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organicka analyza specialni
pouziva fyzikalni jevy vyuZitelné ke studiu organickych latek
instrumentalni analyza

dotCené typy interakci hmoty
zafeni - elektromagnetické vinéni od RTG (~10 nm) k radiofrekvencim (~10% m)
- tok korpuskularnich ¢astic (fotony, elektrony ... ionty, fragmenty molekul)
absorpce zafeni (excitace, polarizace, Sté€peni a formovani vazeb),
emise zareni,
rozptyl (disperse),
ohyb (difrakce),
zména polarizace svétla

ostatni metody jsou z pohledu tohoto pfedmétu ,,nespecialni*
odbouravani, chemicke korelace, methylacni analyza ...

metody vSak nelze odd€lovat, v praxi se prolinaji, jde o metodicky aspekt
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E, 7y h - Planckova konst. 6,626x1073% Js
. 1 v - frekvence s

| Ey—E =AE=hv=hc/A ¢ - rychlost svétla  2,997x108 ms-!
E, A - vinova délka m

Planck a Einstein

absorpce zateni v oblasti UV a viditelného svétla vyvolava prechody vazebnych a
nevazebnych elektront do vysSich stavil, proces analyzuje
absorpcni elektronova spektroskopie

zatfeni mensSi energie meéni vibracni a rotacni stavy molekul, procesem se zabyva
vibraéni (infracervend) spektroskopie

elektromagnetické zafeni interaguje se spinovym stavem, jev analyzuje
jaderna (nukledrni) magnetické spektrometrie

interakce polarizovaného svétla s chiralni latkou zkoumaji
chiroptické metody
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E, 7y h - Planckova konst. 6,626x1073% Js

B . v - frekvence st
! E,—E =AE=hv=hc/A c - rychlost svétla ~ 2,997x10% ms'!
£y A - vlnova délka m

Planck a Einstein

proud energeticky bohatych Castic (elektronil, 1ontll aj.) mlzZe vést po predani energie k
ovlivnéni vazeb (rozpadu, Stépeni) - jevem se zabyva
hmotnostni spektrometrie

RTG paprsky se ohybaji na elektronovych obalech atomi, jevem se zabyva
rentgenostrukturni analyza

piechody energetickych stavili valen¢nich elektronti jimz byla v ,,atomarnim* stavu
zvnéjSku dodana energie se zabyva
atomova spektrometrie (spektroskpie)

neelasticky rozptyl monochromatického zateni po inerakci protonu a molekuly
sleduje
Ramanova spektroskopie
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Webster:

spectrometer
an instrument used for measuring wavelengths of light spectra

any of various analytical instruments in which an emission (as of particles or
radiation) is dispersed according to some property (as mass or energy) of the
emission and the amount of dispersion is measured <nuclear magnetic resonance
spectrometer>

(nékteii autori ale soudi, Ze spektrometr méii hmoty a velikosti (tj. typicky MS))
Joseph B. Lambert

spectroscop
an instrument for forming and examining spectra especially in the visible region of
the electromagnetic spectrum

(nékteii autoii ale soudi, Ze spektroskop pozoruje hodnoty (1. typicky hv))
Joseph B. Lambert

21a-6



organické latky jsou obecné slouc¢eniny uhliku
témet vzdy je pritomen vodik, ¢asto kyslik, dusik, halogeny, sira a fosfor

pro uhlikové slouceniny je typicky fetézec
Kekule, Butlerov, Loschmidt, Crum Brown

konstituce - zpiisob pospojovani atomi v molekule A

- vazebné thly v trojrozmérném modelu (t€Z vazebné délky)
van'’t Hoff
> struktura

konfigurace - vzdjemné prostorové usporadani atomi v molekule

konformace — vzajemné prostorove vztahy na spojnici mezi atomy
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Struktura organickych latek
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ISOMERY

opticky geometricky
isomer (cis-trans)

enantiomer
(ma
zrcadlovy
obraz)

diastereomer
(nema
zrcadlovy
obraz)
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spektrum elektromagnetickych vin

viditelné )
rentgenovo =1 mikroviny
I : UV IC I i
gama } { | / radiové
5] —
a4 metry 1 1 1 1 I 1 1 1 I 1 1 I 1 1 |
1013 1011 109 107 1077 1073 101 10
, . l:m | | | | | | | | | | | | | | |
Inova délka - 1g 11 10™® 107 107 1073 101 10 10%
nm L 1 1 1 | 1 1 1 | 1 1 | 1 1 1
g 10 102 10° 102 10 10° 107 10?
frekvence Hz I I ! ! I I I |
10%! 10t? 107 10t= 103 10t! 107 107
energie kcal | | | | | ! ! |
10% 108 10% 10% 10” 1072 1074 1078
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UVIVIS

= elektronova spektroskopie
=
>
=
£ 190-800 nm
—>
NS
-
(:/UV VIS NIR IC FIR
| | | | |
Moo nm
0,102 0.4 0.8 2.5 15 50 um
12500 4000 670 cm’!
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o' (anti-bonding) antivazebny

i i i
f : . - ; x" (anti-bonding) antivazebny
MN—=
,2 I "!LI* e o **
ol | xpx T opo’
S | | n (non-bonding} nevazebny
#
(<D) I i —= T
| = (bonding) vazebny
o (bonding) Vazebny

energetické pirechody elektronil
v zavorkach anglické ndzvy hladin
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energie zafeni, které prochazi vzorkem je absorbovano a vyuzito k doplnéni
energie elektront tak, Ze mohou vystoupit na vyssi (excitovanou) hladinu

podivejme se, jak takova excitace probéhne napt. u butadienu

A -
gy g e +
\\\\\ T ]_@\lfz HOMO )
étyti zakladni p % Vi
atomové orbital )
4 zéakladni stav molekulovych excitovany _

orbitalu butadienu
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— zdroj viditelIného svétla
filtr T
referenéni detektor A
zreadio B referenéni c«}/a%///// m
paprsek Jiitiii U >H IG
c¢ocka A
hranol
50 %
zrcadlo
/\/ zrcadlo C m&Fici
cela detektorr B
méFici 0 f ’HW I
zrcadlo D paprsek i J
cocka B

Q zdroj UV svétla

difrakéni I
mfizka y
[

viv . stérbina A
sterbina B_

\H zrcadlo A

schema dvoupaprskového UV-VIS spektrometru



~ B monochromator

5==
cocka zesilovaé H zpracovani

lampa

bilé k“.,l disperzni
| uhel

schéma jednopaprskového spektrofotometru
svétlo

hranol R

dvoupaprskovy je obohacen o porovnavani referencniho a méren¢ho paprsku

{ ~ B monochromator

|,1 E;|___|
zesilovac

pomér H zpracovail
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propustnost (transmittance) a pohltivost (absorbance)

Io I
—_— —_—

vzorek v kyveté

r=1

1
Lo A=log(-%) = log(l)
%T = T x100% 1 I

mnoZstvi svétla absorbované vzorkem je ur€eno molarni absorptivitou ¢
(absorbc¢ni koeficient) , coz je veliCina pouzivana pii srovnavani spekter riznych
sloucenin; je definovana jako:

c=A/cxl

(kde A = absorbance, ¢ = koncentrace vzorku v molech / litr a 1 = draha paprsku
zéateni prochazejici vzorkem v cm)
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Priprava vzorku

plyny se naplni do kyvety z kiemene (180-400 nm), skla ¢i plastu
(400-800 nm)

kapaliny se naplni do kyvety z kiemene (180-400 nm), skla ¢i plastu ‘:
(400-800 nm)

pevna latka se rozpusti ve vhodném rozpoustédle (ethanol (do 205
nm), voda (do 190 nm) nebo hexan (do 201 nm))

Beertv zakon tika, Ze absorpce je proporcionalni poctu absorbujicich
molekul

Lambertlv zakon fika, Ze procento absorbované¢ho zatfeni nezavisi na
jeho intenzité

spojenim vznika Lambertiv-Beeriv zakon

1, je intenzita dopadajiciho zafeni

I je intenzita zafeni prochazejihiho I 0
€ je absorpcni koeficient (df. extink¢ni) 1Oglo 7
[ je délka absobujiciho prostiedi

¢ je koncentrace vzorku v mol dm-!

=¢glc
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u asociatli neplati (je nelinedrni)

koncentrace vzorku
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priklady nékterych typickych chromoforu

chromofor latka excitace | A na NM £ rozpoustédlo
C=C ethene T—>T 171 15 hexan
C=C 1-hexyn T—>T 180 10 hexan
n—>rm 290 15 hexan
C=0 ethanal n—>n | 180 10 hexan
n—>rm 275 17 ethanol
N=0O nitromethan | = —>=n | 200 5 ethanol
C-X X=Br | methylbromid | n —> & 205 200 hexan
=| methyliodid | n— o 255 360 hexan
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100,000F

20,000

R{CH=CH),R

200 200

konjugace dvojnych vazeb
¢im vice dvojnych vazeb tim vice je
piechodt k dispozici

Q0 G0 QX2
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Infracervena
(vibracni) spektra
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Vibra¢né-rotacni spektrometrie

nebo t€z infraervend spektroskopie miize byt pouzita k ditkazu funk¢&nich skupin ve
vzorku, nékdy 1 o jejich vzdalenosti, v nékterych piipadech umoznuje ziskat tidaj o
mnozstvi vzorku a n€kdy se pouZziva i k diikazu identity

kazdy atom v molekule vibruje kolem sve€ rovnovazne pozice

frekvence vibraci zavisi na hmot¢ zicastnénych ¢astic sile jejich vazeb

molekularni vibrace mohou rezonovat s frekvencemi zareni z okoli a energii tohoto
zateni absorbovat

frekvence takového zafeni jsou cca 1,20x1013 aZ 1,20x10'4 Hz, coZ =~ IC zafeni z
elektromagnetickeho spektra

aby ziskana ¢isla byla snadnéji obrobitelna pracujeme s jednotkami cm-!

frekvence v vlnova délka A vinocet energie E
[Hz] [m] [cm!] [kJ mol-']
1,20x1013 2,50x107 400 4,79x103
1,20x1014 2,50x10° 4000 4,79x10*

c¢=vA  vztah mezi frekvenci a vinovou délkou (c je rychlost svétla 3x10% ms)

E =hvL energie molu fotond (h Planckova konstanta 6,63x10-3% Js
L Avogadrovo ¢islo 6,02x10% mol!)
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Vibra¢né-rotacni spektrometrie

nezavisle na struktute, konstituci, konfiguraci, konformaci a dalSich aspektech
chemicke vazby lze u téZe slouceniny za analogickych podminek pro kazdou vibraci
zmétit v IC spektru (priblizné) stejny absorpcni pas, bez ohledu na okolnosti

naopak, 1ze na strukturu, konstituci, konfiguraci, konformaci z IC spekter usuzovat

IC spektra nepopisuji pouze organické slouceniny ale obecné kazdou latku &i material,
kompozit €1 smé&s a dokonce 1 vyrobek ¢i bunku a podobné

piestoze lze IC zateni popisovat rlizné, ustalil se popis pomoci ,,reciprokych
centimetri* [cm™!]

popis intenzity absorpce se obvykle uvadi v procentualité propustnosti (transmittance,
T [%]) na dekadické logaritmicke Skale, protoZe zobrazuje ilustrativné (v jednom
interpretovatelném zaznamu) stejné jak silné tak slabé absorpce

AR A4

propustnosti pro dany pas
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blizka (vakuova) UV

4000-400
UV VIS NIR m FIR
N | | | | |
100 200 400 800 nm \/
0,10,2 0,4 0,8 2,5 15 50 pm
12500 4000 670 cm’!
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pro vétSinu piipadii mizeme modelovat kazdou vibraci jako nezavislou a atomy jako
jednoduché harmonické oscilatory

MiZeme si predstavit fadu vibraci (stfed hmot ziistava na misté) napf.:

antisymetricky symetricky bending nebo
stretching stretching scissoring
H H H H H  nazkove
AN /H N~ A4
- C C C
7, 4

2 s
l '

®
y H \H @\ /@ H G|:)|

) , N C/_> C kroutivé \C,/ véjifové
yvadlové 7 7z 7 7
rovinné

rocking twisting wagging

bending in plane bending out plane ~ bending our plane
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pokud si pfedstavu o jednotlivych C-H vibracich promitneme do dvou uhlovodikt
heptanu a 2,2,4-trimethylpentanu vidime, Ze v komplexnéjsi molekule miizeme ocekavat
vice vibracnich past (symetrie naopak mize nékdy tyto pasy ,,zestrucnit®)
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C=H, e
LoD
=
)
=
= so
=
o T L T fon LS Lo M
HIT—HO=15S-4 4 [SCoORE— C 1 [ SOBS —RHO—2=355 [TRHNIDA—OGG=39 = LIQUID FILM
Z., 23" TRIMNMETHTLFERNTRRKE
CBHLEI
LoD
Eeo |
o T T T T T T T
anao acoo =ooo 1500 Looo soo
HAVENUMRBER! -1
Iases a3 =Z=s9A R 1=Z=s53 s |80 =3 —H
EER=T=1 kel =532 =78 1245 ER) aza T4 =
z=asa 4 1Las9 15 1zZ0F as S53 o4 |
=a04 = L=Sa = 11659 a7 a=7 = g e O —— CH—— T H
=aF= 10 1385 =4 1113 ae 45 a5 I
ZaT 20 1558 14 1105 as
=7 1T 54 1363 El= 1a9s a-+ —H5 —H




zdrojem zéfteni je elektricky zahtivany kov
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FTIR, infraCervena spektra méfena za pomoci Fourierovy transformace

na rozdil od konvenc¢nich spekter, je u FTIR jeden paprsek obsahujici vSechny pozadované
frekvence najednou

k rozlusténi spektra je potom potfeba matematicka operace zvana Fourierova transformace.

spektrum je mozno méfit (n€kolik sekund) mnohokrat za sebou a odecitat nahodny Sum

FTIR spektra mohou byt lehce odlisna od klasickych métfeni, rozdily vSak vétSinou nejsou
signifikantni

Ize pak napf. spojit HPLC kolonu s IC spektrometrem a pouzit jej jako detektor
spektrum rozpoustédla, pozadi ¢i zname necistoty muze byt elektronicky odecteno

pro zméteni spektra staCi mnohem méné€ vzorku, napt. 1 kapka roztoku po méfeni NMR
ususena na tablet¢ KBr proudem dusiku (neat)
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Ptiprava vzorku
plyny se naplni do kyvety obvykle 10 cm dlouhé

kapaliny se rozetfou na tenky film mezi dvé tablety KBr (neabsorbuje v dané oblasti
zéteni) €1 u zfedénych roztoku nalije do cely s okénky z KBr

pevna latka se rozetie s KBr a ze smési se udéla velkym tlakem v lisu tableta
miiZe se rozpustit ve vhodném rozpoustédle (chloroform, tetrachlor) ¢i rozetfit v nujolu
Beertiv zakon tika, ze absorpce je proporcionalni poctu absorbujicich molekul

Lambertiiv zadkon tik4, Ze procento absorbovan¢ho zafeni nezavisi na jeho intenzité
spojenim vznikd Lambertiiv-Beertiv zdkon
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— I m — I ||
aromatické C-H aminy C=N stretch CTH bend. C-O stretching (v) C-H bending,
stretching (w) N-H stretching (v) alif. nitril (w) alif. (v) C=C-H (s)

| | ] |
[ O-H stretching, dimery COOH (w, br) N-H bend. (v) C-N stretch. C-H bending,
C=C-H (m-s)
arom. C-H [ — (] (] I —
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I (] I | EEES—
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- (] — — ]
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- [ —
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INFRARED CORRELATION CHARTS
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jsou i vyjimky
N-H u 1550-1620
4000-2500 jednoducha vazba
-H, jako OH, NH, CH

< >

2500-2000
trojné vazby
A——

2000-1500
dvojné vazby
< >

1500-400
deformacni vazby, fingerprint

< >
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4000-2500 jednoducha vazba

jsou i vyjimky

dako OIL Ve, CH N-H u 1550-1620
2500-2000 S
trojné vazb R )
‘J—, y deformacni vazby, fingerprint
2000-1500 4 >

dvojné vazby

<&
<

n
»

fingerprint

)

>

charakteristické vibrace
<=>

charakteristické
vibrace
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4000-2500 cm™!

velka frekvence je vysvétlitelna malou hmotou vodiku

spektra se meéni je li misto vodiku ptitomno deuterium CHC,

HIT-ND=-1233 |SCORE= ([ 1] 5065 -NO-894 [ITR-WIDA-01674 : LIOUID FILMH
CHLOROFORM

CHCL 5

LoD

S0 —

TRRNSHITTANCEI %

3020 C-H stretch pro D 2260
1530 C-Cl stretch overtone 1480
1220 C-H bending 910

765 C-Cl stretching 740

T T T T T
4000 000 =000 1500 1000 s00
HAVYEMUHBER! -1l

JEE3 A4 1zL1e 1l ol
615 a4 LO47 G4

Jgla a7 1041 S4
976 A1 azg @l H— Ty
400 79 e d=11] 4
Lsz0 a4 671 51
L4223 a4 27 =4 (|
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2500-2000 cm™!

relativné velka frekvence je nutna pro zptisobené vibraci v CH;-CH,-CN
trojné vazbé
HIT-HD=957 |SCORE= ( 1 |50BS-NO=-316 [IR-NIDA-03062 : LIQUIO FILM
FROFIOMITRILE
CgHgM
Loo
2 g
- . .5 =
£ 8
E o - AN
= o © Ln)
£ 2248 C=N stretch Q T @)
o & [1080a 790 '
— O O
skeletalni 2
vibrace 0
2997 C-H stretch 1464 1432 asym. C-H bending
D-!I]ﬂ':l ' I ' ' I I I I ' EDIEID I ' I EDIEIIZI ' ' ' I J.EIIJEI ' ' ].EIIDEI ' ' I ' EI!IEI
HAVEMUHBER! -11
63z 719 za44 70 2299 Hl 1320 &0 biE  bBE
ig42 719 Z27eT =21 2248 4 1170 EE
243 714 Z743 &l 2195 dl la7s =8
jgez 64 2524 Hl 1639 4l laooe 74
2gqg7y 10 221 =4 1464 14 236 =24
2952 13 Z461 &6 143z 25 THER 43 21a-39
299l 14 Z4bB0 =B 13z7T Bz TeT 17




2000-1500 cm!

v této oblasti obecné vibruji dvojné vazby CH;-CH,-CH,-CH,-CH=CH,
jako napft. hexen, dale C=0, C=N

HIT-HD=925 |GCORE= (1| S0B5-MO=275 [IR-NIDA-05745 : LIQUID FILMA
1 -HEXEME

CEle

T

LoD

S0 —H

TEAHSHITTANCE] 51

3080 C-H

stretch z

iy 1640 C=C stretch
C=C-H 5962 C-H stretch SHELe

T T T T T
2000 1500 1000 aoo

4000 EDIUD
HAVYEHMUHBERI -1
agasn 27 | =663 a4 1416 &7 | 1103 77 G651 BT
sa962 5 | lap1  TE 1379 46 | 1ozl FE EE4  T7
79z 4 | 1642 =D 1345 74 a3  =zo 452 B&
za75 12 1542 BB 1297 77 910 7 Hol—-CH-H—({CZH %3_____ —H
sAERl 12 1467 2E 1247 @l @24 =4 = = 3
2755 179 | 1453 =8 1216 B4 787 &l
275 a1 1439 =7 1137 4l 741 BB
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LoD

TERMSAITTANCE | %1

=1u]

1500-400 cm!

absorbce v této oblasti odpovidaji rotacim, stfthani a n€kterym ohybum
tato Cast vibraci molekuly (zejm. 1300-900) je unikatni pro kazdou molekulu
a jmenuje se ,,fingerprint* pro urCovani skupin se az na vyjimky nepouziva

HIT-HO=1060 |GCORE= (1| S0B5-NO=554 [IR-WIDA-29806 : LIOUID FILM
FHENDL

CgHgO

1169 O-H bend
1501 C-C skelet.
e 1234 C-O stretch

\

754 a 691 O-H
4000 ' BDIDEI I EDIEII] J.EII]EI J.DIDEI EI!ID
HAYEKWUHBERI -1l bend
32z9 4 Z484 BB 1632 BB 1Z34 1B G626 36
g4as 15 la33 &7 1501 14 119 31 Slz 23
Jazs 13 1§47 ©G&F 1474 T 1153 Z6 T54 =1
296z 29 1711 B4 137z 23 oz 27 B3l B _H
2asz7 3= lE0E ZE 1336 43 loz4 40 ELl7 44
29=Z3 41 1598 1o 1315 47 SGA3 4l 233 13
2E99 4E 1669 E7 129z  &O Zal ED B0z Z0
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vodikova vazba
komplikuje méfeni nebot’ signaly jsou Siroke

methanol
kyselina octova

TRRNSHITTRNCE 1

TEREHITTRACE 1

LoD

HIT-HO—-fZa7 |[oCORE— 1 [ S0BS-—HO=—3302

[IR-NIDA-G63554 : LIQUIO FILM

METHRMKOL

CH,O

3330 O-H stretch

T T
4000 flululn] =000

T T
1500 fininiu]

HAYEHUNBER! -1l

HIT HDO—9S0 [ecoRE— i 1 [ s0BSs MO -3 06

[T NIDA-SO0OS20 = LIOQUTITD FILnmr

HCET IC AC 1T 0O

CoH L0

=so —

3100 vazany O-H stretch

o
anao ' acoo =coo Lsoa Loloo sho
HAVENUHBER 11
=29 =7 Z25 1= LA =D 5=9 a1
=4 a1 1=Es0 =g sO0>F =1 e | - . — 1 H
== =N a= 1=9- 1= AS 1 as = a-
=aBE9 a3 1OBE3 =T a 73 5= ||
[ T=1=1 19 == Al
L1 a =as EX —
LB 17 HE |2a9= -4 1




vodikové mosty

vyZzaduji méteni gradientu koncentrace a srovnani intenzity
intermolekularnich a intramolekularnich vazeb

absorbce, kterd se se sniZzujici koncentraci snizuje je ovlivnéna intermolekularni vazbou

3330 O-H stretch pro methanol

3100 vazany O-H stretch pro kyselinu octovou

srovnavani sily pasi asociovanych a neasociovanych OH ukazuje na silu vodikové vazby
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pokrok v instrumentaci umozinuje

méfit malé koncentrace v reflexnixh celdch, kde zafeni mnohokrat prochazi vzorkem
(Lamberti Beertuiv zakon)

méfit IC spektra ve vodé a spektrum (absorpci vody) matematicky odegist

tudiz méfit IC spektra bilkovin

zkoumat na pH, rozpoustédle, teploté a dalSich faktorech zavislou sekundarni strukturu
bilkovin

signifikantni oblasti spektra pro studium a-helixu, skladaného listu a neuspotadaného

proteinu je 1670-1620 a 1305-1200 cm!

zkoumani oleji na miru nenasycenosti (3009 ¢i 2854 cm!)

identifikovat kultury bakterii, vird, hub, kvasinek, prvokt u kolonii o méné nez 10*
jedinct o rozmérech 4x10~> m

zkoumat ,,za chodu* rozklad gumy a plastickych hmot (po rozdrceni za teploty
kapalného dusiku) v emulzi
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IC spektra méfena na piistrojich s Fourierovou transformaci (FT-IR) mohou sledovat
vybrané objekty pod optickym mikroskopem

pouZziti v potravinafstvi, kriminalistice
- méteni prochazejiciho svétla
- méfeni odrazeného svétla

opakované méfeni spekter (s odectenim ndhodného Sumu)
piiklady aplikaci

studium prachovych ¢astic z filtri

vyzkum krystalizace tukii (na stupni krystalizace zavisi chutove vlastnosti)
dikaz identity vlaken a vzorki barev

prukaz ptimési ve vzorcich (,,fezani* potravin a drog)

prukaz alkoholu ve vzorku dechu (pomér béZné koncentrace v krvi a dechu je 2300:1)
policie pouziva malé spektrometry zkoumajici OH stretching vibraci u 3340 cm! 2

CH stretching vibraci ethanolu u 2950 ¢cm!; samotna OH u 3340 nemiZe byt vzata v potaz,
neb miize byt maskovana vibraci vody; vibrace u 2950 miize byt zplisobena takeé butanem,
ktery vSak za 20 min z dechu zmizi, vazng&jsi je 2950 vibrace u propanolu vyskytujicim se
v dechu diabetik
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Infracervena spektrometrie

pouze ziidka dochézi k tomu, Ze pouze na zakladé IC spekter miize byt ur€ena neznama
struktura

obvyklé je zjisténi charakteristickych funkénich skupin pomoci IC spektrometrie a
potvrzeni struktury jinymi technikami

struktura navrzena jinymi metodami maze byt IC spektrometrii potvrzena

mulZe byt zkouman subtilni pozadi chovani slou¢enin (vodikové vazby, pevnost
konformaci, vzajemné¢ interakce ... ... )

pomoci fingerprintu je moZno ur¢it pritomnost dan¢ho ,,individua“ asi tak, jakopodle
otisku prstu u lidi; tohoto fenoménu se pouZziva pii pocitacové identifikaci spekter

za pouziti uréité logické uvahy (napt. typu ZEBRA) je mozno pouzit IC k zjisténi
mnohych konkrétnich vlastnosti dané latky (nemusi vzdy jit o sloueninu)
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Beisteinova zkouSka, organicka latka obsahujici halogen utvoti s médi halogenid,
ktery obarvi ,,nesvitivy* plamen do zelena

Cisty
médény drat | |

(atomova emisni spektrometrie)
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Ramanova spektroskopie je metodou, kterd doplituje vibracni spektroskopii
Je to metoda, ktera zkouma nikoli svétlo prochazejici (absorbované) ale
Svétlo na vzorku rozptylené (neelasticky rozptyl).

Doplfiuje IC spektrometrii asi tak, Ze Gasto ta vibrace, kterd se neprojevi v
IC je vidét ve spektru Ramanové a naopak.

Prvé pozorovani nelastického rozptylu bylo popsano v Kalkaté¢ Ramanem a jeho
spolupracovnikem Krishnanem a téméf ve stejnou dobu Landsbergem a
Mandelstamem v Moskvé v r. 1928. Dva roky poté Raman obrzel za svoji praci
Nobelovu cenu a obor spektrometrie byl poymenovan po ném.

SIR CHANDRASEKHARA VENKATA RAMAN
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Ramanova spektroskopie se pouziva m.j. i v pfimych aplikacich v mediciné v
klinické praxi ex vivo a in vivo k feSeni fady biomedicinckych otazek jako

Casna detekce rakoviny,

monitoring efektu rdznych latek na kuzi,

analyza slozeni atherosklerotického plaku (usazeniny lipofilnich materialt na
sténach arterii),

rychla identifikace patogennich mikroorganizmd,

studium bioresorbovatelnych a nebioresorbovatelnych (semi-krystalickych a
amorfnich) polymeru; mezi bioresorbovatelnymi se studuji napf. homopolymery a
kopolymery poly(mlécné kyseliny), poly(glykolové kyseliny) a poly(e -kaprolaktonu);
jako nedestruktiveni technika, pfispiva ke studiu molekularni struktury, miry oxidace
a krystalinity jako napf. u PE ,ultra-high molecular weight polyethylene (UHMWPE)
v ortopedickych implantatech (kyCelni a kolenni nahrady),

dale se muze pouzit k analyze povrchu
jako napfriklad po nitridaci GaN, AlGaN a AIN

ve spojeni s IC spektrometrii poslouZi pfi studiu komplexnich polymeru pfi studiu
jejich slozeni, struktury, konformaci a intermolekularnich interaktci.
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Typické experimentalni uspotfadani
Ramanova laserového

monochromator

M1 2

detektor

spektrometru
LASER i
",
L1

vzorek
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de€li¢ paprski a filtr odstranujici svétlo o vlové délce zdroje
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Fabryho Perrotliv etalon

CCD
detektor

laserovy

Stérbina -
zdroj

! O
|

CCD Charge-Coupled Device
opticky bodovy sensor -
zatizeni (device), které pracuje s
propojenym nabojem (coupled

charge) 21a-51
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N-acetyl-D-glukosamin
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Vodikova nuklearni
magneticka rezonance

Proton Nuclear Magnetic Resonance
('H-NMR, PMR)
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spektrum elektromagnetickych vin

100 MHz

viditelné .
rentgenovo - mikroviny
I / Uv IC I
gama } { | { radigvé
— —-
d metry 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ]
1013 101! 10 107 107 1073 ’ 101 10
, , CIM | | | | | | | | | | | | | |
vlnova délka 1p11 1079 107 10? 103 10! 10 10%
nm | | 1 1 1 | 1 1 1 1 1 1 | |
g 10 1072 10° 10% 10 10% 10¥ 10?
frekvence Hz ! ! ! I ! ! ! |
1021 1017 107 10t 10t 1ot! \m?J 17
energie kcal ! l | | I l l I
10 10 104 107 10" 1074

. za I1. svétove valky, zacCatek se datuje kolem r. 1946

\@Q_/ll:rﬁ

vyzkum radiovlnnych (NMR) spektroskopii se odvétvil od vyzkumu a vyvoje radaru
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vyzkum radiovinnych (NMR) spektroskopii se odvétvil od vyzkumu a vyvoje radaru

za II. svétové valky, zacatek se datuje kolem r. 1946

1945

1951

1953

1957

1965

1969

1980

1978

prvé signdly vody a parafinu
,rozepsane* spektrum ethanolu

prvy komer¢ni stroj fy Varian

prva spektra uhliku

Sirokopasmovy decoupling

prvy FT pfistroj vyvijeny od roku 1957
2D a 3D spektra

NMR tomografie
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jadra atomil se skladaji z protonti a neutrontt majicich spin

tento spin se sklada (jako napf. moment otacivosti) do hodnoty, kterou si predstavujeme
jako Uthrnny spin jadra

tento uhrnny spin miize byt nulovy, tak, jak se skladaji sparované spiny

tento jaderny spin, kuptikladu hodnoty 1/2, se v magnetickém poli chova jako strelka
kompasu v magnetickém poli Zemé

B,
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P
1)
jadro spin / zastoupeni % | NMR frekvence

'H 1/2 99,985 100
’H 1 0,015 15,351
2C 0 98,9 -
3C 1/2 1,108 25,144
14N 1 99,63 7,224
SN 1/2 0,37 10,133
160 0 99,96 -
19F 1/2 100 94,077
3p 1/2 100 40,481

NMR frekvence MHz pii1 B;=2,3488 T
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Orientace spinu 1/2 a 1 v homogennim magnetickém
poli s absolutni hodnotou

V magnetickém poli jsou I a I, kvantovany
jaderny spin miize byt orientovan 2I+1 zpusoby, s kvantovym
¢islem m; v rozsahu od -I do I (-1, -I+1, -I+2, ... I)

Z kvantovani podle osy I, plyne tthel ® 54,73 © pro spin 1/2
a 45 ° pro spin 1

piechod z jednoho stavu jaderné¢ho spinu do druhého odpovida
energii elmgn zafeni z oblasti radiovych vin 71a-58



Nejdulezitéjsi jadra zkoumana v organické chemii maji jaderny spin 1/2, jsou to 'H,
13C, 15N, 19F 2 31p

I, se spinem 1/2 mohou jadra v magnetickém poli nabyvat
dvou stavil oo (m; = -1/2) a B (m; = +1/2)

-1/2

Distribuce jadernych dip6ll je v nepfitomnosti vn€jSiho magnetického pole
statisticka;

pii vloZeni pole se podle tohoto pole (sily a sméru) upravi, dojde k makroskopické
magnetizaci
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schema NMR spektrometru

civka
ptijimace

magnet \

— — — — —

civka ptidavné
magnetizace

vzorkem

zkumavka se

vysilac¢

civka ptidavné
magnetizace

magnet

osa z, B,

zesilovac
pocitac
zaznamove zarizeni
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do let kolem 1970 byly vSechny NMR pfistroje tzv. Continuous Wave (CW)

to znamenalo, Ze

a/ za konstantni frekvence v, bylo ménéno magnetickeé pole B, (field sweep mode)
b/ za konstantniho pole B, se méni frekvence v, (frequency sweep mode)

v okamziku rezonance se v civce piijimace indukuje signal, pole B, je malé a stalé

takové uspoiadani se hodi pro mé&feni 'H, '°F ¢&i 3!P (citlivych jader)

rozvoj technologii vedl ke zvySovani magnetickych poli, nejprve permanentnich,
poté elektromagneti civkovych
dalsi zlepSeni ptivedla aplikace supravodivych kryomagnetii

doba nastala k tomu, aby bylo moZno méfit NMR tzv. pulsni technikou

generator vysle kratky puls (po dobu 7, n€kolik ps) o frekvenci nikoli jen v, ale o
spektru frekvenci symetricky kolem frekvence v, uspofadaného

efektivni frekvenni rozsah je imérmy 7! potom puls o 1,=10 s odpovida
frekven¢nimu svazku o Sifce 10° Hz

vybér frekvenci zavisi na sile magnetického pole, tak poli o By=4,7 T je frekvence pro
pozorovani protonti 200 MHz, a 13C 50,3 MHz
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Aby bylo ,,pole homogenni“ musi byt méfeny vzorek relativné maly a je jim rychle
otaCeno (zkumavka je nasazena na turbinku, ktera proudem je vzduchu drZzena v
méfici poloze a zdroven rychle otacena)

bohuzel B, se rotaci vzorku nehomogenizuje a absorp¢ni signal neni tedy usecka ale

obezna Gausova kiivka o urcité Sifce, charakterizujeme ji tzv. polositkou, tj. Sitkou
pasu v poloviné jeho vysSky (W, ,,), nebo Sitkou u paty (W)

Relaxace mize byt bud’ u jednoho jadra (zménou stavu, spin lattice relaxation) T,
anebo u dvou jader (,,vyménou stavu®, spin-spin relaxation) T,
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pii pulsni metod¢ ale nemiiZzeme pfimo zaznamenat spektrum, zaznamename jej, ale v
odlisné podobé, nez jsme zvykli spektrum bude v tzv. ¢asové domeéng, ve tvaru kiivky
volného utlumu indukce (Free Induction Decay FID)

9 Mar 200:
Acquisition Time (sec) 2.5593 Comment catechin in DMSO-d6 (INOVA 400-MHz)
Date 3 Feb 1999 File Name C:\ACD50\EXAMPLES\SPECMAN\1DNMR\CATECHIN
Frequency (MHz) 400.12 Nucleus 1H Number of Transients 8
Original Points Count 12288 Points Count 12288 Pulse Sequence s2pul
Solvent DMSO-D6 Sweep Width (Hz) 4801.34 Temperature (degree C) 29.000

FID je nepravidelny, protoze je molekula jiz
popisuje komplikovana; u malych jednoduchych a
symetrickych molekul je FID téméf jako tlumena
pravidelna sinusoida

FID je podoben utichajicimu zvuku zvonu na ktery
bylo udefeno mimo stfed soumérnosti

T T T T T T T
0.0 05 10 15 20" i 25"
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FID obsahuje vSechny informace pro zobrazeni spektra, 1ze jej prevést matematickou
operaci zvanou Furierova Transformace (FT)

vypocet je relativné naro¢ny a rozvoj pocitatové techniky umoznil spolu s vyvinutim
supravodivych kryomagnetii rozvoj této techniky

dnes potiebuje obyc¢ejne PC nékolik sekund k tomu, aby prepocitalo data z FIDu na
klasické spektrum (v tzv. frekvenéni doméng)

vyhoda této metody je, Ze signal mizZe byt méfen opakované a vyznamove signaly,
které se opakuji se nacitaji a Sum je eliminovan

pom¢r signal-Sum roste s druhou odmocninou poctu takto akumulovanych méteni
(skentt), z druhého zédkona termodynamiky ale plyne, Ze s mnozstvim akvizic
ziskavame na rozliSeni ale ztracime na citlivosti

gyromagneticky pomér y je pro *C pouze 25 % hodnoty pro vodik,
mnozstvi piirodniho izotopu '3C je v uhliku pouze 1,11 %, pro zméfeni spektra jader
3C potiebujeme tedy 5700x to ,,samé* méfeni, jako pro 'H
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H,C @) CH
O
'"H NMR spektrum ethylacetatu
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9 Mar 2002

Acquisition Time (sec) 2.5593 Comment catechin in DMSO-d6 (INOVA 400-MHz)
Date 3 Feb 1999 File Name C:\ACD50\EXAMPLES\SPECMAN\1DNMR\CATECHIN
Frequency (MHz) 400.12 Nucleus 1H Number of Transients 8
Original Points Count 12288 Points Count 16384 Pulse Sequence s2pul
Solvent DMSO-D6 Sweep Width (Hz) 4801.34 Temperature (degree C) 29.000
No. (ppm) Value | Absolute Value || No. (ppm) Value | Absolute Value H
1 | M.21..1.21] | 0.000 | 5.47158e+5 11 | [5.64 ..5.69] | 0.049 | 1.22190e+8 H OH OH
2 | [2.26..2.39] | 0.054 | 1.33527e+8 12 | [5.84..5.90] | 0.052 | 1.30394e+8 HO
3 [2.46 ..2.50] | 0.012 2.88220e+7 13 | [6.06 ..6.07] | 0.000 5.49753e+5
4 | [2.57..2.69] | 0.054 | 1.33215e+8 14 | [6.47 ..6.48] | 0.000 | 4.61618e+5 o OH
5 [3.28 .. 3.29] | 0.000 3.99226e+5 15 | [6.50..6.51] | 0.000 1.08912e+6
6 [3.32..3.45] | 0.154 3.82297e+8 16 | [6.53..6.76] | 0.159 3.96034e+8 @
7 [3.74 .. 3.85] | 0.054 1.33443e+8 17 | [6.89..6.89] | 0.000 5.03669e+5
8 [4.41 ..4.50] | 0.053 1.31474e+8 18 | [8.75..8.98] | 0.150 3.72566e+8
9 | [4.81..4.90] | 0.051 | 1.25827e+8 19 | [9.12..9.21] | 0.048 | 1.20555e+8 HO
10 | [5.46..5.47] | 0.000 6.25519e+5

/ I A

i T

15 0.16 0.05 0.00 0.05 0.05 0.05 0.15 0.05 0.00
U 1Ll "N} U u [ g |
L B i o e e o e e o L L B e e e AR E R e e ey
11 10 9 8 7 6 5 4 3 2
ppm
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chemicky posun Vl — (1 T G)BO

27
z rezonancni podminky vidime, ze neekvivalentni protony (jadra) budou mit signal u
jin¢ frekvence

v praxi neudavame polohu téchto signala v frekvenci v, nebo ve velikosti stinici
konstanty ¢ , ale pouZivame hodnotu zmény frekvence Av mezi rezonan¢ni frekvenci
naSeho jadra a standardu

pro 'H a 3C NMR spektrometrii pouzivame jako standard tetramethylsian (TMS),
jemuz je definici ur¢ena hodnota 0
protze je Av zavisla na velikosti B, pouzivame bezrozmérnou veli¢inu d definovanou

0 = 10% x (Av/pozorovaci frekvence)

Faktor 10° se pouziva, protoZze zmény frekvence se pohybuji v 1/106, tj. v p.p.m.

Referencni slou€enina (TMS) se obvykle ptidava pitimo do vzorku; pokud se pouzije
jiny standard, napft. kviili rozpustnosti, jsou posuny na TMS piepocitany

BézZzny rozsah chemickych posuni je 10 az -2 ve stupnici o

diive se pouzivala i stupnice t, ktera byla definovana jako 1=10-6
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spin spin interakce (AX)

méjme dva protony HA a HX
skoricové kyseliny,
dvouspinového systému AX

HX

kazdé z jader HA a HX ma
populaci spinovych stavii v +1/2 a
-1/2 v naSem ,,gyromagnetickém
modelu‘ coz ma vliv na okoli tak,
Ze to dalSim malym pfispévkem
piispiva k magnetickému poli

y;

T dojde ke Stépent linii:
H 5 H
T e " >
“/3\{1%(% Iy iy
H H O
— tolsinyx 1| spiny
) V|-
I ' I ' I ' I ' ' I ' I ' I
14 12 10 = 4 2 0
HEP-41-726 ajalgy
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Nekteré dulezité chemické posuny v 'H NMR spektru

COOH
C=COH R,COH
Ph-OH
I I I C-H
arom. protony Si-CH,
O=CH
C=CH |
N'CH3
I
C'CH3
I
C‘C'CH3
9 8 7 6 3 2 1 0 0
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Nekteré dulezité terminy a efekty v popisu NMR spektra

k vy$si frelkvenci

» Kk vySSimu poli (upfield, Hi-Field)

> vEtsi stinéni (shielding)

A

k niz§imu poli (downfield)

A 4

mnozstvi stinicich glektronu

k vétSimu odstinéni (deshielding)

9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
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Chemical Shift Calculation Protocol [right-click on an atom in the structure]
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spin spin interakce (AX)

mé&jme dva protony HA a HX

kazdé z jader H* a HX ma
populaci spinovych stavii v +1/2 a
-1/2 v naSem ,,gyromagnetickém
modelu‘ coz ma vliv na okoli tak,

/

skoFicové k,yseliny,’ H* e to dalsim malym piispévkem
dvouspinového systemu AX prispiva k magnetickému poli
| > ) dojde ke Stépent linii:
H 5 H
T HA " VX
Y s A
|L H 0
\ ( T l spiny X T l spiny
) V|
I ' I ' I ' I ' ' I ' I ! I
14 12 10 o < i 0
HSP-41-726 alalgy
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dvouspinovy systém AX

T l spiny X T l spiny A
Va v
X tiispinovy systém AX,
Hﬁ ma k dispozici vice neekvivalentnich

spinovych gyromagneti, které na sebe
T navzajem pusobi
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muiiZeme odvodit pravidlo, Ze pro systémy se spinem /=1/2 je multiplicita linii
M=n+1

kde n je pocet ekvivalentnich sousedicich jader

vvvvvv

M=2nl+1

pro spinove interakce u jader se spinem 1/2 miZeme nakreslit binomicky Pascaltv
trojuhelnik (¢isla udavaji relativni intenzity signalti v multipletu):

n=0 1

n=1 1 1
n=2 1 21
n=3 1 3 3 1
n=4 1 4 6 41

jednoducha stépeni interakcemi prvého fadu, vyssi Stépeni nemusi byt vzdy
interpetovatelna
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spin-spinové interakce prvého radu a I=1/2

* St€peni mezi ekvivalentnimi jadry nepozorujeme,

» multiplicita je dana vztahem M=n+1,

* intenzity signali v multipletu jsou dany Pascalovym projuhelnikem,

« interakéni konstanty nezdviseji na magnetickém toku By, a jsou tudiz udavany v Hz

* u nasycenych sloucenin jsou interakce protonti oddélenych vice nez tfemi vazbami
priliS malé na to, aby byly pozorovatelné,
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9.0 ]
W priklady ,,typickych* interak¢nich konstant
i 5.74
1 S 5.21
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7757 3JAMtrans - 17’6 Hz -
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- !
60
T H 31=17,6 37=10,6
3 2)=1,25 2)=1,25
E ’ __/"' H
E 7.28
B 881\ v = 10,6 Hz
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priklady ,.,typickych* interak¢nich konstant

Ph-CHA=CHMHX  3],,..=10,6 Hz
3JAMtrans - 1796 Hz
2JMXgem =1 Hz

H H
/" \ \_\ C:<
H H ¥ o
3.=6-14Hz 3] .. =14-20 Hz 2Jgem =0-3
obvykle 10 obvykle 16 obvykle 0-2
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16

14

12

10

zakrytova

21a-82



Karplusova rovnice,

jde o zvlastni ptipad konformacni analyzy, kdy je jako pozorovatelna veliCina
pouzit velikost interakéni konstanty (vzajemného ovlivnéni jader v magnetickém
poli, studované v oblasti absorpci AM radiofrekvencniho elekromagnetickeho
zafeni); sledovana je tzv vicinalni interak¢ni konstanta 3J

TN
=

180

Hodnoty interak¢énich konstant
jsou pro 0° a 180° nejvetsi,
zatimco pro 90° nejmensi.

Pro zkiizené konformace jsou

interak¢ni konstanty u ethanu
kolem 7 Hz.

3 = A + B(cos®) + C(cos*®)
A, B, C jsou empirické konstanty

21a-83



Pro zkiizené konformace jsou interak¢ni konstanty u ethanu kolem 7 Hz,
dihedralni thel 30 °.

H H

I

—>
«—

tfi zastoupenych energeticky
nejvyhodnéjsSich zkiiZenych
konformaci

3]

H
| ]
3] m J=7 Hz je i primérna hodnota vSech

=3-5 Hz; 3Jap=10-16 Hz

gauche

3J=1/3(2%] gyepet *Jap) = cca 7 Hz

gauche
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Uhlikova nuklearni
magneticka rezonance

Carbon Nuclear Magnetic Resonance
('3C-NMR)
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Chemické posuny uhlikl v organickych slou¢eninach se pohybuji mezi
o =-20az 400

obecné lze rici, Ze

C(sp?) -20 az 100
C(sp) 70 az 130
C(sp?) 120-240

elektronovy deficit vede k vyznamnému posunu a tak napf.
karboniov¢ ionty 250 az 400

substituenty pfitahujici elektrony, heteroatomy a alkyly zptsobuji posun
uhlikt C, a Cg k niz§imu poli, v poloze C, opacny nez u uhliki C, a Cg a
v poloze Cj je efekt jiz zanedbatelny

vliv stereochemického uspotradani je vyznamy (riizné stinéni)
nahrazeni sousedniho atomu izotopem ma maly vliv, maly vliv maji
1 anizotropni substituenty (fenyl)
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B, ze zastoupeni 13C v piirod¢ je
jen 1,1 %
z toho plyne experimentalni
18 obtiz
FT spektra je nutno méfit
mnohokrat

jadro spin / zastoupeni % | NMR frekvence

'H 1/2 99,985 100

’H 1 0,015 15,351

2C 0 98,9 -

3C 1/2 1,108 25,144

14N 1 99,63 7,224

SN 1/2 0,37 10,133

160 0 99,96 -

19F 1/2 100 94,077

3p 1/2 100 40,481

NMR frekvence MHz pii1 B;=2,3488 T
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Nekteré dilezité chemické posuny v 13C NMR spektru

-CHO

-COOH

-CONHR

-COOR

>C=N

>C=S

N-CH-C

Hal-CH-C

S-CH-C

O-CH-C

O-C-

C-CH-C

N-C-

S-CH,-C

N-CH,-C

Hal-CH,-C

200

150

100
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Interak¢ni konstanty

interakce C-C nejsou v 13C NMR spektrech latek s pfirozenym zastoupenim izotopt
pozorovany

interakce C-H jsou vyznamnym fenoménem

1J(C,H) piimé (jsou ovlivnény poctem a elektronegativitou substituenti)

-C-H 125 =C-H 165 =C-H 250
2J(C,H) geminalni:

-C-C-H 1-6 -C=C-H 1-16 -C=C-H 40
-CO-C-H 8 -C-CO-H 20-25

3J(C,H) vicinalni (zavislé na dihedralnim thlu)

-C-X-C-H gauche <2 -C-C=C-H cis <12
(X=CNO) trans 5-7 trans <18

interakce gemindlni a vicinalni na aromatech a heterocyklech v rozsahu 1-15 Hz

u béznych *C-NMR spekter C-H interakce potla¢ujeme
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... a to je pro tuto ¢ast konec.
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