1. Multiplicita_INDA
Interpretujte multiplety vSech sigriégspektra. VSechny multiplety jsouisledkem interakce vyhradn
s jadry s magnetickym jadernym spinem 1/2, a neyganamié komplikovany pitomnosti néistot ¢i

vzajemnym pekryvem.
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1.1. Fiklad interpretace multipletu signélu 2,603 ppm
1.1.1.Zpracovani spektra

Prvnim krokem pro 0s8né feSeni slozijSiho multipletu je krom vyborného nateni téz
samotné zpracovani natfenych dat. Jedna se zejména o optimalizaci pararpeirtransformaci FID
zdznamu na spektrum. Pokud neni provedena zZadimatipiice pak je jemna struktura multipletu
¢asto zcela skryta (obr. 1a). Ji#i prostém roz$eni FID zdznamuianim nulovych hodnot (tzv.
Zero Filling) obvykle dochazi k naznaku jemné stouik (obr. 1b). Pokud je FID zaznam navic
zpracovan vhodnymi apodigaimi funkcemi (tzv. Apodizatiorti Window functions) je rozliSeni
spektra a tim i jemna struktura multipletu vyzn&mtepSena (obr. 1c)figemz je zejme, Ze wtSiho

rozliSeni je dosazeno za cenu zvySeni Sumu.
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Obrazek 1. Signal 2,603 ppm. a) Spektrum ziskané prostowstoamaci FID zdznamu (16 kb hodnot). b)
Spektrum ziskané standardnim zpracovanim, tj. doplnulami (na 512 kb hodnot) a aplikace exponential
funkce (LB = 0,2 Hz). c) Spektrum ziskané zpracavas dirazem na rozliSeni, tj. dogni nulami a aplikace
exponencialni (LB = -1,0 Hz) a Gaussovské funkdd €3,5 Hz).

1.1.2.Stanoveni p&iu komponent a grafické znazenm multipletu

Za predpokladu, Ze je multiplet signaluisledkem interakci jader vyhraglspinu 1/2, musi byt
pocet komponent multipletu roven mocaimvou (2, 4, 8, 16, 32, 64, ...). Pokud tedy ndstav
celkovy integral roven mocnindvou, pak integraly jednotlivych linii musi byt Igei cisly.
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A obrace®. Pokud nastavime integral prvni linie roven jedpek celkovy integral signalu musi byt
roven mocnid dvou. Jelikoz linie multipletu se sklada z jedreébm vice komponent, jggmé, Ze
pocet komponent bude vzdytsi nebo roven giu linii.

Poznamenejme, Ze skuty signal prvnihaadu je vzdy symetricky i co do intenzity linii. Piv
linie zprava i zleva tedy maji vzdy jednotkovoueinzitu. U realnych signalprvnihotadu (signaly
pseudoprvnih@adu) jsou intenzity linitasto ovlivigny stechovym efektem = intenzity linii blizSich
signalu interagujiciho jadra jsou intenzijgi, zatimco intenzity linii vzdalésich signalu
interagujiciho jadra jsou adekvétnsnizeny. Odstrami stechoveho efektu Ize dosahnout
matematickou symetrizaci multipletu (viz kap. 1)2.2

U signalu 2,603 ppm lze rozpoznat 16 ( Bnii piiblizng jednotkové integralni intenzity, a
multiplet Ize snadno vyj&d graficky, kdy pozice usek odpovida pozici jednotlivych linii a délka
useek odpovida jejich normalizované intedziviz Obr. 1. Signal je tedy multipletem o 16
komponentach roztenych mezi 16 linii. Okem rozpoznatelna symetridtipletu (paet, vzdalenost
a intenzita linii je symetricky rozloZena kolentestu multipletu) vypovida o tom, Ze signal je
strechovym efektem ovlivn pramalo a symetrizace multipletu zde neni neZbyifa druhou stranu,
symetrizace multipletu potdaje i jiné negativni vlivy jako je ndklad Sumc¢i nerozpoznatelné

necistoty, a prakticky tak vzdy vede ke spréj&m hodnotam (Tab. 1).

Tabulka 1. Linie signalu 2,603 ppm. Normalizace intenzit aghl byla provedena nejprve symetrizaci
hodnot (viz 1.1.2) a nasledirdélenim hodnot 1/16 celkové intenzity (plochy). V pééch jsou

uvedeny hodnoty beZzg@dchozi symetrizace hodnot.

Intensita norm.  Plocha norm.

Linie pozice piku v Hz PoloSitka Intensita Plocha
(bez sym.) (bez sym.)
1 1314,402 0,47 22098,2 919776,1 1,0 (0,9) 1,0 (0,9)
2 1310,459 0,47 24931,2 1026784,1 1,0 (1,0) 1,0 (1,0)
3 1309,798 0,45 225111 898409,0 1,0 (0,9) 1,0 (0,9)
4 1306,493 0,42 21930,6 799848,3 0,9 (0,9) 0,8 (0,8)
5 1305,863 0,53 24679,5 1141636,2 1,1 (1,0) 1,2 (1,1)
6 1305,223 0,44 24303,1 934017,0 1,0 (1,0) 0,9 (0,9)
7 1302,572 0,41 19264,1 687468,5 0,9 (0,8) 0,8 (0,7)
8 1301,900 0,46 24697,5 994803,8 1,0 (1,0) 1,1 (1,0)
9 1301,280 0,56 27193,2 1340194,6 1,0 (1,1) 1,1 (1,3)
10 1300,658 0,47 255115 1061921,5 0,9 (1,0) 0,8 (1,0)
11 1298,020 0,49 23538,0 1014721,9 1,0 (0,9 0,9 (1,0)
12 1297,325 0,50 31649,8 1388406,2 1,1 (1,3) 1,2 (1,3)
13 1296,733 0,41 23791,8 860910,0 0,9 (1,0) 0,8 (0,8)
14 1293,455 0,50 28118,7 1225704,7 1,0 (1,1) 1,0 (1,2)
15 1292,786 0,41 27145,0 988493,2 1,0 (1,1) 1,0 (1,0)
16 1288,938 0,55 25630,0 1237097,3 1,0 (1,0) 1,0 (1,2)
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1.1.3.Rekonstrukce diagramuepeni

Jelikoz mé& multiplet pro 16 komponent pt&l6 linii jednotkové intenzity jerejmé, Ze multiplet
je dasledkem pouze dubletovych interakci a je tedy debiledubletu dubletu dubletu. U slagstich
multiplett je vSak vhodné rekonstruovat diagrargpéni jak pro identifikaci multipletu tak zejména
pro nasledné odéani interaknich konstant.

Rekonstrukce diagramuégeni nejsnadfji dosahneme postupnym zjednoduSovanim grafického
vyjadieni multipletu dle nasledujiciho postupu a pravidel

Tabulka 2. Pravidla pro analyzu multipletu (rekonstrukce gidéanu Stpeni) postupnym

zjednoduSovanim.

1. Vzdélenost prvni a druhé linie (piku) multiplgéuvzdy nejmensi interghki konstantou
multipletu. V disledku symetrie je zcela jedno, zda analyzujemeiphetl zpravadi zleva.
Obecr je vyhodné postupovat z obou strandssiR.

2. Pomér intenzit prvni a druhé linie odkazuje na muligli tohoto nejslabSiho &eni
(submultiplet). V pipac interakci s jadrem spinu 1/2 je p&mi:1 disledkem interakce
dubletove, 1:2 tripletové, 1:3 kvartetova, ... atd.

3. Multiplet je tedy slozen ze submultipletkteré je nutné identifikovat. Kazda linie
multipletu musi byt satésti alespd jednoho submultipletu.tRemz je pokud dochazi u
nekteré linie multipletu k gekryvu linii nkolika submultipled, pak sodet komponent
piekryvajicich se linii submultiplétmusi byt roven pfiu komponent linie multipletu.
Zadna linie multipletu nesmiigtat osamocena. Zadna linie multipletu tedy nesyni b
souasti vice submultiplét nez kolik umo#uje paet komponent, které reprezentuje.
Nap‘iklad linie multipletu intenzity jedna netbe byt sowtdsti vice neZz jednoho
submultipletu, stejn tak jako nemze reprezentovat druhou linii tripletového
submultipletu.

4. Grafické znazosmi multipletu zjednoduSime nahrazenim dse identifikovanych
submultipleti Gs&kou umisénou ve jejich dedu o délce rovnajici se su komponent

submultipletu, péemz je obvyklé, Zze se tyto délky normalizuji ¥hghim nejkratsi.
Experimentald Ize takovéhoto zjednoduseni dosahnout selektidgkaplingem.

5. Na no¥ ziskany multiplet znovu aplikujeméquichozi kroky aZ je dosazeno singletu.

U multipletu signélu 2,306 ppm je intenzita 1. di@ie 1:1. Jedna se tedy o interakci dubletovou.
Kazda linie multipletu tedy musi mit pr&w této vzdalenosti prévjednu linii o stejné intenzit
(pokud nedochazi kipkryvu). VSechny tyto dublety (submultiplety) jseuobrazku 2 vyzngeny

fialové. Nahrazenim dvoji€¢ernych linii (dublet) jednou fialovou linii umisihou Fesré do stedu
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dubletu vznikéa zjednoduseny multiplet (fialovy)ekt se sklada z 8 linii stejné intenzity, kde gom
intenzit 2:2:2:2:2:2:2:2 byl normalizovan na 1:1:1:1:1:1.

Cely postup nyni opakujeme. Rozdil mezi prvni ahdrufialovou linii je interaéni konstanta.
Jedna se ap o dubletovou interakci nebgejich intenzita je 1:1. Qg tedy vyhledame linie dubhketse
stejnou vzdalenosti a nahradime je linii ugmst do stedu gchto dublei. Tim se multiplet ot
zjednodusi a ziskame novy (zeleny). Pokud celyupogpakujeme jeStdvakrat, pevedeme multiplet
az na singlet, ktery musi byt upriest celého multipletu. Timto jednak identifikujemeiltiplet jako
dubletdubletudubletudubletu(dddd) a zarove ziskame diagram&teni multipletu (Obr. 2).
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Obrazek 2. Diagram Stpeni multipletu signalu 2,603 ppm s vyZeaim rgékolika cest (peruSované

cary) k odeéteni interaknich konstant.

1.1.4.0de’et interaknich konstant

Odetet jednotlivych interaénich konstant slozijSich multiplet maZze byt ¢asto nepehledny,
zvlase v pripadt, kdy chceme vyuzit vSechny linie multipletu, H&fad s cilem ziskat pmérnou
hodnotu interaéni konstanty, ktera bude mématiZzena nedokonalosti spektra. Nppd dddd tak lze
kazdou interaéni konstantu od#dst mezi osmi dvojicemi linii (pi¥. Z obrazku 3 je patrné, Ze kazda
linie multipletu je vzdy sothsti vSech submultipket(kazdého jednou), a Ze vSechny intérdk

konstanty Ize tedy odést od libovolné linie.
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Linie pro odeéteni interaknich konstant Ize snadno identifikovat prochazemiiagramu od
singletu k multipletu, ficemz je-li v cest S&peni, pak musi cesta v obogganich odbdit stejnym
smeérem. Dvojice pro od#deni nejmensi intergki konstanty (fialova) jsouigjmé (nap. 1-2, 3-5, 8-
11, 12-14). Naproti tomu nejt8i ¢ervenou interakni konstantu Ize odést sledovanim &peni
cerveného linie (viz Obr. 2), ktera je¢genacervenou interakni konstantou (rovnajici se rozdilu
modrych linii) vedouci k modrym liniim, které jsodsled® S€peny modrou interaki konstantou na
dalSi dublet, kde proffklad odb@&me na obou 8penich doleva. Tyto linie jsou dalegény zelenou
interakeni konstantou (odkione na obou n@&pdoprava) a nasledrfialovou (odb@me na obou ndp
doleva). Timto jsme «ili, Ze ¢ervenou interadni konstantu izeme odé&ist nagiklad mezi linii 3 a
10. Pokud systematicky projdeme vSechny moZnosibghi, ziskame vSech osm dvojic viz Obr. 3.

Odetenych hodnot pro jednotlivé intekald konstanty je naslednvhodné udlat pramér. Pokud
je pozice &které linie vyraza ovlivnéna gekryvem s jinym pikem, je vhodné provést dekonvioluc
piki a tim ugesnit pozici linie, nebo takové hodnoty ze zpracdwdylowit. Po odéteni vSech
interakinich konstant mezi vSemi moznymi dvojicemi, a pjcle zptimérovani dostavame tyto
hodnoty 2,603 ppm (1Hiddd; 9,14 7,87, 4,56 3,91Hz).

| presto, Zze vSechny diskutované vlastnosti multipl@twniho fadu jsou u signalu 2,603 ppm
splreny, nelze zcela vylaiit, Ze se jedna o osm vzajeénneinteragujicich dublétéi dvou ddd a
podobr, jejichz chemické posuny jsou naheédtakové, Ze signaly mimikuji vySSi multiplet. K
rozpoznanidchto vyjimenych gipadi se vyuzivaiznych experimentalnich technik jako je selektivni
dekapling a korekmi 2D NMR spekter.
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Obrazek 3.Vyznaeni vSech dvojic linii k od#u vSech interaknich konstant signalu 2,603 ppm.
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1.2. Fiklad interpretace multipletu signélu 1,962 ppm
1.2.1.Zpracovani spektra.

Pro analyzu multipletu byl FID zaznam doginnulami na 512kb a aplikovana exponencialni
(-0,6 Hz) a Gaussovska funkce (0,8 Hz) viz Obr. 4.

1.2.2.Stanoveni p&iu komponent a grafické znazemi multipletu
Z obrazku signélu jeigjma symetrie piu a pozice linii, avSak vyznamna nesymetrie jejich
intenzit v disledku stechového efektu. JelikoZz nedostat@ rozliSeni neumdiije @imo integrovat
intenzitu jednotlivych linii je integrace provedgoa skupinach.
91:85:278:658:799:735:320:123:112
Pokud normalizujeme intenzity skupin liniéldnim prvni hodnotou (91), dostavame gone
kterého je jednak nesymetrie intenzit linii mull citelngjSi, a jednak jeizjmé, Ze ptet komponent
(sowet relativnich intenzit vSech linii) neni roven moe dvou.
10:09:3,1:7,2:88:8,1:3,5:1,4:1,30¢et =35,2
V takovych gipadech Ize vyuZit matematické symetrizace sigtiablespadi integralnich hodnot
jednotlivych ¢asti multipletu. K intenzitam jednotlivych skupimil pficteme intenzitu symetrické
skupiny. Tedy k hodnotam painu
91:85:278:658:799:735:320:123:112
priéteme hodnoty ,zrcadlového obrazu®
112:123:320:735:799:658:278:85:91
¢imz ziskame symetricky pam
203 :208:598 :1393:1598:1393:598: 2083  sotet = 6402
ktery normalizujeme &enim prvni hodnotou poskytne relativni poym
10:10:29:6,9:79:6,9:2,9:1,0:1,0sodet = 31,5
ktery po zaokrouhleni na celfisla poskytne jak symetrické rozloZeni intenzit sgkavny poet
komponent (32 =32
1:1:3:7:8:7:3:1:1 sSm=32
Pri znalosti, Ze signal ma 32 komponent je vhodnémadizovat hodnoty nikoli nejmensi
hodnotou (203), ale 1/32 celkové intenzity (6402/3200,0625). Tim je obvykle ziskan spr&gn
pomer intenzit
10:1,0:3,0:7,0:8,0:7,0:3,0:1,0: 1,0sodet =32
Ze ziskanych poegmi relativnich intenzit skupin linii 1ze v tomtatipact snadno rozpoznat, Ze

skupina intenzity 7 obsahuje &imie intenzity 3 a jednu linii intenzity 1, skup intenzity 8 obsahuje

Dolensky, VSCHT Praha, pracovni verze 7



dvé linie intenzity 3 a d¥ linie intenzity 1. Jiz nyni Ize tedy znazornit ripllet graficky (Obr. 4).
Vyhodou soudobych programma zpracovani NMR spekter je schopnost provéstrdeluci a ziskat

intenzity jednotlivych linii (Tab. 3).
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Obrazek 4. Multiplet signalu 1,962 ppm a jeho grafické znéwai.

Tabulka 3. Linie multipletu signalu 1,962 ppm. Normalizacéemeit a ploch byla provedena nejprve
symetrizaci hodnot (viz 1.1.2) a naslédklenim hodnot 1/32 celkové intenzity (plochy). V sééch
jsou uvedeny hodnoty be#gulchozi symetrizace hodnot.

Intensita norm.  Plocha norm.

Linie pozice piku v Hz Polositka Intensita Plocha
(bez sym.) (bez sym.)
1 1001,816 1,20 5077,4 454472,01 1,0 (0,9) 1,0 (0,9)
2 997,259 1,00 4832,2 424876,79 1,0 (0,9) 1,0 (0,8)
3 994,288 1,00 15825,8 1386303,4 3,0 (2,8) 3,0 (2,8)
4 989,740 1,00 15285,2 1339860,1 3,0 (2,7) 3,0 (2,7)
5 988,076 1,13 5485,5 545005,56 0,9 (1,0) 1,0 (1,1)
6 986,764 1,20 16440,7 1470098,9 3,0 (2,9) 3,0 (2,9)
7 983,565 1,25 5287,7 578200,39 1,0 (0,9) 1,0 (1,2)
8 982,227 1,30 15719,6 1414048,7 3,0 (2,8) 3,0 (2,8)
9 980,600 1,10 18015,4 1597089,5 3,0 (3,2) 3,0 (3.2
10 979,225 0,90 5617,7 442690,78 1,0 (1,0) 1,0 (0,9)
11 976,057 1,30 17329,0 1567888,9 3,0 (3,1) 3,0 (3,1)
12 974,708 1,40 5099,5 464595,98 0,9 (0,9) 1,0 (0,9)
13 973,085 1,10 18579,5 1640145,9 3,0 (3,3) 3,0 (3,3)
14 968,537 1,00 17898,6 1570522,8 3,0 (3,2) 3,0 (3,1)
15 965,581 1,50 6368,3 589236,22 1,0 (1,1) 1,0 (1,2)
16 961,025 1,10 6014,1 532250,17 1,0 (1,1) 1,0 (1,1)
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1.1.3.Rekonstrukce diagramuepeni

Narozdil od pedchoziho signélu, m& multiplet tohoto signalu 6didii 32 komponent. Je tedy
ziejmeé, Ze wkteré interakni konstanty jsou stejné nebo za danych podminelozh&telne
(dasledkem nedostateého rozliSeni fistroje, nevhodného nastaveni experimetittnevhodného
zpracovani nagfenych dat).

Dle postupu v Tab. 2 rekonstruujeme diagragpesti multipletu (Obr. 5). Prvni a druha linie
multipletu prvnihofddu vzdy odpovida interéki konstant. Zde jsou linie 1 a 2 v potru 1:1 a jedn&
se tedy o dubletovou interakci, kterou snadiievedeme na singlet podabfako v gedchozim
piikladu. Intenzitu nové zelené @kg normalizujeme &enim pa&tem komponent odstiiavaného
multipletu, tedy démi. DalSi v pdadi je linie 3, kter&d ma ve vzdalenosti 1-2 linii@ke linie dubletu
(submultipletu) maji intenzitu 3, a tudiZz odpovidagelend linie musi mit intenzitu 6, ktera jesop
normalizovana &enim d¥ma. Timto postuph odstranime dubletovou interakci u vSech linii a
puvodni multiplet zjednoduSime na zeleny.

U zeleného multipletu je prvni a druhd linie v pom1:3 a jedna se tedy o interakci kvartetovou.
V multipletu tedy musime identifikovat vSechigyii linie kvartetu v pondru intenzit 1:3:3:1, kde
vzdalenosti 1-2, 2-3 a 3-4 jsou stejné (intérdakkonstanta kvartetu). Linieigvedeme na novou
useku, jejiz intenzitu normalizujeme vygkEnim osmi nebd odstraaiovany multiplet (kvartet) ma osm
komponent. Timto postupnodstranime kvartetovou interakci u vSech linii @lemy multiplet

zjednoduSime na Kdy dublet, ktery pevedeme na oranzovy singlet (Obr. 5).

1.1.4.0deet interakenich konstant

Odeiet jednotlivych interatnich konstant provedeme analogicky jako u signa602 ppm.
PovSimreme, Ze u multipletu signalu 1,962 ppm lze dubletiowérakini konstanty odést mezi osmi
dvojicemi linii, zatimco kvartetovou interakci medvanacti dvojicemi linii (Obr. 6). Po ogteni
vSech interaknich konstant mezi vSemi moznymi dvojicemi, a giclezpimérovani dostavame tyto
hodnoty 1,962 ppm (1Hiqd; } 7,51, 4,54Hz).
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Obrazek 5. Diagram Stpeni multipletu signalu 1,962 ppm.
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Obrazek 6.Vyznaeni vSech dvojic linii k od#u vSech interaknich konstant signalu 1,962 ppm.
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