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Abstrakt
Univerzita Karlova v Praze
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra anorganické a organické chemie

Kandidat: Anezka Hord¢jcukova
Skolitel: doc. PharmDr. Jifi Kunes, CSc.
Nazev rigorézni prace: Vyuziti NMR spektroskopie pfi struturni analyze latek

izolovanych z Berberis vulgaris L. a Narcissus poeticus

cv. Pink Parasol

Rigor6ézni prace je veénovana urceni struktury tfi neznamych latek izolovanych

Z ptirodnich zdrojt.

Na Katedfe farmaceutické botaniky a ekologie Farmaceutické fakulty v Hradci Kréalové
byla z rostliny Berberis vulgaris z ¢eledi Berberidaceae i zrostliny Narcissus poeticus

Z Celedi Amarillidaceae izolovana cela fada alkaloidu.

Mnohé znich byly pfeddny do NMR laboratofe s zddosti o provedeni strukturni

analyzy.

Cilem diplomové prace byla indentifikace dvou neznamych vzorkii izolovanych
z rostliny Berberis vulgaris (s kddovymi oznacenimi vzorki B11 a HA 2) a jednoho vzorku
izolovaného z rostliny Narcissus poeticus vc. Pink Parasol (pod kodovym oznac¢enim NP - D -

4/3) pomoci NMR analyzy.

U neznamych sloucenin byla na zékladé provedenych NMR experimenti (‘*H NMR,
3C NMR, gHSQC, gHMBC, gCOSY, NOESY ) urdena jejich struktura.



Abstract
Charles University in Prague
Faculty od Pharmacy in Hradec Kralové

Department od Inorganic and Organic Chemistry

Candidate: Anezka Hordéj¢ukova
Supervisor: doc. PharmDr. Jiti Kunes, CSc.
Title of Diploma Thesis: Use of the NMR Spectroscopy for Structural Analysis

of the Substances Isolated from Berberis vulgaris L.

and Narcissus poeticus cv. Pink Parasol

This rigorous thesis deals with determination of three unknown substances structure

isolated from natural sources.

A great many alkaloids from the plant Berberis vulgaris from the Berberidaceae family
and Narcissus poeticus from the Amarillidaceae family has been isolated in the Department
of Pharmaceutical Botany and Ecology at the Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové.

A lot of them were passed to the NMR laboratory, requestig a structure analysis.

The aim of this thesis was to identify two unknown chemical formulas isolated
from the plant Berberis vulgaris (with code B11 and HA2) and one chemical formula isolated
from the plant Narcissus poeticus cv. Pink Parasol (code NP-D-4/3) with the help of NMR

analysis.

The unknown compounds were determined on the basis of NMR experiments
(*H NMR, *C NMR, gHSQC, gHMBC, gCOSY, NOESY).
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1. Uvod a cil

Nukledrni magneticka resonance (NMR) patii mezi nejslozitéjsi analytické metody
vyuzivané pii analyze organickych i anorganickych sloucenin. Vyuziva se mj. pii ovéfovani
struktury latek syntetizovanych v chemické laboratofi, rovnéz i pii urovani struktury latek

izolovanych z ptirodnich zdroji, coz je také predmétem této rigordzni prace.

Od dob svého vzniku uz tato metoda prodélala zna¢ny vyvoj. V soucasné dobé hojné
vyuzivame jak 1D, tak i1 2D experimetny a rozvoj metody s Cetnosti jejiho vyuziti
pochopitelné stale poracuje. Sméfuje k 3D spektrim, NMR-imagingu a ke kombinovanym

metodam.

Na Farmaceutické fakulté Univerzity Karlovy v Hradci Kralové je NMR spektroskop
umistén na Katedfe anorganické a organické chemie. Vyuziva se k analyze latek
syntetizovanych na Katedfe anorganické a organické chemie a Katedie farmaceutické chemie.
Dale slouzi k analyze obsahovych latek rostlin izovanych na Katedfe farmaceutické botaniky

a ekologie.

K praci v NMR laboratofi patii jednak obsluha NMR spektroskopu a jednak analyza
a interpretace namétenych spekter, ktera vede k potvrzeni ¢i vyvraceni piedpokladané
struktury vzorku v ptipadé chemické syntézy ¢i k tvorbé chemické struktury v piipadé
pfirodni latky, dale k urceni Cistoty ¢i pravé naopak nezadouciho znécisténi vzorkd, k NMR

stanoveni enantiomerni €istoty, atd.

Tato prace mapuje predevSim analyzu a interpretaci naméfenych spekter z NMR
laboratofe. Tato Cinnost probihd jiz nezavisle na NMR laboratofi. Jde o to, ze je tieba
nastudovat detailn¢ jak jednotlivd spektra, tak hlavné propojit informace ze vSech
experimentll, nebot’ jeding tak lze s urcitosti dosahnout cile. Kazdé spektrum totiz poskytuje
jiné informace a teprve diky celkovému kontextu vSech experimentl ziskame vyslednou

pfedstavu o zkoumané molekule.

Cilem této rigordzni prace byla analyza tfi neznamych latek izolovanych na Katedie
farmaceutické botaniky a ekologie. Jedna se 0 alkaloidy, z nichz dva byly izolovany z rostliny
Berberis vulgaris L. a jedna z rostliny Narcissus poeticus cv. Pink Parasol. Pro ucely analyzy
byly latky oznac¢naceny kédy HA2, B11 a NP - D - 4/3. Pod t€émito kddovymi oznacenimi

jsou popisovany i v této praci.



2. Teoreticka Cast

2.1. Berberis vulgaris L.

Berberis vulgaris L. - Dfistal obecny je rostlinou rodu
Berberis z c¢eledi Berberidaceae (diistalovité). Je jedinym
domécim druhem dfistalu v CR.

Jedna se o opadavy, husté vétveny trnity ket, dortstajici
vysky az 3 m, rozSiteny od stfedozemi po mirny pas Evropy
a Asie. Roste hojné na okrajich lest, na pasekach, luzich, podél
cest, na mezich, atd. Je také péstovan jako okrasnd rostlina

a vyuzivan v zahradach a v parcich do Zivych plota™ 234,

Ma hladkou kiiru, podlouhlé vejcité listy vyrustajici

v pazdi kratkych vyhonkt, podeptené 1 - 2 cm dlouhymi trny

palistového pivodu. Oboupohlavné 7Zluté kvéty jsou
v pievislych hroznech s drazdivymi ty¢inkami. Kvete od dubna do ¢ervna. Plodem jsou 8 - 10
mm dlouhé, elipsoidni, lesklé Cervené bobule s1 - 3 semeny, kyselé chuti a bohaté

na vitaminy" 234

Ve fytoterapii se pouzivaji hlavné kofeny (Radix berberidis vulgaris) a kofenova kira
(Cortex radicis berberidis vulgaris) dfistalu, diky obsahovym latkam se pak tato droga lidové
vyuziva jako spasmolytikum, cholagogum, diuretikum (pii chorobach ledvin, ledvinovych
kamenech, zdnétech mocovych cest), stimulans nervového systému. Kiira mé ptiznivy ucinek
na cévni systém. Alkaloid berberin obsazeny témét ve vSech ¢astech rostliny vykazuje silné
protizanétlivé u¢inky na celou fadu mikroorganismt. Odvar z listi se uzival jako klotadlo
pii zané€tech dasni a dutiny ustni ¢i k obkladiim pfi zénétech oc¢i. Berberin také stimuluje
imunitni systém a plsobi jako antioxidant. Pfi podani nepfiméfeného mnozstvi mize dojit
k predavkovani, kdy nasledkem porazdéni centralni nervové soustavy miize nastat ochrnuti

’ ’ . r , ’ ’ o - 1,2,3,4
dychaciho a vasomotorického centra, omament, zvraceni a prijem® %% °,

V soucasné dob¢ jsou alkaloidy berberisu zkoumany pro sviij mozny inhibi¢ni ucinek

na enzym acetylcholinesterasu a jejich potencialni vyuziti v 1é¢bé Alzheimerovy choroby.

Jedninou ¢asti rostliny, kterd neni povazovdna za jedovatou jsou plody (Fructus

berberidis vulgaris), nebot’ neobsahuji alkaloidy. Obsahuji vitamin C a organické kyseliny.

Sbiraji je ptaci a lidé je vyuzivaji v homeopatii ¢i K piipravé ¢aju, kompotu s stavh 234,



Pro krasnou zlutou barvu a tvrdost je dievo dfistalu vyuzivano v ferzbarstvi. Barvivo

také slouzilo k barveni kiize a viny®.

2.1.1. Obsahové latky

Vsechny ¢asti rostliny (vyjma plodl) obsahuji alkaloidy. Nejvyssi mnozstvi alkaloida
obsahuje kotfenova kura - az 4 %. Nejvice jsou zastoupeny alkaloidy ze skupiny
protoberberinové (berberin 1, jatrorhizin 2, kolumbamin 3, palmatin 4, berberrudin 5, 8 -
oxoberberin 6, lambertin 7)> ’. benzylisochinolinové (yuziphin 8)’ a bisbenzylisochinolinové

(berbamunin 9, oxycanthin 10, berbamin 11)* .

1 berberin: R*+ R>=CH, -, R®* = CH,
2 jatrorrhizin: R* = H, R?= CH3 R®*=CH;
3 kolumbamin: R = CHz, R = H, R® = CH;s

4 palmatin: R* = R* = CH3 R® = CH;

5 berberrudin: R+ R2=CH, -, R®=H

.y
o N 4R

6 8 - oxoberberin: R=0

OCH,

7 lambertin: R = H,
OCH,

Dalsimi skupinami alkaloidi obsazenych v Berberis vulgaris L. jsou alkaloidy typu

benzylisochinolinového (yuziphin 8)” a bisbenzylisochinolinového (berbamunin 9, oxycanthin
10, berbamin 11)>".



OH

8 yuziphin OH
H4CO

CHj3
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OCH; H,CO

H5CO

10 oxycanthin

11 berbamin




K nové popsanym patii alkalidy typu isochinolin-isochinolonového dimeru (berbidin
12, berbanin 13)% % 1.
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2.2. Narcissus poeticus

Narcissus poeticus - Narcis bily je rostlinou rodu
Narcissus z cCeledi Amarillidaceac (amarylkovité). Rod
Narcissus patfi mezi nejzndméjsi cibuloviny viibec. Existuji
desitky druht narcisu a tisice kultivart - mimo jiné i kultivar

Pink Parasol, z n¢hoz byla izolovana a v této praci feSena

molekula s kodovym oznacenim NP - D - 4/3.

Pivodnim aredlem rozsifeni tohoto druhu je jihozapadni
Evropa - od Spanélska pies Recko, Italii az do Svycarska -
po zadpadni ¢ast Vychodnich Alp. V mnoha ¢astech Evropy

je bézné péstovan a Casto také zplanuje. U nas se objevuje

Vv parcich, v okoli zahrad a lidskych sidel. Bézné se péstuje

. o v T4 r . . . v v N : 011
a jako pomérn¢ nenaro¢nd okrasna rostlina existuje vyslechténa v fadé kultivara .

Narcissus poeticus je vytrvala rostlina s podzemni cibulkou. Dorista vysky 20 - 45 cm.
Listy jsou femenovité, Sedozelené, dlouhé 20 - 40 cm a Siroké az 6 mm, jsou ploché v prifezu
a z cibule vétSinou vyrustaji ¢tyfi. Na stonku se tvofi jeden vonny kvét s tipytivé bilymi nebo
svétle krémovymi okvétnimi listky uspofadanymi do hvézdice. Pakorunka je maléd, mélka,
zluta nebo oranzova s ¢ervenym vroubkovanym okrajem. Narcissus poeticus kvete koncem
dubna az pocatkem kvétna a je tak jednim znejpozdéji kvetoucich narcisi. Plodem

je tobolka®? 13 1413,

2.2.1. Obsahové latky a jejich ucéinky

Narcissus poeticus, stejné jako cely rod Narcissus L. i obecné celed” Amarillidaceae
produkuje alkaloidy, které jsou zkouméany pro zajimavé farmakologické a biologické
vlastnosti. Alkaloidy celedi Amarillidaceac vykazuji diverzitu biologickych aktivit vetné
protinadorové, antivirové, antibakteridlni, antimykotické, antimalarické, acetylcholiesterasu

inhibujici a cytotoxickélG’ 1

Alkaloidy narcisu vykazuji specificky efekt jakozto inhibitory acetylcholinesterasy
(AChE). Pro tento ucinek je vyuzivan galanthamin, ktery je dlouze pisobicim, selektivnim,
reverzibilnim a kompetitivnim ihnibitorem zminované¢ho enzymu. Ukézalo se, Ze 1 sanguinin
jako dalsi alkaloid izolovany z rostlin celedi Amarillidaceae, vykazuje inhibi¢ni aktivitu

vici AChE a to dokonce desetkrat siln€jsi nez galanthamin. Ve snaze najit dalsi alkaloidy



vykazujici podobnou aktivitu jsou tedy izolovany, popisovany a testovany dalsi ptirodni
alkaloidy z celedi Amarillidaceae, rodu Narcissus L. i riznych druhti z tohoto rodu. Studie
prokazaly, ze jde vysledovat souvislost s typy skeletu alkaloidi, nebot’ piedev§im alkaloidy
typu galanthaminového (galanthamin 1, sanguinin 2, 11 - hydroxygalanthamin 3,
epinorgalanthamin 4) a lycorinového (lycorin 5, pseudolycorin 6) vykazovaly vu¢i AChE

znacny inhibicni efekt.

1 galanthamin: R* = OH, R* = H, R®= CH5;, R*=CH;, R® = H
2 sanguinin: R' = OH, R*=H, R®*=CH3; R*=H, R°=H
3 11 - hydroxygalanthamin: R' = OH, R? = H, R®= CH3, R*= CHj;, R® = OH

4 epinorgalanthamin: R = H, R?=0OH, R®*=H, R*=CH;, R> = H

OR
HO

5 lycorin: R' = H, R* + R® = CH; RO

6 psedolycorin: : R* =H, R*=CH3;, R* = H N
R O



V soucasné dobé¢ je vénovana znacna pozornost alkaloidim, které vykazovaly slibny
protinadorovy ucéinek. Studie, do niZ je zapojena i Farmaceuticka fakulta UK v Hradci
Kralové, popisuje cytotoxickou aktivitu lycorinu a také dvou alkaloid haemanthaminového
typu konkrétné haemanthaminu 7 a haemanthidinu 8 proti bufikim kolorektalniho

adenokarcinomu’.

7 haemanthamin: R' = OCHs, R?=H, R = H

8 haemanthidin: R* = OCH3, R> = H, R® = OH

Mezi dalsi typy alkaloidi obsazené v narcisu patii typ homolyrocinovy
(napt. hippeastrin 9, dubiusin  10), tazettinovy (tazettin 11 a pretazettin 12)

a miscellaneousovy (mesembrenon 13)*.

Hc—N

R’O .

RO

9 hippeastrin: R*=OH, R? + R*= 0, R* + R® = CH

10 dubiusin: R* = OAc, R+ R®=0, R* = OCHj;, R® = 00C — CH, —- CHOH — CH3



OCH, OCH,

CH, CHg
/

OH

11 tazettin 12 pretazettin

OCH,
OCHj

13 mesembrenon

N NS

/
H;C

Kromé alkaloidli zkoumanych pro mozné terapeuticé pouziti, obsahuje Narcissus
poeticus také glukomanan - ve vodé rozpustny polysacharid, ktery vykazuje nizkou toxicitu

a hypolipidemickou aktivitu*®.

Obsahuje také karotenoidy a flavonoidy nachdzejici se prfedevSim v okvéti a korunach

narcisti. Lze vysledovat vztah mezi barvou a obsahem téchto latek™®.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. lzolace

Vzorky neznamych sloucenin s kddovymi ozna¢enimi B11, HA2 a NP - D - 4/3, které¢
jsou pfedmétem této rigordzni prace, byly izolovany na Katedie farmaceutické botaniky a
ekologie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. VVzorky z rostliny Berberis vulgaris L. byly
izolovany PharmDr. Annou Host'alkovou, PhD. a slouc¢eninu z rostliny Narcissus poeticus cv.

Pink Parasol izolovala Mgr. Marcela Safratova.

3.2. NMR experimenty

NMR experimenty lze rozdélit na jednodimenzionalni a dvoudimenziondlni. K prvni
skuping patii napt. *H a *3C spektra a k druhé skuping pak mj. experimenty homonuklearni
gCOSY a NOESY a experimenty heteronuklearni gHSQC a gHMBC. Pro Ucely této prace
byla pouzita vSechna vySe zminénd spektra. U homonuklearnich spekter pozorujeme korelace

'H - 'H, co se pak ty¢e 2D heteronuklearnich spekter, byly vzdy méfeny *H - *3C korelace.

Jednorozmémé 'H spektrum je zakladnim experimentem a poskytuje informace,
které mohou byt v ptipad¢ jednoduchych sloucenin dostacujici k ovéfeni jejich struktury.
V ptipadé¢ zkoumani sloZitéjSich molekul poskytuje toto spektrum prvotni informace
o strukturnich rysech a &istoté studované latky. *H NMR experiment poskytuje spektrum
vodikovych atomi. Pro toto spektrum jsou charakteristické Ctyfi vlastnosti: pocet signald,

chemicky posun, §té€peni a intenzita signal.

Pocet signalti ve spektru cisté latky odpovida poctu neekvivalentnich jader atomu

vodiku méfeného vzorku.

Chemicky posun vyjadieny jednotkami ppm (pars per milion) odrazi vliv ptsobeni
chemického okoli na konkrétni atom vodiku a popisuje polohu signalu. V piipad¢ plisobeni
destiniciho efektu na atom jeho chemickym okolim je signil atomu posunut k vySSim
hodnostdm ppm, v pfipad¢ stinéni je tomu pravé naopak. Pro urceni velikosti chemickych
posunt je vzdy pouzit standard. V soc¢asné dobé jsou k dispozici rozsahlé tabulky s hodnotami

chemickych posunt a 1ze usuzovat na mozné strukturni fragmenty zkoumané latky.

Stépeni (splitting) jednotlivych signali je zptsobeno spin-spinovymi interakcemi

(soupling) jadernych spinti ptes kovalentni vazby. Velikost téchto interakci udéavaji interakcni

11



konstatnty (nese oznaceni J, jednotkou jsou Hz), které jsou mirou interakéni energie
mezi jadry a které lze ve spektrech zméfit jako vzdalenost mezi dvéma rameny signalu.
Jednotlivé signaly maji tedy v zavislosti na sousednich atomech vodiku riznou multiplicitu
a poskytuji tak informace o poctu a typu atomu vodiku v sousednich skupinach. Podle §tépeni
rozsliSujeme singlet (s), dublet (d), triplet (t), kvartet (q), multiplet (m). Ackoliv mtze byt

signal rozstépeny na rtizny pocet linii, vzdy zlstava zachovana symetrie signalu.

Intenzita signalu je dand vytéenou plochou, kterou lze stanovit integraci. Pomérné

vyjadiuje pocet jader daného signalu.

Ve C NMR spektru stejnd jako ve spektru vodikovém podet signali odpovida podtu
neekvivalentnich jader atomi. Taktéz chemicky posun analogicky popisuje polohu signalt
a je zavisly na jejich chemickém okoli. Co se tyce Stépeni signall, tak zde je situace odliSna,
nebot’ se v °C experimentech vyzuzivéa techniky tzv. Sirokopasmového heteronuklearniho
dekaplinku a vysledkem je stav, kdy signaly nejsou Stépené a kazdy jednotlivy signal
odpovida jednomu atomu uhliku, pokud ovSem molekula neobsahuje atom fluoru, fosforu
apod. Vlivem techniky dekaplinku dochazi ke zkresleni intezit signalti a intenzita pak neni
kvantitativni, proto u tohoto experimentu nehraje velkou roli. Dochazi také ke ztat€ informace
obsazen¢ v interakéni konstanté¢ a nejsme tedy uz schopni piimo rozlisit, zda se jedna
0 protonovany uhlik (pfipadné poctu nesenych atomi vodiku) c¢ikvarterni atom uhliku

(nerozlisime signaly CHs, CH,, CH a C).

Homonukeéarni experiment gCOSY (2D - NMR Correlation spectroscopy) je taktéz
vyobrazuje chemické posuny atomi vodiku a poskytuje dva typy signali: jednak diagonalni
pisky, které odpovidaji plivodnimu 1D NMR spektru, a jednak mimodiagonalni piky (tzv.
krospiky), které indikuji korelace mezi riznymi jadry. Spektrum je symetrické
podle diagonaly a tak ma kazda korelace interagujicich partneri ve spektru dva signaly
(vlevém hornim a v pravém dolnim trojihelniku). Mimodiagonalni korelace odpovidaji
zpravidla vzdalenosti jader pies tfi vazby. Jedna se tedy o korelace atomt vodiku, jez lezi na

sousedicich atomech uhliku.

Velmi cenné informace pii preSeni struktury neznamé molekuly poskytuje spetrum
NOESY (2D - NMR Nuclear Overhauser Effect Spectroscopy). Jedna se opét
0 homonuklearni spektrum, v némz jsou na obou osach chemické posuny atomi vodiku

(1D NMR spektrum), a toto spektrum je tedy opét symetrické podle diagonaly. Krospiky

12



indikuji pfimé dipolarni interakce volné pfes prostor, tedy nezavisle na chemickych vazbach.
Toto spektrum muzeme vyuzit k pfitazeni prostovée blizkych atomi vodiku (vyuzivano i v této

praci) ¢i pii konformacni analyze molekul a sestavovani 3D obrazu molekul.

gHSQC (2D - NMR Heteronuclear Single - Quantum Correlation Spectroscopy)
je heteronuklearnim experimentem, jehoze spektrum neni symetrické podle diagonaly,
nebot’ na jedné ose jsou chemické posuny atomi vodiku a na druhé ose jsou chemické posuny
atomu uhliku. Spektrum poskytuje piimé korelace atomt uhliku a atomt vodiku pfimo na
sebe vazanych, tedy korelace pies jednu vazbu. Vysledkem je tedy piipojeni konkrétnich

atomu vodiku ke konkrétnim atomtm uhliku.

Poslednim a také nejvice pouzivanym experimentem pii hledani struktury neznamé
molekuly je gHMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation). Jde o korelované
heteronuklearni spektrum, kde na jedné ose jsou chemické posuny vodikli a na druhé ose jsou
chemické posuny uhlikii. Ve spektru miizeme pozorovat korelace atomi pies vice vazeb,
nejcastéji pres tii vazby (v aromatickych systémech mizeme pozorovat i korelace pies vice

¢i méné vazeb).
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3.3. Pristrojové vybaveni

Hmotnostni spektra vzorkii byla naméfena na piistroji ESI-MS Thermo Finnigan
LCQDuo (GenTech Scientific, Inc., New York, USA).

NMR spektra (zahrnujici 1D experimenty *H,**C i 2D experimenty gHMBC, gHSQC,
gCOSY, gNOESY) vsech zkoumanych latek byla méfena v roztocich CDCl3 pfi laboratorni
teploté na pristroji VNMR S500. Chemické posuny byly zméfeny jako hodnoty o v pars per
milion (ppm) a byly nepfimo vztazeny k tetramethylsilanu (TMS) jako standardu pomoci
zbytkového signalu rozpoustédla. Hodnoty chemického posunu pro CDCl; jsou u atomi

'H & =7.26 ppm a u atomt **C & = 77.0 ppm.

M¢tenimi ziskana data jsou prezentovana v nasledujicim potfadi: chemicky posun (9),
integrovana intenzita "H NMR spekter, multiplicita (s: singlet, d: dublet, t: triplet, q: kvartet,

dd: dublet dubletti, m: multiplet, bs: Siroky singlet) a interak¢ni konstanta (Hz).
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4. Vysledky s komentarem

4.1. B11

Neznama sloucenina s kddovym oznacenim B11 byla ziskana izolaci z rostliny Berberis

vulgaris L. z ¢eledi Berberidaceae.

V 'H NMR spektru pozorujeme 13 signaldi, z nichZ $est nachazime v oblasti alifatické
(6= 2.73 ppm, & = 3.34 ppm, 6 = 3.70 ppm, & = 3.87 ppm, 6 = 3.88 ppm a 6 = 3.94 ppm)
a sedm v oblasti aromatické (6 = 5.64 ppm, 6 = 5.95 ppm, 6 = 6.10 ppm, & = 6.62 ppm,
0 =6.87 ppm, d=6.98 ppma o ="7.17 ppm).

Jiz z vodikového spektra vyplyva, ze dva aromatické vodiky se budou na jednom z jader
nachdzet na sousednich atomech uhliku (vodiky s posuny 6 = 6.87 a &6 = 7.98 ppm), jedna

se 0 dublety stépené stejnou interakéni konstantou (J = 8.4 Hz).

Dal$im vyraznym signalem v aromatické ¢asti spektra je pik s chemickym posunem
6 =5.95 ppm, jedna se o dublet s interakéni konstantou J = 0.7 Hz. Tento signal hodnotou
integralu odpovidd dvéma atomim vodiku a z chemického posunu vyplyva, ze bude odstinén
atomy kysliku. S nejvétsi pravdépodobnosti bude v molekule neznamé slouceniny obsazen

dioxolanovy kruh.

V alifatické ¢éasti nachdzime odstinéné singlety s posuny 6 = 3.94 a & = 3.88 ppm,

které odpovidaji velikosti chemického posunu, St€penim 1 integralem methoxyskupinam.

ZC NMR spektra je patrné, Ze neznamd molekula obsahuje 21 atom@ uhliku.
V alifatické ¢asti se nachdzi pouze pét signald. Atom uhliku s nejniz$i hodnotou chemického
posunu (6 = 30.5 ppm) bude snejvétsi pravdépodobnosti patiit alifatické methylenové
skuping. Uhlik s posunem ¢ = 51.6 ppm svym chemickym posunem poukazuje na odstinéni
atomem dusiku. Atomy uhliku s posuny & = 56.3 ppm a & = 61.0 ppm pak budou nalezet
jiz zminénym methoxyskupindm. Posledni, nejvice odstinény signal alifatické ¢asti BC NMR

spektra mé vyrazné vyssi chemicky posun & = 73.5 ppm.

V aromatické oblasti nachazime 16 signalt, z nichz ¢tyfi jsou odstinéné kyslikem a tedy
posunuté k vysokym hodnotdm ppm, jedna se o uhliky s posuny: & = 146.4 ppm, & = 146.7
ppm, & = 147.5 ppm a 6 = 149.7 ppm. Zbylé signaly odpovidaji atomtim uhliku nachazejicim
se na aromatickych kruzich nezndmé molekuly. Pfifadit konkrétni posuny konkrétnim

atomim umozni pokrocilejsi 2D experimenty.
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Pomoci hmotnostni spektrometrie byla zjisténa molekulova hmotnost. Molekulovy pik
ma hodnotu 453, je vSak rozstépeny, coz poukazuje na pritomnost dalSich atomt. M+2 Stépeni

intenzitou i tvarem odpovida tfem atomtm chloru.

2D experiment gHSQC umoznil pfifadit protonovanym atomtm uhliku konkrétni atomy

vodiku:

C (30.5) - H (2.73 a3.34)
C (51.6) - H (3.70 a 3.87)
C (56.3) - H (3.88)

C (61.0) - H (3.94)

C (73.5) - H (5.64)

C (97.5) - H (6.10)

C (101.1) - H (5.95)

C (104.1) - H (7.17)

C (108.1) - H (6.62)

C (114.9) - H (6.98)

C (118.6) - H (6.87)

Je tedy zfejmé, Ze 11 atomil uhliku nese alespon jeden atom vodiku. Zbylé atomy
uhliku, které **C NMR spektrum odhaluje, jsou kvarterni. Jedna se o uhliky s nasledujicimi
chemickymi posuny: & = 105.5 ppm, 6 = 114.6 ppm, 6 = 125.0 ppm, & = 128.7 ppm, & = 129.3
ppm, 6 =137.6 ppm, 6 = 146.4 ppm, 6 = 146.7 ppm, 6 = 147.5 ppm, & = 149.7 ppm.

Experiment gHMBC poskytuje nejvice korelaci a tedy i1 nejvice informaci o neznamé
molekule. Nejvyraznéjsi korelace atomu vodiku s nejvyssim chemickym posunem (6 = 7.17
ppm) smétuji do aromatické oblasti na kvarterni uhliky s posuny 6 = 147.5 ppm a & = 128.7

ppm, jedna se o korelace prave pies tii vazby (obr. 1).
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147.5 128.7

Obr. 1

Dalsi korelace tohoto vodiku je na atom uhliku a chemickym posunem 6 = 146.7 ppm,
ktery se bude nachizet na stejném aromatickém jadie hned v sousedstvi uhliku s posunem
6 =104.1 ppm a bude odstinény (stejné jako vySe zminovany uhlik & = 147.5 ppm) atomem
kysliku. Pfes tyto heteroatomy a methylenovou skupinu dochazi k uzavieni dioxolanového
kruhu. Tuto skute¢nost dokazuji korelace atomi vodiku s posunem & = 5.95 ppm na odstinéné
atomy uhliku, obr. 2. Uhlik methylenové skupiny vykazuje v BC NMR spektru signal
S chemickym posunem 6 = 101.1 ppm.

7.17
-
/;\146.7
5.95 H><
: 101.1
H

O71475

Obr. 2

Posledni korelace vodiku s chemickym posunem & = 7.17 ppm je na kvarterni atom
uhliku s posunem 6 = 137.6 ppm. Jedna se o slabsi korelaci, coZ by mohlo nasvédcovat faktu,
Ze se tento atom bude nachazet uz mimo dosavadni aromatické jadro. Tuto tivahu vSak nelze

povazovat za diikaz, ten poskytnou az dalsi korelace (viz dale obr. 5).

Aromaticky kruh nese jesté jeden atom vodiku, jedna se o vodik s posunem & = 6.62
ppm, ktery nalezi uhliku & = 108.1 ppm. Tento vodik ma v aromatické ¢asti gHMBC spektra
tf1 korelace. Dvé z nich jsou pfes tfi vazby (na uhliky s posuny: & = 146.7 ppm a & = 125.0
ppm), tieti pouze pies vazby dvé (na atom uhliku s posunem & = 147.5). Jedna korelace
vodiku s posunem 6 = 6.62 ppm smeétuje také do alifatické Casti — na atom uhliku

0 chemickém posunu & = 30.5 ppm. VSechny korelace zachycuje obr. 3.
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Obr. 3

Posledni zminény atom methylenové skupiny je uhlik, na ktery jsou vazany atomy
vodiku s posuny 6 = 2.73 ppm a 3.34 ppm, jak odhalilo spektrum gHSQC. Ve spektru
gHMBC pak nachazime korelace téchto vodiki do aromatické i alifatické oblasti. Korelace
do aromatické ¢asti (na uhliky s posuny: & = 108.1 ppm, 125.0 ppm a 128.7 ppm) potvrzuji
polohu v sousedstvi dokazaného aromatického kruhu. Korelace do alifatické oblasti
pak naznacuji dalsi smér feSeni neznamé molekuly. V této casti se jednd o korelace
na odstinény atom uhliku s chemickym posunem 6 = 51.6 ppm, jez také nalezi methylenové
skupin€é a nese tedy dva atomy vodiku (6 = 3.70 ppm a &6 = 3.87 ppm). Toto uskupeni

potvrzuje 1 spektrum gCOSY. Ve nazorné na obr. 4.

Obr. 4

Atomy vodiku sposuny 6 = 3.70 ppm a 6 = 3.87 ppm maji jednak korelace
na jiz fesenou ¢ast neznamé molekuly (na atom uhliku s chemickym posunem & = 30.5 ppm
ad = 128.7 ppm). Dale také nachazime dilezité korelace na atom uhliku, jehoZ posun
(6 =73.5 ppm) svéd¢i o piritomnosti heteroatomu v sousedstvi. Dalsi korelace pies tfi vazby
sméfuje k aromatickému kvarternimu uhliku s chemickym posunem 6 = 137.6 ppm. Stejnou
korelaci poskytuje také atom vodiku (6 = 7.17 ppm) a tim je dokdzano umisténi vyse
zminéného atomu uhliku (obr. 5). Posledni a velice slabou korelaci atoml vodiku
0 chemickych posunech & = 3.70 ppm a & = 3.87 ppm je korelace na uhlik s posunem
0 = 105.5 ppm (viz dale).
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Vzhledem k dosavadnim korelacim, velikosti odstinéni atomt uhliku s posuny 6 = 51.6
ppm a & = 73.5 ppm i Kchybé&jicim korelacim do mist Vv sousedstvi tohoto uhliku
Ize pfedpokladat, Ze se zde bude nachazet atom dusiku. Tim je uzavien dal$i kruh zkoumané

molekuly.

Obr. 5

Atom uhliku s chemickym posunem & = 73.5 ppm nese jediny vodik (6 = 5.64 ppm),
ktery ma ve spektru gHMBC korelaci na jiZ zmiflovany atom uhliku s chemickym posunem
0 = 51.6 ppm a dale na aromatické atomy uhliku: & = 146.4 ppm, o = 137.6 ppm, 6 = 129.3
ppm a 6 = 114.6 ppm. VSechny zminéné aromatické uhliky jsou kvarterni a pouze jeden
z nich (6 = 137.6 ppm) se nachazi v jiz feSeném substrukturalnim fragmentu. | tato korelace
je dalsim dikazem o spravnosti uvah pii umisténi atomu uhliku s posunem & = 73.5 ppm.
Dalsi korelace v aromatické oblasti bohuZel neumozZiluji jednoznaéné pfifadit atomy uhliku
do tvofené struktury neznamé molekuly a bude tedy opét nezbytné kombinovat informace

ziskané z riznych NMR experimentd.

Obr. 6

Atom uhliku s chemickym posunem 6 = 146.4 ppm se bude nachazet na aromatickém
jadfe a odstinény bude atomem kysliku, na ktery bude vazana methylova skupina, jak je
patrné jiz ze zékladnich 1D NMR experimentd. Ze spektra NOESY je pak zfejmé, ze atomy

vodiku s chemickym posunem 6 = 3.94 ppm (nalezi uhliku & = 61.0 ppm) ndlezi zminéné
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methoxyskupiné a maji korelaci na atomy vodiku o chemickém posunu 6 = 3.88 ppm (nélezi
uhliku 6 = 56.3 ppm). Zde se jedna opét o odstinéné vodiky, které patii methylové skuping.
Ta je pfes atom kysliku napojena na uhlik s posunem 6 = 149.7 ppm. Uhliky (6 = 146.4 ppm
a o =149.7 ppm) se tedy ve struktuie budou nachazet vedle sebe (viz obr. 7).

Y o sea
O\ 3.88

CH
149. H 3 )y
3.94
_ H

O 61.0

146.

Obr. 7

Ve spektru NOESY nachazime dal$i korelace atomii uhliku vySe zminénych
methoxyskupin. Jedna se o korelace na atom vodiku s posunem 6 = 5.64 ppm a na atom
vodiku s posunem o6 = 6.98 ppm. Tento vodik dle spektra gHSQC nalezi atomu uhliku
S chemickym posunem 6 = 114.9 ppm. V 'H NMR spektru je signal tohoto atomu vodiku
roz$tépen na dublet s interakéni konstantou J = 8.4 Hz. Se stejnou interakéni konstantou je
V témzZe spektru Stépen také signal s chemickym posunem 6 = 6.87 ppm (nalezici uhliku 118.6
ppm) a je tedy jisté, Ze se tyto atomy budou nachézet na sousednich uhlicich (6 = 114.9 ppm
ad = 118.6 ppm). Tuto Givahu potvrzuje také spektrum gCOSY, kde nachdzime vzajemnou

korelaci téchto dvou aromatickych vodikli. V§echny zminéné korelace znézoriiuje obr. 8.

co’sy/_‘
114.9
56.3
)\/O H,3.88
118,

noesy

149. 7
146. 4 CH 3.94
ﬁE\ noesy
H5.64 4/‘
Obr. 8

Zaméiime-li se na korelace atomu vodiku s chemickym posunem & = 6.98 ppm,
nalezneme tfi. Jednd se o korelace na uhliky praveé feSeného aromatického jadra s chemickymi

posuny: 6 = 149.7 ppm, 6 = 146.4 ppm a 6 = 129.3 ppm (obr. 9).
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Obr. 9

Sousedni atom vodiku s posunem & = 6.87 ppm ma korelaci pét - tfi vyrazné, které
budou pfes tii vazby (na uhliky s posuny 6 = 149.7 ppm, 6 = 114.6 ppm o = 97.5 ppm) a dvé
méné vyrazné korelace, které budou ptes dve¢, Ci Ctyfi vazby (na atomy uhliku s posuny

0 =114.9 ppm a 6 = 146.4 ppm).

Timto je dokdzana pfitomnost dalS§tho aromatického kruhu v nezndmé molekule
a zaroven naznaceno dal$i pokracovani tvorby struktury diky korelaci na uhlik o posunu
8=97.5 ppm, o némz ze spetra gHSQC vime, ze nese jeden atom vodiku (8 = 6.10 ppm)
viz obr. 10.

Obr. 10

Atom vodiku s posunem 6 = 6.10 ppm poskytuje v gHMBC spektru celou fadu korelaci.
VSechny sméfuji na aromatické atomy uhliku. Nachdzime korelace jednak do posledniho
feSeného aromatického kruhu - konkrétné jde o korelace na atomy uhliku s chemickymi
posuny ¢ = 114.6 ppm, 6 = 118.6 ppm, & = 129.3 ppm a o = 146.4 ppm. Déle také nachdzime
korelace do substrukturalniho fragmentu, ktery byl feSen v ivodni ¢asti (obr. 1 — 6). Zde se
jedna o korelace na uhliky s posuny & = 137.6 ppm a 125.0 ppm. Tim je dokazano propojeni

obou fesenych ¢asti, jak zndzornuje obr. 11.
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Obr. 11

Atom vodiku s chemickym posunem 6 = 6.10 ppm ma také korelace ve spektru
NOESY. Jedna se o korelace na atomy vodiku s posuny 6 = 7.17 ppm a & = 6.87 ppm.
Tyto korelace potvrzuji informace, které jiz poskytlo spektrum gHMBC o propojeni

substrukturalnich ¢asti viz obr. 12.

Obr. 12

Aktuélné feSeny fragment neznamé molekuly obsahuje vSechny atomy vodiku, jejichz
signaly poskytuje *H NMR spektrum, z **C spektra jsou vy&erpany viechny atomy uhliku
az na jediny — uhlik o chemickém posunu & = 105.5 ppm. Tento uhlik ovSem nemd témét
zaddné korelace ve spektrech. Ze spektra gHSQC je patrné, Ze se jedna o uhlik karterni,
nebot’ zde neni zddna korelace. Ve spektru gHMBC nachézime na tento uhlik pouze dvé
velmi slabé korelace atomt vodiku s chemickymi posuny & = 3.70 ppm a & = 3.87 ppm
(obr. 13).
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Obr. 13

Cely fragment mé& molekulovou hmotnost 348, tedy o 105 menSi neZ je hodnota piku
V hmotnostnim spektru. Jak uz ale na zacatku bylo ptfedesldno, molekulovy pik je Stépny
a charakteristika jeho Stépeni by nasvédCovala piitomnosti tfi atomid chloru. Tento fakt
naprosto koreluje srozdilem mezi molekulovou hmotnosti fragmentu a celé neznamé

molekuly. Struktura neznamé molekuly se sumarnim vzorcem CyHigNO4Cls je znazornéna

na obr. 14.

Obr. 14

Z vyse uvedené struktury, vzhledem k obsahu tfi atoml chloru, vyplyva, Ze se bude
pravdépodobné jednat o izola¢ni artefakt. V literatufe je tato latka popséna jako 8-

trichlormethyldihydroberberin?'.
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'H NMR (500 MHz, CDCl3): & 7.17 (1H, s), 6.98 (1H, d, J = 8.4 Hz), 6.87 (1H, d, J =
8.4 Hz), 6.62 (1H, s), 6.10 (1H, s), 5.95 (1H, d, J = 0.7 Hz), 5.64 (1H, s), 3.94 (3H, s), 3.88
(3H, s), 3.87 (1H, ddd, J = 13.4, 5.7, 4.6 Hz), 3.70 (1H, ddd, J = 13.4, 9.4, 3.9 Hz), 3.34 (1H,
ddd, J = 15.4, 9.4, 4.6 Hz), 2.73 (1H, ddd, J= 15.4, 5.7, 3.9 Hz).

3C NMR (125 MHz, CDCly): & 149.7, 147.5, 146.7, 146.4, 137.6, 129.3, 128.7, 125.0,
118.6, 114.9, 114.6, 108.1, 105.5, 104.1, 101.1, 97.5, 73.5, 61.0, 56.3, 51.6, 30.5.
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4.2. HA?

Neznama sloucenina s kodovym oznacenim HA2 byla izolovana z rostliny Berberis

vulgaris L. z ¢eledi Berberidaceae.

Z'H NMR spektra nelze presné na prvni pohled odeist pocet atomi vodiku,
které nélezi zkoumané molekule. Spektrum obsahuje mnoho signali, z nichz nékteré nalezi
i nedistotam — jedna se o signaly nachazejici se v alifatické ¢asti spektra. V této Casti spektra
dle velikosti integrali nachdzime ptiblizné 41 atomt vodiku. V aromatické Casti jsou Ctyfi

signaly odpovidajici Sesti atomtim vodiku.

Jiz z'H NMR spektra miZeme uvaZovat piitomnost tii methoxy skupin — jedna
se o singlety s chemickymi posuny: 6 = 3.39 ppm, 6 = 3.80 ppm a & = 3.89 ppm, z nichz
kazdy signal odpovida vzdy tfem atomim vodiku. V oblasti chemického posunu 6 = 2.60 ppm
a2.61 ppm se také nachazeji dva signaly, z nichz kazdy ma tvar singletu a kazdy odpovida
ttem atomdm vodiku, dle velikosti chemického posunu je ale zfejmé, Ze tyto vodiky budou

odstinéné dusikem.

Dale spektra odhaluji mnoho na sebe navazujicich rozStépenych signald, o nichz vice
napovi 2D experimenty. Stejné jako o dalSim, tentokrate vyrazném signalu, kterym je singlet

S chemickym posunem 6 = 4.89 ppm.

V aromatické Casti nachazime Ctyfi signaly s chemickymi posuny: 6 = 6.47 ppm,
0=6.54 ppm, 6 = 6.61 ppm a & = 6.66 ppm. Dva ztéchto signali maji charakter

AA’BB’systému, ktery svédci o p-disubstituovaném systému.

V ¥C NMR spektru je celkem 35 signald, je ale jasné, ze vSechny opét do zkoumané
molekuly pattit nebudou, nebot’ zndime molekulovou hmotnost (a ta by musela byt vétsi,
pokud by zahrnovala vSechny signdly ze spektra) a nakonec i 2D spektra dokazuji,
ze zkoumany vzorek obsahuje zbytky necistot. V alifatické C¢asti nachazime 18 signali
aVv casti aromatické je signal 17. V afatické oblasti nachdzime signdly atomi uhliku,
uhlikd, které men$im chemickym posunem odpovidaji methylovym skupindm odstinénym
atomem dusiku - pfesnéji tuto situaci popisuje gHSQC spektrum. | v aromatické casti

molekuly nachdzime vyrazn¢ odstinéné atomy, které poukazuji na odstinéni atomem kysliku.
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Molekulova hmotnost, kterd byla zméfena pomoci MS, je 504 a poukazuje na sudy
pocet atomi dusiku ve zkoumané molekule. Jiz dle odstinénych methylovych skupin

v 'H NMR spektru l1ze ocekavat minimaln¢ dva atomy dusiku.

Z 2D experimentii byl prvné vyuzit experiment gHSQC, s jehoz pomoci lze pfifadit

jednotlivé atomy uhliku k jednotlivym atomim vodiku takto:

C (11.4) - 3H (1.41)

C (18.4) - 3H (1.24)

C (22.7) - 3H (2.00)

C (24.1) - 2H (2.80 2 3.05 - 2.99)
C (27.7) - 2H (2.72 a3.37 - 3.29)
C (29.7) - 3H (1.24)

C (39.3) - 2H (2.52 a 3.37 — 3.29)
C (41.2) - 3H (2.60)

C (42.1) - 2H (2.99 - 2.97)

C (44.9) - 2H (3.05 - 2.99 a 3.42 - 3.39)
C (45.0) - 3H (2.61)

C (52.0)- 2H (2.72a3.17 - 3.12)
C (52.5) - 2H (3.30 2 3.78)

C (55.9) - 3H (3.80)

C (56.1) - 3H (3.89)

C (58.4) - 2H (3.71)

C (60.0) - 3H (3.39)

C (64.7) - H (3.61)

C (108.1) - H (6.47)

C (111.8) - H (6.66)

C (115.1) - H (4.86)
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2C (117.9) - 2H (6.54)

2C (130.8) - 2H (6.61)

Po pfifazeni atomt vodiku k atomim uhliku je ziejmé, Ze spektrum odhaluje
17 alifatickych protonovanych uhlikli a 7 aromatickych protonovanych uhliki. Kvarterni
uhliky nachazime v alifatické i aromatické casti - zde jsou jejich posuny: & = 18.4 ppm,
0 =118.2 ppm, 6 = 125.3 ppm, 6 = 125.6 ppm, 6 = 128.7 ppm, 6 = 128.9 ppm, & = 138.8 ppm,
0=144.1 ppm, 6 = 144.2 ppm, & = 147.5 ppm, 6 = 152.1 ppm, 6 = 156.2 ppm, 6 = 176.1 ppm.

V nasledujici ¢asti bude vyuzivano piedevsim gHMBC spektrum, gCOSY, resp.
NOESY spektra.

Sestavovani struktury zacnéme pomoci gHMBC a konkrétné aromatickym vodikem
S chemickym posunem & = 6.47 ppm, ktery nalezi uhliku a chemickym posunem & = 108.1
ppm. Tento vodik ma korelace pies tii vazby na aromatické uhliky 6 = 138.8 ppm a 6 = 118.2
ppm a na alifaticky uhlik & = 27.7 ppm, jak naznacuje obr. 15.

6.47

I ‘\‘
108.1 27.7
( \
‘ ‘ §1.18.2

/{38.8

Obr. 15

Mezi dalsi jiz méné vyrazné korelace vodiku 6 = 6.47 ppm patii korelace na uhliky
S posuny 0 = 128.7 ppm, 0 = 144.1 ppm a 152.1 ppm. Tyto uhliky budou spole¢né s tfemi jiz
zminénymi aromatickymi atomy uhliku tvofit jedno aromatické jadro. Z gHSQC vime,
ze uhlik s chemickym posunem 6 = 27.7 ppm nese dva atomy vodiku S posuny & = 2.72 ppm
ad =3.37 — 3.29 ppm. Tyto atomy sice nemaji zadné korelace v gHMBC, ale maji korelaci
ve spektru gCOSY na vodiky s posuny & = 3.17 — 3.12 ppm a & = 2.47 ppm (obr. 16).
Tato korelace tedy potvrzuje sousedstvi uhlikd, jez tyto atomy vodiku nesou — uhliky 6 = 27.7

ppm a & =52.0 ppm.
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H 317-3.12
H

obr. 16

Atom uhliku s chemickym posunem 6 = 52.0 ppm je odstinény a v souvislosti s polohou
ve spektru je pravdépodobné, Ze tento uhlik bude navazan na atom dusiku. Podivame-li
se na korelace zminiovaného uhliku, nachazime korelace pfes tii vazby na vodiky s posuny
0 =2.61 ppm (nalezi uhliku s posunem 6 = 45.0 ppm) a vodiky 6 = 3.78 ppm a 8 = 3.37 — 3.29
ppm (oba nalezi uhliku s posunem 6 = 52.5 ppm). Vodiky s chemickym posunem & = 2.61
ppm pak maji korelaci pfes tii vazby na oba odstinéné uhliky S posuny 6 = 52.0 ppm

EEO\NY
N 45.0
N .
H H
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a 0 = 52.5 ppm, jak zobrazuje obrazek ¢. 17.

Obr. 17

Dale hledejme korelace vodiku s chemickym posunem & = 3.78 ppm. Ve spektru
gCOSY ma korelaci na vodik s chemickym posunem & = 3.30 ppm, ktery nalezi stejnému

uhliku. Ve spektru gHMBC nachazime korelaci na uhlik S posunem 6 = 52.0 ppm (obr. 18).
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Obr. 18

Vodik s chemickym posunem 6 = 3.78 ppm ma dale korelace na aromatické uhliky
S chemickymi posuny: 6 = 118.2 ppm (jeho pfesné umisténi v kruhu uz vime diky korelaci
vodiku s posunem 6 = 6.47 ppm, jak ukazuje obr. 15), 128.7 ppm a 144.1 ppm. Umisténi
atomu uhliku s chemickym posunem 6 = 128.7 na jadie vyplyva zjeho korelaci na jiz
zminované atomy vodiku s posuny & = 3.78 ppm, & = 3.30 ppm, & = 3.17 — 3.12 ppm
a na aromaticky atom vodiku 6 = 6.47 ppm. Z toho vyplyva, ze atom uhliku s chemickym
posunem & = 144.1 ppm se na jadfe bude nachazet mezi atomy uhlikd 6 = 118.2 ppm a 138.8
ppm. Dle velikosti chemického posunu je pak ziejmé, ze uhlik (8 = 144.1 ppm) bude odstinén
kyslikem. Jelikoz ale nenachdzime Zadnou korelaci pies tii vazby, lze pfedpokladat, Ze prave
pies atom kysliku bude tato ¢ast molekuly spojena s dalsim molekulovym fragmentem (bude
navazovat na kvartérni uhlik a tim padem nelze najit v gHMBC spektru vzajemné korelace

téchto casti).

Obr. 19

Uhlik s chemickym posunem 6 = 152.1 ppm je na prvni pohled podle velikosti
chemického posunu odstinény, dle korelaci pies tfi vazby je jasné, Ze k posunu K vyssim

hodnotdm ppm doslo diky pfitomnosti methoxyskupiny, kterd tento atom odstifuje.
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Tuto skute¢nost dokazuje korelace uhliku (152.1 ppm) s atomy vodiku (6 = 3.80 ppm),
které nalezi odstinénému alifatickému uhliku (0 = 55.9 ppm), jak zndzoriiuje obr. 20.
V NOESY spektru navic nachazime korelaci atomt vodiku s posunem 6 = 3.80 ppm na
aromaticky vodik s posunem o = 6.47 ppm (viz obr. 20), coz dokazuje spravnost piedchozich

uvah o rozmisténi atomu uhliku na jadre.

noesy

3.80 6.47

55.9C|3H'3 H
O
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CH,
O
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Obr. 20

Zbyva vytesit posledni aromaticky uhlik & = 138.8 ppm, jehoz umisténi je ziejmé
z obr. 15 a jehoz chemicky posun opét poukazuje na odstinéni methoxyskupinou, kterou tvori
atom uhliku s posunem & = 60.0 ppm a tii atomy vodiku s chemickym posunem 6 = 3.39 ppm.
Tyto vodiky maji v gHMBC spektru korelaci na atom uhliku (6 = 138.8 ppm), jak znazoriuje
obr. 21.

T
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60.0
138.8
H3C\ N\
3.39¥0/4 CHs,
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/
Obr. 21

Tuto cast molekuly lze povazovat za vyfeSenou a lze tedy pokraCovat druhym

fragmentem zkoumané molekuly.

V'H spektru, konkrétnd v aromatické &asti, lze pozorovat AA’'BB’systém,

ktery vypovida o para substituci aromatického jadra. To, Ze se atomy vodiki nachazeji
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na sousednich uhlicich, potvrzuje i spektrum gCOSY, kde nachazime vzajemné korelace
atomu. Jedna se o atomy vodikil s posuny 6 = 6.61 ppm a d = 6.54 ppm. Tyto atomy nalezi
atomtm uhliku s posuny 6 = 130.8 ppm a é = 117.9 ppm, jak znazoriiuje obr. 22.

6.54 6.54
H H
117.9 117.9
cosy cosy
130.8 30.8
H H
6.61 6.61
Obr. 22

Vyse zminéné atomy vodikli maji také korelace v gHMBC spektru, a to jak na sousedni
uhliky, tak na dalsi uhliky, které jsou soucasti aromatického jadra. Vodik s posunem ¢ = 6.61
ppm ma korelaci pfes tfi vazby na uhlik s chemickym posunem § = 156.2 ppm a atom vodiku
S posunem 6 = 6.54 ppm ma korelaci pfes tfi vazby na atom uhliku s posunem 6 = 128.9 ppm.
Maji 1 slabé korelace ptes dvé vazby piimo na sousedni atom uhliku (na obr. 23 znazornény
zelen€) - tedy vodik s posunem & = 6.61 ppm ma korelaci na uhlik s chemickym posunem
0 =128.9 ppm a vodik s chemickym posunem 6 = 6.54 ppm ma korelaci na uhlik s posunem
0 =156.2 ppm.

6.54 4 6.54
H 1562 |
H H

128.9
661 A 6.61

Obr. 23

Atom uhliku s chemickym posunem 6 = 156.2 ppm, bude dle velikosti chemického
posunu odstinén atomem kysliku (obr. 24). Bohuzel pro tento atom ve spektrech zadné dalsi
korelace nejsou, je tedy tfeba uvaZovat o moznosti napojeni pfes heteroatom na néjakou

z dalsich casti zkoumané molekuly.
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Obr. 24

Aromaticky vodik tohoto jadra s chemickym posunem & = 6.61 ppm ma korelaci
do alifatické oblasti na atom uhliku s posunem 6 = 39.3 ppm, ktery nese dva atomy vodiku
(6=3.37 — 3.29 ppm a 6 = 2.52 ppm). Tyto atomy navic maji ve spektru NOESY korelaci
na vodik s posunem & = 6.61 ppm. Atom vodiku s chemickym posunem o6 = 2.52 ppm
ma v gHMBC spektru korelaci na atom uhliku s chemickym posunem 6 = 130.8 ppm.
Mezi atomy uhlikti s chemickymi posuny 6 = 39.3 ppm a 6 = 130.8 ppm se bude nachazet
uhlik s chemickym posunem & = 128.9 ppm. Na tento uhlik maji korelace atomy vodiku
S posuny 6 = 6.61 ppm, resp. & = 2.52 ppm, zde se vSak jedna o korelace pouze pies 2 vazby

(znazornéno zelen¢), viz. obr. 25.

3.37-3.29

Obr. 25

Podivame-li se podrobnéji na korelace atomu vodiku s chemickym posunem & = 2.52
ppm, nachazime korelace ve spektru gCOSY - a sice na atom vodiku (6 = 3.37 — 3.29 ppm),
ktery nélezi stejnému uhliku, a na atom vodiku (6 = 3.61 ppm), ktery ndlezi sousednimu
atomu uhliku (6 = 64.7 ppm). Ve spektru gHMBC ma atom vodiku s posunem ¢ = 2.52 ppm
korelaci pres tfi vazby na aromaticky atom uhliku s chemickym posunem 6 = 125.6 ppm

(viz obr. 26).
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Obr.26

Atom uhliku s chemickym posunem & = 64.7 ppm je jednoznacné (dle velikosti posunu)
odstinény a bude tedy vazan na heteroatom. Na tento atom uhliku méa vyraznou gHMBC
korelaci singlet s chemickym posunem & = 2.60 ppm odpovidajici tfem atomtim vodiku,
tedy methylové skupiné, které nalezi atom uhliku s posunem & = 41.2 ppm. Podle posunu je
opét ziejmé odstinéni - nejpravdépodobnéji atomem dusiku. Dalsi korelaci na uhlik (6 = 64.7
ppm) ma atom vodiku s chemickym posunem 6 = 3.05 — 2.99 ppm, ktery naleZi uhliku
s posunem & = 44.9 ppm a spole¢né s dalsim atomem vodiku (6 = 3.42 — 3.39 ppm) tvofi
methylenovou skupinu. Opét velikost odstinéni atomu uhliku poukazuje na pfitomnost
heteroatomu a vzhledem K treti vazbé se bude opravdu jednat o atom dusiku. Pro tplnost 1ze
uvést i korelace atomt vodiku ve spektru NOESY , kde nachazime korelace vodiki: (6 = 2.60
ppm) - (6 = 3.05 —2.99 ppm), (6 = 2.60 ppm) - (6 = 3.42 — 3.39 ppm) a (6 = 3.05 — 2.99 ppm)
- (6=3.42 - 3.39 ppm). Vse je uvedeno na obr. 27.

6 64.7
361
44.9 CH-.60
7< 41.2 32

3.05 - 299 342 339
\ -

125.

Obr. 27
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Ve spektru gCOSY nachazime korelace vodiku (6 = 3.42 — 3.39 ppm) na vodik
s posunem & = 2.80 ppm, ktery nalezi atomu uhliku s chemickym posunem & = 24.1 ppm
a ktery tedy sousedi s uhlikem o chemickém posunu & = 44.9 ppm, jak naznacuje obr. 28.
Uhlik s posunem 6 = 24.1 ppm nalezi methylenové skupiné a nese jesté jeden atom vodiku,

ten ma chemicky posun & = 3.05 — 2.99 ppm.

305-299 4_Jogq | H
2.80 H 449 \CH3
cosy H H
3.42 -3.39
Obr. 28

Vodiky nélezici uhliku (6 = 24.1 ppm) maji korelaci na aromatické jadro, konkrétné
na atomy uhliku s posuny & = 125.3 ppm a § = 125.6 ppm. Na atom uhliku (5 = 125.3 ppm)
ma korelaci 1 atom vodiku s chemickym posunem 6 = 3.61 ppm a je tedy jasné, Ze doSlo
K uzavieni dal§iho kruhu ve zkoumané molekule, viz obr. 29. Mizeme nyni ocekavat

pfitomnost aromatického jadra v sousedstvi.

3.05-2.99

Obr. 29

Napojeni kruht potvrzuji i korelace ve spektru gHMBC. Mezi né patii korelace
aromatického atomu vodiku s chemickym posunem 6 = 6.66 ppm (nalezi uhliku s posunem
6= 111.8 ppm) na alifaticky atom uhliku schemickym posunem & = 24.1 ppm
a na aromaticky uhlik s posunem & = 125.6 ppm. Druhy aromaticky vodik s posunem
0 = 4.86 ppm (nalezi uhliku s posunem 6 = 115.1 ppm) ma korelaci na alifaticky atom uhliku
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s chemickym posunem & = 64.7 ppm a na aromaticky uhlik s posunem 6 = 125.3 ppm,
jak ukazuje obr. 30.

Obr. 30

K dal$im korelacim vodiku s chemickym posunem 6 = 4.86 ppm patii korelace na uhlik
s posunem 6 = 147.5 ppm a mén¢ vyrazna korelace na atom uhliku s chemickym posunem
6 =144.2 ppm (tato korelace bude ptes dvé vazby a v obr. 31 je vyznaCena zeleng). Atom
vodiku s posunem 6 = 6.66 ppm ma pak korelace po aromatickém jadru v porovnani
s ptedchozim vodikem pfesné naopak - tedy vyrazna korelace ptes tfi vazby je na atom uhliku
S posunem & = 144.2 ppm a mén¢ vyrazna korelace, ktera bude jen ptes dvé vazby, je na uhlik

s chemickym posunem ¢ = 147.5 ppm viz obr. 31.

Obr. 31

Podivame-li se na chemické posuny obou posledné feSenych atomt uhliku, je zfejmé,
Ze budou odstinény atomem kysliku. Na uhlik s posunem 6 = 147.5 ppm vykazuji korelaci
alifatické vodiky s chemickym posunem & = 3.89 ppm (nalezi atomu uhliku s posunem
0 =56.1), tyto atomy nalezi také dle svého chemického posunu methoxyskupiné. Tomuto
predpokladu odpovida i1 jedina gHMBC korelace téchto vodikl na jiz zmiflovany aromaticky

uhlik (obr. 32).
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Obr. 32

Druhy atom vodiku tohoto aromatického jadra v gHMBC spektru zadnou korelaci
pres tfi vazby nemd. Podle chemického posunu je ziejmé, Ze bude i tento uhlik odstinén
atomem kysliku a je tedy vysoce pravdépodobné, Ze pravé pies tento heteroatom bude spojen
Sprvnim feSenym fragmentem zkoumané molekuly - tedy Kk odstinénému atomu uhliku
0 chemickém posunu o = 144.1 ppm, jak znadzornuje obr. 33. Napojeni téchto dvou ¢asti
molekul potvrzuji i korelace ve spektru NOESY, konkrétné korelace vodiku methoxyskupiny
S chemickym posunem & = 3.89 ppm na vodiky s posuny 6 = 3.30 ppm, 6 = 3.78 ppm
ad=2.61 ppm. Dale pak NOESY korelace vodikii s chemickymi posuny 6 = 3.39 ppm
a0 =4.86 ppm. A spektrum NOESY by poskytlo i dalsi korelace, které by dokazovaly

spravnost tohoto propojeni.

Obr. 33

Kdyz piipojime je$té para disubstituované jadro, ziskame téméi celou zkoumanou
molekulu. Tento fragment ma totiz molekulovou hmotnost 503 (naméfena molekulova

hmotnost celé molekuly ¢ini 504) a je tedy jasné, ze uhlik s chemickym posunem 6 = 156.2
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ppm bude odstinén hydroxyskupinou, nebot” pravé tento vodik odpovida rozdilu molekulové
hmotnosti zkoumané molekuly a dosavadniho vyfeSeného fragmentu. Vyslednd molekula

ma tedy sumarni vzorec C3H3zsO05N> a jeji vyslednou podobu znazoriuje obr. 34.

Obr. 34

Vysledna struktura neznamé latky odpovida muraricinu®.

'H NMR (500 Hz, CDCls): & 6.66 (1H, s), 6.61 (2H, d, J = 8.2 Hz), 6.54 (2H, d, J = 8.2
Hz), 6.47 (1H, s), 4.86 (1H, s), 3.89 (3H, s), 3.80 (3H, s), 3.78 (1H, d, J = 15.0 Hz), 3.61 (1H,
dd, J; = 11.4 Hz, J, = 3.1 Hz), 3.42 — 3.39 (1H, m), 3.39 (3H, s), 3.37 — 3.29 (2H, m), 3.30
(1H, d, J=15.0 Hz), 3.17 — 3.12 (1H, m), 3.05 — 2.99 (2H, m), 2.80 (1H, ddd, J; = 14.8 Hz, J,
=5.7 Hz, J;3 = 0.7 Hz), 2.72 (1H, ddd, J; = 16.1 Hz, J, = 3.5 Hz, J;3 = 1.3 Hz), 2.61 (3H, s),
2.60 (3H, s), 2.52 (1H, dd, J; = 2.5 Hz, J, = 11.4 Hz), 2.47 (1H, ddd, J; =15.3 Hz, J, = 11.7
Hz, J; = 4.2 Hz)

3C NMR (125 MHz, CDCls): & 156.2, 152.1, 147.5, 144.2, 144.1, 138.8, 130.8, 128.9,
128.7, 125.6, 125.3, 118.2, 117.9, 115.1, 111.8, 108.1, 64.7, 60.0, 56.1, 55.9, 52.5, 52.0, 45.0,
44.9,41.2,39.3,27.7,24.1
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4.3. NP -D -4/3

Neznama sloucenina ozna¢ena kodem NP - D - 4/3 byla izolovana z rostliny Narcissus

poeticus cv. Pink Parasol z ¢eledi Amarillidaceae.

V 'H NMR spektru nachazime celkem 15 signald, z nichz 10 se nachézi v alifatické
oblasti (6 = 1.94 — 2.01 ppm, 6 = 2.32 — 2.37 ppm, 6 = 2.53 ppm, 6 = 2.84 ppm, & = 2.87 —
2.93 ppm, 6 = 3.17 ppm, 6 = 3.40 — 3.45 ppm, & = 3.69 ppm, 6 = 3.85 ppm a 6 = 4.23 ppm)
a 5 signalii v aromatické oblasti (6 = 5.97 ppm, ¢ = 6.06 ppm, ¢ = 6.52 ppm, & = 6.71 ppm
ao= 7.93 ppm). Podle velikosti integrali muizeme usuzovat, ze molekula neznamé
slouceniny obsahuje pravdépodobné 17 atomi vodiku. Nejvyraznéj$Sim signalem alifatické
casti spektra je singlet s chemickym posunem & = 3.85 ppm, ktery odpovida tfem atomim
vodiku, a dle wvelikosti chemického posunu mulzeme uvazovat, ze bude nalezet
methoxyskupiné. Dva dublety S$tépené stejnou interakéni konstantou (J = 17.6 Hz)
S chemickymi posuny & = 3.69 ppm a é = 4.23 ppm svym odstinénim poukazuji na pfitomnost

dalsiho heteroatomu. Dalsi alifatické signaly maji tvary multipletu ¢i dubletu dubleti.

V aromatické oblasti nachdzime Ctyfi dublety, z nichz vzdy dva jsou Stépené stejnou
interak¢ni konstantou. Jednd se o vodiky s chemickymi posuny 6 = 5.97 ppm a 6 = 7.93 ppm

(J=9.8Hz)ad=6.52 ppma d=16.71 ppm (J = 8.3 Hz).

BC NMR spektrum poskytuje 16 signalli. Sedm signalli nalezi alifatické oblasti a Ctyfi
znich jsou vice odstinéné a poukazuji tedy na piitomnost heteroatomt - dle velikosti
odstinéni mizeme predpokladat, ze uhliky s chemickymi posuny 6 = 53.5 ppm, & = 54.6 ppm
a o =156.1 ppm resp. 6 = 65.1 budou odstinény atomem dusiku popf. kysliku.

V aromatické oblasti *C NMR spektra nachazime devét signalti. Opét jsou zde Ctyfi
signaly odstinéné - jednd se o atomy uhliku s posuny ¢ = 142.8 ppm, & = 145.6 ppm,
0 =154.8 ppm a 6 = 198.9 ppm. Nejvice odstinény posledni zminény signal bude s nejvétsi

pravdépodobnosti nalezet ketonické skupiné v konjugaci s dvojnou vazbou.

Pomoci hmotnostni spektrometrie byla naméfena molekulovd hmotnost nezndmé
slouceniny. Molekulovy pik dosahl hodnoty 271 a licha hodnota poukazuje na piitomnost

lichého poc¢tu atomti dusiku ve zkoumané molekule.
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Za pomoci 2D experimentu gHSQC bylo mozné ptifadit konkrétni atomy vodiku

ke konkrétnim atomum uhliku:

C (38.7) - 2H (2.53 2 2.84)

C (40.2) - 2H (1.94 - 2.02 a 2.32 - 2.37)
C (53.4) - 2H (2.87 - 2.93 a 3.40 - 3.45)
C (54.6) - 2H (3.69 2 4.23)

C (56.1) - 3H (3.85)

C (65.1) - H (3.17)

C (109.3) - H (6.71)

C (116.8) - H (6.52)

C (128.0) - H (5.97)

C (154.8) - H (7.93)

Nezndma molekula tedy obsahuje deset protonovanych atomt uhliku. Zbylych Sest
atomu uhliku vodik nenese - jedna se o kvarterni uhliky s posuny: 6 = 43.5 ppm, 6 = 125.0
ppm, 6 = 126.0 ppm, 6 = 142.8 ppm, & = 145.6 ppm, 6 = 198.9 ppm.

Spektrum gHMBC, které je pro sestavovani struktury neznamé molekuly stéZzejnim

experimentem, obsahuje zietelné signaly nezbytné pro feSeni struktury zkoumané molekuly.

Zacnéme atomem vodiku s chemickym posunem 6 = 6.71 ppm, ktery nalezi atomu
uhliku o chemickém posunu 6 = 109.3 ppm. Jeho Korelace pies tfi vazby jsou dve,
ob¢ sméfuji do aromatické ¢asti molekuly na atomy uhliku s posuny & = 142.8 ppm a 125.0

ppm, jak naznacuje obr. 35.
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Obr. 35

V'H NMR spektru je signal vodiku s posunem & = 6.71 ppm $tpen interakéni
konstantou J = 8.3 Hz na dublet. Stejny tvar signalu §tépeny se stejnou interakéni konstantou
ma 1 vodik s chemickym posunem o = 6.52 ppm a je tedy zfejmé, ze tyto atomy budou nalezet
sousednim uhlikim. Tento fakt potvrzuje také spektrum gCOSY, v nemz nachdzime
vzajemnou korelaci téchto dvou atomt vodiku. Vodik s posunem ¢ = 6.52 ppm nélezi atomu
uhliku s posunem & = 116.8 ppm a ma v gHMBC spektru korelace ptes tfi vazby na atomy
uhliku s posuny & = 145.6 ppm a 6 = 126.0 ppm. Tyto korelace dokazuji pfitomnost prvniho

aromatického jadra ve zkoumané molekule (obr. 36).

cosy 6.71
H

6.52
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116.8 145.6

126.0

Obr. 36

Podle velikosti chemického posunu je ziejmé, Ze atomy uhliku s posuny & = 142.8 ppm
145.6 ppm
3.85 ppm.

ad =145.6 ppm jsou odstinéné atomem kysliku. Atom uhliku s posunem 6

ma v gHMBC spektru korelaci na atomy vodiku s chemickym posunem 6
Tyto vodiky ndlezi uhliku s posunem & = 56.1 ppm a tvofi zminovanou methoxyskupinu.
Uhlik s posunem & = 142.8 ppm nemd zadnou korelaci pies tfi vazby a S nejvétsi
pravdépodobnosti bude odstinén hydroxylovou skupinou, jejiz atom vodiku ma chemicky
posun & = 6.06 ppm, viz obr. 37. Této skute¢nosti odpovida i tvar signalu zminéného vodiku

(6 = 6.06 ppm ) v *H NMR spektru.
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Obr. 37

Atom vodiku s chemickym posunem 6 = 6.52 ppm ma také jednu vyraznou korelaci
do alifatické ¢asti zkoumané molekuly, a sice na atom uhliku o chemickém posunu & = 54.6
ppm. Tento uhlik nese dva atomy vodiku s chemickymi posuny & = 3.69 ppm a o = 4.23 ppm.
Signaly vodikii v 'H NMR spektru jsou $t&pené, jedna se o dublety se stejnou interakéni
konstantou J = 17.6 Hz. A podle velikosti chemickych posuni zminénych atomti muzeme
usuzovat, ze se tato methylenova skupina bude nachdzet v sousedstvi heteroatomu,

nejpravdépodobnéji dusiku (obr. 38).

6.52

H O
~
cosy CH3
3.69 H
423H7 (546 OH
/N\

Obr. 38

Atomy vodiku s chemickymi posuny & = 3.69 ppm a & = 4.23 ppm maji v gHMBC
spektru korelace pies tfi vazby na uhlik s posunem 6 = 53.4 ppm. Tento uhlik nese dva atomy
vodiku o chemickych posunech & = 3.40 - 3.45 ppm a 6 = 2.87 - 2.93 ppm. Odstinéni atomi
opét odpovida pritomnosti atomu dusiku v sousedstvi. Vodik s posunem & = 3.69 ppm
ma navic korelaci na atom uhliku s posunem 6 = 65.1 ppm. Ten nese atom vodiku
S chemickym posunem & = 3.17 ppm, ktery ma korelaci na uhlik & = 54.6 ppm. Signaly
odstinéné k vy$§im hodnotam ppm opét potvrzuji pfitomnost atomu dusiku. VSe znazoriiuje
obr. 39.
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Obr. 39

Atom vodiku s chemickym posunem 6 = 3.17 ppm ma korelaci pies tii vazby
na aromaticky uhlik s posunem & = 126.0 ppm a dokazuje tak uzavieni druhého kruhu

ve zkoumané molekule, viz obr. 40.

Obr. 40

Atom uhliku s chemickym posunem & = 65.1 ppm ma vyraznou korelaci v gHMBC
spektru na aromaticky vodik o chemickém posunu & = 7.93 ppm, ktery ndlezi uhliku
s posunem & = 154.8 ppm. Signal toho vodiku v '*H NMR spektru je §tépeny a tvarem se jedna
0 dublet (J = 9.8 Hz). Stejnou interakéni konstatntou je $tépen i signal atomu vodiku
sposunem & = 5.97 ppm, ktery se tedy nachazi na sousednim atomu uhliku s posunem
0 =128.0 ppm, jak je zndzornéno na obr. 41. Samoziejmé tento fakt potvrzuje i korelace

zminénych vodika ve spektru gCOSY.
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Obr. 41

Vodik s chemickym posunem o = 7.93 ppm ma jednak jiz zminovanou korelaci na uhlik
sposunem & = 65.1 ppm, ale ma také vyraznou korelaci na atom uhliku s chemickym
posunem 6 = 198.9 ppm. Jednd se o kvarterni uhlik, z jehoZz odstinéni je patrné, ze bude

nalezet karbonylové skuping.

Atom vodiku s chemickym posunem 6 = 5.97 ppm ma vyraznou korelaci pies tii vazby
na alifaticky uhlik s posunem & = 43.5 ppm, dale mén¢ vyraznou korelaci na uhlik s posunem
0 = 38.7 ppm, ktery ndlezi methylenové skupiné a nese tedy dva atomy vodiku (6 = 2.53 ppm

a 6 =2.84 ppm). Vyse zminéné korelace vystihnuje obr. 42

Obr. 42

Signal vodiku & = 3.17 ppm ma v *H NMR spektru tvar dublet dubletu (J; = 4.0 Hz,
J2;=14.2 Hz) a je tedy ziejmé, ze je St€pen dvéma atomy vodiku, které lezi na sousednim
atomu uhliku. Podle interakénich konstant 1ze vysledovat, ze se jedna o atomy vodiku
sposuny 6 =253 ppm (Jy =142HzaJ,=165Hz)as =284 ppm (J;=4.0HzaJ, =165
Hz), jejich signdly maji také tvar dublet dubletu. Atom uhliku této methylenové skupiny
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ma v *C NMR spektru chemicky posun & = 38.7 ppm. Viechny zmifiované atomy vodiku
vykazuji korelaci ve spektru gCOSY. Navic nachdzime vyraznou korelaci atoml vodiku
(6 =2.53 ppm a 6 = 2.84 ppm) na uhlik s posunem & = 65.1 ppm (obr. 43). Vodik s posunem
0 = 2.84 ppm vykazuje také vyraznou korelaci na kvarterni uhlik s posunem & = 43.5 ppm.
Zvyse uvedeného a niZze zobrazeného je ziejmé, ze doSlo k uzavieni tfetiho kruhu

ve zkoumané molekule.

Obr. 43

Zbyva dotesit dusikem odstinénou methylenovou skupinu, jejiZz atomy vodiku maji
chemické posuny & = 2.87 — 2.93 ppm a & = 3.40 — 3.45 ppm a v ‘*H NMR spektru maji tvar
multipletu. Tyto vodiky ndlezi atomu uhliku s posunem 6 = 53.4 ppm. Také zlstava

nedofeSen uhlik s posunem 43.5 ppm, ktery je dle spekter kvarterni.

Korelace vodiku s posunem 6 = 2.87 — 2.93 ppm pfes tfi vazby sméfuji na dusikem
odstinéné uhliky s posuny & = 65.1 ppm a 54.6 ppm. Posledni korelace zminovaného vodiku
je slaba a patii k uhliku 40.2 ppm. Tento posledné zminény uhlik nese dva atomy vodiku
s posuny 6 = 1.94 — 2.02 ppm a § = 2.32 — 2.37 ppm. Vodik s posunem 6 = 1.94 — 2.02 ppm
ma v gHMBC spektru vyrazné korelace na uhliky 6 = 53.4 ppm a & = 43.5 ppm. Ze spektra
gCOSY je ziejmé, Ze zminéné methylenové skupiny se nachézeji v sousedstvi. Z vyse
uvadénych skutecnosti 1ze udélat zavér, Ze v molekule se uzavira ¢tvrty a tim 1 posledni kruh

Viz. obr. 44.
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Obr. 44

Molekulova hmotnost naméfena pomoci hmotnostni spektrometrie koreluje s uréenou
strukturou i vSechny signaly NMR spekter byly ve struktufe zabudovany. Uvedena struktura

odpovida seco-isopowellaminonu®.

'H NMR (500 Hz, CDCly): & 4.23 (1H, d, J = 17.6 Hz), 3.69 (1H, d, J = 17.6 Hz), 3.85
(3H, s), 3.40 — 3.45 (1H, m), 3.17 (1H, dd, J; = 4.0 Hz, J, = 14.2 Hz), 2.87 — 2.93 (1H, m),
2.84 (1H, dd, J; = 4.0 Hz, J, = 16.5 Hz), 2.53 (1H, dd , J; = 14.2 Hz, J, = 16.5 Hz), 2.32 —
2.37 (1H, m), 1.94 — 2.02 (1H, m)

3C NMR (125 MHz, CDCls): & 198.9, 154.8, 145.6, 142.8, 128.0, 126.0, 125.0, 116.8,
109.3, 65.1, 56.1, 54.6, 53.5, 43.5, 40.2, 38.7

48



6.71

109.3 O
56.1

3.85

6.06

N 435
3.17

65.1
154.8
7.93
53.4 40.2
2.87-2.93 1.94-2.02
3.40 - 3-45 38.7 2.32-2.37 128.0
2.53 5.97

2.84

198.9

49



5. Zavér

V této rigordzni byla feSena struktura tii neznamych latek izolovanach z ptirodnich
zdroji - konkrétné z rostlin Berberis vulgaris L. (¢eled’ Berberidaceae) a Narcissus poeticus
cv. Pink Parasol (Celed Amarillidaceae). Neznamé slouceniny byly izolovany na Katedie
farmaceutické botaniky a ekologie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Nasledné byla
uvsech tfi latek provedena NMR analyza na Katedfe anorganické a organické chemie
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Vyslekem je urceni struktury vSech tif neznamych

latek.

Latka oznaena kodem B11 byla izolovana rovnéz z rostliny Berberis vugaris L.
a po porovnani s literaturou  bylo  zjisténo, ze jiz byla popsana jako 8-
trichlormethyldihydroberberin. Jedna se o izola¢ni artefakt, nikoliv pfimo o sekundarni

metabolit rostliny.

Neznama melekula s kodovym ozna¢enim HA2 pochazejici z rostliny Berberis vulgaris
L. byla jiz popséna jako muraricin. Jedna se o novou latku, kterd nebyla synteticky pfipravena

a izolovana byla poprvé pravé Mgr. Annou Host'alkovou, PhD.

Posledni zkoumand molekula nesla kodové oznaceni NP-D-4/3 a byla ziskéna izolaci
z rostliny Narcissus poeticus cv. Pink Parasol. Po provedeni NMR analyzy a porovnani

s literaturou dochazime k zavéru, ze se jedna o seco-isopowellaminon.
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NMR spektra slouceniny B11
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'H-NMR

Bll

expl PROTON

SAMPLE
date Feb 14 2014
solvent cdcl3
file /home/vnmrl/v~
nmrsys/data/Lucie/~
Berberis_vulgaris/~
B11/B11 Hr.fid

ACQUISITION
sw 3930.8
at 4.000
np 31446
fb 4000
bs 32
di 1.000
nt 32
ct 32
TRANSMITTER
tn H1l
sfrq 499.865
tof =291.1
tpwr 60
pw 4.550
DECOUPLER
dn c13
dof 0
dm nnn
decwave W40_OneNMR~
_wo1is
dpwr 37
dmf 32258

PRESATURATION
satmode n
wet n

SPECIAL
temp 25.0
gain 30
spin 20
hst 0.008
pwo0 9.100
alfa 10.000
FLAGS
il n
ain n
dp Y
hs nn
PROCESSING
fn 524288
DISPLAY
sp 236.7
wp 3930.8
rfl 3392.4
rfp 3629.0
rp 92.7
1p 0
PLOT
we 200
sc 0
vs 416
th 45
ai cdc ph

L

/)

J

T

7
L L
5.515.25

5.63 5.42

6
Lk
5.35
11.25

(]
5.22

L
21.11 5.22
18.855.24
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BCc - NMR

Bll

exp2 CARBON

SAMPLE

Feb 14 2014
cdcl3

file /home/vnmrl/v~

nmrsys/data/Lucie/~

Berberis_ vulgaris/~

date
solvent

B11l/B1ll1l _Cr.fid
ACQUISITION
sw 31250.0
at 1.049
np 65536
fb 17000
bs 2
dal 3.000
nt 4000
ct 4000
TRANSMITTER
tn Cc13
sfrg 125.705
tof 1913.9
tpwr 55
Pw 5.650
DECOUPLER
dn H1
dof 0
dm yyy
decwave w
dpwr 41
dmf 12346

PRESATURATION
satmode n
wet n

SPECIAL
temp 25.0
gain 30
spin 20
hst 0.008
pwo0 11.300
alfa 10.000
FLAGS
il n
in n
dp Y
hs nn
PROCESSING
1b 2.00
fn 524288
DISPLAY
sp 2953.8
wp 16825.1
rfl 11479.1
rfp 9678.2
rp -92.6
1p 0
PLOT
we 200
sc 0
Vs 41578
th 2

ai cdc ph

149.671

147.470
146.729
146.370

N

—129.317

128.722

—125.026

118.606

114.866
y—

114.567

108.139

105.505

104.145
101.056

97.457

77.254
77.000
76.746

o
L

73.496

60.972

56.334

51.596

30.495

150 140

130

120

110

100
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gCOSY

B1l1l

Sample Name:

Data Collected on:
vomrs500-vomrs500

Archive directory:

Sample directory:

FidFile: Bll Cosy

Pulse Sequence: gCOSY

Solvent: cdcl3
Data collected on: Feb 14 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl Fl

Relax. delay 1.000 sec (ppm) |

Acqg. time 0.150 sec
width 3930.8 Hz

2D wWidth 3930.8 Hz

8 repetitions

256 increments

OBSERVE H1l, 499.8632133 MHz
DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.075 sec
F1 DATA PROCESSING

Sq. sine bell 0.065 sec
FT size 2048 x 2048
Total time 41 min

Mt J|

(I - N

4 &
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gHSQC

Bl1l

Sample Name:

Data Collected on:
vomrs500-vomes500
Archive directory:

Sample directory:

FidFile: Bll Het

Pulse Sequence: gHSQC
Solvent: cdcl3
Data collected on: Feb 14 2014

Temp. 25.0 € / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Acqg. time 0.306 sec
width 3930.8 Hz
2D width 21367.5 Hz
16 repetitions

2 x 128 increments
OBSERVE H1, 499.8632133 MHz ]

DECOUPLE C13, 125.7001318 MHz

Power 37 4B

on during acquisition

off during delay

W40_OneNMR_W018 modulated
DATA PROCESSING ——
Gauss apodization 0.069 sec

F1l DATA PROCESSING

Line broadening 0.3 Hz

Gauss apodization 0.006 sec

FT size 4096 x 2048 S
Total time 1 hr, 32 min__ |

Auilent Technologies

A

(ppm)]

rL=-

0o
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gHMBC

Bl1l
Sample Name:

Data Collected on:
vomrs500-vnmrs500
Archive directory:

Sample directory:
FidFile: B1l_LR

Pulse Sequence: gHMBC
Solvent: cdcl3
Data collected on: Feb 14 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec
Acq. time 0.306 sec
Width 3930.8 Hz
2D width 30165.9 Hz

32 repetitions

2 x 256 increments
OBSERVE  H1, 499.8632133 MHz
DATA PROCESSING
Sqg. sine bell 0.075 sec

F1l DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.004 sec
FT size 4096 x 2048

Total time 6 hr, 20 min

E

— )

Fl

(ppm
40

60

80

100

120

140

[
<)}
o

[
]
o

Wy
)

Aqilent Technologies

Lol b bvntre b Wy

ool it

e - ® >
L oG <=
o
o
= - ° (<}
@ - -
) © ¥ A l en (=]
e - o &» @
o ) o0 <
S “® . h () @D =
® ® °
=mE > o % :
_ﬁ,____A__c___ﬁ______________ LT N S S N FRNL B T F T P
755 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
F2 (ppm)
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NOESY

B1l
Sample Name:

Data Collected on:
vomrs500-vomrs500
Archive directory:

Sample directory:
FidFile: Bll NOESY

Pulse Sequence: NOESY
Solvent: cdcl3
Data collected on: Feb 14 2014

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vamrl

Relax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.150 sec

Width 3930.8 Hz

2D width 3930.8 Hz

32 repetitions

2 x 512 increments
OBSERVE H1l, 499.8632133 MHz
DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec
Fl DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.051 sec
FT size 4096 x 4096
Total time 14 hr, 45 min

Ll ]

* Aqilent Technologies

-

4.5

F1 (ppm)

4.0
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NMR spektra slouceniny HA2
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'H_NMR

HA2

expl PROTON

SAMPLE
date Aug 5 2013
solvent cdcl3
file /home/vnmrl/v~
nmrsys/data/Lucie/~
Berberis_vulgaris/~
HA2/HA2 H.fid

ACQUISITION
sw 3742.5
at 2.189
np 16384
fb 4000
bs 32
dl 1.000
nt 32
ct 32
TRANSMITTER
tn H1
sfrq 499.865
tof -474.7
tpwr 60
pWw 4.550
DECOUPLER
dn c13
dof 0
dm nnn
decwave W40_OneNMR~
_wo1is
dpwr 37
dmf 32258

PRESATURATION
satmode n
wet n

SPECIAL
temp 25.0
gain 30
spin 20
hst 0.008
pw90 9.100
alfa 10.000
FLAGS
il n
in n
dp ¥
hs nn
PROCESSING
fn not used
DISPLAY
sp 153.8
wp 3742.1
rfl -153.3
rfp 0
rp 74.6
1p 0
PLOT
we 200
sc 0
vs 384
th 49

ai cdec ph

6.8311.30 3.93 5.465.28

8.35 22.78

9.30 10.14

3.88
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BCc _NMR

HA2

exp2 CARBON

SAMPLE
date Aug 5 2013
solvent cdel3
file /home/vnmrl/v~
nmrsys/data/Lucie/~
Berberis_vulgaris/~
HA2/HA2_C.fid

ACQUISITION
sw 31250.0
at 1.049
np 65536
£b 17000
bs 1
d1l 4.000
nt 25000
ct 25000

TRANSMITTER
tn Cc13
sfrq 125.705
tof 1913.9
tpwr 55
pw 5.650

DECOUPLER
dn H1
dof 0
dm vy
decwave w
dpwr 41
dmf 12346

PRESATURATION
satmode n
wet n

SPECIAL
temp 25.0
gain 30
spin 20
hst 0.008
pw90 11.300
alfa 10.000
FLAGS
il n
in n
dp Y
hs nn
PROCESSING
1b 0.50
fn not used
DISPLAY
sp 947.5
wp 21649.4
£l 1799.1
rfp 0
rp -119.1
1p 0
PLOT
we 200
sc 0
vs 91977
th 2
ai cdc ph

156.185

176.511

152.087
147.558

-

144.204
44.105

i

130.767
128.900
28.726

138.787

/.

125.622
125.334

118.255
117.936

115.068

111.775
108.126

77.267
77.214
77.017
76.759
64.756
60.044
58.443
56.091
55.924
52.540

)

51.986

45.066

44.907
42.145

41.189

39.292
29.694
27.736

24.110

e

22.683
18.419
11.385

\_ I’
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gCOSY

HA2
Sample Name:
Data Collected on:

vomrs500-vnmrs500
Archive directory:

Agilent Technologies

Sample directory:
FidFile: HA2_ Cosy
Pulse Sequence: gCOSY

Solvent: cdecl3
Data collected on: Aug 5 2013 ;zf

—

Temp. 25.0 ¢ / 298.1 K —
Operator: wvnmrl F1 7

Relax. delay 1.000 sec
Acqg. time 0.150 sec n
Width 3742.5 Hz i
2D Width 3742.5 Hz 2—
16 repetitions -
256 increments
OBSERVE H1, 499.8632133 MHz .
DATA PROCESSING .le
8q. sine bell 0.075 sec 7
Fl1 DATA PROCESSING
Sq. sine bell 0.068 se B
FT size 2048 x 2048 4
Total time 1 hr, 23 min ‘

=]

1
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gHSQC

new experiment
Sample Name:

Data Collected on:
vamrs500-vamrs500
Archive directory:

Sample directory:

FidFile: HA2_ Het

Pulse Seqguence: gHSQC
Solvent: cdcl3
Data collected on: Aug

5 2013 h
A

5
3
R

M
ST

Agilent Technologies

o

Temp. 25.0 C / 298.1 K A
Operator: vnmrl F2 -
Relax. delay 1.000 sec AUMVHGM
Acg. time 0.150 sec = & *
width 8012.8 Hz g
2D Width 21367.5 Hz .
32 repetiticns 2 o s *
2 x 512 increments 5 8 - "
OBSERVE  H1, 499.8632133 MHz ] : 4 ¢ t
DECOUPLE C13, 125.7001318 MHz W‘ w -
Power 37 4B B $ hg i
on during acquisitiocn g ¢ ¢ . L4 *
off during delay ] - R !
W40_OneNMR_W018 modulated 4 *
DATA PROCESSING i
Gauss apodization 0.069 sec ] H
F1l DATA PROCESSING —_— —
Line broadening 45.5 Hz 5
Gauss apodization 0.012 sec 7
FT size 4096 x 4096 -]
Total time 10 hr, 55 min B

6

A t o
7
LI 7 T T * T T ﬁ T T 7 T _ _ | S S T _ T 4 1T 17T _ T T _ T _ L I _ T 17T
130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
Fl (ppm)
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gHMBC

HA2
Sample Name:

Data Collected on:
vamrs500-vamrs500
Archive directory:

Sample directory:
FidFile: HA2_LR

Pulse Sequence: gHMBC
Solvent: cdcl3
Data collected on: Aug 13 2013

Temp. 25.0 C / 298.1 K ==
Operator: vnmrl F2 7

Relax. delay 1.000 sec
Acqg. time 0.321 sec 2—
Width 3742.5 Hz e
2D Width 30165.9 Hz =
64 repetitions ¥
2 x 512 increments |
OBSERVE H1, 499.8632133 MHz 3
DATA PROCESSING
Sq. sine bell 0.075 sec -
F1 DATA PROCESSING 7
Gauss apodization 0.007 sec 4
FT size 4096 x 4096
Total time 25 hr, 41 min

- Agilent Technologies

: ]

) 80 2. & S
2 3 & =
s :
¢ A 3 ° = 5 #
-.tl..- : l. (5] Mu.u
jA___g_—___a___A___________\__aq____‘_____________‘«___ﬁ_a___ﬁn_____A___ﬂ__—________*
160 140 120 100 80 60 40 20

F1l (ppm)
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NOESY

HA2

Sample Name:

Data Collected on:
vamrs500-vomrs500

Archive directory:

Sample directory:

FidFile: HA2_ NOESY

Pulse Sequence: NOESY
Solvent: cdcl3

Data collected on: Aug 15 2013

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vanmrl

Relax. delay 1.000 sec
Acg. time 0.150 sec
wWidth 3742.5 Hz

2D wWidth 3742.5 Hz

64 repetitions

2 x 512 increments

OBSERVE H1, 499.8632133 MHz

DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec
Fl DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.051 sec
FT size 4096 x 4096

Total time 31 hr, 22 min

4 AglentTechnologies
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NMR spektra slou¢eniny NP-D-4/3
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NP-D-4-3

exp240 PROTON

SAMPLE
date Jun 21 2015
solvent cdcl3
file exp
ACQUISITION
sw 8012.8
at 2.045
np 32768
fb 4000
bs 32
di 1.000
nt 8
ct 8
TRANSMITTER
tn H1
sfrg 499.866
tof 499.9
tpwr 60
pw 4.550
DECOUPLER
dn c13
dof 0
dm nnn
decwave W40_OneNMR~
_wois
dpwr 37
dm£ 32258

'H_NMR

PR
satm
wet

temp
gain
spin
hst

pw90
alfa

fn

sp

rfl
rfp

1p

we
sc
vs
th
ai

ESATURATION
ode n
n

SPECIAL
25.0
30
not used
0.008
9.100
10.000
FLAGS

B

nn
PROCESSING
not used
DISPLAY
459.5
3712.0
1007.2
0
-78.9
0
PLOT
200

347
11
cde ph

S

5.64
5.49

9.51

= 1
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BCc _NMR

NP-D-4-3

exp707 CARBON

70

SAMPLE PRESATURATION
date Jun 21 2015 satmode n o M
solvent cdcl3 wet n % I
file exp SPECIAL e 2
~ o
ACQUISITION temp 25.0 l 2 ]
sw 31250.0 gain 30 S
at 1.049 spin not used i
np 65536 Thst 0.008
fb 17000 pw90 11.300
bs 1 alfa 10.000
dil 2.000 FLAGS
nt 1500 il n
ct 1500 in n
TRANSMITTER dp e |
tn €13 hs nn |
sfrg 125.705 PROCESSING
tof 1913.9 1b 0.50
tpwr 55 fn not used
pw 5.650 DISPLAY
DECOUPLER sp 4315.7
dn H1 wp 21342.3
dof 0 xfl 11479.4
dm yvy rfp 9678.2
decwave w xp ~-47.7
dpwr 41 1p 0 w 5
amf 12346 PLOT 9 « 4o -
we 200 o 3 5 8 =g 9 2
#e 0 E Nes® 3 K K TR Y
vs 100 = i 449 = o © ;] 23S T
th 3 = & e e W 2 m
nm cde ph o H ﬁ “ é ] P} o
@ o«
B J E ﬁ
f
- 7 _ — Il ikl ., Ll
LANLE L A L A I e 0 R Y
200 180 160 140 120 100 80 60 ppm



NP-D-4-3
Sample Name:

Data Collected on:
vnmrs500-vnmrs500
Archive directory:

Sample directory:
FidFile: gCOSY

Pulse Sequence: gCOSY
Solvent: cdcl3
Data collected on: Jun 21 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: vnmrl

Relax. delay 1.000 sec

Acq. time 0.150 sec

width 8012.8 Hz

2D width 8012.8 Hz

8 repetitions

256 increments
OBSERVE H1, 499.8632133 MHz
DATA PROCESSING
SqQ@. sine bell 0.075 sec
Fl1 DATA PROCESSING

Sg. sine bell 0.016 sec
FT size 4096 x 4096
Total time 41 min

m

|

TR

gCOSY

T I T |

o=
==
==
orsEy
fa =
nxﬁNMWMWUE!
B S e
B ——
P e
LA (N (R S S B S A B
1 6

-

5

<umrn

T T LI |

Fl1 (ppm)

Agilent Technologies

i DR

T
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gHSQC

NP-D-4-3

Sample Name:

Data Collected on:
vnmrs500-vnmrs500

Archive directoxy:

Sample directory:

FidFile: gHSQC

Pulse Seguence: gHSQC

Solvent: cdcl3
Data collected on: Jun 21 2015

Temp. 25.0 € / 298.1 K

Operator: vomrl

Relax. delay 1.000 sec

Acg. time 0.150 sec

width 8012.8 Hz e
2D width 21367.5 Hz T w
16 repetitions —
2 x 256 increments N
OBSERVE  H1, 499.8632133 MHz J

I

DECOUPLE C13, 125.7001318 MHz —
Power 37 dB o
on during acquisition -

E—
off during delay

W40_OneNMR_W018 modulated

DATA PROCESSING

Gauss apodization 0.069 sec

F1l DATA PROCESSING

Resol. enhancement 0.0 Hz

Gauss apodization 0.006 sec -~

FT size 4096 x 2048

Total time 2 hr, 43 min

i AgilentTechnologies

L_“

" I N | 99 1) Saoia K

.
-
g =
.. -
b 4
T oce
I.nu
LA L L L B e L B e o e
150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40

F1 (ppm)
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gHMBC

NP-D-4-3
Sample Name:

Data Collected on:
vnmrs500-vamrs500
Archive directory:

Sample directory:
FidFile: gHMBC

Pulse Seqguence: gHMBC
Solvent: cdel3

Data collected on: Jun 21 2015

Temp. 25.0 C / 298.1 K
Operator: wvmmrl

Relax. delay 1.000 sec
Acqg. time 0.150 sec
width 8012.8 Hz
2D width 30165.9 Hz J 3
32 repetitions _—
2 x 1024 increments Q
OBSERVE H1, 499.8632133 EmulhhHHMHM
DATA PROCESSING
Sq. sine bell 0.075 sec
F1 DATA PROCESSING
Gauss apodization 0.030 sec
FT size 4096 x 2048 5
Total time 22 hr, 44 min

: Agilent Technologies

|

i

200 180

160 140 120 100 80
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NOESY

NP-D-4-3

Sample Name: n ;
'

4 g__g Technolagies

Data Collected omn:
vomrs500-vomrs500
Archive directory:

Sample directoxry:
FidFile: NOESY
Pulse Seguence: NOESY

Solvent: cdecl3
Data collected on: Jun 23 2015

- ‘F\ I :.xﬁ -..|.L_...I||I. N | N ST SOV | | N

74

Temp. 25.0 ¢ / 298.1 K r - T o T - T - - ~ e |
Operator: wvnmrl =}
-
Relax. delay 1.000 sec AHuUH-_.v
Acg. time 0.150 sec
width 3858.0 Hz ® o
2D Width 3858.0 Hz - - - o
8 repetitions - - ﬁ% =
2 x 512 increments - @ . -,
OBSERVE H1l, 499.8632133 MHz . — - - &
DATA PROCESSING - an -
Gauss apodization 0.069 sec L = = _ l‘.‘ ..n
Fl DATA PROCESSING 4 - - E
Gauss apodization 0.032 sec — = = =
FT size 4096 x 4096
Total time 4 hr, 23 min i
57
“IJ m - <
B — - o> -
e e - - =
7
P —— ) - -
) 8 &
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