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ZAKLADNIi POJMY Z NMR SPEKTROSKOPIE

#* zakladni stavebni ¢astice atom( - protony, neutrony a
elektrony - rotuji kolem vlastni osy a maji tedy moment
hybnosti p (oznaovany jako spin)

#* v jadrech izotopl se sudym podctem protond i neutro-
nd jsou spiny castic sparovany, takze vysledny spin
jadra, charakterizovany spinovym kvantovym &islem I, je

nula. Takova jadra (napf. 120, 16O) nemaji magneticky
moment a neposkytuji NMR signaly.

#* jadra s lichym poctem proton, neutron( &i obou typu
Castic nemaji spiny sparovany a jejich I > 0. Protoze
pohyb elektricky nabité Castice po uzaviené draze je
spojen se vznikem magnetického pole, maji jadras >0
(napf. 1H, 13C, 17O) vlastni magneticky moment

u=7p

#* magnetogyricky pomér yje konstanta, charakteristicka

pro dany izotop.

% umistime-li jadro s I > 0 do statického magnetického

pole By, bude vysledkem jeho silového pusobeni pre-
cesni pohyb vektoru magnetického momentu jadra p ko-
lem sméru By s kruhovou frekvenci

ap = yBo,

oznacovanou jako Larmorova precesni frekvence.

#* z kvantové mechaniky plyne, Ze precedujici vektor g
muZe zaujmout celkem 2/ +1 orientaci, liSicich se uhlem
@ mezi y a By. Jednotlivym orientacim odpovidaji slozky
magnetického momentu ve sméru pole

Mo =M cos 6= ymh/2z,

kde m je magnetické kvantové Cislo jadra (s hodnotami
I, 1-1, ..., -1) a h je Planckova konstanta. Kazdé orientaci
prislusi hodnota energie

E = -io Bo =-ymhBy /2r.

BU
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Obr. 1 Jéadro se spinem I = %2 ve statickém poli Bo.

Pro jadra se spinem [ existuje tudiz 2/+1 ekvidistantnich
energetickych hladin (Zeemanovy hladiny) s

AE = yhBy /21

Pro jadro se spinem I = %2 (napf. 1H, 13C) je situace uka-
zana na obr. 1. Je-li m = +V: pak pg je paralelni vaci poli
By coz odpovida energeticky vyhodnéjsi orientaci (ozna-
¢ované jako stav a), zatimco je-li m = -V pak o je anti-
paralelni vuci By coz odpovida energeticky nevyhodnég;jsi
orientaci (oznaované jako stav B).

Jaderna rezonance a NMR signal '

#* prechody mezi energetickymi hladinami mohou byt

vyvolany oscilujicim magnetickym polem B; s vhodnou

frekvenci v, jejiz hodnotu Ize odvodit porovnanim Ein-
steinova vztahu
AE = hy

s vyrazem pro rozdil energetickych hladin jader
AE = yhBy /2r.

Tak ziskame vyrazy pro frekvenci v a odpovidajici kru-
hovou frekvenci @

v=yBo /27 [Hz]

o= yBy [rad].

K vyvolani prechodd mezi energetickymi hladinami jader
je tedy tfeba oscilujiciho pole By s kruhovou frekvenci
rovnou Larmorové precesni frekvenci jadra (tzv. rezo-

nancni podminka).

* pro jadra daného izotopu je tedy rezonanéni frekven-
ce zavisla na pouzitém poli By zatimco pro jadra rdznych
izotopu v daném poli By jsou jejich rezonanéni frekvence
umérné y hodnotam izotopt.

#* umisime-li makroskopicky soubor stejnych jader se
spinem %2 do magnetického pole By, zaujmou vektory
magnetickych momentd g dvé dovolené orientace vici
By a budou vykonavat precesni pohyb s frekvenci p.
Populace jader na energetickych hladinach jsou dany
Boltzmanovym zakonem:

n,/ng=e AE/kBT,

kde n, a ng jsou populace jader na energeticky nizsi a
vy$Si hlading, AE je energeticky rozdil mezi hladinami,
kg je Boltzmannova konstanta a T je absolutni teplota.

#* protoze AE je i pfi vysokych polich By velmi mala (< 4
Joule), existuje v rovnovazném stavu velmi maly preby-
tek jader na nizsi hladiné (nap¥. pro vodiky v poli By = 10



Tesla a pfi T =300 K je pomér n, / ng roven 1.000006).
Dlsledkem tohoto malého prebytku je nenulova magne-
tizace Mo ve sméru By (podélna magnetizace obr. 2a).

#* RF-puls (pomoci oscilujiciho magnetického pole By v

roviné kolmé k Byp) s frekvenci rovnou Larmorové pre-
cesni frekvenci jader ap vychyli rovnovaznou makrosko-
pickou magnetizaci ze sméru pole By. To se projevi
nenulovou rotujici slozkou magnetizace v roviné My,
(pfi€na magnetizace - obr. 2b), ktera se pak deteguje

jako rezonanéni signal.

B,

Obr. 2 Makroskopicka magnetizace jaders /=" :
(a) vrovnovazném stavu (v poli By),

(b) v rezonanci (s polem By)

Citlivost, pfirozené zastoupeni a receptivita

* citlivost (intensita NMR signalu jadra A v daném mag-
netickém poli By) je uUmérna ;/(A)3

* relativni citlivost dvou rtizych jader A a B je v poli Byje
dana pomérem 7 (A)’/ 7(B)®

Tab.1 NMR vlastnosti jader vybranych magneticky
aktivnich izotopu.
lzotop Spin  Pfiroz. Relativni Frekvence
vyskyt % receptivita vBo=4.70 T
1H 1/2 99.98 1 200.00
2H 1 1.5x10%  1.45x10° 30.70
7Li 3/2 92.58 0.27 77.73
10B 3 19.58 3.90x107 21.49
1B 3/2 80.42 0.13 64.17
13C 1/2 1.1 1.76x10™ 50.29
14 N 1 99.63 1.01x10® 14.45
15N 1/2 0.37 3.85x10° 20.26
170 52 3.7x10%  1.08x10° 27.11
19F 1/2 100 0.83 188.15
23 Na 3/2 100 9.25x1072 52.90
27 Al 5/2 100 0.21 52.11
29 Si 1/2 4.7 3.69x10* 39.73
31P 1/2 100 6.63x1072 80.96
338 3/2 0.76 1.72x10° 15.34
35ClI 3/2 75.53 3.55x107 19.60
37 Cl 3/2 24.47 6.63x10™ 16.31

¥ prirozené isotopické zastoupeni jader A (a(A) v %) je
definovano pomérem poctu jader daného isotopu k cel-
kovému poctu jader daného prvku ve vzorku krat 100

* receptivita jader A v poli By je citlivost vztazena k je-
jich pfirozenému zastoupeni:
R(A)=a(A). (B’

#* relativni receptivity jader A a B v poli By jsou dany

pomérem:
R(A)/R(B) = a(A) . y(B)’/ a(B) . 7 (B’

* vlastnosti jader magneticky aktivnich izotopu (spin,
pfirozeny vyskyt, relativni receptivita a rezonanéni
frekvence) jsou uvedeny v tabulce 1.

Chemicky posun '

#* odrazi vliv.chemického okoli na resonanéni frekvenci

jaderného spinu ve statickém magnetickém poli By

#* protoze je nepraktické vyjadfovat resonancni
frekvence v absolutnich hodnotach (MHz), vyjadfuji se

jako rozdily vugéi resonanéni frekvenci standardu:

vi (Hz) = vj (vzorek) - v (standard)

#* chemické posuny v Hz vSak zavisi na pracovni
frekvenci spektrometru a proto byla zavedena tzv.
8-stupnice posunu s bezrozmérnymi jednotkami ppm:

8 (ppm) = [(vi (vzorek) - v (standard)) / vo (spektrometr)] «1 0°

* chemicky posun v 3-stupnici a definici sméru stinéni,
paramagnetického a diamagnetického posunu v 'H NMR
spektru schematicky znazorriuje obr. 3.

paramagneticky posun
niz8i magnetické pole
(“downfield” posun)
vysSi frekvence
destinici efekt

— |
| >

diamagneticky posun
CHCls vy$si magnetické pole
(“upfield” posun)
nizsi frekvence
stinici efekt

TMS

8 6 4 S [ppml]

Obr. 3 'H NMR spektrum CHCI; s TMS.



Intensity NMR signalt '

#* absolutni hodnoty intensit NMR signalt (A) jsou slozi-

tou funkci parametrd vzorku, spektrometru a zvolenych
experimentalnich podminek:
A~N yI(I+1) Bo 32 1312 -1 cD(QVs)W p 12

kde N je pocet jader v jednotce objemu, y je magnetogy-
ricky pomér a I je spin pozorovaného jadra, f je Sumova
charakteristika, @ je faktor pInéni, Q je faktor kvality re-
zonan¢niho obvodu, Vs aktivni objem NMR civky a b je
Sifka pasma pfijimace

* relativni intensity signall jsou (za "kvantitativnich

podminek" méfeni) pfimo Umérné pouze koncentraci
méfenych jader vroztoku =» odrazeji relativni pocty
resonujicich jader v pfipadé cisté latky, nebo relativni
pocty molekul ve smési. Toho se vyuziva v kvalitativni
strukturni analyze (ureni poctu vodikd u jednotlivych

signalu a jejich strukturni pfifazeni v molekule) i kvan-
titativni analyze (uréeni molarniho poméru slozek ve
smési).

Relaxace a relaxaéni ¢asy l

* relaxace oznacuje vSechny déje, které vedou k obno-

veni rovnovazné magnetizace ve statickém poli By

% spin-mfizkova relaxace (podélna) spociva v tom, Ze

relaxujici jadro pfeda energii translac¢nim a rotaénim po-
hyblm jader a elektrond, které tvofi tzv. mfizku. Relaxa-
ce obnovuje pfebytek jader na nizsi hladiné (nenulovou
podélnou magnetizaci). Je procesem 1. fadu s rychlostni
konstantou 1/T4, kde Ty je_spin-mfizkovy relaxaéni ¢as

M4
A
----------------------------- . M0
1 0.95
a) [ , 5
(a) ; 0.63 b dMg/de=-(My-M,)/ T,
E E My=M, (1-e""'™)
: : .
T; 3T,
MXY
A
M”XY
b AMyy/dt =-M sy / T,
( 037 MXY=M0XY e—t/Tz
; >
Tz 3T2
Obr. 4 (a) Navrat podélné magnetizace Mz k rov-

novazné hodnoté My, (b) doznivani pficné magnetizace
Mxy k nulové rovnovazné hodnoteé.

Dekaplink l

#* pouziti druhého oscilujiciho magnetického pole B:

(vedle pozorovaciho pole B; ) je oznaCovano jako
“dekaplink-experiment”

% podle toho, zda pozorovana a dekaplovana jadra patfi
témuz izotopu ¢&i nikoliv, rozliSujeme homo- a hetero-

nuklearni dekaplink

(¢asova konstanta navratu podélné magnetizace Mz z
nulové do rovnovazné hodnoty My - obr. 4a).

* spin-spinova relaxace (pficna) spociva ve vzajemné

interakci jader, spojené s vyménou orientace jejich spinl
a pfedanim energie AE. Spin-spinovy relaxaéni €as T je

C¢asovou konstantou ubyvani pficné makroskopické
magnetizace Mxy k nulové rovnovazné hodnoté (obr.
4b).

#* poloSitka NMR signalu, ktery ma Lorentzovsky tvar, je

definovana jako Sifka signalu (v Hz) v poloviné jeho
vySKy a je nepfimo umérna stfedni dobé Zivota jader v
excitovaném stavu (a tudiz i relaxaénim ¢asum T; a T»).
ProtoZe T, < T4, je pozorovana poloSitka dana vyrazem

vy =11nT, + v*

kde 1 / =T> je pfirozena poloSitka ¢ary a v* je rozsifeni
zplsobené nedokonalou homogenitou magnetického
pole By.

%* mira perturbace spinového systému zavisi na ampli-
tudé ozarovaciho pole B: a jeho frekvenci. Projevi se
bud kolapsem multipletd (kdyz B2 /2n >J ) nebo zmé-
nami relativnich intenzit signalti (3% B2 Ty T2 /2 ~ 1).

#* selektivni dekaplink pouziva silné pole B (s frek-

venci rovnou rezonanéni frekvenci zvoleného ozarova-
ného jadra X), které zpusobi, Ze vSechny interakce jadra
X s ostatnimi jadry ve spektru zmizi.

#* Sirokopasmovy dekaplink vodikl pouziva jesté

silngjSiho pole B; (obvykle s vhodnou modulaci) a elimi-
nuje vSechny interakce vodik( s ostatnimi jadry (napf.
13,

C)

* je-li silné pole B, umisténo mimo frekvencéni oblast

protonového spektra, jde o mimoresonanéni dekaplink a
ve spektru jader X pak pozorujeme misto pravych
hodnot redukované J (jejich velikost klesa s rostouci
amplitudou B: a klesajicim rozdilem frekvenci v2 - vx



Nuklearni Overhausertiv efekt (NOE) '

* stimulace intenzitnich zmén pomoci ozafovaciho pole

B (pfi dekaplinku) je oznaCovana jako NOE. Lze ho
pozorovat mezi jadry, jejichz dominujicim relaxacnim
mechanismem je jejich dipol-dipdlova relaxace.

#* velikost pozorovaného NOE signalu jader A pfi

ozareni jader X udava pomér:

n = ({(X) - 1(0)) / 1(0)
kde I(X) je intensita signalu jader A pfi ozareni jader X a
1(0) je intensita jader A bez ozareni jader X.

#* maximalni dosazitelnd hodnota NOE (n) je dana vyra-

zem:
NOE(max) = #X) / 21(A)

a pro néktera bézna jadra je uvedena v Tabulce 2.

Tab. 2 Maximalni hodnoty NOE pro rlizna jadra pfi
saturaci jader vodiku.

1 19 294 31

Jadro 'H B BN F Si

NOE 0.5 199 -493 053 -252 124

Spin-spinové interakce l

* nepfimé (skalarni) interakce jadernych spinli pfes

kovalentni vazby zpuUsobuji Stépeni signald v NMR
spektrech kapalin

* jejich velikost udavaji interakéni konstanty J (v Hz),

které jsou mirou interakeni energie jader podle vztahu:
J(A,B) =K yA). {B)
kde K zavisi na elektronické struktufe a geometrii a ©A),

#B) jsou magnetogyrické poméry jader A a B

#* hodnota J nezavisi na poli By a mlize byt bud pozitiv-
ni nebo negativni

% J odpovida (u spekter 1.fadu) vzdalenosti mezi dvé-
ma ¢armi multipletu v Hz

%* podle poltu vazeb mezi interagujicimi jadry se J
oznaduji jako piimé ('J), geminalni (3J), vicialni (3J)

anebo ,long-range” (4J nebo °J )

* pfimé (dipolarni) interakce jsou disledkem vzajemné-

ho plsobeni jadernych spinli prostorem. Uplatriuji se
pouze v anisotropnim prostfedi (pevny stav, kapalné
krystaly)

Spinovy systém, ekvivalence jader

a fad spektra

Pro analyzu spektra jsou dulezitymi pojmy ekvivalence
jader, stupen interakce, fad spektra a notace spinovych
systéma.

Ekvivalence jader l

Jadra téhoz izotopu v dané molekule mohou vykazovat z

NMR hlediska nasledujici typy ekvivalence:

#* ekvivalence podle chemickych posund znamena, ze

jadra maji stejny chemicky posun (jadra jsou izochronni),
coZz muaze byt i ndhodnym dusledkem rliznych stinicich
efektd.

* symetrickd ekvivalence plati pro jadra, ktera si vza-

jemné vyméni polohy v molekule provedenim nékteré z
operaci symetrie. Vyplyva bud ze symetrie molekuly
nebo muze byt disledkem zprdmérovani pohybem
(napf. interkonverze konformerd). Symetricky ekviva-
lentni jadra maji stejné chemické posuny.

%* magnetickd ekvivalence znamena, Ze jadra maji nejen

stejny chemicky posun, ale i stejné interakéni konstanty
s libovolnym jinym jadrem molekuly. Vzajemné interakce
magneticky ekvivalentnich jader nejsou ve spektru pozo-
rovatelné.

Stupen interakce a fad spektra l

* jako slabé interagujici je oznaovan spinovy systém,

kde pro v8echna jadra A, B plati, ze
v(A) -v(B) >> J(A,B)

Takovy systém poskytuje snadno analyzovatelna spek-
tra 1. Fadu

#* neni-li tato podminka splnéna, pak jde o silné inter-
agujici systém, poskytujici spektrum 2. fadu kde nelze
spravné hodnoty 3 a J pfimo odecitat ze spektra.

Pravidla pro NMR spektra 1. fadu l

(1) Maximaini po€et &ar m daného jadra (nebo skupiny

magneticky ekvivalentnich jader) je:
m=2hLn,+1)Q2kny,+1)..,

kde n; jsou pocty magneticky ekvivalentnich jader se spi-
novymi Cisly fj, kterd s danym jadrem interaguiji.



Pro jadra s I = 1/2 je pocet €ar roven:
m=(n,+1)(np+ 1) ...

Jsou-li nékteré z J;; stejné velké, pocet ¢ar multipletu
klesa, az v pfipadé rovnosti vSech J; dosahuje:

m=n+1,
kden=ny+ny+ ...

(2) Relativni intensity €ar multipletu, vzniklého interakci

se skupinou n magneticky ekvivalentnich jader se spi-
nem I = 1/2, jsou v pomérech koeficientl binomického
rozvoje (a + b)", tedy:

dublet 1:1

triplet 1:2:1

kvartet 1:3:3:1

kvintet 1:4:6:4:1

sextet 1:5:10:10:5:1

septet 1:6:15:20:15:6:1, atd.

(3) Chemicky posun jadra Ize odecist ze spektra jako
stfed multipletu.

(4) Sitka multipletu jadra odpovida sumé jeho interak-
¢nich konstant, které lze odedist ze vzdalenosti ¢ar v
multipletu.

Notace spinovych systému l

* jako spinovy systém je oznaCovana izolovana skupina

vzajemné interagujicich jader. Standardni notace odrazi
vlastnosti spinového systému - pocet jader, druh ekviva-
lence a stupern interakce.

% silné interaquijici jadra se oznacuji po sobé jdoucimi

pismeny z pocatku abecedy (A,B,...) a dalSi takové
skupiny (s chemickymi posuny dostate¢né odliSnymi od
prvé) se oznacuji X,Y,... pfipadné M,N,...

* magneticky ekvivalentni jddra se oznacuji stejnym

pismenem a index udava pocet jader (napf. As, B,...)

#* skupiny magneticky neekvivalentnich, ale isochron-

nich jader se oznacuji ¢arkami (napf. A,A",A", ..)

* priklady tfi-, Ctyf- a péti-spinovych systému ukazuje
obr. 5

Multiplicita signalu l

% multiplicita signalu definuje Stépeni signalu na vice

linii vlivem spin-spinovych interakci

* signaly bez Stépeni jsou oznacovany jako singlety (s),
signaly s dvéma, tfema, Ctyfma, péti, Sesti a sedmi ekvi-

distantnimi liniemi (vSechny hodnoty J jsou stejné) se
oznaduji jako: dublety (d), triplety (t), kvartety (q), kvin-
tety (qui), sextety (sxt) a septety (sep).

#* pokud multiplet obsahuje vice rliznych J pak ho Ize
popisovat napfiklad jako dublet dubletd (dd), dublet
dubletli dubletd (ddd), dublet triplett (dt), pfipadné jako
obecné jako multiplet (m).

| R
cur?— R R RN R R
| Ri—CHz—CH
H H OH Y H R
A3 2
H H
L AXp AK2,ABp ——
R
R H H R R Rz
|| >=( Rr—CH;—CH
H 0" "H H H H H Rs
R
L AwxaBxaBC ——
/ R H
CHs;— CH H H H R
\
AX3,AB3 H H H R
" R» H
| AA'XX', AA'BB'
o
—NH—CH—-CO CHaF2 CH2=C=CF2
ABMX A2X2
R
H H
CH3;—CH,-OR  CH;—CH;-R
A2X3 A2B3 H H
H
AA'MM'X, AA'BB'C

Obr. 5 Priklady tfi-, Ctyf- a péti-spinovych systému.



PULSNi SEKVENCE A JEJICH ELEMENTY

#* NMR experiment je definovan pfislusnou pulsni sek-
venci. Pulsni sekvence je ¢asovy popis déjii v pozorova-
cim i dekaplovacim kanalu spektrometru. Elementy
pulsnich sekvenci tvofi udaje o ¢asovych prodlevach,
pfipravnych, vyvojovych a méficich dobach, pulsech
vysilacl v pozorovacim nebo dekaplovacim kanalu a
ozarovani dekaplerem.

¥* pulsni sekvence se schematicky zapisuji ve formé
Casového diagramu (napf. obr. 6) a ¢asto se oznaluji

akronymy (napf. APT, COSY, ..). K popisu jejich ele-
mentd pouziva VNMR software firmy Varian symboly:

d1, d2, d3, tau Casové prodlevy;

p1, pw radiofrekvencni pulsy;

tof pozorovaci frekvence;

tpwr vykon pozorovaciho vysilace;
dof dekaplovaci frekvence;

dpwr vykon dekapleru;

at akvizi¢ni doba (v diagramech

ji odpovida trojuhelnik FIDu).

pl pw  at
H |:| FID
d1 d2

Obr. 6 Diagram dvoupulsni sekvence.

#* vliv radiofrekvenéniho pulsu zavisi na jeho amplitudé,

délce a fazi a na stavu spinového systému v okamziku
pulsu. Puls ve sméru osy x ota¢i magnetizaci v roviné
y,Z (puls ve sméru osy y ota¢i magnetizaci v roviné x,z)
o sklapéci uhel, jehoz hodnota zavisi na délce a ampli-
tudé pulsu.

% amplitudu pozorovaciho pulsu uréuje nastaveni

vykonu vysilae (tpwr) a numericky se zadava v dB -
rozsah je 0 - 61 dB (maximalni hodnota).

#*délka pulsu (pw nebo p1) se zadava v us. Hodnoty
amplitudy a a délky pulsu urcuji tzv. sklapéci uhel (o) —
Uhel o ktery puls oto¢i makroskopickou magnetizaci.

o~ pw . tpwr

Kalibraénim méfenim serie spekter pfi dané amplitudé a
s proménnou délkou pulsu Ize urcit délky pulsu
odpovidajici sklapécim uhldm 90°, 180°, atd... Délky

pulst odpovidajici pfislusnym hodnotam sklapéciho uhlu

je tfeba znat pro spravné nastaveni fady pulsnich
sekvenci.

* faze pulsu udava smér jeho plsobeni vzhledem k
rotujicimu systému soufadnic. Pulsni sekvence pouzivaji
rlznych (pfedem uréenych) fazi jednotlivych RF pulst a
pfijimacich obvodl (tzv. cyklovani fazi) tak, abychom
ziskali pozadované spektrum. Zakladnimi pouzivanymi
fazemi pulsu jsou:

B

RF-puls v ose x

RF-puls v ose -x RF-puls v ose -y

#* Casové prodlevy slouzi pro:

a) relaxaci spinového systému (relaxacni delay d1)

b) dosaZeni potfebnych fazovych vztahi mezi slozkami
magnetizace (napf. thlu 180° pro pfenos polarizace) a
proto byvaji v ur¢itém poméru k hodnoté J

c¢) fazovou nebo amplitudovou modulaci u 2D NMR
spekter (délka prodlevy se béhem experimentu postupné
meéni — tzv. inkrementovny delay)

#* dekaplink vodikG mlze byt bud selektivni nebo Siroko-
pasmovy a je dale charakterizovan dobou zapnuti.
Sirokopasmovy dekaplink vodikd v ptipravné dobé zvysi

rozdily v populacich hladin pozorovanych jader X (usta-
veni NOE). Béhem zapnuti dekapleru se slozky magneti-
zace jader X otaceji stejnou rychlosti =»eliminace vSech
interakci J(X,H). Sou¢asného ozareni vech vodikl se



dosahuje specialni modulaci nosného ozafovaciho kmi-
toctu tak, aby pokryl celé frekvenéni pasmo vodikovych
signall. K tomu je tfeba pouzivat dekaplovaciho kmi-
to€tu s vys$Sim vykonem nez pfi homonuklearnim dekap-
linku a nosny kmito¢et modulovat. Podle zplisobu modu-
lace dekaplovaciho kmitoCtu rozeznavame nékolik
zakladnich druhd dekaplinku - “square-wave”, “noise”,
WALTZ-16, MLEV-16, GARP -, které se li$i Sifkou exci-
tovaného pasma pfi stejném pouzitém vykonu dekaplo-
vaciho ozafovaciho kmitoctu.

#* k popisu chovani spinového systému v prabéhu vétsi-
ny pulsnich sekvenci Ize pouzit vektorovy model. Pro
zjednoduseni popisu pohybu vektor( se pouziva rotujici
systém soufadnic, v némz magnetické pole By je orien-

tovano ve sméru osy z a osy x, y rotuji kolem osy z's

frekvenci rovnou pozorovaci frekvenci pole By, ktera

muZe byt rovna precesni frekvenci sledovanych jader.

Prijimac je nastaven tak, ze deteguje NMR signal v rovi-

né x, y.

NMR EXPERIMENTY NA VARIAN UNITY-200
POVOLENE V SAMOOBSLUZNEM MERENI

'H-NMR:
exp1 Jednorozmérné 'H NMR spektrum
exp2 Selektivni homonuklearni dekaplink
exp3 Homonuklearni 2D- 'H,"H-COSY
exp4d Homonuklearni 2D-J-rozliSené NMR spektrum
C-NMR
expb Rutinni *C NMR spektrum s Sirokopasmovym dekaplinkem vodiku
exp6 Kvantitativni '*C NMR spektrum s Sirokopasmovym dekaplinkem vodiku
exp7 Nedekaplované 3¢ NMR spektrum s NOE
exp8 APT ("Attached Proton Test ") 3¢ NMR spektrum




ZAKLADNIi KROKY NMR EXPERIMENTU

VNMR software umoznuje pracovat:

a) pomoci pfikazl a parametr( zadavanych z kla-
vesnice (v tzv. “command modu”)

b) pomoci rozsahlého “menu systému”, v némz fa-
du operaci Ize provadét klikanim mysSi na pfi-
sluSna okna

c) interaktivné pomoci “GLIDE menu”

V praxi se obvykle kombinuji oba prvni zplsoby prace.
V nasledujicim struéném popisu zakladnich krokit NMR
experimentu se zameéfime hlavné na “command mode”.

PFiprava vzorku l

* v8echny vySe uvedené typy NMR experimentll vyza-
duji vzorky v tenkosténnych koaxialnich kyvetach (vné&jsi
primér 5 mm), umisténé v plastovych rotorech (pozice
kyvety v rotoru se nastavuje podle obrazku na noze

magnetu)

* k méfeni je tfeba pfipravit ca 0.6 ml roztoku studova-

né latky v deuterovaném rozpoustédle

#* minimalni mnozstvi vzorku zavisi na typu experimentu

a molekulové hmotnosti, které pak ovliviiuji potfebnou
dobu méfeni

#* realna mnozstvi vzorku jsou fadové 1-50 mg pro H
NMR a 10-100 mg pro *C NMR experimenty

#* rozpoustédlo musi obsahovat deuterium (= lock sig-
nal”), dostate¢né rozpoustét vzorek, byt vici vzorku che-
micky inertni, stalé, nepfilis viskosni pfi teplotach méfeni
a jeho signaly by nemély interferovat se signaly vzorku.
DulezZitou roli pfi volbé rozpoustédla mize hrat i cena.

#* nerozpusténé necistoty mohou nepfiznivé ovliviovat

homogenitu pole a tim i kvalitu spektra (vhodné odstranit
filtraci nebo centrifugaci)

#* k ur€eni chemickych posunt se pouziva standard,
ktery muze byt bud pfidan pfimo do roztoku (vnitfni stan-
dard), umistén v kapilafe ponofené do roztoku (vnéjsi
standard), anebo se pouzije signal rozpoustédla se zna-
mym chemickym posunem (sekundarni standard)

#* prehled béZnych NMR rozpoustédel a standard(
uvadeéji tabulky 3 a 4

Tab. 3 Rozpoustédla pro NMR spektroskopii, jejich fyzikalni vlastnosti, chemické posuny a orientac¢ni ceny.

Rozpoustédlo t.v. t.t. nedeuterované deuterované cena
(°C) (°C) 8 (H) 8 (C) 8 (C) % D (DM /10g)
Aceton 56.3 -94.7 2.09 30.7; 206.7 29.8; 206.5 99.5 60.30
Acetonitril 81.6 -44.0 2.00 1.7;118.2 1.3;118.2 99.6 89.30
Benzen 80.1 55 7.27 128.5 128.0 99.6 77.80
Chloroform 61.1 -63.5 7.25 78.0 77.0 99.8 7.72
Cyklohexan 80.7 6.6 1.40 27.8 26.4 99.5 287.50
Dichlormetan 39.8 -95.1 5.30 54.2 53.7 99.6 190.00
Dimethylformamid 153.0 -60.4 | 2.74; 2.91; 30.9; 36.0; 30.1; 35.2; 99.5 571.00
8.01 167.9 17.7
Dimethylsulfoxid 189.0 20.2 2.50 40.9 39.7 99.5 44.70
1,4-Dioxan 101.3 11.8 3.57 67.6 66.5 99.0 404.00
Ethanol 78.3 -114.1 1.20 16.9; 56.3 15.8; 55.4 99.0 554.00
Kyselina octova 117.9 16.7 2.10 20.9; 178.8 20.0; 178.4 99.5 88.60
Kyselina trifluoroctova 72.4 -15.2 - 113.6; 161.4 113.5; 161.1 99.5 34.50
Methanol 64.7 -97.7 3.30 49.9 49.0 99.8 109.30
Nitromethan 101.2 -28.5 4.33 61.1 60.5 99.0 98.20
Pyridin 115.3 416 | 7.12;7.50; | 124.2; 136.2; | 123.5; 135.5; 99.0 128.60
8.61 150.2 149.2
Tetrahydrofuran 64.0 -108.0 1.73; 3.58 26.7; 68.6 25.2;67.4 99.5 513.30
Toluen 110.6 -949 | 2.30;7.20 |21.3; 125-138|20.4; 125-138| 99.5 165.00
Voda 100.0 0 4.80 -- - 99.9 46.90
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Tab. 4 Standardy pouzivané v 'H a *C NMR spektroskopii.

Jadro Standard (zkratka) Vzorec & (ppm)

H Tetramethylsilan (TMS) CaH12Si 0
Hexamethyldisilan (HMDS) CgH18Sio 0.037
Hexamethyldisiloxan CeH180Si2 0.055
Sodna sul kyseliny 3-(trimethylsilyl)propansulfonové (DSS) CeH15Na0O3SSi 0
Sodna sul kyseliny 3-(trimethylsilyl)propionové (TSP) CeH13NaOSi 0

130 Tetramethylsilan (TMS) C4H12Si 0
Deuterochloroform CDCls 77.0
Hexadeuterodimethylsulfoxid CD3SOCDs3 39.7
Tetradeuteromethanol CD3;0D 49.0

Naladéni sondy, zalockovani

a optimalisace homogenity pole

#* kyveta s rotorem se na polstafi stlateného vzduchu
spusti do sondy v magnetu

* zvoli se typ experimentu a provede jeho setup

%* pro zvolené jadro a pouzité rozpoustédlo se naladi
pozorovaci kanal sondy (kabel se pfepoji z pozice OBS

na TUNE, knoflik pfepne do pozice OBS a pomoci la-
dicich ty€ek na spodku sondy se minimalizuje odrazeny
signal — vychylka na méfidle). Po vraceni kabelu do
puvodni pozice se v pfipadé potfeby doladi i kanal
dekapleru (dal$imi ladicimi tyCkami opé&t na minimalni
vychylku na méfidle). Preladéni sondy a dekapleru je
Zadouci pouze pfi zméné méfeného jadra ('H €-> °C)
nebo rozpoustédla (zejména pfi pfechodu mezi organic-
kymi a vodnymi roztoky)

* pred zalockovanim se otevie akvizi¢ni okno a nastavi
rezonan¢ni podminka pro signal deuteria zménou hod-
noty pole By pomoci korekce Zo tak, aby obrazek sig-
nalu ukazoval “jednoduchy schod”. Pak je mozno za-
lockovat (kliknutim na “lock on”)

#* po zalockovani se pfistoupi k optimalisaci homogenity

pole opét pomoci deuteriového signalu rozpoustédia.
Faze lockovaciho signalu (“lock phase”) se nastavi na
maximalni intensitu signalu. Intensita lockovaciho
signdlu zavisi také na typu rozpoustédla a proto je
vhodné pfed optimalisaci homogenity nastavit hodnoty
“lock-power” a “lock-gain” tak, aby intensita lock-signalu
byla 50-80%. Pozor na “pfesyceni” (pfi poklesu “lock-
power” intensita signalu stoupne) = je tfeba snizit “lock-
power” tak aby pfi jejim snizeni dochazelo k poklesu

intensity signalu. Pfi ladéni homogenity pole obvykle

staci pouzit korekce Z1 a Z2, které se stfidavé nastavuji
tak aby vychylka na “lock-meteru” byla co nejvySSi.
Pouzivani stejnych objemU roztoku (vysky sloupce v

kyveté) zjednoduSuje ladéni pole (pfechod mezi vzorky
nevyzaduje vétsi zmény hodnot korekci Z1 a Z2. Homo-
genita pole vyrazné ovliviiuje rozliseni v NMR spektru.

Proto u '"H NMR spekter je vhodné zkontrolovat kvalitu

naladéni zméfenim kontrolniho spektra (jednim pulsem,
nt = 1). Pfi dobrém naladéni by standard (TMS) nebo
zbytkovy signal rozpoustédla (napf. CHCI3) mél posky-
tovat Uzky symetricky absorpéni signal (s poloSitkou ca
0.5 Hz nebo mensi).

Akvizice NMR dat l

#* pred odstartovanim vlastniho experimentu je tfeba

zkontrolovat spravnost a hodnoty v§ech dllezitych akvi-

zi€nich parametrd, zejména rozpoustédla, Sifky spektra,

pozorovaci frekvence, délky pulsu, akvizi¢ni doby, pocet
prechodu, pfipadné nastaveni parametri pro dekaplink.
Aktualni hodnoty parametrd se zobrazi pfikazem “dg”.

#* velmi dulezitymi parametry jsou nosna frekvence RF-

pulsu (“tof’) a Sitka snimaného spektra (“sw”). PFi dnes

pouzivané kvadraturni detekci se nosna frekvence umis-
tuje doprostfed pfedpokladaného spektra a Sitka spektra
se voli tak, aby bezpecné pokryla cely pfedpokladany
rozsah signalG spektra. Pfili§ mala Sitka spektra mlze
vést k nepozorovani nékterych signall lezicich mimo jeji
rozsah anebo k jejich zobrazeni v nespravné pozici a
fazi (tzv. "folding").

* po excitaci spinového systému jader méfeného vzor-
ku RFpulsem (trvajicim nékolik us) je indukovana pfi¢na
magnetizace detegovana jako NMR signal. Tento signal,
ktery reprezentuje ¢asovy pribéh magnetizace M(t), je

oznacovan jako volné doznivajici indukce (FID).



* detekce NMR signalu obsahuje vzorkovani signalu

("sampling") v pravidelnych €asovych intervalech a jeho
prevod z analogové do digitalni formy. Jak vyplyva z

teorie informace, sinusovou funkci Ize jednoznacné pre-
vést do digitalni formy, jestlize ji vzorkujeme alespori
dvakrat za periodu. To znamena, Ze pfi snimani spekter
o Sifce sw musi byt vzorkovaci rychlost FIDu rovna 2.sw
a je tedy nutno prevést do digitalni formy 2. sw bodl za
sekundu. Aby nedoslo k distorzim tvaru signald, mél by
digitaliza¢ni proces (akvizi¢ni €as at) trvat dokud FID
nedozni k nule. PoZadavky na citlivost a ¢as vedou v
praxi (zejména u 2D-NMR) ke kratS§im hodnotam at. Je-li
signal vzorkovan po dobu at rychlosti 2.sw , ziskame
2.sw.at digitalizovanych data-bodl (np), z nichz kazdy
musi byt uloZen v separovaném misté paméti pocitace.
Velikost paméti (dana poctem slov np) pak vymezuje i
maximalni pouzitelné hodnoty sw a at vztahem:
np = 2.sw.at,
coz je tzv. vzorkovaci teorém.

Digitalni rozliSeni DR (vzdalenost mezi dvéma body ve
spektru v Hz) je pak dano vztahem:

DR=2.sw/np=1/at.

Vztah mezi sw, np, at a DR ukazuje Tabulka 5.

Tab. 5 Vztah mezi Sitkou spektra (sw), poctem bodu
(np), akvizicnim ¢asem (at) a digitalnim rozliSenim (DR).

SwW np =4 096 np= 16 384 np = 65 536
[Hz] at DR at DR at DR
[s] [Hz] [s] [Hz] [s] [Hz]
100 20.48 0.049 | 81.92 0.012 | 327.7 0.003
200 10.24 0.098 | 40.96 0.024 | 163.8 0.006
500 4.096 0.244 | 16.38 0.061 | 65.54 0.015
1000 | 2.048 0.488 | 8.192 0.122 | 32.78 0.031
2000 | 1.024 0976 | 4.096 0.244 | 16.38 0.061
5000 | 0.410 2.441 | 1.638 0.610 | 6.554 0.153
10000 | 0.205 4.883 | 0.819 1.221 | 3.277 0.305
20000 | 0.102 9.766 | 0.410 2.441 | 1.638 0.610

#* Prakticky dosazitelné rozliSeni je vSak omezeno po-

loSitkou signalu. Pro aktualni signal, zvoleny kursorem
na obrazovce, zobrazi pfikaz “dres” hodnotu DR a polo-
Sifku signalu (“linewidth”). Pfikaz “res” pak zobrazi hod-
noty Sifky signalu v 0.5, 0.11 a 0.055 % vysky signalu.

* kvalitu spektra uréuje pomér pomér signalu k Sumu
(S/N).
akumulovanych spekter. Hodnota aktualniho poméru

Pomér S/N roste s druhou odmocninou poctu

S/N se zobrazi ptikazem ,dsn".

#* volbu poétu akumulaci (FIDG) uréuje bud poZzadovany
pomeér signalu k Sumu (S/N) nebo celkovy ¢as k prove-
deni méfeni.
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* v prubéhu méreni Ize (bez jeho preruseni) sledovat

kvalitu spektra zadanim velikosti bloku (napf. bs=8) a
podminovaciho pfikazu (napf. wbs="ft"), takze po kaz-
dych osmi akvizicich se na obrazovce objevi aktualni
transformované spektrum

#* vztah mezi dobou méfeni, poétem akumulaci a vzrls-
tem poméru S/N ukazuje tabulka 6.

Tab. 6 Vztah mezi dobou méfeni, po¢tem akumulo-
vanych spekter a pomérem signalu k Sumu (pro pulsni
repeti¢ni ¢as 1 s).

Doba méfeni  Pocet akumulovanych Citlivost
spekter (S/N)
1s 1 1
1 min 60 7.7
1h 3600 60.0
12 h (noc) 43 200 207.8
60 h (vikend) 216 000 464.8
168 h (tyden) 604 800 777.7

#* dullezité akviziéni parametry a jejich typické hodnoty
jsou diskutovany nize u jednotlivych experimentt

Zpracovani NMR dat a zapis spektra l

#* za vhodnych experimentalnich podminek obsahuje

FID informaci identickou s informaci v konvenénim NMR
spektru, kde magnetizace je funkci frekvence M(v).
Funkce M(t) a M(v) jsou navzajem vztazeny Fourierovou
transformaci. FID proto musi byt nejprve digitalizovan v
analogoveé-digitalnim pfevodniku (ADC) a teprve pak
preveden na frekvenéni spektrum pomoci algoritmu,
umoznujiciho rychlou Fourierovu transformaci (fadové

sekundy).

#* digitalni rozliSeni Ize zvysit dopnénim FIDu nulami
(t.zv. zero-filling). Prakticky se provede nastavenim hod-
noty “fn” (poctu bodu pouzitych pro Fourierovu transfor-

maci tak, ze:
fn>np

Povolené hodnoty “fn” jsou n-t¢ mociny 2, tedy napf.
1024, 2048, 4096, 8192, 16384, 32768, 65536, ... Po
zadani libovolného “fn” je jeho hodnota automaticky za-
okrouhlena na nejblizSi hodnotu 2". Obecné se dopo-
rucuje doplnéni pocétu bodl FIDu na pfiblizné dvoj-
nasobek (fn = 2.np). Dal$i plnéni nulami ma pouze este-
ticky efekt (zlepSuje vzhled signalu), ale nepfinasi novou
informaci.

#* pfed FT transformaci muze byt vysledny FID jesté
matematicky zpracovan pouzitim nékteré z vaZzicich
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funkci. Kazdy bod FIDu se pfitom nasobi hodnotou Vybér vazici funkce a jeji parametry je mozno optimali-
zvolené vazici funkce v odpovidajicim ¢ase. Pfehled zovat interaktivné programem, ktery zobrazuje sou¢asné
nejcastéji pouzivanych vazicich funkci je ukazan na obr. FID, vazici funkci a zvazené transformované spektrum
7. Pouzitim vhodné vazici funkce Ize bud zvysSit citlivost (aktivuje se kliknutim na “Process” a nasledné na “Adj
na ukor rozliSeni anebo zvySit rozliSeni na ukor citlivosti Weghting”).
Exponencialni funkce: exp[-m+Ibx*t] Lorentz-Gaussova funkce: exp[-m+Ib=t]+exp[-(t/gf)’]
\ — Ib=1 <
I\ ——1b=25 / N\ —— Ib=-2,gf=0.11
— - lb=5 —— Ib=-2;gf=0.22
\\\ / \ — |b=-2;gf=o.33
\ \
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\ N \
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AN \\\\ \\\ S
"Sine-bell" : sin[r+t/(2+sb)] "Sine-bell squared" : sin’[r#t/2+sb]
~ N
s g N\ / d \ —— sb=-05
/N \ X =-0.
/ / \ —— sb=-037
/ \ \ / /N \ —  sb=-025
/) \ / \
/ \ \ VA \
/ / \ \ I/ \ \\
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\ / \
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"Sine-bell shifted": sin[(t-sbs)*m/(2+sb) "Shifted sine-bell squared": sinz[(t-sbs)*n*t/(Z*sb)
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Obr.7 Prehled nej¢astéji pouzivanych vazicich funkci



* po provedeni Fourierovy transformace na frekvenéni
spektrum je tfeba zkorigovat fazi spektra na obrazovce

bud manualné (adjustaci fazovych korekci “rp” a “Ip” pro
signaly v pravé a levé Casti spektra) anebo automaticky
(‘aph’).

#* referencovani se provede na zobrazeném spektru na-
stavenim kursoru na signal standardu. Pfikaz “nl” auto-
maticky nastavi kursor na vrchol piku a pfikaz “rl” jej
deinuje jako referencni. Pomoci “rfp” Ize pfifadit stan-
dardu hodnotu v ppm.

% dalSim krokem (zejména u 'H NMR, pfipadné u kvan-
titativnich "*C NMR) je integrace signalii. K tomu je tieba
vymezit oblasti integrace (signalu) a baseliny v integrac-
nim modu klikdnim na “reset” ikonu. Integraéni kfivka se
objevuje na obrazovce a pfrikaz “dpirn” zobrazi i nhume-
rické hodnoty integrald pod jednotlivymi oblastmi spektra

(vertikalni pozice spektra “vp” musi byt nejméné vp=12).
Kvalitni integral vyZzaduje spravné zfazovani a rovnou
baselinu. Korekce baseliny se provede pfikazy “dc” a
“bc”. PFipadné distorse tvaru integraéni kfivky Ize jesté

korigovat nastavenim hodnot “IvI” a “tlt”. Integraci vodi-
kovych signall je tfeba provést na NMR spektru trans-
formovaném bez pouziti vaZeni pro zvySeni rozliSeni.

#* polohy signdld (v Hz nebo ppm), jako maxima nad

zvolenou hladinou (“treshold”), definovanou nastavenim
horizontalniho kursoru (parametr “th”), Ize automaticky
zobrazit pfikazem “dpf”’ a tisknout pfikazem “ppf”.

* pred zapisem spektra je vhodné vytvofit k nému pfi-
slusny text (jméno autora, oznacéeni vzorku, typ experi-
mentu, rozpoustédlo, datum, ...) pomoci pfikazu “text”

ve formatu:

Cely aktualni text Ize vymazat pfikazem “ctext”.

%* pozadované spektrum, jeho ¢asti a detaily se formato-
vé upravi na monitoru. Celkova plocha monitoru odpovi-
da rozmérdm papiru dostupnym pro zapis (pro pfipoje-
nou tiskarnu a format papiru A4 je maximalni plocha pro
zapis 250 x 185 mm). K upravé formatu spekter pak
slouzi tzv. “display” parametry, jejichz vyznam (pfipadné

rozsah hodnot) ukazuji pro 1D a 2D NMR spektra
obrazky 8 a 9.
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#* k vlastnimu zapisu spektrer tiskarnou se slouzi fada

pfikazl, které je mozné psat v fadce za sebou, nebo
odesilat postupné:

pro 1D-NMR spektra:

pap — vytiskne textovou hlavi¢ku a kompletni experimen-
talni parametry zobrazené pomoci “dg”

pl - vypiSe spektrum a integracni kfivku ve stejnych

pozicich a méfitku jako na obrazovce v momenté

odeslani pfikazu

pscale — vytiskne stupnici v ppm nebo Hz (podle aktual-
niho zobrazeni)

ppf — vytiskne pozice pikd definované vyskou thresholdu

page — je vlastni pfikaz k zahajeni tisku podle predcho-
zich instrukci operatora

pro 2D-NMR spektra:

pap — vytiskne textovou hlavi¢ku a kompletni experimen-
talni parametry zobrazené pomoci “dg”

pcon — vytiskne aktualné zobrazené 2D-NMR spektrum
ve vrstevnicovém zobrazeni (“contour-plot”) a stup-
nice na obou osach

plgrid — vytiskne rastr 2D-NMR spektra

page — je vlastni pfikaz k zahajeni tisku podle pfedcho-
zich instrukci operatora

#* file obsahuijici FID, spolu se vSemi akvizi¢nimi para-

metry i hodnotami pouzitych korekci homogenity pole,
mU0ze byt uloZen na disk pomoci pfikazu “svf” a zadanim
nazvu filu.
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ABECEDNIi PREHLED

DULEZITYCH PARAMETRU A PRIKAZU

C = command
M = macro command
P = parameter

Name Description Type
aa abort acquisition C
add add current FID to add-sub mde C
ai select absolute-intensity mode C
alfa set alfa delay before acquisition P
aph automatic phase adjustment of spectra C
at acquisition time P
au start acqusition and process data M
av Set absolute value mode C
awce additive weighting constant P
axis axis label for displays and plots C
bc 1D and 2D baseline correction C
bs block size P
cde cancel drift correction C
cexp create a VNMR experiment M
clradd clear add-substract experiment C
cr cursor position P
crl clear reference line M
ct completed transients P
ctext clear the text of the current experiment C
cz clear integral reset points C
d1 first delay P
d2 incremented delay P
da display acquisition parameter array C
dc calculate spectral drift corrections C
dconi interactive 2D data display C
ddff display FID file in current experiment C
delta  cursor difference P
deltal cursor difference in inderectly detected P
dimension
df display a single FID C
dfrq transmitter frequency of decoupler P
dg display group of acquisition-processing C
parameters
dgl display group of display parameters M
dga display group of spin simulation M
parameters
dgs display group of shims and automion M
parameters
dhp decoupler high-power control P
dlp decoupler low-power control P
dm decoupler mode P
dmf decoupler modulation frequency P
dmm  decoupler modulation mode P
dn decoupler nucleus P
dof frequency offset for decoupler P
dp double precision P
dpcon display plotted contours C
dpf display peak frequencies C
dpirn display normalized integral amplitudes M

15

dps
dpwr
dres
ds
dscale
dseq
dsn
dss
dssh
dsww
e, eject
f, full
fb

flip

fn

fnl

foldj
foldt
ft
ft2d
ga
gain
gf
gfs
glide

go
grid
help
ho
homo
hs
hzmm
il

in

ins
insert
intmod
io

is
jexp
killplot
large
Ib
load
Ip

Ivl
man

math
mf

below spectrum

display pulse sequence

decoupler power level

measure linewidth and digital resolution
display spectrum

display scale below spectrum or FID
decoupler sequence

display signal-to-noise ratio

display stacked spectra

display stacked spectra horizontally
display spectra in whitewashed mode
eject sample

set display parameters for full spectrum
filter bandwith

flip between graphics and text windows
Fourier number in directly detected
dimension

Fourier number in indirectly detected
dimension

foldt J-resolved 2D-spectrum

fold COSY-spectrum along diagonal
Fourier transform 1D-data

Fourier transform 2D-data

submit experiment to acquisition and FT
receiver gain

Gaussian function

Gaussian shift constant

interactive windows for data acquisition
and processing

submt experiment to acuisition

draw a grid on a 2D-display

display current help file

horizontal offset

homodekaplink control

homospoil pulses

scaling factor for plots (Hz / mm)
interleave (in arrayed and 2D-exp.)
lock and spin interlock

integral normalization scale

insert sample

integral display mode

integral offset

integral scale

join existing experiment

stop plot jobs and remove from plot queue
use large graphic window

line broadening

load status of displayed shims

first order phase

zero-order baseline correction

display online description of command or
macro

Fourier transform mathematics

move FID between experiments

movesw Move spectral width according to cursors

mp
ni

move parameters between experiments
number of increments (in 2D exp.)

O T T TIT=EZ0O0O0O0O0O0 o TOTOOOOOOTOOOTO

S D UV UV UTOZ0OTVTUUZE UVUTUVTTUUUOT OO

TOZ 0T



niter
nl
nm
np
nt
pl
page
pap
pcon
ph
pirn

pl
pltmod
proc
pWw

rfl

rfll
rfp
rfpl

rl
rp
rts
sa
sb
sc
sd
sf
sfrq

slw
smaxf

sminf
sn
solvent
Sp

spl

spin
ss
sth
su
sub

svf
svp
SVS
SW

swl

temp

number of iterations

position cursor at the nearest line

select normalized intensity mode
number of data points

Number of trnsients

first pulse width

submit plot and change plotter page

plot out all parameters

plot contors on a plotter

set phase mode

plot normalized integral intensities below
spectrum

plot spectra

plotter display mode

type of processing on np FID

pulse width

reference peak position in directly
detected dimension

reference peak position in indirectly
detected dimension

reference peak frequency in directly
detected dimension

reference peak frequency in indirectly
detected dimension

set reference line

zero-order phase

retrieve shim coil settings

stop acquisition

sinebell constant

start of chart

set decoupler frequency to cursor position
start of FID

transmitter frequency of the observed
nucleus

spin simulation linewidth

maximum frequency in simulated
spectrum

minimum frequency in simulated spectrum
signal-to-noise ratio

lock solvent

start of plot in directly detected dimension
start of plot in indirectly detected
dimension

sample spin rate

steady-state transients

minimum intensity treshold

Submit a setup experiment to acquisition
Subtract current FID from add/substract
experiment

save FID(s) from current experiment
save parameters from current experiment
spin simulation vertical scale

spectral width (in directly detected
dimension)

spectral width (in indirectly detected
dimension)

sample temperature
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text

textvi
th
time
tlt

tn

tof
tpwr
trace
vf

vo

vp

Vs
vs2d
VSproj
vte
wbs

we
wc2
werr

wexp

wf
wft
wft2d
wnt

wp
wpl

wti
x1
Xy
XZ
x2y2
x3
Y1
yz
y3
z0
z1
zlc
72
z2¢
z3
z4

display text or set new text for current
experiment

edit text file of current experiment
treshold

display exeriment time

first-order baseline correction
nucleus for observe transmtter
frequency offset for observe transmitter
observe transmitter level

mode for n-dimensional data display
vertical scale of FID

vertical offset

vertical position of spectrum

vertical scale

vertical scale for 2D-display

vertical scale for projections and traces
variable temperature cutoff point
when block size (specify action when bs
transients accumulate)

width of chart

width of chart in second direction
when error (specify action when error
occurs)

when experiment completed (specify
action when experiment completes)
width of FID

weight and Fourier transform 1D data
weight and Fourier transform 2D data
when number of transients (specify action
when nt transients accumulate)

width of plot in directly detected
dimension

width of plot in indirectly detected
dimension

interactive weighting

X1 shim gradient

XY shim gradient

XZ shim gradient

X2Y2 shim gradient

X3 shim gradient

Y1 shim gradient

YZ shim gradient

Y3 shim gradient

Z0 field position

Z1 shim gradient (fine)

Z1 shim gradient (coarse)

Z2 shim gradient (fine)

Z2 shim gradient (coarse)

Z3 shim gradient (fine)

Z4 shim gradient (coarse)
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ZAKLADNI VODIKOVA NMR SPEKTRA

qu1

JEDNOROZMERNE 'H NMR SPEKTRUM
parametry: exp1_H-basic

¥* je obvykle prvnim zdrojem informaci o strukturnich
rysech a Cistoté studované organické latky

* u jednodussich sloucenin Ize za pfiznivych okolnosti
ziskat z tohoto spektra vSechny zakladni parametry
(8(H), J(H,H), intenzity), které mohou dostacovat k
dikazu struktury

#* méfi se jednoduchou jednopulsni sekvenci (obr. 9)

=

Kl
d1

Obr. 9 Standardni "H NMR experiment.

Poznamky:

* akvizi¢ni parametry v exp1 by mély umoznit
naméfit standardni 'H NMR spektrum

* zkontrolovat (pfipadné opravit) je tfeba zadani
rozpoustédla (solvent)

* ve specialnich pfipadech je mozno upravit Sifku
spektra (sw) a offset vysilace (tof), pozorovaci puls
(pw), akvizi¢ni ¢as (at) a pocet bod( pro FT (fn)

* pro analysu spekter je uzite€né pouzit vazici
funkce pro zvySeni rozliSeni (doporu¢ené orienténi

hodnoty: Ib=-1.5 a gf=0.7, pfipadné jejich
interaktivni nastaveni) pfed vypisem zvolenych
expandovanych ¢asti spektra

exp2

SELEKTIVNi HOMONUKLEARNI DEKAPLINK
parametry: exp2_homodecoupling

#* umoznuje jednoduchy experimentalni dukaz vzajem-
né interagujicich vodik(

#* selektivnim ozarenim signalu daného vodiku jsou
soucasné eliminovany vSechny jeho interakce s jinymi
vodiky v molekule, coz se projevi zjednodusSenim
multiplet( pfislusnych interagujicich vodika.

#* pulsni sekvenci ukazuje obr. 10.

[n]
di
| CcwW
DEC [

Obr. 10 Selektivni homonuklearni dekaplink

Poznamky:

% akvizi¢ni parametry v exp2 by mély umoznit na-
meéfit nejprve standardni 'H NMR spektrum, nutné:
a) jako referenéni spektrum pro srovnani s dekaplo-
vanym spektrem

b) pro vybér multiplett a uréeni dekaplovacich
frekvenci

* je tfeba zkontrolovat (pfipadné opravit) zadani
rozpoustédla (solvent="...."), dm=‘n’ pfipadné
upravit akviziéni parametry jako v exp1

* ve zméfeném nedekaplovaném spektru vybrat
multiplet, najet kursorem na jeho stfed, zadat sd
(automaticky urci a ulozi dekaplovaci frekvenci dof

v parametrech DEC & VT) a urc€it Sitku multipletu v
Hz (pomoci 2 kursor().

* z Sirky dekaplovaného multipletu se pomoci
nasledujici kalibragni tabulky urci potfebny vykon
dekapleru (dpwr) a zada jeho hodnota:

Sitka (Hz) | 5 10 |15 |20 |30 |40

dpwr 10 17 |20 |22 |24 | 26

#* zkontrolovat nastaveni: dm="y’, dmm="c’,
homo=’y’

#* po zmerfeni dekaplovaného spektra Ize pfi jeho
zpracovani pouzit vazici funkce pro zvyseni rozli-
Seni jako v exp1




exp3
HOMONUKLEARNI KORELOVANE
2D- 'H,'H-cOSY
parametry: exp3_HH-COSY

* jedna z nejdllezitéjSich a nejCastéji pouzivanych 2D-
NMR technik

¥* |ze jej povaZovat za ekvivalentni serii selektivnich de-
kaplink experiment(l, b&€hem nichz jsou v§echny vodiky
postupné dekaplovany. Vyhodou je to, Ze odpadaji
problémy selektivniho dekaplinku v pfipadé blizkosti i
prekryvu signal.

* zakladni verzi pulsni sekvence ukazuje obr. 11.

* spektrum zobrazuje v obou dimenzich chemické po-
suny vodikl. V 2D-COSY spektru se objevuji dva typy

signall: diagonalni piky representuji pdvodni 1D spek-
trum a mimodiagonalni piky ("krospiky") indikuji skalarni

interakci mezi jadry. Interagujici partnery lze nalézt
pomoci horizontélni a vertikalni ¢ary vychazejici z kros-
piku a protinajici diagonalu. Praseciky na diagonale
uréuji pozice interagujicich partnert. Vzhledem k symet-
rii spektra podle diagonaly Ize tuto proceduru provést v
levém hornim anebo pravém dolnim trojuhelniku.

L1 7

d2-+tau tau

e
dl

Obr. 11 (a) Zakladni pulsni sekvence pro homonuklear-
ni 'H-'H COSY spektrum

Poznamky:

#* akviziéni parametry v exp3 by mély umoznit
naméfit standardni 2D-COSY spektrum

(pw, p2 = 90° "H-pulsy, d1 = 2 s, tof = stred 'H
spektra, d2 = inkrementovana evolu¢ni doba, tau=0)
#* zkontrolovat (pfipadné opravit) je treba zadani
rozpoustédla (solvent)

% je mozno upravit Sitky spektra (sw musi byt stej-
na jako sw1) a offset vysilace (tof) podle pfedem
zméfeného normalniho 'H NMR spektra tak, aby na
obou stranach spektra zbyvala oblast asi 1 ppm bez
signalu. V pfipadé zmény sw je nutné upravit at tak
aby fn=2048.
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#* parametry (bs=4, il="y’, ni=256 a nt=128) vedou
k tomu, Ze nejprve probéhne cely experiment pro-
biha v cyklech, vzdy se ¢tyfmi prechody pro kazdé
ni. Kdykoliv po ukon&eni prvniho cyklu Ize experi-
ment (bez jeho preruseni) zpracovat a pfi dostec-
ném pomeéru S/N zastavit. Pri nizké koncentraci je
mozné pokracovat v méfeni dokud nejsme spokoje-
ni s kvalitou spektra.

%* zpracovani vyzaduje pouzit vazici funkce pro zvy-

Seni rozliSeni v obou dimenzich (doporucujeme:

sb=at/2 a sb1=sb/4, pfipadné nastavit interaktivné)

“Long-range” COSY

* intensita krospikd v COSY spektru zavisi na veli-
kosti interakénich konstant pfislusnch vodikt a
intensité jejich signalt v 1D NMR spektru (Siroké
multiplety poskytuji slabsi krospiky). Krospiky odpo-
vidajici malym interakcim (obvykle “long-range”
interakcim < 2 Hz) proto nemusi byt v “normalnim”
2D-COSY spektru vidét.

* k identifikaci malych interakci je mozno pouzit
“long-range” COSY experiment. K tomu je potfeba

pouze zménit prodlevu tau: zadat tau=0.2

* ostatni arametry a zplsob zpracovani spekter
jsou stejné jako u normalniho 2D-COSY experi-
mentu

#* vSechna uvedena COSY spektra obvykle obsa-
huji artefakty (faleSné krospiky &i pasy v oblastech
velmi intenivnich signall). K jejich odstranéni Ize
pouzit tzv. symetrizace dat — procedura porovnava
data, symetricky umisténa podle diagonaly, a eli-
minuje signaly, které nemaiji odpovidajici protéjsky.
Symetrizace se provede prikazem foldt.




exp4
HOMONUKLEARNI 2D-J-ROZLISENE
NMR SPEKTRUM
parametry: exp4_homo-2D-J-res

* vyuziva jednoduché dvoupulsni sekvence pro genera-
ci spinového echa (obr. 12)

#* umoznuje separovat chemické posuny vodik( v ose
F> od interakénich konstant J(H,H) v ose F;. Projekce
do osy F: je ekvivalentni "H NMR spektru s "kompletnim

dekaplinkem vodik(" (singlety pro kazdy H) a fezy rov-
nobézné s osou F4 pfedstavuji separované multiplety
jednotlivych vodika. Pfipadné heteronuklearni interakce
(napf. J(H,P)) zUstavaji zachovany v ose F .

#* metoda umoznuje rozliSit multiplety (uréeni 6(H) a
J(H,H)) v oblastech prekryvu signalt vodiku nékolika
strukturné podobnych slabé interagujicich systéma
(napf. aminokyselinovych zbytk( peptidu). Neodstrariuje
vSak problémy interpretace multiplet(l silné interagujicich
systému vodiku, které nadale nesou rysy spektra 2.
fadu.

’T ” |_| FID

d1 d2/2 d2/2

Poznamky:

%* akviziéni parametry v exp4 by mély umoznit
nameéfit standardni 2D-J-rozliSené spektrum.

* zkontrolovat (pfipadné opravit) je treba zadani
rozpoustédla (solvent)

Dulezité parametry:

pw =90° a p1 = 180° 1H-pulsy

d1 ~ 1s (relaxaéni prodleva)

d2 = inkrementovana evolu¢ni doba

tof = stred 'H spektra

sw = Sitka 'H spektra

sw1 = maximalni Sitka multipletd (~ 50 Hz))

* nizka koncentrace roztoku mize vyzadovat
zvySeni poctu pfechodu ( nt musi byt nasobkem 2)

%* zpracovani vyzaduje pouzit vazici funkce pro zvy-

Seni rozliSeni v obou dimenzich (doporucujeme:

sb=at/2 a sb1=sb/4, pfipadné nastavit interaktivné)

%* po vazeni a transformaci (wft2d) je nutné “otocit”
data o 45°prikazem rotate(45)

* eliminace artefaktd pomoci symetrizace se prove-

de prikazem foldj

Obr. 12 (a) Pulsni sekvence pro homonuklearni 2D
NMR spektrum rozliSené podle J.




20

ZAKLADNIi UHLIKOVA NMR SPEKTRA

Pro vétSinu organickych slou¢enin maji informace o po¢-
tu a charakteru uhlikovych atom( zasadni vyznam pro

odvozeni (dukaz) struktury.

| BB

pw
S SIROKOPASMOVYM DEKAPLINKEM |_|
VODIKU °c FID

parametry: exp5_Carbon-BB-decoupled dl

] exp5
RUTINNI "*C NMR SPEKTRUM

* pulsni sekvence je ukazana na obr. 13. 1
Obr. 13 Pulsni sekvence pro rutinni_"C NMR experi-
#* Sirokopasmovy dekaplink zapnuty béhem celé ment s Sirokopasmovym dekaplinkem vodiku.

sekvence vyrazné zvysuje citlivost:

(a) eliminaci vSech interakci J(C,H) davaji vSechny
uhlikové atomy singlety,

(b) NOE muze zvysit intenzity signalt az 3x.

¥* to je vSak provazeno:

(a) kompletni ztratou informace obsazené v J(C,H)
(nelze pfimo rozlisit signaly CH3z, CH,, CH a C),

(b) zkreslenim intenzit signald (nekvantitativni poméry
intenzit signald spektra).

Poznamky:

* akvizi¢ni parametry v exp5 by mély umoznit na-
mé&fit rutinni °C NMR spektrum s Sirokopasmovym
dekaplinkem vodiku

* zkontrolovat (pfipadné opravit) je tfeba zadani
rozpoustédla (solvent)

Dulezité parametry:

pw = 30-60° (pozorovci 13C-puls)
d1 ~ 1s (relaxacni prodleva)

tof = stfed '°C spektra

sw = itka °C spektra

* pro zvysSeni citlivosti se pouziva vazeni FIDu
doznivajici exponencialou (Ib=1)




exp6
KVANTITATIVNI *C NMR SPEKTRUM
S SIROKOPASMOVYM DEKAPLINKEM
VODIKU
parametry: exp6_Carbon-quantitative

* pulsni sekvence je ukazana na obr. 14.

¥* je tfeba pouzit kratky puls (<45°) a dostate¢né dlou-
hou relaxacni dobu (aby i uhliky s dlouhymi T stacily
zrelaxovat) a potlacit rozdilné NOE efekty (dekapler je
zapnut pouze béhem akviziéni doby)

#* za optimalnich podminek by kazdému uhliku mél

odpovidat signal s priblizné stejnou intensitou (moznost

integrace podobné jako v 'H NMR spektru)

#* dlouhé relaxacni prodlevy a potlaceni NOE snizuji
citlivost méreni, které pak muze byt asové narocné
(podle koncentrace vzorku)

* pro zkraceni relaxacnich ¢asu substratu Ize pfidat

acetylacetonat chromity (Cr(acac)s).

a0 o]

pw
BC H{}
dl

Obr. 14 (a) Pulsni sekvence pro kvantitativni *C NMR
s dekaplinkem proton(

Poznamky:

* akvizi¢ni parametry v exp6 by mé&ly umoznit na-
méfit kvantitativniho *C NMR spektra s Sirokopas-
movym dekaplinkem vodik

* zkontrolovat (pfipadné opravit) je tfeba zadani
rozpoustédla (solvent)

Dilezité parametry:

pw = 45° (pozorovci 13C-puls)

d1 > 5 s (relaxa¢ni prodleva — teoreticky by méla byt
~ 5krat delSi nez nejdelSi uhlikovy relaxaéni ¢as T+ )
tof = stfed "°C spektra

sw = $itka °C spektra

* pro zvySeni citlivosti se pouZziva vazeni FIDu
doznivajici exponencidlou (Ib=1)
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exp7
“NEDEKAPLOVANE” *C NMR SPEKTRUM

S NOE
parametry: exp7_Carbon-H-coupled

#* obsahuji $tépeni uhlikovych signaltd v§emi inter-
akcemi J(C,H)

* Sirokopasmovy dekaplink vodiku je zapnut pouze v
dobé mimo akvizici tak, aby mohlo dojit k ustaveni NOE
a tudiz narustu intenzity signald (pulsni sekvence na
obr.15).

* uhlikové signaly jsou Stépeny velkymi interakcemi
"J(C,H) ~120-200 Hz na dublety (CH), triplety (CHy) &i
kvartety (CHs), které obvykle obsahuji dalsi stépeni
interakcemi J(C,H) pfes dvé a vice vazeb = analysova-
telna interpretovatelna spektra Ize ziskat pouze u jedno-
duchych molekul

| = |
]

pw
Be H{}
dl

Obr. 15 Pulsni sekvence pro nedekaplované *c NMR

spektrum obsahujici interakce J(C,H).

Poznamky:

* akvizi¢ni parametry v exp7 by mély umoznit na-
méfit nedekaplované *C NMR spektrum s vyuzitim
NOE od vodiku

* zkontrolovat (pfipadné opravit) je tfeba zadani
rozpoustédla (solvent)

Dulezité parametry:

pw = 45° (pozorovci 13C-puls)

d1 ~ 3s (relaxacni prodleva a doba k ustaveni NOE)
tof = stred '°C spektra

sw = §itka °C spektra

#* pouziti typu vazici funkce zavisi na pomeéru S/N,
velikosti J(C,H) a potiby pfesnosti jejich stanoveni.
Pro zvySeni citlivosti |ze pouzit vazeni FIDu
doznivajici exponencialou (lb=1).

P¥i velmi dobrém poméru S/N Ize pouzit i vaZeni

zvysSujici rozliSeni (hodnoty Ib a gf je nutno nastavit
Interaktivné)
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exp8
"ATTACHED PROTON TEST " "*C NMR

("J-MODULATED SPIN-ECHO")
parametry: exp8_Carbon-APT

* k rozligeni '°C signall podle poctu pfimo vazanych
vodik( pouziva multipulsni sekvenci (obr. 16) -
modulace intensit signalt podle pocétu pfimych J(C,H):

>C< a —CHz— uhliky =» signaly s pozitivni amplitudou
>CH- a -CHs uhliky =» signaly s negtivni amplitudou

* U signall s pozitivni amplitudou Ize rozlisit kvarterni
uhliky (>C<) podle vyrazné nizSich intensit signald oproti
uhlikiim (—CHz-)

* U signald s negativni amplitudou maji methylové

chemickch posun( oproti methinovym uhlikim (>CH-)

#* u latek obsahujicich uhliky s velmi vysokymi hodno-
tami "J(C,H) (napf. heteroaromaty, epoxidy) je tfeba
zkratit d2 na 6 ms, aby se tyto uhliky objevily ve spektru

EW | BB |

pl
Bc H H } H 9
dl d2 d2 d3 d3

Obr. 16 (a) Pulsni sekvence pro "Attached Proton Test "
SC NMR

Poznamky:

* akvizi¢ni parametry v exp8 by mély umoznit na-
méfit “Attached Proton Test” °C NMR spektrum

% zkontrolovat (pfipadné opravit) je tfeba zadani
rozpoustédla (solvent)

Dulezité parametry:

pw = 45° (pozorovaci 13C-puls)

p1 = 180° (**C-puls0

d1 = 1s (relaxacni prodleva)

d2 =7 ms (odpovida prdmérné hodnoté 1/ J(C,H))
d3=1ms

tof = stfed '°C spektra

sw = itka '°C spektra

* pro zvySeni citlivosti se pouziva vazeni FIDu
doznivajici exponencialou (lb=1)




CHEMICKE POSUNY VODIKU I
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INTERAKCNI KONSTANTY VODIKU J(H,H) l

2J(H,H)
H H O H H
-12.4 -10.8 -10.8 ” I -14.9 | -20.3
H—c|;—|-| C—C=—H HO—C=—H CH3—C—C|J NEC—(|3—H
H ||-| H H H

0 o) H
mle mﬁ,H |><:.5 ><j5.5 >=<T2.5 \N:'<+ 16.5
-12.5 -6.0
H H H H H

H

3J(H,H)

(volna rotace)

H H
B 4-6
H 68 H 2-4 10- 13
%_é H ;Q/H /A\
H 2-4 H ;o H H

O 3.4
4J(H,H) 26 NH 35

4.8 S 3.5

= >=5 o~
@¢QUWW
Sellioe o

A= et @ &
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INTERAKCNIi KONSTANTY J(C,H) I

C-Hybridisace:

| 125 / 250
—C—H —C_ 160 ==C—H
| N
H
Elektronegativita:
N o o) Ny
| 140 | 140 N N °
—C—H —C—H —C—H N——=cC \180 N=C\205 =—C_ 200 N=C—H
| | | H H
0}

Velikost kruhu:

161 134 129 125
[Sc— <>c—H c—H c—H

2J(C,H)
Valen¢ni Uhel:

CHs COOH
COOH >=< 31
-6.2
H H

Elektronegativita:

H
F C/F F C/CI F C/Br s c/ 1 O\C N\C S\C
L | -4.9 L | - 3.4 S | -34 S | 25 \ 11.0 \ 87 \ 7.6
H H H H H H H

Nasobné vazby:

N 0 0
\c \c% \c% —C= —-H
/ 7-9 H / 25 H /25- 30 H 40 - 50

Relativni konfigurace:

HC. 75 H ~C ~°
= I
H” 425 "H N H N H
Elektronegativita: (|)H ,l\le lCH3
9.1
BrH,C H c c c
— =z =z =
H H || o | & I 7
15.5
N H N H N H
HsC 46 _H /C OH /C NH,
B 89 H ~ H X H
Volny elektronovy par:
/N\C /N H /N
| | 5.7 |
C
N 67 \c H X

H
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INTERAKCNi KONSTANTY UHLIKU J(C,C) I

1J(c,c)
346 67.6 1715 98.7
CHy— CH, CH,—=CH, CH==CcH CH,=—=C==CH,
41.9 53.7 86.7 153.4
CH;=—CH—CH;  CH,==CH—CH==CH, CH==CH—CH==CH, CH==CH—CH==CH
c c o c 7 =
Cc C C
< | 12.4 C [ 527 // \\c 64.2 // \\c 656 // \\C 691 I 6.0 I 543
C C C
¢ & N o N Ny
H
2J(C,C)
| 16.1 <1 11.8 18.9
CH;—C——CH; CH,=——=CH—CH=—CH, = CH==C— CH; CH== c— C==CH
2.4 <1 = c
CHs—O—CH;  CHy—CH,——CH,— CH,OH I[ 25
x_C
(]
3J(c,c)
18 9.1 15.9
CH;—C = C—COOCH; CH,=—CH—CH =—=CH, CH=C— C=CH
y Hs a4 GHs " M " P

(gauche-) (tréns -)
CH; CHs
c J c 25 NcooH / c
(cis-) (trans)




28

INTERAKCNi KONSTANTY FOSFORU l

™~

P (1) P (V) P (V)

\p—P/ 100 - 400
/\
>P—H 180 - 225 —>$—H 490 - 600 >F|’—H 700 - 1000
\ \

p—c 0-40 —pP—c 50 - 305
/ /
\ -
/P_F 820 - 1450 X—/P—F 8(?(0_—(1)435)0 /T_F 530-1100
\

pP—X—p 70-90 —P—O—P 0-23
/ (X=C. 8)
>P—C_H 0-18 X—P—C—H 7 -30 >|P_C_H 10-18
\P—X—C 12-20X=C) _p_o¢
/ 10-12 (X = 0)
\ <
/ —C—F 40 - 150 X—P—C—F 2)(()0 -01 380) /T_F 120 - 190
>P—O—C—H 0-15 —P—0—C—H 0-13 >|:=—O—C—H 12-17
\ -
/P_C_C_H 10 -16 —P—C—C—H 14 - 25 /T_C_C_H 20-27
\ -
/P_S—C—H 2-20 —P—S—C—H 16 - 20 /T_S_C_H 13-25
\ -

P—N—C—H 3-14 —P—N—C—H 9-17 /T_N_C_H 2-15




