linie jsou na stejné pozici — dojde k jejich
souctu a dostavame triplet 2:4:2 (1:2:1 relativné)

Interakci s dalsim chemicky ekvivalentnim jadrem jadrem dojde
ke stejnému rozstépeni (stejna J) kazdé linie na dvé o intenzité
1:1, kde nékteré linie jsou na stejné pozici — dojde k jejich
souCtu a dostavame kvartet 1:3:3:1

Integralni intenzita celého signalu je zachovana, ale
je rozdélena mezi jednotlivé linie (piky) multipletu

VySsSi multiplicita = nizsi detekéni limit
V téchto pripadech Ize J odecCist

mezi libovolnymi sousednimi piky multipletu



Multiplicita signalu v NMR spektru
piiklad: CH,——CHR,

Signal protonu CHR,, skupiny bude mit intenzitu 1H a dusledkem interakce s

r v v . .

Jaderné spiny CH, protont mohou vuci CHR, zaujmout osm ruznych pozic, pficemz
néktere jsou energeticky shodné

000 [090/986| 660
Gu=TOM (0801808

A Energeticky shodné, ale trojnasobna
4 6?? 6&? |pravdépodobnost

jadro CHR, absorbuje pfi ¢tyfech ruznych frekvencich

s pravdépodobnosti 1 : 3 : 3 : 1, kde rozdil mezi nimi

je interakCni konstantou

Chemicky posun lezi v tézisti signalu (u spekter prvniho fadu je t&Zi$té shodné se stfedem)



Multiplicita signalu v NMR spektru

dublet triplet
1:1 1:2:1
Pravdépodnost

kombinacni Cisla

!
(Z): ! (nn— 0!

VWL

kvartet

1:3:3:1

Pouze pro interakce s jadry | = -

Pomeéry piku multipletu se rovnaji

koeficientiim binomického rozvoje

Pascallv trojuhelnik




Multiplicita signalu v NMR spektru

Pomeéry linii multipletu

VysSsi multiplicita = nizsi detekeni limit

dekaplet
nonet
oktet
septet
sextet

kvintet

kvartet

triplet

dublet




Multiplicita signalu prvniho radu v NMR spektru

Pocet piku signalu jadra A je ve spektrech prvniho fadu roven (2 -1+ n + 1), kde
n ... je poCet interagujicich jader B (chemicky ekvivalentnich) ’

| ... je jaderny spin interagujicich jader B )/

Pro jadra s jadernym spinem " je pocCet linii roven (n + 1)

|

,N+1" pravidlo

chemicky ekvivalentnich

N\

Pocet linii multipletu = Pocet interagujicich jader + 1

Pocet interagujicich jader = Poc€et linii multipletu - 1

N\

chemicky ekvivalentnich




Strechovy efekt ( striskovy efekt, Roof effect) efekt druhého radu

BliZSi piky multiplett interaquijicich signalu

maji zvysenou intenzitu na ukor vzdalenegjsich

Lze vyuzit k identifikaci
interaguijicich jader
(spinovy systém)

.

.

* S
A .
. L
A .
A 22
A .
A d v
A d .
. -
\d L
\d g
* LY

. .,

.

-------------------------------------------------
54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42
f1 (ppm)



Strechovy efekt ( striskovy efekt, Roof effect) efekt druhého radu

Lze vyuzit k identifikaci interagujicich jader (spinovy systém)

*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
*
“
*

=}

505 500 49 490 48 480 475 470 46 460 435 430 44 440 435 430 425 420 415 410 405 400 39 3



Multiplicita signalu - pocet pikt signalu

Pocet a intenzita pikd signalu chemicky a magneticky ekvivalentnich

jader A zavisi na poméru frekvencniho rozdilu interagujicich jader M |VA VMl
a absolutni hodnoty jejich vzajemné interakCni konstanty: |‘JAM|
Blizky 1 nebo mensi Alespon 5 a vice
Tvrdé stépeni (strong coupling) Méekké stépeni (weak coupling)
signaly druhého radu signaly prvniho radu
* signal muze byt nesymetricky * signal je symetricky
* znacny stfechovy efekt  stfechovy efekt je zanedbatelny
» pocet piku signalu = 2:-1'n + 1 » pocet piku signalu =2-1'n + 1
* znameénko J ma vliv * znameénko J nema vliv
 analyza pocitaCovou simulaci  analyza nevyzaduje simulaci

signaly pseudoprvniho radu
témér symetrické, nezanedbatelny stfechovy efekt, po€et piku signalu = 2:1'-n + 1

| | | | | > |[va— vyl
0 1 2 3 4 S |Jaml




Spinové systémy a jejich zna€eni — Pople notace

Spinovym systémem rozumime soubor jader, které jsou vzajemné propojené
spin-spinovymi interakcemi
Podobné spinove systémy maiji signaly podobné multiplicity

K oznaceni spinovych systému se pouziva Pople notace

Chemicky ekvivalentni jadra se oznacuji velkym pismenem s dolnim indexem udavajicim

jejich poCet. Napf.: A, A,, A;, M, X, ...

Magneticky neekvivalentni jadra se oznacuji stejnym pismenem doplnénym jednim Ci vice
apostrofy. Napf.: AA', XX'X", ...

Chemicky neekvivalentni jadra se oznacuji odliSnym velkym pismenem s dolnim indexem
udavajicim jejich poCet. Napf.: AX , A,B;, ABX,, AA'BB', ...

Vzdalenost pismen v abecedé se voli dle poméru frekvenéniho rozdilu signall
interagujicich jader a absolutni hodnoty jejich vzajemné interakéni konstanty. Cim je
frekvenéni rozdil posunu vétsSi nez interakéni konstanta, tim vzdalenéjSi pismena v
abecedé se pro jejich oznaCeni pouzivaji. Napf. dvouspinové systemy AB ¢€i AX, nebo
trispinové systemy AMX, ABX, ABM, ABC, A,B, A, X Ci AA'X, ...



2ln+1
l|:1/z

n+1

Multiplicita signalu v NMR spektru

Interakce jader A a B je vzajemna (angl. coupling)
InterakCni konstanta J,g = Jg, (angl. coupling constants)
Multiplicita signalu A a B muze byt rozdilna
Integralni intenzita signalt A a B muze byt rizna
Multiplicita a integralni intenzita signalt A a B jsou v pfimém vztahu
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pocet signalu / integralni pomér signalti / multiplicita

Uvazujme interakce pouze pres 3 vazby a uvazujme vSechny interakCni konstanty
budou mit stejnou hodnotu, neuvazujme interakci s protonem hydroxylové skupiny

O\
Hce” Yo7 ScH, HCT N YcH, Hc” > “oH
2 4 5
3:2 3:2:2:3 3:2:2:2:1
t g t sex t s t sex qui t s
H,C._ _O< H,C CH,
CH, Y\OH Hscﬂ\
CH, CH, H.C OH
3 4 2
6:1:3 6:1:2:1 9:1
d sep s d non d s S S



2J(H,H)
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Interakéni konstanty 3J,,,

G . : Karplusova rovnice
maji velikost v zavislosti na

. e 3] = 2
dihedralnim uhlu 4. Jyu=A+Bcos g+ Ccos®g
19
o 18 Hz J L
2 16 Hz
o Konformacéni analyza
. 14 Hz
o 12 Hz 3]
o 10 Hz HH
g | /_\
] 8 Hz /
é- o <
5 - Z H H
;.
2 4
1 A
0 4
_1-10 lIO 3I0 5I0 7I0 9IO 1i0 1(;0 1;0 1;0 1SI)0 ZiO 230

12, Karplus MI. Wicinal proton coupling in nuclear magnetic resonance. 1 Am Chem
Soc 85:2870-2871, 1963,



CH,—CH O—CH
3 2 3 q Frekvence [Hz] (relativhé ke standardu)

Vi V2 V3 V4 Vs Ve V7 Vg

Vi - v, = 4,86 Hz sinatet | CH Ve - V7 = 4,86 Hz

v, -vy;=4,87 Hz J 3 V7 - vg = 4,87 Hz

V3 - v, = 4,85 Hz 3y = 4,9 Hz

3 —_

Juy = 4,9 Hz

kvartet CH2 triplet CH3
| 3.I36 | 3.‘35 | 3.I | 3.é3 | 3.I32 | |

W
N

3.3119 3.18 3.17

3.16 1.21 1.20 1.19 118 1.17
Chemicky posun [ppm]



Interakce jadra A s dvémi chemicky neekvivalentnimi jadry Ba C

MultiplictaA=(2-1g-ng+1)-(2-Ic-n-+1)

pro jadra s jadernym spinem Iz = |- = %

Multiplicta A= (ng+1)-(nc+1)

pro pfipad Nng =N =1 /\

Multiplicita A= 4

J J

‘% 69‘ ‘66

dublet dubletad 1:1:1:1
J >J

99‘



Multiplicita signalu v NMR spektru

Interakce s rlznymi jadry

Multiplicita H2 = (n(H?) + 1) - (n(H®) +1) =4
Multiplicita HP = (n(H3) + 1) - (n(H®) + 1) =4
Multiplicita H® = (n(H&) + 1) - (n(H?) + 1) =4

Ha Hb Hc

3J

Trans




Multiplicita signalu

Interaguje-li jeden druh atoml s vice nez jednim typem atomu, pak je vysledna
multiplicita rovna nasobku multiplicit zptusobenych kazdym typem atomu zvlast, {j.
(2:1n, + 1)-(2:1,'n, + 1). Jinymi slovy, kazdy pik multipletu vzniklého v dusledku
interakce s jadry A ma multiplicitu zpusobenou interakci s jadry B. Pocet pikd muze
byt sniZzen v dusledku jejich prekryvu.

q d . d
CH,— CH,— CHBr,

o | ) H H ¥
t t

2 6 6 2 33 33 88

Multiplicita signalu spolu s velikosti interakCni konstanty primo souvisi
s poCtem a typem jader v molekule v nejblizSim okoli, tj. pfes jednu az
tri vazby (pres vice vazeb jsou interakce male).



Multiplicita signalu X

Trispinovy system ABM

3] 45 =3Jgp = 8,7 Hz H

00l
1 {00
00’k




Analyza multipletu postupnym snizovanim multiplicity

1. Rozdil mezi prvnim a druhym pikem je vzdy nejmensi interakCni
konstantou multipletu

2. Pomér jejich intenzit odpovida sub-multiplicité zpusobené touto
interakci
3. Po snizeni multiplicity se postup opakuje az do snizeni

multiplicity na singlet

A ) . —
anten Wianten a (R
T e W antn T //M/M ) )

408 407 LX:] 408 409 408 4
f1 {oom) f1 {oom) 1 (oom)



Analyza multipletu prvniho radu

N~ oo A W N

A
i\ 4

J=50Hz '
1 2 1Vi1 1 2V2"1 1V1© 2

Dublet dubletu tripletu

. Signal prvniho fadu je symetricky
. PFi Stépeni jadry | = V2 je poCet komponent mocninou dvou 1+2+1+1+1+2+2+1+1+142+1 = 16 = 24
. Rozdil mezi prvnim a druhym pikem je nejmensi interakéni konstantou multipletu J=50Hz
. Integralni pomér prvniho a druhého piku udava sub-multiplicitu 1:2=tripletl:2:
. Kazdy z pikt multipletu musi byt soucasti stejného sub-multipletu nalezen ctyrikrat
. Pomysinym dekaplinkem sub-multipletu zjednoduSime multiplet signalu Ctyfi piky 1:1:1:1
. Postup opakujeme na zjednoduseném multipletu signalu az k znamému multipletu dublet dubleta
L J=62Hz J = 7.6 Hz
I
4 PO A

1

T T T T T T T T T T T T T T T T
4.320 4.315 4.310 4.305 <4.200 4.295 4.290 4.285 4.280 1»_4.':2.75 ) 4.270 4.265 4.260 4.255 4.250 4.245
1 (ppm

T T T
4.240 4.235 4.230



Konstrukce multipletu
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4 Na ,poradi stépeni

Ha <22 1« 13

5.1 2 6 Hz nezalezi - vysledna
7.6 multiplicita bude
HS/K 6.2 Hz/l\vidy stejna
L

4.9 Hz |
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f1 (ppm)



IH NMR - UvaZujte pouze 3J,,, interakce
« Uvazujme, Ze vSechny J,, chemicky
1. Pocet signala ? neekvivalentnich jader se li§i

2. Multiplicita signala ? » UvaZujme interakce s OH skupinou

gdd H B

s brs(d?) HO
ddd (d?) H



H Selektivni homonuklearni dekapling
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Pocet signaltu v 13C NMR spektru

CHs Kolik signalt bude mit latka v 13C NMR spektru? Deset

Stejné principy jako u *H NMR; methyly i-Pr skupiny jsou diastereotopni

Budou vSechny signaly od jedné ,latky” ? Ne Pfirozeny vyskyt

HO :
: 13C je 1,07 %
H,c” “CH
3 3 Isotopomery 13C1 isotopologu metholu
CH, CH, CH,
Isotopology
se liSi
noT T : HOT Y HO™ 4 isotopovym
H.c” cH H C/\CH H C/\CH H.c” CH H,c” > CH slozenim
3 3 3 3 3 3 3 3
CH, CH, CH,
Isotopomery
se liSi pozici
isotopu
HO" ™ HO HOY ™ HO® ™
H3C/\CH3 H,C CH3 H C/\CH H3C/\CH3 H3C/\CH3

NMR spektra jsou souctem spekter vSech isotopomeru vSech isotopologu
VétSina isotopologl neni pozorovana pro nizké pfirozené zastoupeni ve vzorku



NMR frekvence

) . Piirozeny y ..
Jadro Spin vyskyt il 0’ra dT'ls'l] (1174 T) Citlivost
'H 1/2 99.99 26.75 500,0 MHz 100
’H ] 0.01 4.11 76.8 MHz 0.0001
H 1/2 - 28.54 533.3 0
2c 0 98.93 - - -
B 1/2 1,07 6,73 125.7 MHz 0,02
N ] 99,63 1,93 36,1 MHz 0,1
N 1/2 0,37 2,71 50,7 MHz 0,0004
10 0 99.96 - - -
P 1/2 100 25.18 470.4 MHz 83
Sp 1/2 100 10,84 202.4 MHz 6.6

Homonuklearni interakce

obtizné
meéritelné

13C-13C (0,01 %), 15N-15N (0,001 %)

e

,nemeéritelné“

1H-1H (100 %), 1°F-1°F (100 %), 31P-3!P (100 %)

Neplati pro izotopové obohacené latky



NMR frekvence

) . Piirozeny y .
Jadro Spin vyskyt il 0’ra dT'ls'l] (1174 T) Citlivost
'H 1/2 99.99 26.75 500,0 MHz 100
’H ] 0.01 4.11 76.8 MHz 0.0001
H 1/2 - 28.54 533.3 0
2c 0 98.93 - - -
B 1/2 1,07 6,73 125.7 MHz 0,02
N ] 99,63 1,93 36,1 MHz 0,1
N 1/2 0,37 -2.71 50,7 MHz 0,0004
10 0 99.96 - - -
P 1/2 100 25.18 470.4 MHz 83
Sp 1/2 100 10,84 202.4 MHz 6.6

Heteronuklearni interakce

1H-19F (100 %), *H-31P (100 %), 31P-19F (100 %)

v 1H, 1°F a 31P spektru je interakce s 13C pouze u 1,07 % jader (s °N pouze 0,37 %)
- signaly 13C, &i 1°N, isotopologu €asto pfekryty Sumem nebo jinymi signaly

ale v 13C &i °N spektru je interakce s 1H, 1°F &i 3P vzdy pozorovana!

Interakce 13C-1°N je ,neméfitelna“ (0,004 %)

Neplati pro izotopové obohacené latky



1I3C NMR ...

Multiplicita 13C signalu

Jaké neprimé spin-spinove interakce lze oCekavat?

Pouze s jadry majici vyznamné prirozené zastoupeni izotopl majici

jaderny magneticky spin | = 5.

Pozor na izotopove obohacene latky.

Tadro Spin Pf;‘;i‘:j? Zpiisobi multiplicitu signalti 13C jader ?
'H 1/2 99,99  ANO
‘H 1 0,01 NE ( DEUTEROVANA ROZPOUSTEDLA ANO)
‘H 1/2 - NE ( NEPATRNY VYSKYT)
2C 0 98.93  NE ( NULOVY JADERNY MAGNETICKY SPIN )
e 1/2 1.07 NE ( NiZKY VYSKYT)
N 1 99.63  NE ( KVADRUPOLOVY MOMENT )
N 1/2 0,37 NE ( NiZKY VYSKYT)
°0 0 9996  NE (NULOVY JADERNY MAGNETICKY SPIN )
PF 1/2 100 ANO
Slp 1/2 100 ANO




Standardné se 13C NMR spektra méfi s Sumovym dekaplinkem 1H

» Interakce s 'H jsou potlaceny

CH,
o O 0 (=]
iew 2 Spektrum
P= = = P ’
N | prvnlho
HO ; radu
H.c” CcH

3 13C NMR
“‘ Nﬁ nedekaplované

Narust intensity

Spektrum
signallu oproti nultého
cDCl, radu

13C{1H} NMR
'H dekaplované

—49.84

—44.87
—34.43
—-31.53

—25.43

22.91
)\ 22.08
\ 20.91

—15.82

Pfi dekaplingu tH zistanou ostatni interakce zachovany, napf. s 2H, 1°F &i 31P)



13C NMR dekaplink OFF nebo ON, a APT
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NMR ... 13C versus 3C APT versus 13C{'H} NMR spektra

g
d q
S
JL 13C NMR bez dekaplingu tH 13C NMR ' I I i |
13C APT NMR CH, CH,
: (attached proton test)
CH a CHj; negativni
| C C aCH, pozitivni i | 13C APT NMR
] L., ’ L i
] CH CH, | [CH;Z
J 13C NMR s dekaplingem *H II.I | 13C {*H} NMR
1 2 4 CS
T C:l T T T T T T T T T T T 'Cl T C:'S T T T T T T T T C T T T T T C6 T T
105 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 40 30 25 20




13C NMR ... Dekapling *H

B. Mo 1H-Decoupling nou
Full NOE sty 0

a0s

m o D. Full Noe, No Decoupling m=yyn’

x ' i C. No Noe, Full Decoupling dm="nny

A B C

it HW B. No Noe, No Decouplng dinn

A Full 1H-Decoupling 00y 20u A. FUH NUE, FUH DECUUp"ng dm: yw

Full NOE dm=tyyy' L
Sz ' aos
T oo
-1 2] o2

mo® 0 % 0 & 4 % H L N 0



Multiplicita signalu prvniho radu - Interakce s jadry se spinem =1

. . 13 _ . 5 _ °H ¢&i 14N
Spin-spinova interakce jadra 3C (I = 72) s jadrem “H (I = 1)

HC2HCl; Dvouspinovy AX systém

Preferovana orientace
Jeo 1] 150 2 = 32,0 Hz spint s 1=1
’ v magnetickém poli B,

-
S

~ Multiplicita

| ﬂ | (pocCet pika signalu) —m-=-1 é
2'l'n+1=2-1-1+1=3

Populace stavl
— m=0 0

m=+1,0a-1
U U jsou témeér 1:1:1
Triplet 1:1:1 m=+1 6

Signal v *C NMR spektru Signal v 2H spektru je dublet 1:1 s 1J,. = Hz



MULTIPLICITA (pocCet linii) pro I, =1 2H, 14N, ...

13
12CHD,COCD, CD,COCD;,
1
1 11
1 11
111
1 11
— 1253 JJ\JUUM
1 2 3 21
1 2 3 2 1/
1 3 6 76 31
2'nx'|x +1 0 1 Singlet (s)
1 1 11 Triplet (t)
prol, =1 .
2 1 2 3 21 Kvintet (kv)
2'nx+ 1 3 13676 31 Septet (sep)




Solid-state NMR = NMR v pevné fazi
80 % farmaceutickych produktl jsou pevné latky

3C NMR

Liquid-state NMR

|zotropni prostredi
(LSNMR)

Vyvojem se rozdily stale snizuji

13C NMR
Solid-state NMR

( SSNMR)
Dusledek anizotropie

_/\/ chemického posunu

a dipolarnich interakci

—————————————————————



NMR v pevneé fazi R principal s of

shielding tensor

Spinning axis
applied field

Anizotropie Bo

chemického posunu

a dipolarnich interakci

maji geometricky Clen

(3cos? 9-1)

shielding tensor

3l p CPMAS NMR  NH4H,PO,

JJL 4000 Hz

Magic J 2000 Hz
Ange N S
Spinning Ub\ﬁv —

54° 447

50 40 30 20 10 0 <10 -0 <30 40 ppm




NMR v pevné fazi

The Effect of Magic Angle Spinning and High Power 'H
Decoupling in **C Cross Polarization NMR Experiments

Solid State 1*C NMR of Glycine at 4.7 Tesla

Cross Polarization + MAS + ,,,lﬁ
High Power 'H Decoupling

i

Cross Polarization + MAS ,[L
Cross Polarization + High
Power "H Decoupling H\
Cross Polarization /\\*‘_——




NMR v pevné fazi

R

(b) ‘ I
i
. I J.l )LJ. _A_J'._.._.J'x_:‘t__;“i_ . n,.,JL_M v UI“'JlJl "'-*I|wl|k__JL P
(c)
| - ."l \| ‘. ||| |
SR ) S S n) l'mmJ e JY AN, 4 \d LWM
180 1 éﬂ 1 :H] | 1|2U 1[|}U | E-ID | BIU | 4IU | EID | l;} p|:;+m

Figure 1 Solid-state PC NMR spectra of antimalarial drug artemisinin recorded (a)

without sample rotation (static), (b) without PD, and (c¢) uwsing MAS, PD, and CP
techniques.



Integral 203 3 CH3CH2

L/ \g

T Trr—rr 1T 1T 1T T 1 T 1 T 1T T 1T T T T
10 3 3 7 & ] 4 3 2 1 0 220 200 180 160 140 120 100 80 60 0 20
ppm Fpm

Sumarni vzorec z kombinace EA a MS analyz = C4H80

Jednovazné nahradime vodikem, dvojvazné odstranime
Vicevazné odstranime spole¢né s po¢tem vodikl rovnajicim se VvAzZNOST - 2
Sumarni vzorec C,HgO prejde na C,Hg, ktery pfejde na alkan C H,,,, adici jednoho H,

Stupen nenasycenosti = 1 = v molekule je jedna dvojna vazba nebo jeden cyklus

H NMR: tfi signaly v poméru 2 : 3 : 3 pro osm vodiku \
1H NMR: s multiplicitou kvartet, singlet, triplet — ethyl
'H NMR: dle chemickych posunu vodiky na uhliku bez kysliku methyl
G . . _——> | karbonyl
13C NMR: ctyri signaly, jeden v oblasti karbonyl(




Integral

L L L L L L B L L L
220 200 150 1e0 140 120 100 20 B0 40 z0 11 10 3 3 7 = b=}
ppm ppm

Sumarni vzorec z kombinace EA a MS analyz = C;H O

Postupujte jako v prikladu

Vysledky jsou na konci prezentace



Integral

I (S|

L L L L L L B L L I
220 200 150 1e0 140 120 100 20 B0 40 z0 11 10 3 =S 7 = >
ppm ppm

Sumarni vzorec z kombinace EA a MS analyz = C.H,,O

Postupujte jako v prikladu

Vysledky jsou na konci prezentace



Integration

r 1t —rr—r 1T "7 " 17 " T T T 71 T T T T
200 180 180 140 120 100 g0 &0 40 z0 0 11 10 = 2
ppm

Sumarni vzorec z kombinace EA a MS analyz = C,Hg0,

Postupujte jako v prikladu

Vysledky jsou na konci prezentace




Integration 2 2

I T I T I T I T I T I T I T I T | T | | T | T I T | T | T | T I T | T I T |
Zoo 180 160 140  1z0 100 50 &0 40 z0 0 11 10 3 8 7 & 3 4 3 z
ppm

Sumarni vzorec z kombinace EA a MS analyz = C;H,Br

Postupujte jako v prikladu

Vysledky jsou na konci prezentace



exchanges with D40

Integration

200

Tt r 1T 1 1 T 1T T 1T T 1T T 1T T
150 160 140 120 100 g0 g0 40 20 8]
ppm

Sumarni vzorec z kombinace EA a MS analyz = C,HgO

Postupujte jako v prikladu

Vysledky jsou na konci prezentace




Integration 2 2

700 180 160 140 120 100 80 B0 40 20 0 1110 9 5 7

rpm

Sumarni vzorec z kombinace EA a MS analyz = C;,H,,0,

Postupujte jako v prikladu

Vysledky jsou na konci prezentace




Integral 1

200

180

120

rrrr 17T T1T T 1T T T T T 71
140 120 100 g0 g0 40 20 0
ppm

Sumarni vzorec z kombinace EA a MS analyz

Postupujte jako v prikladu

Vysledky jsou na konci prezentace




I ' T T T T T T I L T
200 130 180 140 120 100 80 g0 40 z0 11 10

ppm

Sumarni vzorec z kombinace EA a MS analyz =

Postupujte jako v prikladu

Vysledky jsou na konci prezentace

Integration 2 2
I I I
3 =] 7

C 9 H 10 O 2




T T T T T T T T T T T T T T T T T T T Integration 1 1 2

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 O T T T T T T
Ppm 11 10 3 =S 7 = =) 4

Sumarni vzorec z kombinace EA a MS analyz = C,H,,0,

Postupujte jako v prikladu

Vysledky jsou na konci prezentace



Zakladni 1D a 2D NMR techniky k reseni molekularni struktury

'H NMR

Pocet, intensita, multiplicita, tvar signalu

- symetrie molekuly, strukturni
fragmenty, funkCni skupiny

H-'H COSY a TOCSY

Krospiky maji signaly jader atomu 1H
interagujicich pfes vazby, 24J,,,

—> Ur€eni spinovych systémd,
strukturni fragmenty

1H-1H NOESY

Krospiky maji signaly jader atomud 1H
prostorové blizkych, r,,, < 0,5 nm

- Prostorova vzdalenost *H atomd

13C APT NMR

Pocet uhlikovych signalu, pocet
pfipojenych vodiku

—> symetrie molekuly, C, CH, CH,,
CHj skupiny, strukturni typy, funkcni
skupiny

IH{13C} HSQC

Krospiky mezi signaly jader H a 13C
vazanych pfes jednu vazbu, 1J-,

-> Pfifazeni signalt 'H k 13C na néz
jsou vazany

1H{13C} HMBC

Krospiky mezi signaly jader H a 13C
vazanych pfes jednu vazbu, 33,
- Pfifazeni signalu tH k 13C, které
jsou vazany pres 2-3 vazby



2D NMR ... 'H-'H COSY

W bt




NMR ... 'H-1H gCOSY, !H, spinova simulace

MMMMUUM

— : 0 o 88 L. experimentalni
| o versus
3 08 TR ) ,
—= 00:1 g'ﬁ” 00 simulované
00 L4
e‘ .' r4.4 . . . . . .
E Y o : ‘e
— 08 ’ b 4 .
.
| .
— | 8 a0 »
= ' 89 V

I
\ J b ! Ma U) U, *JUL il |

T T T T r T +r - +r  —Tr T """ 7T r—Tr00r——Trr——TrTrr— T T rTrTr—— T T/ T T/ T T/ T T
5.00 4.95 4.90 4.85 4.80 4?5 4?0 465 460 455 450 445 440ﬂ{p43}5 4,30 4,25 4,20 4,15 4,10 4.05 4.00 3.95 3.90 3.85 3.80 3?5
pm



2D ROESY a NOESY

Cim intenzivng&;jsi krospik, tim siln&jsi NOE,
tim blize jsou si jadra v prostoru H6 | | H7

H2 H3 H4H5

H
| ___JM_UU l o JI.J“._ .

| _h _..II”ll

-

r—rr- T r-c T T T T T T T T T T T T T Tt

44 42 40 3.8 3.6 3.4 3.2 30 28 26 24 22 20 18 16 14 1.2
f2 (ppm)

1.5

~2.0

2.2

fl (ppm)

-3.0

~3.3




NMR ... 1H-13C HSQC 2D NMR spektra (gHSQC, HMQC, ..))
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Molekulova struktura latek v prikladech 1 az 10
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