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Predmluva

Predkladany text slouzi k praktické vyuce objasiiujici zékladni principy spektralnich metod
studia chemickych latek (infraCervend, Ramanova, elektronovd, NMR spektroskopie a
hmotnostni spektrometrie) v piedmétu Metody studia anorganickych ldatek a dale k doplnéni
ptedmétt Fyzikdlne-chemické metody studia latek, NMR spektroskopie a Vybrané kapitoly
Z anorganické chemie Vramci chemickych studijnich programti Ptfirodovédecké fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci. Ucebni text obsahuje zakladni principy jednotlivych metod
a jejich prakticky vyznam. Soucasti textu je 1 dvanact navodli do praktického cviceni a

zaklady interpretace spekter.
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Spektroskopie

Spektroskopie je obor, ktery se zabyva studiem interakci latek s elektromagnetickym
zarenim. Z mnozstvi absorbovaného nebo emitovaného zafeni lze ziskat udaje o jednotlivych
energetickych hladinach, z téchto dat Ize nasledné vyvodit podrobné informace o struktuie
molekul nebo krystald, jimz studovana spektra ptislusi.

V roce 1666 zjistil Isaac Newton pii pozorovani prichodu svétla sklenénym hranolem, ze
délka barevné plochy je daleko vétsi nez jeji Sitka, a na zakladé dalSich pokusti dospél k
zavéru, ze bilé svétlo bylo hranolem rozloZeno v to, co oznacil jako barevné spektrum. Tyto
pokusy byly prvopocatkem spektroskopie, rozvijela se i nadéle, ale ve dvacatém stoleti po

vyfeSeni problému s interpretaci atomovych spekter Nielsem Bohrem nasla praktické vyuziti.

Typ zareni Vinocet Frekvence Energie Interakce s hmotou

Zaveni gama 10°-10"  3-10"°-3-10° 10°-10°  Preskoky jadernych astic mezi
) energetickymi hladinami jadra
Rentgenové zareni  10°-10°  3-10"°-3-10"® 10*-10°  lonizace

(RTG)

Ultrafialové zafeni 10*-10°  3-10"-3-10"® 100-10"  Ptechody elektroni

(UV)

Viditelné zafeni 100-10*  3-10**-3-10* 1-100 Piechody elektronti

(VIS)

Infradervené 1-100 3-10°-3-10% 0,01-1 Vibrace a rotace molekul

zareni (IR)

Mikrovinné zafeni 0,01 -1 3-10°-3-10"°  10"-0,01 Rotace molekul

(MW)

Radiové zafeni 10%-0,01 3-10°-3-10°  10°-10" Piechody jaderného spinu
(LW)

Tabulka 1. Typy elektromagnetického zafeni a jejich vlastnosti.

Spektroskopie délime podle:

1. vlnovych délek elektromagnetického zafeni

a) radio-spektroskopie

b) submilimetrova spektroskopie

c) opticka spektroskopie — infracervena spektroskopie
— UV-Vis spektroskopie

d) rentgenova spektroskopie

e) spektroskopie gama zateni



2. studovanych latek

a) atomova spektroskopie
b) molekulova spektroskopie
c) spektroskopie krystali

3. charakteru spektra

a) emisni spektroskopie

b) absorp¢ni spektroskopie

c) Ramanova spektroskopie
d) fluorescenéni spektroskopie
e) laserova spektroskopie

f) jaderna spektroskopie



UV-Vis spektroskopie

Ultrafialovo-viditelna spektroskopie je analytickou metodou, kterou fadime mezi
elektromagnetické spektroskopické metody. Podstatou je absorpce elektromagnetického
zareni v intervalu 200-800 nm (UV-Vis oblast) molekulami vzorku. Pfi absorpci dochazi
k excitaci valen¢nich elektronu, které jsou souéasti molekulovych orbitalti. Proto molekulova
absorp¢ni spektra v UV-Vis oblasti jsou svou podstatou elektronova spektra. U molekul je ale
nutné brat v uvahu kromé elektronovych hladin i vibracni a rota¢ni energetické podhladiny,
proto jsou vysledna spektra spojita, tedy pasova.

Patfi mezi nejstarSi fyzikalné-chemické metody. Vynikd piesnosti, rychlosti, citlivosti a
experimentalni nenaroénosti. Diky témto vlastnostem nasla Siroké uplatnéni. Pomoci UV-Vis
spektroskopie lze identifikovat nezndmé latky (v kombinaci s ostatnimi spektroskopickymi
metodami) a stanovit koncentraci znamych latek. Je vyuzivana v pratocnych celach detektori
riznych separacnich metod (napf. v nejpouzivanéjSich detektorech chromatografie HPLC).
Meéfeni je provadéno bud’ pfi vhodné vinové délce, nebo jsou snimana celd spektra v kratkych
casovych intervalech. Ve forenzni chemii se pouzivala k identifikaci barev a inkousti.
Vyhodou je moznost méfit vSechna skupenstvi - plynné latky, roztoky (vodna i nevodna
prostiedi, Sirokd oblast aplikaci), pevné latky (transparentni latky — krystaly, nebo méteni

difuzné-reflexnich spekter).

Ultrafialové (UV) zareni, jakozto oblast elektromagnetického zateni, se rozd€luje na blizké
ultrafialové zafeni (200 - 400 nm) a daleké ultrafialové zafeni (10-200 nm). Vznika
deexcitaci v atomech pti pfeskoku elektrond z vysSich slupek na niz$i ve stfednich Castech
elektronového obalu, energie fotonil se pohybuje v rozmezi cca 4-100¢eV.

Zateni oznaCované jako UVA ma vinovou délku od 315 do 400 nm. Asi 99 % UV zafeni,
které dopadne na zemsky povrch, je ze spektralni oblasti UVA. UVB ma vinovou délku v
rozsahu od 280 do 315 nm. Je z prevazné vétSiny absorbovdno ozoénem ve stratosféie. Zatreni
UVB je zhoubné pro zivé organizmy. Jeho energie je schopnd rozklddat nebo naruSovat
bilkoviny nebo jiné Zivotné dilezité organické sloucCeniny s vaznymi nésledky pro
metabolismus postihnutého jedince, nebo vzniku rakoviny. UVC je nejtvrdsi UV zateni —
jeho vlnova délka je nizsi nez 280 nm. Toto zareni hraje roli pfi vzniku 0zénu - pti dopadu na
dvouatomarni molekulu kysliku ji toto zafeni doda energii pro vznik ozoénu. Na rozdil od
UVB, které¢ dokaze proniknout jen nékolika vrstvami buné€k, je penetrace UVC pletivy a

tkanémi zivych organismi pomérné vétsi. Toto UV zafeni jiz zacina byt ionizujici. EUV je



extrémni ultrafialové zéaifeni s vinovymi délkami niz§imi nez 31 nm, které se podili na
nékterych chemickych procesech ionosféry, zejména jeji nejsvrchnéjsi vrstvy (nejvyssi
ionosférické vrstvy, tzv. Appletonovy vrstvy).

Zdrojem UV zafeni jsou télesa zahfata na velmi vysokou teplotu, Slunce (hvézdy), rtutové
vybojky (horské slunce), elektricky oblouk (svafeni). Vlastnosti: reaguje s fotografickou
deskou, zptsobuje zanét spojivek, zpusobuje v mensich davkach zhnédnuti kiize a produkci
vitaminu D, ve vyssich davkach rakovinu kize, pisobi jako desinfekce, nici mikroorganismy,
jako pfirozena ochrana proti UV zéafeni slouzi ozdénova vrstva (soucasti stratosféry), pii
dopadu na urcité latky se meéni na viditelné svétlo (ochranné prvky bankovek), vyvolava

luminiscenci a je pohlcovano obycejnym sklem.

Viditelné svétlo (Vis) je elektromagnetické zateni o vinové délce 390-760 nm a frekvenci
10" Hz. A plati vztah:

c=Lf

kde, c je rychlost svétla ve vakuu (2,99792458.10° m.s™), f = frekvence (Hz) a A = vlnova
délka (nm). Tento vztah plati v celém spektru elektromagnetického zatreni. RozliSujeme tti
zakladni vlastnosti svétla: svitivost (amplituda), polarizaci (ihel vinéni) a frekvenci (barvu).
Zdroje svétla jsou piirozené (slunce, oheni, hvézdy), umélé (zarovka, zativka, vybojka, laser),
(poly)chromatické (slozené ze svétla vice vinovych délek, napft. bilé svétlo, které je slozené ze
sedmi barev), monochromatické (jedna vinova délka — laser).

Rychlost svétla ve vakuu poprvé zméfil Hippolyte Fizeau v roce 1849. Fizeau poslal svazek
svétla na zrcadlo, kterému do cesty vlozil tocici se ozubené kolo. Pfi znamé rychlosti otaceni
kola vypocetl rychlost svétla na 313 000 km/s. Dnes je rychlost svétla definovand jako ¢ =
299 792 458 m/s. Nelze ji tedy jiz nijak zpfesnit. Je tomu tak proto, ze jednotka délky metr je
dnes definovana pravé pomoci rychlosti svétla.

V jiném prostiedi se svétlo §ifi rychlosti v, ktera je vZdy niz8i nez c. Podil téchto rychlosti je
roven indexu lomu daného prostiedi n, tj. n = c/v. V disledku toho dochazi na rozhrani latek s

rdznymi hodnotami n k lomu svétla.
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Obr. 1. Disperze svétla na sklenéném hranolu.

Interakce latky s elektromagnetickym zafenim

Latky mohou elektromagnetické zafeni pohltit nebo vyzarit. Mluvime-li o pohlceni neboli
absorpci, tak molekuly pfijimaji energii. Naopak pokud molekuly vyzafuji energii, mluvime o
emisi. Spektrum obsahujici vinové délky v ur¢itém rozsahu se oznacuje jako spojité spektrum.
Priklad spojitého spektra Ize ziskat rozkladem bilého svétla. Rozkladem spojitého spektra

ziskame souvisly pas spektralnich barev.

excitovany
atom AE=E-E =hv
o= horni hladina
E, _‘“'_ —— 5
vyzarené fotony
AN aNfu> AAAASE
dopadajici aVaVaVaVec AE
foton - hv atom v zakladnim
v stavu
E i + + £ y C
1 dolni hladina
pred emisi béhem emise po emisi

Obr. 2. Interakce elektromagnetického zateni s latkou.

Aby doslo k absorpci, musi byt v latce minimalné dvé hladiny, a to zakladni energeticka
hladina a hladina pfisluSejici excitovanému stavu (viz obr. 2). Pravdépodobnosti piechodi
mezi jednotlivymi hladinami jsou umérné poctu molekul v pfislusnych stavech. Dalsi
nezbytnou podminkou, aby doslo kabsorpci zafeni, je nenulova hodnota tranzitniho
momentu, neboli veliCiny, ktera charakterizuje zménu rozlozeni elektronti v dob¢ excitace

molekuly.



Ptipady, kdy bude hodnota tranzitniho stavu nulové, nebo

nenulovd, jsou vyjadfeny vybérovymi pravidly. Povolené

jsou pouze piechody jednoelektronové. Zakazany jsou --|

. . , vr e oge . _ —
piechody mezi stavy, které se 1isi multiplicitou x (k =2S + 1), - . 6 e T
je to tzv. spinovy zékaz. Zakazany jsou také prechody, které .

=l
se nelisi paritou (Laportovo pravidlo). P¥i pohlceni svételné [

energie mize dojit k jeji preméné na kinetickou energii ~ OPr- 3. Pricchod zdfeni kyvetou.

neuspoiadaného pohybu castic absorbujici latky, tedy na teplo. Pohlcena energie se vSak
muze pfeménit zpét ve svételnou energii, coz se oznacuje jako luminiscence.

Transmitanci svételného toku lze vypocitat:
T=1/l,

kde T je transmitance, | je intenzita zafeni, které proslo vzorkem a I, je intenzita zafeni, které
do vzorku vstoupilo. Zaporny dekadicky logaritmus transmitance vyjadiuje absorbanci A =
-log T. Absorbance je aditivni veli¢inou. Absorbuji-li zafeni dané vinové délky dvé a vice
slozek, je celkova absorbance souctem absorbanci jednotlivych slozek. Experimentalné bylo
zjisténo, ze pti priachodu svétla o intenzité | vrstvou latky o tloust’ce do, dojde k zeslabeni této

intenzity o hodnotu dl, ktera je tmérna pivodni intenzité svétla a sile vrstvy, tzn.

integraci tohoto vztahu dostaneme tzv. Lambertiiv-Beeriiv zdkon

A=¢ccl

kde € je molarni absorpéni koeficient [mol™.l.cm™], ¢ je koncentrace [mol.I"]a 1 je tloustka

meétené vrstvy [cm]

Typy piechodi
Absorpcni pasy komplext v ultrafialové a viditelné oblasti spektra je mozno rozdélit do
n¢kolika skupin podle € (tato velicina je ve vztahu k pravdépodobnosti, ze dany piechod
nastane). Hodnotu € miizeme chépat jako veli¢inu, kterd je mirou pravdépodobnosti piechodu.
1) Absorpéni pas ma hodnotu € ~102—1
Jedna se o pasy zakazané vybeérovymi pravidly (spinovy zékaz a Laportovo pravidlo).

Pasy lze pozorovat vzacné a jsou umoznény interakci ozna¢ovanou spin-orbit.

o



2) Absorpéni pas ma hodnotu € ~ 10 — 10

Jsou identifikovany jako piechody mezi rtiznymi ligandovymi stavy centralniho

atomu, tj. mezi stavy vzniklymi rozs§tépenim jeho plivodné degenerované vlivem

elektrostatického pole nebo interakce s elektronovymi oblaky ligandi. Jedna se o

ptechody oznacované jako d-d nebo f-f a jsou tedy zakazany Laportovym pravidlem.

Pfechody mezi témito ligandovymi stavy jsou povoleny pouze jako kvadropulové

ptechody nebo piechody se zménou magnetického dipdlu. Piechody této skupiny se

nazyvaji obecn¢ intrakonfigura¢ni. U komplexnich sloucenin zéasadniho vyznamu,
podavaji informace o stereochemii.
3) Absorpéni pas ma hodnotu € ~ 10° — 10°

Pésy této skupiny jsou velmi vyrazné a vykazuji vétSinou znacnou zavislost na povaze

ligandu. Mizeme je rozd¢lit do tfech skupin a to:

a) Lokalizované na ligandu, které je mozno analyzovat porovnanim s absorp¢nimi
spektry volnych ligandii. V organickych sloucenindch, které nejCastéji ptipadaji
v uvahu jako ligandy, rozd€lujeme piechody mezi vazebnymi a antivazebnymi
orbitaly 6-6" nebo m-n a piechody mezi nevazebnymi a antivazebnymi orbitaly n-
G an-m.

b) Rydbergovy prechody jsou lokalizovany na centralnim atomu v komplexni
slouCenin€ a jsou spojeny se zménou konfigurace (zména hlavniho kvantového
¢isla). Jejich analyza je mozn4 srovnanim se spektry volnych iontt.

C) Prechody prenosu naboje (byvaji oznaCeny anglickou zkratkou CT = charge
transfer) jsou spojeny s pienosem elektronu z ligandu na centralni atom (LMCT =
ligand to metal CT) nebo z centralniho atomu na ligand (MLCT). Jsou to obvykle
silné absorpcni pasy pii nizSich vinovych délkéch, které jsou tézko rozlisitelné od
prechodti Rydbergovych, zakryvaji tedy slabsi prechody d-d.

Piechody popsané v bodech b a ¢ jsou nazyvany jako pfechody interkonfigura¢ni.

Elektronova konfigurace volného atomu a atomu v poli nekulové symetrie

V jednoelektronovém atomu popisujeme systém pomoci kvantovych cisel (n, I, m;, mg).
K popisu atomu nebo iontu Vv poli kulové symetrie je potieba novych kvantovych Cisel, ktera
charakterizuji elektronovy systém atomu jako celek. Proto zavadime elektronovy term
(Russel-Saundertiv vektorovy model atomu) a oznacujeme ho symbolem “L, kde k = 2S + 1,
coz je spinova multiplicita (tj. stupeii spinové degradace) a celkové kvantové Cislo L urcuje

orbitdlni degradaci. Celkovy stupent degradace termu je d = (2S + 1).(2L + 1). Podle



cvwr

maximalni hodnoté spinové multiplicity soucasné¢ nejveétsi hodnotu L, tedy maximalni
moznou celkovou multiplicitu. Energetické rozdily mezi zakladnimi stavy a stavy
excitovanymi je mozno v kone¢né podob¢ vyjadiit pomoci Racahovych parametrii (A, B, C).
Tyto parametry jsou vzdy kladné a spolu s koeficienty (a, b, ¢) charakterizuji vzajemnou
integraci elektroni, mezi nimiz plati vztah: E(L, S) = aA + bB + cC. Energie siln€ zdviseji na
hodnotach parametri A, B, C a na naboji a povaze atomu. Racahovy parametry jsou
tabelovany. Stav viceelektronového atomu popisujeme tedy pomoci kvantovych ¢isel L, S,

M., Ms. To znamend, ze kvantova ¢isla L a M| popisuji symetrii elektronového oblaku jako

Stav volného iontu Krystalové stav
Symbol termu %l

celku.

L

0 S A

1 P T,

2 D E+T,

3 F A+T1+T,

4 G AlL+E+T;+ T,
5 H E+2T,+ T,

Tabulka 2: St&peni stavii volného iontu v oktaedrickém a tetraedrickém krystalovém poli.

Na atom Vv poli nekulové symetrie plisobi vnéjsi pole a proto kvantova ¢isla L a M| pfestavaji
byt vhodnymi kvantovymi €isly pro popis takového atomu. K popisu novych krystalovych
stavll jsou urcena nova kvantova Cisla, kterd oznacujeme I', Mr. Jako nejvyhodnéjsi se ukéazal
popis novych krystalovych stavli pomoci ireducibilnich reprezentaci (podle R. S. Mullikena).
Podobné, jako lze popsat energie stavii volného atomu pomoci Racahovych parametri, je
mozno vyjadiit energii krystalového stavu E(I') vyrazem: E(I') = a.A + bB + ¢C, kde A je
parametr oznacovany jako sila krystalového pole, pticemz zakladni podminkou pro hodnoceni
je mozno vyjadfit tzv. stabilizacni energii krystalového pole (CFSE). Pro komplexy
oktaedrické symetrie plati: E = — [0,4n — 0,6(k — n)].A a pro komplexy v tetraedrické symetrii
plati: E = [0,6(k—n) — 0,4n].A, kde n je pocet elektroni v hladin¢ t, a k celkovy pocet

elektronu v d ve volném iontu.

10



Elektronova spektra vybranych komplexnich slou¢enin

V této Casti si predstavime nékolik elektronovych spekter koordina¢nich sloucenin s jejich

vyhodnocenim pomoci Tanabe-Suganovych diagramii. Obrazky 4 a 5 ukazuji ptiklady

elektronovych spekter riznych komplexnich sloucenin.

/L molH! cm~! —3=

o = O o0
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Obr. 4. Elektronova spektra [Ni(H,0)g]** (=) a [Ni(en)s]** (--).
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Obr. 5. Pomoci elektronovych spekter 1ze uréit, jestli se jedna o cis nebo trans koordinaé¢ni sloué¢eninu. Na

16,000 20,000 24,000 28,000 trans-|CoX,Y,|[CoXg] cis-[CoX,Y5]

obrazku vlevo je spektrum komplexu [Co(en),F,]". Schematicky diagram vpravo ukazuje energetické piechody.

Elektronova
[CoCl,]*
Spektra tchto d’ komplexii vidime na

obrazku 6. [CO(H20)]* — jedna se o

spektra  [Co(H,0)s]*" a

oktaedricky komplex kobaltu v oxida¢nim

stupni  +Il a elektronovou konfiguraci

valenéni sféry d’. [CoCly]* — jedna se o
tetraedricky komplex kobaltu v oxida¢nim
+HIl a

stupni elektronovou  konfiguraci

14
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Obr. 6. Elektr. spektra [Co(H,0)]*" (kiivka A) a
[CoCl,]? (kiivka B).
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b)

[Co(H,0)e]**

Urceni hodnot Dq a B z Tanabe-Suganovych diagramii

v1 = 8100 CM™.oooine, Tig— *Tag

vz = 16000 cm™ ... Ty — “Agg

v3=19400 cm™ ..o Ty — Ty (P)

B=825cm™

E v1/B = 8100/825 = 8,818 — A/B=10,9 > A=18992 — Dq = 899,2 cm™

E vo/B = 16000/825 = 21,188 — AB=11,5—> A=9487 — Dq = 948,7 cm™

E v3/B = 19400/825 = 25,515 — A/B=11,2 > A=9240 — Dq=925,0 cm™
Dg=9240cm™

Urceni hodnot Dq a B z pomért vlnocti (diagrama I11)

va/ v1 = 2,39 B; = 9400/23,5 = 825 cm™

va/ vy = 1,21 B, = 19400/23,0 = 843 cm™

vo/ vi = 1,97 B, = 16000/23,3 = 686 cm™

B; = 825,53 — Dqy = 825,53. 1,1 =908 cm™

B, = 843,47 — Dqy = 843,47 . 1,0 =943 cm™

Primérna hodnota Dg = 875 cm™
Primérna hodnota B = 834 cm™

Urceni hodnot Dq a B ze sekularnich rovnic

B = 1/15(vs - 2v1 + 10Dq)

Dq=1/20[2v, —v3 + \/v32 +vvy-v, ]

B=827cm*

Dg=921cm*

[CoCl.)*

Urceni hodnot Dq a B z Tanabe-Suganovych diagramti

V2 =4980 CM™ ..., ‘A, - T,

v3=14000 cm™ . ‘A, — T, (P)

B=691cm™

E v1/B = 4980/825 = 8,818 — A/B=10,9 > A=8992 — Dq=23452cm™
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b) Uréeni hodnot Dq a B z poméri vino¢ta
vl vo = 2,81 (Diagram 1) Dg/B = 0,40
(Diagram I11) Evs /B =20,2 B =693 cm™
Dq = 693 . 0,40 = 277 cm™

¢) Urceni hodnot Dq a B ze sekularnich rovnic

v, +v3 = 30Dq +15B

v3-vs = +/(15B-6Dg)? + 64Dq>

B =695 cm™*
Dg =280 cm™

UV-Vis spektra se méfi na spektrometrech (spektrofotometrech). Spektrometry se konstruuji
jako jednopaprskové nebo dvoupaprskové. Casti jednopaprskového spektrometru jsou
znazornény na obrazku 7. Zékladnimi ¢astmi jsou zdroj svétla, monochromator, méfici
prostor a detektor. Jako zdroj se ¢asto pouziva wolframové vlakno (300-2500 nm) a pro UV
oblasti jsou to nejcastéji deuteriové vybojky (190—400 nm). Polychromatické zateni prochéazi
pfes monochromator (napf. optickd miizka a vystupni $térbina). Monochromatické zafeni pak
prochazi vzorkem. Roztoky vzorkd o piesné koncentraci se plni do standardnich kyvet s
optickou drahou 1 cm. Jako detektory se Casto pouzivaji fotondsobice, fotodiody nebo CCD

detektory (charge-coupled device).

Monochromator Detektor

mpni
7 Siérbina
Disperzni

Svételny zdroj hranol

O Vstupni

sterbina
Obr. 7. Znazornéni optické drahy jednopaprskového UV-Vis spektrometru.
Abychom v jednopaprskovém spektrometru ziskali spektrum samotného vzorku (nikoliv

roztoku vzorku v rozpoustédle), musi se nejprve zméfit slepy referencni vzorek (samotné

13



rozpoustédlo) a pak se do stejné optické drahy umisti kyveta s roztokem vzorku. Naopak u
dvoupaprskovych spektrometrti je pted vzorkovaci prostor umistén déli¢ paprsku, ktery
monochromatické zareni rozdéli na dva paprsky, které pak prochéazeji dvéma paralelnimi
kyvetovymi prostory, a tak umoziuje méfit slepy i méfeny vzorek soucasné ve dvou
optickych drahéach. Zobrazené spektrum je pak pomérem dvou namétfenych intenzit proslého
zafeni, pfi¢emz intenzita zafeni prosla referencnim vzorkem je déna jako 100%.

Spektrometry mohou byt také konfigurovany k méteni spekter pevnych vzorkl (difuzné-
reflexni spektra), tedy k méfeni intenzity odrazené od vzorku a srovnané s intenzitou
odrazeného zafeni od vzorku referenc¢niho (jako napft. bily filtrani papir napustény nujolem,

24 .

na ktery se pak nanasi nujolova suspenze se vzorkem).
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Prakticka prace se spektrofotometrem Perkin-Elmer Lambda 35 a 40

,ll

i,

———
—
--
—
--
—
—
— -
— -
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—
—

Obr. 8. UV-Vis spektrometr Perkin-Elmer Lambda 35 uréeny k méfeni roztokovych spekter v oblasti 11000-
40000 cm™, popiipadé difazné-reflexnich spekter vzorki v pevné fazi.

Popis piistroje a programu pro méieni v UV-Vis oblasti

Pracujeme na spektrofotometrech Perkin-Elmer modely Lambda 35 a Lambda 40 vybavenych
reflexni kouli pro méteni difuzné-reflexnich spekter pevnych vzorkd. Z tohoto diivodu jsou
ptistroje konfigurovany jako jednopaprskové. V praxi to znamend, ze pied kazdym métenim,
pfipadné sérii méteni se stejnym srovnavacim vzorkem, musime nejprve srovnavaci vzorek
zmgéfit (baseline). Pfistroje jsou nastavovany softwarové programem UV WinLab v. 2.85.04
od fy. Perkin- Elmer.

Ziakladni postup méfeni:
1. zapneme spektrofotometr a ovladaci pocita¢, spustime program uv winlab a vyckame na
oznameni instrument ready. Zvolime méfici metodu. (pokud neni uloZena pozadovana

metoda, otevieme scanl a tu modifikujeme).
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B UV WinLab

File ‘iew Ultilities Application Datahandling Window Help

Start_|| Auwozero | | Gillj D5 ]| 87| e

@ Methods IHH

Files

N1
UYREPT3.MSC

Fileinfo
IDemo scan method shipped with UY WinLab |

Obr. 9. Zvoleni méfici metody.

2. Modifikace metody - zakladni nastaveni spektrofotometru.

B UV WinLab [C:\UVWINLAB\METHOD\SCAN1.MSC]

File View Ultilities Application Datahandling Window Help

Start Autozem'g Qi_l; _E)ﬁ ;,.i @ Setup
M C:\UVWINLAB\METHOD\SCAN1.MSC

SCAN

Start wavelength EIHT| nm Number of cycles : EI

End wavelength 200.0| nm

Data interval [ 1.0]nm

OUTPUT

Autosave : ® On ) Off Ordinate max. : 2.000
Autoprint : ) On ® Off Ordinate min. - 0.000
Autolist : ) On ® Off st l Display : |Selia| |

End of Run Application: | |
Method info : ] I

Obr. 10. Zakladni nastaveni méfeni.

V tomto okné nastavime rozsah vlinovych délek méfeni start a end wavelength nastaveni

rozsahu absorbance resp. transmitance (ordinate) a nastaveni poctu cyklt (standardné 1).
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B UV WinLab [C:\UVWINLAB\METHOD\SCAN1.MSC]

F|1e View Ut|I1t|e5 Apphcatlon Data handling  Window Help

INSTRUMENT

Ordinate mode : A LI ‘Scan speed : 120 _v_] nm/min

. A 60 A
Lamp UV : ® 0n ) oOff Smooth : lz%_— e
Lamp Vis - ® 0n ) Off ;gg

1920

Slit : 2.00 ~ | nm 2880 Y
Lamp change : nm

Obr. 11. Nastaveni parametra (rychlost skenovani).

Nastaveni rychlosti skenovani (speed scan) (¢im mensi rychlost, tim kvalitnéj$i zaznam a tim

delsi doba méfeni). Standardné byva nastaveno 240 nm/min a nastaveni méficiho modu

(ordinate mode) absorbance resp. transmitance.

B UV WinLab [C:\UVWINLAB\METHOD\SCAN1.MSC]

File View Ultilities Application Data handling  Window Help

Start Aulozelo ﬁji Lé x| & Setup

M C:\UVWINLAB\METHOD\SCAN1.MSC

INSTRUMENT
Ordinate mode : Scan speed : 120 L‘ nm/min
Lamp UY : Smooth : 3 ~|lnm
Lamp ¥is :
Slit :
Lamp change :

Obr. 12. Nastaveni parametrt méficiho modu.
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Stérbina (nastavuje rozliSeni), Slit standardné 2 nm. Vyhlazeni Smooth — piili§ vysoké
hodnoty vedou ke ztraté informace, standardné 3. Modifikovanou metodu mizeme ulozit pod

zménénym ndzvem pro piipadné dalsi pouziti.

3. Popis vzorku a pocet vzorkd.

B UV WinLab [C:\UVWINLAB\METHOD\SCAN1.MSC]

File ‘iew Ultilities Application Datahandling Window Help
Stat_|| Autozero | | [Ul]| {25 %[ 0] Setwp
M C:\UVWINLAB\METHOD\SCAN1.MSC

Result Filename :
Calculation factor : lFactor L’l Number of samples - El
il ;_’r,.\_'rnl Delete in‘-‘:l Insert row
No. Sample Identity Factor Sample Info

T 1.0000 -

2 1.0000

3 1.0000

4 1.0000

v

< | >

e |
Obr. 13. Popis méfenych vzorkl v programu UV WinLab.

Zde zvolime nazev ukladaného souboru, maximalné¢ 8 znakd bez oddélovaci (Result
filename). Kazdé méfteni se uklada jako soubor se jménem a v okénku Sample info je mozno
zapsat informace o vzorku.

4. Pifed méfenim ptipravime vzorky. Roztoky métime zpravidla v kiemennych kyvetach (UV-
oblast). Jako srovnavaci vzorek pouZijeme piislusné cCisté rozpoustédlo. Pevné vzorky
naneseme jako nujolovou suspenzi na specialni filtracni papir a jako srovnavaci vzorek
pouzijeme filtrani papir napusStény nujolem. Vlastni méteni zahdjime stiskem tlacitka start,
béhem méieni sledujeme graficky zaznam.

5. Po skonceni méfeni se automaticky ulozi binarni soubor s pfiponou *.sp. Pokud chceme
vysledek ulozit jako textovy soubor (dva sloupce ¢isel), napt. pro nacteni do programu Origin,
je tfeba pfi ukladdani zvolit - ulozit jako ASCII s pfiponou *.txt. Vysledek je také mozno

editovat pfimo v programu UV WinLab.
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6. Po skon¢eni méteni vypneme spektrofotometr, vycistime kyvety, které nakonec vymyjeme

etanolem. Uvedeme pracovisté do vychoziho stavu.

Priprava nujolové suspenze pro méreni difizné-reflexnich spekter:

Méfime spektrum suspenze pevné latky v parafinovém oleji (nujolu). Nujol vypliuje prostor
mezi Casticemi pevné latky, takze zateni, které prochazi rGznymi ¢astmi vzorku, nenarazi na
oblasti s velmi rozdilnym indexem lomu (jako kdyby byl mezi ¢asticemi napt. vzduch).
Suspenzi pfipravime dikladnym roztiranim studovaného vzorku (sta¢i 10-20 mg, podle
potieby lze samoziejmé vice) s nujolem v achatové misce nebo mezi dvéma rovnymi
sklenénymi povrchy vybrousenymi do posledniho stadia pied lesténim (napft. Petriho misky).
Nujol ptriddvame postupné, az ziskdme hustou suspenzi o konzistenci ,,zubni pasty*.

Nujolovou suspenzi pak naneseme na specidlni filtra¢ni papir.

Praktické ukoly:

A. Roztokova spektra komplexnich sloucenin

Ukol: Zméite roztokova spektra komplexii [Co(NH3)s]Cls a Kz[Co(SCN)4]. Porovnejte jejich
absorp¢ni pasy, urcete hodnoty Dq a B z Tanabe-Suganovych diagramil a urcete symetrii
komplext a elektronovou konfiguraci valenéni sféry.

Pomitcky a chemikdlie: kyveta, 25ml odmérné banka, Spachtle, analytické vahy, ultrazvukova

lazen, miktropipeta, UV-Vis spektrometr Perkin-Elmer Lambda 40

methanol pro UV spektroskopii, chlorid hexaamminkobaltity, tetrathiokyanatokobaltnatan
draselny.

Postup: Po naladéni pfistroje podle instrukci rozpustime vzorek v methanolu (pomoci
ultrazvukové 1azng), tak aby vysledny roztok mél koncentraci 10 mol/dm?®, zmé&fime slepy
vzorek (methanol) a poté spektra komplexii a zpracujeme je. Z prace vypracujeme protokol,
do néhoz provedeme navic identifikaci zakladnich absorpcénich péast jednotlivych

komplexnich slouc¢enin podle zadani.

B. Difuzné-reflexni spektra komplexnich slou¢enin

Ukol: Zméite diftiznd-reflexni spektra komplexti CuSO4-5H,0 a Hg[Co(SCN)4]. Porovnejte
jejich absorpéni pasy, urCete hodnoty Dq a B z Tanabe-Suganovych diagramti a urcete
symetrii komplext a elektronovou konfiguraci valencni sféry.

Pomiucky a chemikalie: kyveta, filtracni papir, achatova miska s tlouckem, Spachtle, UV-Vis

spektrometr Perkin-Elmer Lambda 40
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nujol, pentahydrat siranu méd’natého, tetrathiokyanatokobaltnatan rtut'naty.

Postup: Naladime pfistroj podle instrukci. Vzorek dikladné rozetieme v achatové misce

snujolem a pak tuto suspenzi naneseme na specialni filtraéni papir. Zméfime spektrum

slepého vzorku (filtra¢ni papir s nujolem) a poté spektra suspenzi vzorkd a zpracujeme je.

Z prace vypracujeme protokol, do néhoz provedeme navic identifikaci zékladnich absorp¢nich

past jednotlivych komplexnich slou¢enin podle zadani.
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Tabulka 3: Hodnoty energie stavii 2° * 'I'; v oktaedrickém poli, vztaZeném na energii zakladniho stavu atomu (E)
jako nulovy bod.
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Obr. 14. Tanabe-Suganovy diagramy pro elektronové konfigurace d® — d® (zavislost relativni energie
ligandovych stavil na sile ligandového pole symetrie).
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Infracervena spektroskopie

Infragervenou (IC) spektroskopii fadime mezi spektralni nedestruktivni analytické metody.
Zjejiho nazvu vyplyva, ze sanalyzovanym vzorkem interaguje infraCervend cCast
elektromagnetického zaifeni a vysledkem méfeni je spektrum, tedy zavislost absorbance

(transmitance) na vinoctu zafeni.

Spektrometr

= detektor

zdroj

Energie

Obr. 15. Schematické znazornéni pohlceni ¢asti IC zafeni vzorkem ve spektrometru [materialy firmy Nicolet].

Hodnoty vibraénich energii v ziskaném spektru souvisi s pevnosti chemickych vazeb,
s molekulovou geometrii a hmotnostmi jader, tedy s molekulovou strukturou métené latky.
Vyuziva se tedy Kk identifikaci a kvantitativni analyze strukturnich jednotek v analyzovaném
vzorku, kterym muize byt latka zndma (dlkaz jeji pfitomnosti) nebo neznama (urceni
strukturnich ryst, pfitomnosti funkénich skupin). Diky témto charakteristikim ma IC
spektroskopie dulezitou roli v organické i anorganické chemii, ve vyzkumu i primyslu. Hojné
se vyuziva ve farmacii, medicinské diagnostice, forenzni chemii, Vv kontrole potravin,
agrochemii, ptfi vyzkumu molekulové dynamiky, chemickych vlastnosti molekul, vlivu

prostiedi na studované molekuly a mnoho jinych oblasti.
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Obr. 16. Elektromagnetické spektrum [pievzato z P. Kania, Infradervena spektrometrie].

Infracervend cast elektromagnetického zatreni zasahuje od Cervené oblasti viditelného zareni
po mikrovlnnou oblast. Zahrnuje tedy zafeni o vinotech 14000 az 20 cm™, pfiemz pro
analyzu nejvyuzivangjii je oblast 4000200 cm™. Podle energie zafeni délime infradervenou
oblast na blizkou (14000-4000 cm™), stfedni (4000400 cm™) a vzdalenou (400-20 cm™).
Podle konvence se obvykle popis intenzity absorpce u spekter méfenych ve stiedni IC oblasti
uvadi v procentualité¢ propustnosti (transmittance, T [%]) na dekadické logaritmické Skale.
Signal je tedy representovan minimem na zaznamu, jimz je nejniz$i bod, odpovidajici
propustnosti pro dany pas. Naopak u spekter méfenych ve vzdalené IC oblasti se spektrum
uvadi jako zavislost absorbance na vInoCtu zafeni. Signal je tedy naopak maximem
odpovidajicim absorpci pro zafeni dané energie. Pro zopakovani 1 zde uved'me, Ze
transmitance (propustnost) je definovdna jako pomér intenzity zafeni, které proslo vzorkem
() k intenzité zafeni vychazejiciho ze zdroje (Ip). Absorbance je definovana jako dekadicky

logaritmus 1/T.

A=log 1/T v=1/4 fcm™]

Zavislost energie na vinové délce je logaritmicka, proto se pouziva vinocet, ktery je definovan
jako pfevracena hodnota vinové délky, a tedy uvedena zavislost energie na vinoctu bude

funkci logaritmickou.

Podstatou infracervené spektroskopie je interakce infracerveného zéateni se studovanou
latkou, kdy hmota mtize foton o urcité energii pohltit (absorpcni infracervend spektroskopie),

nebo vyzéfit (emisni infracervena spektroskopie). Kazdy atom ¢i skupina atomt v molekule
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vibruje kolem své rovnovazné pozice. Frekvence téchto vibraci zavisi na hmoté a vzajemném
uspofadani zadastndnych &astic, sile jejich vazeb. Energie fotond IC zafeni (1-60 kJ.mol™) je
dostatecna ke zméné vibra¢niho ¢i rota¢niho stavu molekuly. Vibra¢ni pohyb si lze predstavit
jako periodickou zménu mezijaderné vzdalenosti mezi atomy. Obecné ma n atomova
0S X, ¥y a Z a tfi jsou urCeny pro popis jejiho rotacniho pohybu (¢i dva v ptipadé linearni
molekuly, kde dva rotaéni momenty ve sméru os X, y a z jsou totozné). Cislo 3n—6 (3n—5 v
piipadé linearni molekuly) tedy zbyva na tzv. vibracni stupné volnosti neboli vibra¢ni pohyby
molekuly (napt. H,O, nelinearni molekula, 3x3—6 = 3 vibra¢ni mody).

Nezavisle na struktufe, konstituci, konfiguraci, konformaci a dalSich aspektech chemické
vazby lze u téze sloudeniny za analogickych podminek pro kazdou vibraci zméfit v IC spektru
(ptiblizng) stejny absorpcni pas, bez ohledu na okolnosti. Naopak, 1ze na strukturu, konstituci,

konfiguraci, konformaci z IC spekter usuzovat.

Typy vibraci

Vibrace lze popisovat jako zmény vazebnych délek a uhli. Aby byla vibrace v IC spektru
pozorovatelnd (aktivni), musi pii ni dochazet ke zmén€ dipdlového momentu. Polarni
(polarizovand) vazba obvykle je aktivni (pt. C=N), vazba nepolarni v symetrické molekule

bude absorbovat velmi slabé, pokud viibec (C=C).

sila pusobi
na kladnou ¢ast
ve sméru el. pole

A . A
E — molekula je S E
p— stlaCovana _
— dipélmoment
se zmensuje -
elektrické elektrické
pole sila plisobi pole

na zapornou Cast
proti sméru pole

Obr. 17. Schematické znazornéni zmény dipolového momentu vlivem elektrické slozky elektromagnetického
zafeni.
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Vibrace délime na:
e Valen¢ni — méni se prevazné délka vazby
o symetricka
o asymetricka
e deformacni — dochdzi ke zméné€ vazebnych uhli
o rovinné — nizkové, kyvadlové
o mimorovinné (atom vibruje mimo rovinu tvofenou ostatnimi atomy) — vé&jifove,

kroutivé

Na natahnuti vazby je tieba vice energie nez na jeji ohnuti, proto frekvence valencnich vibraci

jsou vzdy vyssi nez frekvence odpovidajicich deformacnich vibraci dané funk¢éni skupiny.

" %W

valencni valenéni deformacni
symetricka antisymetricka ntzkova

+ + + —

deformacni deformacni deformacni
kyvadlova véjifova kroutiva

Obr. 18. Nékteré typy vibraci.

Me¢éteni infracervenych spekter se provadi na infracervenych spektrometrech, které miizeme
rozdé¢lit do tii zadkladnich skupin:

a) disperzni IC spektrometry — souéastmi jsou zdroj IC zafeni (keramicka tycinka

s navinutym odporovym vldknem zhavenym na teplotu 1000-1400 °C), které pak
prochazi vzorkem (v kyveté zmateridlu propustného pro IC zafeni, vétSinou
halogenidy alkalickych kova — KBr, NaCl, Csl, CaF,, TII, TIBr), a dale

monochromatorem, ktery postupné (rotaci difrak¢éni miizky) piivadi na detektor zafeni
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o vybranych vinoctech; pouziti disperznich spektrometrii je na ustupu (postupné

méteni spektra po jednotlivych hodnotach vinocti je asoveé nérocné).

b) Nedisperzni IC spektrometry — analogické k disperznim spektrometrim, ale

neobsahuji monochromdtor zaieni, monochromatické zareni vychézi jiz pfimo ze
zdroje IC zafeni, kterymi byvaji vysoce monochromatické lasery (napt. laserové
diody).

IC spektrometry s Fourierovou transformaci (FT) (interferometrické)

> > T

1 Interferometr

I
Zdroj
7 N
7 5 )
Zrcadlo Vzorek
N .
] |
Zrcadlo
\S )
Vzorkovaci prostor

Obr. 19. Znazornéni optické drahy (modra) v interferometrickém IC spektrometru [materialy fy
Nicolet].
Zdrojem zafeni je opét keramicka ty¢inka, ktera pii zahiati emituje spojité IC zafen,
které pak dopada pod tihlem 45° na deli¢ paprski (propusti jen pozadovanou cast
spektra, napf. sttedni IC), kterym projde 50% zafeni na pohyblivé zrcadlo. Zbylych
50% se odrazi na pevné zrcadlo. Paprsky se od obou rovinnych, vzajemné kolmych
zrcadel zpétné odrazeji a na délici paprska pak podle aktualni polohy pohyblivého
zrcadla interferuji. K pozitivni interferenci dojde, pokud je drahovy rozdil téchto
paprski celistvyym nasobkem vlnové délky prochazejiciho zafeni (nA). Intenzita

zafeni tedy zavisi na pohybu zrcadla (ovliviiuje drdhovy rozdil paprski).
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Rekombinovany paprsek je pak odrazen do kyvetového prostoru se vzorkem a pak
dopada na detektor. Signdl na detektoru je sniman v zavislosti na pohybu zrcadla.
Déli¢ paprski,, pohyblivé a pevné zrcadlo tvoii zakladni Casti tzv. Michelsonova
interferometru. Kontrola rovnomérného pohybu zrcadla v interferometru je provadéna
pomoci laseru, jehoZ monochromatické zateni slouzi také ke kalibraci vlnoctové

stupnice pfistroje.

Pevné zrcadlo

BF
Déli¢ paprsku

Interferometr

Pohyblivé zrcadlo

Detektor

Obr. 20. Schéma rozloZeni pevného, pohyblivého zrcadla a délice paprski v Michelsonové
interferometru [materialy fy Nicolet].
Na rozdil od ptedchozich dvou typti spektrometrti je signal opoustéjici interferometr a
dopadajici na detektor souctem vsSech moznych interferenci pii vSech moznych
frekvencich (zafeni tedy neni monochromatické, spektrum se tak nezaznamendva
postupné po jednotlivych vinoétech zateni). Kazdy zaznamenany interferogram
obsahuje veskeré spektralni informace. Interferogram se matematickou operaci
Fourierovou transformaci pievadi z ¢asové Skaly do frekvencni nebo vino¢tové na
spektrum odpovidajici jednomu skenu. S opakovanym pohybem zrcadla jsou
zaznamenavany dalsi interferogramy, z nichz je pak spocitan primérny interferogram,
ktery se Fourierovou transformaci pfevede na spektrum, které ma na ose X vino¢tovou
stupnici. Vyssim poctem skend se zvySuje kvalita spektra, protoze se zlepSuje pomér
signalu ku $umu. FT IC spektrometry jsou v sou¢asné dobé& nejpouzivangjsi, protoze

umoziuje ziskat za krat$i méfici Cas kvalitngjsi spektrum s vyS$Sim rozliSenim.
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Obr. 21. Schéma zisku spektra polystyrenu na FT IC spektrometru s interferometrem [materialy fy
Nicolet].

Obrovskou vyhodou IC spektroskopie je moznost méfit vzorky ve viech skupenstvich a také
raznymi méricimi technikami, které experimentator voli podle povahy vzorku nebo

pozadovanych informaci ze spektra. Jak tedy vybrat tu spravnou méfici techniku?

Transmitanéni (transmisni) techniky

Nejpouzivangjsi technikou pro ziskani infraterveného spektra nezndmé latky je transmitancni
méfeni (zafeni ptimo prochdzi vzorkem), velkou vyhodou je moznost méteni vzorkii ve v§ech
skupenstvich; mezi jehoz techniky nalezi:
Plynny vzorek:

e Plynové kyveta ﬂ
Kapalny vzorek: \o

o O
o Kapalinova kyveta o I~

o Tenka vrstva mezi okénky

»  Polymerni porézni nosi¢ Obr. 22. Kapalinové kyveta.
Pevny vzorek:
o KBr nebo Csl tableta (vzorek se smichd s opticky inertnim materidlem a slisuje se do
tvaru tenké tablety o tloust'ce 0,005-0,5 mm)
e Suspenze v Nujolu (parafinovy olej) nebo Fluorolube (fluorovany uhlovodik)
o Kyveta s KBr, NaCl nebo polyethylenovymi okénky
e Samonosné folie

e Film nebo odparek na KBr, NaCl nebo polyethylenovém okénku
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Reflektanéni (odrazové) techniky

Muzeme méfit vzorky v pevném nebo kapalném skupenstvi.

Zeslabena uplna reflektance (ATR)

Pro méfeni vzorkii, které silné absorbuji infraCervené zaieni (vodné roztoky, emulze) je
vyhodna technika zeslabené totalni reflektance (ATR - Attenuated Total Reflectance).
Vyhodou je minimalni pfiprava vzorku pro analyzu. Technika je zalozena na principu
nasobného uplného odrazu zafeni na fazovém rozhrani méteného vzorku a méticiho krystalu z
materidlu o vysokém indexu lomu. Krystal je vétSinou plandrni, ve tvaru lichobéznikového
hranolu. Zateni je ptfivedeno do krystalu soustavou zrcadel tak, aby uhel dopadu na fazové
rozhrani vyhovél podmince totalniho odrazu. Méteny vzorek je v dokonalém kontaktu s ATR
krystalem a zafeni pronika ¢aste¢n¢ do analyzovaného materidlu (evanescencni vlna). Zareni
pronikne do povrchu vzorku fddové v pm az mm, charakterizujeme tedy pouze velmi tenké
povrchové vrstvy. Meétfeny vzorek absorbuje zareni o urcité frekvenci (pfechod na vyssi
vibra¢né-rotacni hladinu), které pak bude v totalné odrazeném zateni zeslabeno. Priinik zafeni
do vzorku se zvySuje s rostouci vinovou délkou. Relativni intenzity past ve spektru tak klesaji
s rostoucimi hodnotami vlno¢ti ve srovnani se spektry v méfenymi transmitan¢nimi
technikami. Pro moznost pfimého porovnani spekter ziskanych riznymi technikami, se tento
jev mize matematicky kompenzovat. ATR korekce je souéasti softwarového vybaveni IC

spektrometrd. PouZivaji se krystaly napt. ze ZnSe, diamantu, AgCl, Si, Ge, safiru.
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Obr. 23. Znézornéni odrazu IC paprsku na ATR krystalu a evanescenéni viny [inspirovano D.A. Wharton et al.,
J. Exp. Biol. 211 (2008) 2901].

Spekularni reflektance
Spekuldrni (zrcadlova) reflektancni technika je zalozend na méfeni zmény intenzity zareni

odrazeného od lesklé podlozky, na které je umistén nebo nanesen vzorek. Spekularni reflexi je
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ta cast odrazeného zaieni, ktera spliiuje Snelliv zdkon, tzn. Ghel odrazu se vzhledem k
makroskopické rovin€ vzorku rovna thlu dopadu.

Intenzita odrazené¢ho paprsku od povrchu je zévisla na tthlu dopadu zéfeni, optickych (index
lomu) a absorpCnich vlastnostech vzorku a na povrchu analyzovaného materialu. Touto
technikou byvaji analyzovany tenké filmy material nanesenych na kovovych podlozkach a
vzorky, které nemohou byt méfeny na priichod nebo jinymi technikami, napf. silné

absorbujici materiadly nebo vysoce odrazejici zafeni.

Difuzni reflektance (DRIFT)

IC zafeni dopada na pragkovy vzorek, Gast je absorbovana, Gast je odrazena a &ast je
rozptylena a tato je detekovana. Posledni efekt je nazyvan jako difizni reflektance. Technika
pak byva oznaCovana jako DRIFT nebo DRIFTS (Diffuse Reflectance Infrared Fourier
Transform Spectroscopy). Odrazena a reflektanéni slozka zafeni zavisi na velikosti Castic a
distribuci velikosti ¢astic. Pro reprodukovatelnost méfeni je proto dulezité mlit vzorek na
velikost ¢astic mezi 10 a 20 mm a reprodukovatelné plnit vzorkovaci kelimek. Pro méfeni
standardnich pevnych latek, jako napt. 1éCiva, je Casto zapotiebi zfedit vzorek KBr, aby byla
ziskana spektra o vysoké kvalité. Je to metoda vhodnd k automatizaci a jsou dostupna

prislusenstvi umoziujici méteni série vzorkl bez jakéhokoliv zasahu obsluhy.

Existuji samoziejmé 1 dalSi techniky IR spektroskopie, jako Fotoakusticka spektroskopie,

FTIR mikroskopie, ATR circle cell pro kapalné vzorky.

Absorpéni maxima v infraferveném spektru pozorujeme pouze, pokud je energie zafeni o
daném vlnoctu rovna energetickému rozdilu mezi jednotlivymi vibracnimi hladinami dané
vazby ¢i ¢asti molekuly. Ze vSech optickych vlastnosti, které miZzeme méfit vySe uvedenymi
technikami, mohou tedy ve spektru na ose y vystupovat propustnost (transmitance) T,
absorbance A a reflektance R. Vyhodou IC spektrometrii je, Ze jejich software umi jednoduse
jednotlivé veli€iny navzdjem pievadet. Na ose x je nejcastéji vynesen vinocet zafeni, ptipadné
vlnova délka. Jednotlivé pasy ve spektru charakterizujeme polohou (vinoctem) a relativni
intenzitou (vzajemnym porovnanim intenzit se vyrazné pasy oznacuji jako silné (very strong
vs, strong s), stiedni (medium m) a slabé (weak w). Pti vyhodnocovani kvantity (tedy ur¢enim
mnozstvi stanovované latky) podle Lambert-Beerova zakona se informace odeditaji

Vv absorban¢nim moédu. Nejcastéji se vSak infracervena spektroskopie uziva ke kvalitativni
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analyze, tedy k dikazu, identifikaci nebo analyze strukturnich ryst (pfitomnosti funk¢nich

skupin) latek, protoze prakticky neexistuji dvé latky s identickym IC spektrem.

Provadi se tedy interpretace infracerveného spektra.

- Pésy vibraci funkcnich skupin se vyskytuji ve spektrech v urcitych konkrétnich oblastech
(tabulky rozsahti vinoétu charakteristickych vibraci funkénich skupin), takze 1ze z analyzy
spektra usuzovat na nebo vyloucit ptitomnost uréitych funkcnich skupin. Je-li funkéni
skupina v molekule pfitomna, musi spektrum vykazovat vSechny absorpcni pasy
(identifikované jak hodnotou vinoctu, tak relativni intenzitou), které ji charakterizuji.

Ramcova zakladni pravidla interpretace:

- Postupovat od nejvyssich vinoctl k niz§im

- pasy jsou charakterizovany polohou, intenzitou, tvarem a symetrii

- je nutné si uvédomit, Ze neni mozné pfifadit vSechny absorpéni pésy jednotlivym ¢astem
molekuly

Z vyse uvedeného vyplyva, Ze jen velmi ziidka mize byt pouze na zékladé IC spektra uréena

struktura neznamé latky. Obvykle se u latky pomoci IC spektroskopie provadi zjisténi

(ne)pfitomnosti  funkénich skupin a struktura se potvrzuje jinymi technikami (NMR

spektroskopie, monokrystalova strukturni analyza). Nebo naopak miiZze byt struktura navrzena

jinymi nepfimymi technikami v IC spektroskopii potvrzena.

Infracervené spektrum muizeme rozdélit na dvé hlavni oblasti (déleni ovSem neni ostré, oblasti
se vzajemné prekryvaji):

1. oblast vibraci valencnich (4000 — 1500 cm™)

2. oblast vibraci deformacnich (1500 — 500 cm™)
V oblasti valencnich vibraci nalezneme charakteristické absorp¢ni pasy funkénich skupin.
VlInocty absorbujicich funk¢nich skupin jsou pomérné specifické a na zbytku molekuly zavisi
jen malo. Tuto ¢ast spektra mtizeme déle rozdélit na dalsi ti ¢asti:
a) 4000 — 2500 cm™: valenéni vibrace vazeb vodiku (O-H, N-H a C-H). Volna O-H okolo
3600 Cm'l, vazana vodikovou vazbou — rozsifeni pasu a posun do niz8ich oblasti; N-H vazby
méng intenzivni a ostiejsi; C-H 3300 — 2700 cm™ (alkyny okolo 3300 cm™, alkeny blizko nad
3300 cm™ méné intenzivng, nasycené systémy pod 3000 cm™ n&kolika zietelnymi pasy,
aromatické C-H vazby malo intenzivni, Casto ptekryté signaly 3100 — 3000 Cm'l).

b) 2500 — 1900 cm™: absorpce trojnych vazeb, oblast charakteristicka pro nitrily a alkyny.
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c) 1900 — 1500 cm™: absorpce dvojnych vazeb, nejintenzivngj§i pasy 1800 — 1600 cm™

karbonylové skupiny, derivaty karboxylovych kyselin — vinocet karbonylu se zvysuje v fadé

amidy primarni, amidy sekundarni, karboxylové kyseliny, estery, chloridy, anhydridy.

V oblasti 1500 — 500 cm™ pozorujeme deformacni vibrace. Tato oblast se nazyva ,,oblast

otisku prstu / palce” pro danou molekulu. Tuto oblast lze jen stéZi piesné interpretovat, je

charakteristickd pro molekulu jako celek, dochazi zde totiz ke sptahovani vibraci. Je ale

pomoci této oblasti mozné urcit pritomnost dané molekuly, stejné jako podle otisku prstu u

lidi — tedy pii pocitacové identifikaci spekter pomoci spektralnich knihoven. Pozor ale, mimo

deformacnich vibraci zde také pozorujeme pasy nékterych valenénich vibraci (napt. C-

halogen, vinoget klesa v pofadi C-F, C-Cl, C-Br, C-I). Do &asti spektra 1250 — 1400 cm™

spada také valen¢ni vibrace vazby C-O alkohold a fenold.

Valen¢ni vibrace Deformacni vibrace

rozsah (cm™)  Int. piifazeni rozsah (cm ™) Int. pfifazeni
Alkany 2850-3000 s CHs, CH,, CH, 1350-1470 m CH,, CH;
2 nebo 3 pasy 1370-1390 m CH;
720-725 w CH, kyvadlova
Alkeny 3020-3100 m =C-H, =CH, 880-995 s =C-H, =CH,
1630-1680 var C=C 780-850 m (mimorovinna deformace)
1900-2000 S C=C asymetricka 675-730 m Cis—-RCH=CHR
Alkyny 3300 S CH 600-700 S C-H
2100-2250 var C=C
Areny 3030 var C-H 690-900 s-m C-H deformacni,
1600 a 1500 m-  C=C (v kruhu),2 pasy deformace kruhu
W 3 u konjugovanych
Alkoholy a 3580-3650 var  O-H (volné), ostré 1330-1430 m O-H deformacni (rovinna)
Fenoly 650-770 var-w  O—H deformaéni
3200-3550 S O-H (H-vazany), (mimorovinna)
Siroky
970-1250 s C-0
Amin 3400-3500 w N-H ( prim. aminy),  1550-1650 m-s NH, nizkova (1°—aminy)
2 pasy 660-900 var NH, a N-H v¢jitova
3300-3400 w N—H (sek. aminy) (posuny pii H-vazbach)
1000-1250 m C-N
Aldehydy a 2690-2840 m C-H (aldehyd) 1350-1360 S a—CHjs deformacéni
Ketony 1720-1740 S C=0 (nas. aldehyd) 1400-1450 S a—CH, deformacni
1710-1720 S C=0 (nasyc. keton) 1100 m C-C—C deformacni
1690 S aryl keton
1675 S a, B—nenasyceny
1745 S cyklopentanon
1780 S cyklobutanon
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Karboxylové 2500-3300 S O-H (3iroky) 1395-1440 m C—O-H deformacéni

kyseliny a (kyseliny)
derivity 1705-1720 S C=0 (H-vézany)
(kyseliny)
1210-1320 m-s O-C
(kyseliny)
1785-1815 S C=0
(halogenid)
1750&1820 S C=0 (2 pasy)
(anhydrid)
1040-1100 s o-C
1735-1750 S C=0
(ester)
1000-1300 s O-C (2 pasy)
1630-1695 S C=0 1590-1650 m N-H (prim. amid)
(amid) 1500-1560 m N—H (sek. amid)
Nitrily 2240-2260 m C=N (ostra)
Izokyanity 2100-2270 m —-N=C=0, -N=C=S
Izothiokyanaty —N=C=N-, —Nj,
Diimidy, Azidy —-C=C=0
a Keteny

Tabulka 4: Tabulka zakladnich valenénich a deformacénich vibraci organickych slouc¢enin (var = riizna

intenzita).
cm
N, 2360
0O, 1580
CO, 2284
NH3 3223 (1), 1060 (), 3378 (13), 1646 (vy)
(CNY) 2080-2239

(SCN)" 1293 (1), 470 (1), 2066 (vs)

(CO3)” 1087 (11), 874 (1), 1432 (v3), 706 (12)

(POy)™ 935 (11), 420 (1), 1080 (v3), 550 (v4)

(CIO,)" 935 (1), 460 (1), 1050-1170 (vs), 630 (v4)

[PtCL,]= 335 (1), 164 (1), 304 (1s)

(NO,) 13201365 (v1), 807—818 (15), 1221-1251 (vs)

(NO3) 1018-1050 (v1), 807—850 (15), 1310-1405 (vs), 697—716 (va)
(MnO,)" 840 (14), 340-350 (1,), 900 (vs), 387 (v4)

Tabulka 5: Fundamentalni vibrace nékterych anorganickych molekul a aniontd.

Koordinacni slouc¢eniny

Vyuziti IC spektroskopie v chemii koordina¢nich a organokovovych sloucenin souvisi se
zménou symetrie ligandu po koordinaci. Proto je IC spektroskopie Gi¢innym nastrojem pii

uréeni typu koordinace. Napf. siranovy anion (T4 symetrie) ma v IC spektru dva pasy v oblasti
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1200-600 cm™, a to 1104 cm™ (15) a 613 cm™ (14). V komplexu [Co(NH3)s0SOs] ma
koordinovany sulfato ligand niz$i symetrii (Cs,) a Vv IC spektru 6 pasa: 970 (1), 438 (1»),
1032-1044 a 1117-1143 (1), 645 a 604 (1) cm™. Pokud je skupina mistkujicim ligandem,
symetrie se snizi na C,, a ve spektru se objevi jesté vice pasu; pasy vs a v4 se kazdy $tépi na tii
piky.

Analyza IC spekter koordinaénich sloucenin se obvykle provadi srovnavacim zptsobem, tzn.,
Ze navzajem porovnavame spektra ,,vychozich® sloucenin (stl s kationem kovu; slouceniny,
které jsou v komplexu koordinovany jako ligandy) a komplexni slou¢eniny, protoze takto lze
Casto pomoci zjisténych posunti vibraci ve spektrech usuzovat na zptisob koordinace ligandt
na centralni atom. Napfiklad pfi koordinaci dimethyl sulfoxidu (DMSO) na rizné piechodné
kovy pozorujeme pii porovnani se spektrem volného DMSO pokles frekvence valenéni
vibrace S—O pfi koordinaci ptes kyslik, zatimco frekvence vibrace dané vazby se zvysi pii

koordinaci pfes siru.
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Obr. 24. 1C spektra Pd(l1) oxalato komplexu [Pd(2,4diOMeL),(0x)]-2H,0, 2-chlor-N6-(2,4-dimethoxybenzyl)-9-
isopropyladenin (2,4diOMeL) a K,[Pd(0x),]-2H,0, které vzajemnym porovnanim potvrzuji pitomnost oxalatu i
organické slouc¢eniny v komplexu.

Spektroskopie ve vzdalené infracervené oblasti je zvlast¢ vyhodnad pro studium koordina¢nich
sloucenin, protoze frekvence vibraci vazeb tézkych atomu (kovii) obvykle pozorujeme v této

oblasti.
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Obr. 25. IC spektra ve vzdalené oblasti Pd(I) oxalato komplexu [Pd(L),(0x)], 2-chlor-N6-benzyl-9-

isopropyladenin (L) and K;[Pd(0x),]-2H,0, jejichZ vzajemné porovnani odhali pfitomnost novych past ve

spektru komplexu, které podle literatury odpovidaji vibracim vazeb Pd—O a Pd—N.
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Prakticka prace s FT IC spektrometrem ThermoNicolet Nexus 670

Obr. 26. FT infraderveny spektrometr ThermoNicolet Nexus 670 (zde s ATR nastavcem) s NXR 9650 FT-
Ramanovych nastavcem (vpravo).

Piistroj je jednopaprskovy, coz znamena, ze pied kazdym méfenim (¢i nékolika méfenimi) je
nutné zméfit spektrum pozadi (optickd draha paprsku vede celym spektrometrem), nasledné
pak méfime spektrum vzorku (optickd draha vede opét celym spektrometrem a navic
vzorkem). Pfistroj pak po zméfeni téchto dvou jednopaprskovych spekter vypocita spektrum
samotného vzorku. K ovlddani a obsluze pfistroje slouzi software OMNIC, ktery je

nainstalovan v ovladacim pocitaci.

Zakladni postup prace pri méieni na spektrometru a obsluha softwaru OMNIC:

1. Podle pozadované techniky méteni umistime do kyvetového prostoru pozadovany nastavec
(na transmisni méfeni, ATR néstavec) a spravny déli¢ paprski (KBr pro stiedni oblast,
SolidSubstrate pro vzdalenou oblast), zapneme spektrometr (infracerveny spektrometr je
neustale v pohotovostnim rezimu pro optimalni funkci interferometru, laseru a zdroje; zapnuti
se provadi na Ramanové nastavci) a profukovani dusikem (pro minimalizaci vlivu past ze
vzduchu = zejména CO; a vodni para) — provede povéfeny pracovnik.

2. Zapneme ovladaci pocita¢, spustime program OMNIC a vyc¢kame spusténi spektrometru.
V programu je zakladni rozrolovavaci menu (File, Edit, Collect, View, Process, Analyze,
Report, Windows, Help) s operacemi pro méfeni a zpracovani spekter. Zakladni operace lze

jednoduse spustit pomoci ikon, které jsou umistény pod rozrolovavacim menu. Na ikonéch je
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ptehledné graficky znazornéna proveditelnd operace a pfi piiblizeni kurzorem se objevi 1

kratky anglicky popis dané operace.
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2R | S | B e Y | QR O |
@[ No spectra selected }@

P

1007
90+
so-f
70-5
50-5
50-5

40 - il

4o W

OBBBBD:

Obr. 27. Okno programu OMNIC.

3. Nastavime typ experimentu na listé pod menu podle toho jaké spektrum a jakou technikou
chceme métit — mid IR, far transmission, ATR, far-ATR. Kazdy dany typ experimentu ma jiz
prednastavené meéfici parametry, které lze zkontrolovat v okné ,,Experiment Setup* (zeleny

otaznik mezi ikonami). S obsahem okna budete seznameni pfed zahajenim prace.
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Obr. 28. Nastaveni typu experimentu v programu OMNIC.

4. Zmétime spektralni pozadi kliknutim na ikonu ,,Collect background®.

5. Provedeme vlastni méfeni spektra vzorku — podle instrukci vloZime kyvetu / tabletu /
okénko se vzorkem do méficiho prostoru nastavce pro transmisni techniky, piipadné vlozime
vzorek na krystal ATR nastavce a klikneme na ikonu ,,Collect sample®. Pokud mame
Vv parametrech méfeni zaSkrtnuto ,,Preview data collection®, objevi se métici okno, v némz se
zobrazi spektrum zmétené béhem jednoho skenu (= preview) bez akumulace. Takto mizeme
zkontrolovat, jestli jsou spravné¢ nastaveny parametry méfeni nebo jestli je vzorek vhodné
upraven pro méteni (tlouStka vrstvy, dostatecné ptilnuti vzorku na ATR krystal apod.). Pro
spusténi vlastniho méfeni musime potvrdit ,,Start collection.

6. Zpracujeme zméiené spektrum tak, ze kliknutim na ikonu ,,Automatic baseline correct*
softwarové srovname zdkladni linii spektra. Spektrum méfené transmisnimi technikami se
zobrazi s absorbanci na ose y. Veskeré upravy spektra 1ze provadét v absorbanénim modu.
Spektrum lze vyhladit, vyfiznout uréitou cast, odeCist od sebe dvé spektra, softwarové
prepocitat do transmitanéniho modu. Tyto operace nalezneme pod rozrolovavacim menu
,,Process®. Spektra méfena ATR technikou se zobrazi s reflektanci na ose y. Abychom mohli

spektra zméfend riiznymi technikami navzajem porovnavat, software programu OMNIC
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umoznuje piepocitani reflektance na absorbanci pomoci piikazu ,,Advanced ATR correction*
nebo ,,Other corrections — ATR®, které opét nalezneme v menu ,,Process”. Po této upravé
zpracujeme spektrum stejné jako v ptipad¢ spektra transmisniho. Pro identifikaci a oznaceni
jednotlivych past vino¢tem stiskneme ikonu ,,Find peaks® (n¢kolik Sipek vedle sebe), zobrazi
se pfimka, kterd se objevi tam, kam klikneme mys$i, a oznaci pasy pod touto ptimkou. Pro
manudlni oznaceni pdsti nebo vymazani oznaceni past klikneme na ikonu , T, kterou
nalezneme pod spektralnim oknem. Po oznaceni pasti spektrum ulozime klasicky piikazem
»dave as“. Program umoziuje ulozZit spektrum kromé vychoziho formatu s ptfiponou *.spa
také jako obrazek *.tif nebo textovy soubor (pro programy jako MS Excell nebo Origin)
*.csv. Dalsi funkce softwaru OMNIC Vam ukaze povéieny pracovnik.

7. Po ukonceni prace a ulozeni spektra mizeme zaviit program OMNIC, nutné je diikladné
vycistit vSe, co jsme pouzili ke zméfeni spektra (kyvety, okénka, lis na tablety, tfeci misku

s tlouckem aj.)!

Prakticka prace s IC spektrometrem Spectrum One (Perkin Elmer)

N
“/ |

ri_ el | —)

| ‘ (

Obr. 29. IC spektrometr Spectrum One (Perkin Elmer).

Spektrometr Spectrum One firmy Perkin Elmer je konfigurovan na méfeni spekter pevnych
latek (v KBr tableté) ve stiedni oblasti IC zafeni. Praktickd prace je analogickd se
spektrometrem Nexus 670 (Thermo Nicolet). Ovladacim softwarem je Spectrum One (obr.
30), jehoz ovladani uzivatel jednoduse odvodi po zvladnuti prace se softwarem OMNIC. Praci

S timto pfistrojem budeme demonstrovat na jednom ukazkovém vzorku.
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Obr. 30. Zakladni ovladaci okno softwaru Spectrum One.

Postup prace pii méreni technikou KBr tablety:
Odvazeny (0,1-10 mg, zalezi na molarnim absorpénim koeficientu) sypky vzorek smisime
s odvazenym mnozstvim KBr (100-200 mg) a dikladné rozdrtime ve vibracnim mlynku nebo
rozetfeme v achatové tfeci misce s tlouckem. Uvedend
mnozstvi jsou jen informativni, vzdy zéalezi na méfeném
materidlu 1 na pottebné velikosti tablety. Zhomogenizovany
vzorek Vv ocelové raznici lisujeme V hydraulickém lisu
maximalné pfi tlaku 80 KN, pficemz se vytvori sklovita
modifikace KBr, u niz dochdzi jen k malym ztratdm intenzity
proslého IC zafeni, spektralni propustnost v rozsahu 50000-
450 cm™. Dobie vylisovana tableta je prithledna! Vzniklou
samonosnou transparentni tenkou tabletu vlozime do drzéku a

v ném pak vlozime do méficiho prostoru spektrometru

Vyhodou této metody je, ze ji lze vyuzit pro kvalitativni i

Obr. 31. Hydraulicky lis na KBr
tablety.

Pti ptipravé tablety plisobi na zkoumanou latku velké energie (mleti a lisovani) a nckteré

kvantitativni uéely pro méfeni ve stiedni IC oblasti. POZOR!

termolabilni latky mohou podléhat chemickym reakcim (hydratace, dehydratace,
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dehalogenace). Iontové slou¢eniny mohou navic vyméiovat ionty s nosnym médiem (napi.

sttibrné soli karboxylovych kyselin).

Postup prace pii méfeni nujolovou technikou:

Nujolova technika se s vyhodou pouZiva pro méfeni spekter ve vzdalené IC oblasti, protoze
nujol nemé Zadnou vlastni absorpci v oblasti niZsich vlno&t (< 500 cm™).

Nujolovou suspenzi piipravime analogicky, jak je popsano u UV-Vis spektroskopie. Suspenzi
Spachtli opatrné pfeneseme na KBr nebo NaCl (pro stiedni oblast) nebo polyethylenové (PE,
pro vzdalenou oblast) okénko, které piiklopime druhym okénkem pro vytvofeni souvislé
vrstvy o konstantni tloustce a vlozime do drzéku, ktery umistime do méficiho prostoru
spektrometru (pokud vytvorime suspenzi dobré hustoty, ktera nestékd z okénka, 1ze méfit i
bez ptiklopeni druhym okénkem).

Nujolové spektrum dobré kvality ziskdme, pouze pokud stfedni velikost dispergovanych
castic nedosahuje vinové délky zéfeni. V opa¢ném piipadé se uplatituji ohybové jevy a
dochazi ke zna¢nym ztratam vlivem odrazu, proto je nutné vzorek rozettit opravdu dikladné.
Ovsem krystaly nékterych latek, které tvoii destiCky nebo listecky, se nedaji s nujolem rozetfit
za z4dnych podminek. Nujolova technika je pohodlngjsi, rychlejsi a vzorky nejsou béhem
ptipravy pro méfeni vystavovany extrémnim podminkam. Tato technika je ale pouzitelna
pouze pro kvalitativni ucely. Lze pouzit i jiné disperzni médium, napi. perfluorokerosen

(fluorolube).

Obr. 32. Drzak na KBr tabletu, drzdk na PE okénka s nujolovou suspenzi, PE okénka, achatova miska na
roztirani vzorku s nujolem (zleva).

Postup prace s kapalinovou rozebiratelnou kyvetou:

Po vyjmuti kyvety z exsikatoru (ma okénka z NaCl nebo KBr — materialy citlivé na vlhkost)
uvolnime a sejmeme vSechny ¢ty fixacni matice. Poté vytdhneme horni kovové Celo pres
téla Sroubd a opatrné od sebe oddélime KBr nebo NaCl okénka, pifi¢emz horni okénko

odlozime na suchy filtracni papir. Na dolni okénko, které lezi na dolnim kovovém cele
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kyvety, nakapneme kapatkem dvé az tfi kapky zkoumaného vzorku a pfilozime horni okénko
tak, aby kapalina vytvofila rovhomérnou vrstvu bez bublinek. Nasuneme horni kovové celo,
které fixujeme rovnomérnym zasroubovanim vSech Ctyf matic. Stazeni musi byt rovnomérné
na vSech Sroubech, matice nikdy nedotahujeme silou, nikdy nedotahujeme jen jednu matici,
ale vSechny Ctyii matice najednou!!! Ve vSech fazich prace s kyvetou pracujeme extrémné
opatrné, protoze okénka jsou kiehkd a mize dojit k jejich prasknuti! Navic musime mit na
paméti, ze okénka nesmi vV zadném ptipad¢ pfijit do styku s vodou, nebot’ bychom je tak
znehodnotili. Pfi ¢isténi kyvety po méfeni ji musime opét rozebrat. Okénka od sebe opatrné
oddélime a polozime suchymi stranami na filtraéni papir. Zbytky kapaliny odsajeme
bunicinou a pak na okénko kapneme pét az Sest kapek chloroformu a opét je odsajeme. Tento

krok aspon dvakrat zopakujeme.

Postup prace s ATR nastavcem:
Mgéfeni provadime na nastavei Smart Orbit s diamantovym krystalem. ATR technikou lze
méfit vzorky kapalné i pevné. Vzorek musi byt
v tésném kontaktu s krystalem, proto kapalny
vzorek kapeme a pevny vzorek vsypeme piimo na
krystal, pticemz pevny vzorek navic pfimackneme
oto¢nou hlavici nastavce. Pocet skend byva
obvykle vys$si nez u transmisnich technik, protoze
Z podstaty techniky vyplyva niz§i citlivost.
Diamant mé navic vlastni absorpci kolem 2000
cm™ (dobfe patrné pii métfeni pozadi), na coz je
nutné pamatovat pfi interpretaci (mlze dojit ke
snizeni intenzity nebo uplnému vymizeni past
vibraci v této oblasti). Po skonCeni meéfeni je

nutné krystal dikladné vycistit (opatrné

papirovym ubrouskem ~Obr. 33. Smart Orbit ATR nastavec.
a tekavym rozpoustédlem, napt. acetonem). O spravném vycisténi se lze presveédcit kontrolou
tak, ze prohlédneme spektralni ,,preview* po kliknuti na ikonu ,,Collect sample®, nesmi pak

byt patrné Zadné spektralni rysy predchoziho vzorku nebo acetonu.
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Praktické ukoly:

A. Infracervena spektra ve stiedni oblasti organickych latek

Ukol: Zmeite IC spektra vybranych organickych latek KBr technikou a porovnanim spektra
s knihovnou spekter a se zméfenymi latkami identifikujte nezndmy vzorek. U jednotlivych
spekter identifikujte pasy zakladnich vibraci (funk&nich skupin).

Pomutcky a chemikélie: achitovd miska s tlou¢kem, vibracni mlynek, analytické vahy,

$pachtle, ocelova raznice na tablety, hydraulicky lis, IC spektrometr ThermoNicolet Nexus
670, drzak na tablety

KBr, kyselina benzoova, kyselina anthranilova, kyselina §tavelova, 1,10-fenantrolin, kyselina
salicylova, neznamy vzorek

Postup: Podle vyse popsaného postupu si piipravime tabletu nejprve pouze z KBr, abychom
zjistili, jaké €asti spektra nebudeme interpretovat jako pasy métenych organickych latek. Poté
ptipravime KBr tablety z vybranych organickych latek, zméfime spektra a zpracujeme je.
Poté zmétime spektrum neznamého vzorku, zpracujeme jej a pomoci knihovny spekter
provedeme prvotni identifikaci (menu ,,Analyze“ — ,Library Setup* — ,,Search®; knihovna
identifikuje procentudlni shodu s ulozenymi spektry, mize nam dat vice ekvivalentnich
moznosti). Néaslednym porovndnim naméfenych spekter organickych latek a nezndmého
vzorku ur¢ime, o jakou latku se jedna. Z prace vypracujeme protokol, do néhoz provedeme

navic identifikaci zakladnich vibraci funk¢nich skupin jednotlivych organickych latek.

B. Infracervena spektra organickych liatek méfena ATR technikou ve stiedni oblasti
Ukol: Zméite IC spektra kyselin benzoové a anthranilové na ATR nastavci.

Pomiicky a chemikalie: IC spektrometr ThermoNicolet Nexus 670 svlozenym ATR

nastavcem, Spachtle, stficka s acetonem, kyseliny benzoové a anthranilova

Postup: Podle vySe popsaného postupu zmétime spektra zadanych latek a porovname je se
spektry méfenymi technikou KBr tablety. Zhodnotime vyhodnost jednotlivych technik
zejména s diirazem na funk¢ni skupiny —OH a —NH. Zpracujeme protokol, do néhoz vlozime

prekryti spekter latek méfenych riznymi technikami.

C. Identifikace aniontu neznamé latky ve vodném roztoku.
Ukol: Identifikujte anion neznamé latky rozpusténé ve vodném roztoku.

Pomiicky a chemikélie: IC spektrometr ThermoNicolet Nexus 670 svlozenym ATR

nastavcem, Spachtle, mikropipeta, sticka s acetonem,
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Destilovana voda, roztok neznamé soli, CuSO45H,0, CuCl,-2H,0, Cu(BF)2,
Cu(CH3C0O0),H,0, Cu(NOs),-3H,0

Postup: ATR technikou zméfime pevné vzorky vybranych médnatych soli a spektra
zpracujeme. Pak zmétime IC spektrum destilované vody ATR technikou. Zméfime IC
spektrum roztoku neznamé meédnaté soli ATR technikou. Odecteme spektrum destilované
vody od spektra neznamého vzorku, a to tak, ze ve spektralnim okné¢ mame obé spektra,
musime je kurzorem oznacit (obé musi byt Cervend) a v menu zvolime ,Process” —
,,Subtract. Vzniklé rozdilové spektrum ulozime pod novym jménem. Spektrum zpracujeme
obvyklym zplisobem a pomoci knihovny provedeme prvotni identifikaci. Poté porovnanim
S ostatnimi spektry pfesné¢ ur¢ime neznamy vzorek. Vypracujeme protokol, do kterého

provedeme interpretaci spekter s uréenim zakladnich vibraci aniontu.

D. Infracdervena spektra ve vzdalené oblasti jednoduchych komplexnich sloucenin
méfena nujolovou technikou.

Ukol: Zméite IC spektra ve vzdalené oblasti jednoduchych komplexnich slouéenin nujolovou
technikou.

Pomiicky a chemikélie: IC spektrometr ThermoNicolet Nexus 670, achatova miska

S tlouc¢kem, Spachtle

Nujol, CuSO4:5H,0, [Cu(NH3)4]SO4-H,0

Postup: Nejdiive zméfime spektrum samotného nujolu na polyethylenovych okénkach,
abychom zjistili, jaké Casti spektra nebudeme interpretovat jako pasy meétenych latek. Poté
podle vySe popsan¢ho postupu piipravime suspenze vybranych latek a zmétime jejich spektra
ve vzdalené oblasti, spektra zpracujeme a ulozime. Porovnanim dat z doporucené literatury
identifikujeme ve spektrech pasy Cu—O nebo Cu-N, ¢imz ovetime koordinaci (v piipadé
modré skalice — je voda krystalovd nebo koordinovana?) jednoduchych ligandi na Cu(Il).
Vypracujeme protokol a uvedeme navrh interpretace poloh vibraci koordina¢nich vazeb a

literaturu, z niz jsme pfi interpretaci Cerpali.
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Ramanova spektroskopie

Ramanova spektroskopie je fazena stejné jako spektroskopie infraéervena mezi nedestruktivni
vibra¢ni molekulové spektroskopie. Nazev metody ndm prozradi pouze, ze vysledkem méteni
je spektrum, tedy zavislost ramanské intenzity na vlnocCtu zéfeni.
Metoda je pojmenovana po indickém fyzikovi Siru Chandrasekharu
Venkata Ramanovi (Nobelova cena 1930), ktery v roce 1928 s K.S.
Krishnanem popsal fenomén neelastického rozptylu svétla. Zafeni
rozptylené molekulami obsahuje fotony o stejné frekvenci, jako melo

dopadajici zéafeni, ale také muze obsahovat fotony se zménénou nebo

posunutou frekvenci. Spektroskopickda metoda meéfeni téchto
Obr. 34. C.V. Raman.
frekvencné posunutych fotont byla tedy pozdé€ji pojmenovana po Siru
Ramanovi a posun frekvence fotonil byva ozna¢ovéan jako Ramantyv jev.
Dnes diky vyvinuté instrumentaci a téméf nulové nutné piipravé vzorku pro méteni se metoda
s vyhodou vyuziva pfi identifikaci latek, uréovani jejich struktury a slozeni. Vyuziti nasla pii
studiu pevnych latek (krystalické i amorfni materialy, kovy, polovodice, polymery), kapalin
(¢isté latky, roztoky vodné i nevodné), plynt, pfi analyze povrchii (napf. sorbenty, elektrody,
senzory) nebo analyze biologickych systémt (od biomolekul az po organismy). Ve
farmaceutickém primyslu se pouziva pii identifikaci latek, charakterizaci vstupnich
materialt, kvalitativni 1 kvantitativni analyze finalnich 1é¢iv. V kombinatoridlni chemii se
uplatiiuje pifi analyze polymorfie ¢i povrchové struktury. V medicin€ v klinické praxi se
vyuziva ex vivo a in vivo naptiklad pii ¢asné detekci rakoviny, monitorovani efektt riznych
latek na kazi, rychlé identifikaci patogennich organismi. Hojné se pouzivd i ve forenzni
analyze, protoZze umoznuje studium latek bez nutnosti odstranéni jejich obalu nebo vyndani
materidlu z diikazniho sacku. Diky této vyhodé se vyuziva pfi analyze zadrZenych nelegalnich
drog, laboratornich vzorkd, vybusnin ¢i vladken. Ramanova spektroskopie se dale vyuziva
v analyze polovodici a mikroelektroniky, V potravinafském a textilnim pramyslu,
petrochemii, mineralogii a geochemii a samoziejm¢ 1 ve vyzkumu pifi charakterizaci noveé
pfipravenych latek (komplexni slouceniny, nanomaterialy apod.). Vyhodou je také moZnost
méteni vzorkli ve vodnych roztocich.
Podstatou Ramanovy spektroskopie je =zafivy dvoufotonovy prechod mezi dvéma
stacionarnimi vibra¢nimi stavy molekuly. Vzorek je ozafen silnym monochromatickym

zétenim (obvykle je zdrojem laser). VétSina zafeni se od vzorku elasticky odrazi, tedy
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odrazené zatfeni (1r) ma stejnou vinovou délku jako zafeni dopadajici (). Tento proces se
oznacuje jako Rayleighuv rozptyl (vk = w). Mala ¢ast zafeni — asi jeden foton z milionu
(0,0001%) — se vsak od vzorku odrazi neelasticky, tedy pozorujeme posun vinové délky
odrazeného zafeni vzhledem k dopadajicimu zareni. Obecn¢ si neelasticky (nepruzny) odraz
(srazku) mtzeme popsat takto: je to takova srazka, pri které je cast kinetické energie
srazejicich se téles behem srdzky premeénéna na vnitrni energii, tedy kinetickad energie alespon

jednoho ze srazejicich se téles se nezachovava.

Vibraéni hladiny

Prvni excitovany
elektronovy stav

Virtualni hladiny
Vo Vo~Vib Vot
Vibraéni hladiny
Pl Zakladni elektronovy stav
IC absorpce Rayleightv Stokeslv Anti-Stokeslv
a emise rozptyl rozptyl rozptyl

Obr. 35. Schematické zobrazeni dvoufotonovych ptechodii (AEi, = h* W, energeticky rozdil mezi vibraénimi
hladinami).
Kdyz se podivame na zjednoduSeny diagram energetickych hladin (Obr. 35), molekula pied
ozatfenim je v zakladnim vibra¢nim i elektronovém energetickém stavu. Elektrické pole laseru
zvedne energii systému tim, ze zpsobi zménu polarizovatelnosti chemické ¢astice (tj. zménu
energetické narocnosti deformovatelnosti elektronového obalu molekuly vlivem elektrického
pole zvenci). Polarizovatelny stav ¢astice s vySSi energii nepiedstavuje realnou vyssi
energetickou hladinu, ale byvd oznaCovan jako ,virtualni energeticky stav*. Relaxace
z virtualniho stavu probiha téméf okamzité, a to Rayleighovym rozptylem (vk = ). Minoritni
neelasticky rozptyl mé za disledek zéfeni o jiné energii, nez je energie dopadajiciho zateni
(vkr = w). Rozlisujeme dva druhy takovéhoto zatfeni. Pokud je molekula excitovana fotonem
(Eo = hw) na virtualni energetickou hladinu, ktera je vlastné poruchou v elektronové
distribuci kovalentni vazby, vraci se ne do zékladniho, ale do prvniho excitovaného
vibra¢niho stavu za soucasné emise fotonu s nizsi energii (E = hwg; vk = W — Wip). Zéfeni s

nizsi energii (vyssi vinovou délkou) oznacujeme jako Stokesuv rozptyl. Vétsina systémid ma
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alespon ¢asteCné obsazené i vyssi vibracni energetické stavy. KdyZ probéhne Ramantv jev u
systému z vySs§iho vibra¢niho stavu, stile je moznd relaxace do zékladniho energetického
stavu. Takovéto rozptylené zafeni ma pak vyssi energii (mensi vinovou délku) nez dopadajici
zateni (VR = w+ Wip) a nazyva se Anti-Stokestiv rozptyl.

Aby byl dany vibra¢ni mod aktivni v Ramanové spektru, je nutnd zména polarizovatelnosti
béhem vibracniho pohybu. Tuto podminku lze oznacit za zakladni vybérové pravidlo pro
Ramanovu spektroskopii, které je tedy odliSné pro pozorovani vibraéniho modu v
infracervené spektroskopii, kde touto zdkladni podminkou je zména dipolového momentu
behem pfislusného vibraéniho pohybu. Pokud je tedy dany vibraéni méd aktivni v Ramanové
spektru, bude pro néj mozné pozorovat dvé linie, a to symetricky rozlozené kolem linie
Rayleighova rozptylu — ve Stokesové a Anti-Stokesove oblasti. Ve vétsing ptipadd jsou vSak
méfena spektra pouze v oblasti Stokesova rozptylu vzhledem na nutnost odfiltrovat
Rayleighliv rozptyl, jehoz intenzita je cca 10°-10-krat vys$§i nez intenzita béznych

Ramanovych linii.

Vzorek
Laser Rayleigh “
m -
~__
* Stokes ‘ Anti-Stokes
Raman Raman
I
| @ T
8 ‘ v B { (4)
8 E ‘
- (3) l‘ ‘ ‘
| L.) N Y O
Frekvence laseru Detektor Frekvence

(1) Zatenti laseru excituje vzorek.

(2) Toto zafeni je vzorkem rozptyleno do vSech smért.

(3) Cast tohoto rozptyleného zafeni je fokusovana na detektor.

(4) Ramanovo spektrum vykazuje frekvencni pasy v misté piivodni frekvence laseru (Rayleigh) a ramanovské
spektralni pasy charakteristické pro dana vzorek.

Obr. 36. Schéma méfeni Ramanova spektra [podle materiali fy Nicolet].

Ramanova spektra méfime na Ramanovych spektrometrech. Uzivaji se dvé rtzné
technologie, z nichz kazda ma své vyhody a vyuziti ve specifickych typech analyz: disperzni
spektrometry a spektrometry s Fourierovou transformaci. Hlavnimi soucastmi spektrometrt
obecné jsou: zdroj excitujiciho zareni (laser), vzorkovaci prostor (komora), sbérna optika,

disperzni prvek (disperzni spektrometry) / interferometr (FT spektrometry), detektor.
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a)

b)

Disperzni Ramanuv spektrometr — pro pozorovani Ramanova spektra je nutna

separace Ramanova rozptyleného zafeni na jednotlivé vinové délky. U disperznich
spektrometri toho dosahujeme pomoci fokusace Ramanova signalu na miizku
(disperzni prvek), ktera prostorové odd¢li jednotlivé vinové délky. Takto prostoroveé

dispergovany paprsek je pak
. .o laser
fokusovan na plosny CCD detektor
(charge-coupled  device). Jako
zdroj byva nejCastéji pouzivan

laser s excitaénim zafenim v UV-

Vis oblasti s typickymi vlnovymi
délkami 780 nm, 633 nm, 532 nm a

vzorek

473 nm. Vyhodou excitace v UV- Obr. 37. Schéma disperzniho Ramanova spektrometru

. . s . dl teriald fy Nicolet].
Vis oblasti je vyssi intenzita [podle materidld fy Nicolet]

rozptylu (intenzita rozptylu klesd se c¢tvrtou mocninou vlnové délky excitujiciho
zareni), naopak zasadni nevyhodou jsou rizika velmi intenzivni fluorescence nebo
nezadoucich fotochemickych reakci. Fluorescence je silnou emisi zafeni intenzivngjsi
o nékolik fadl nez ramanovsky signal. K fluorescenci dochazi, pokud se virtudlni
hladina proliné s oblasti vysSich elektronovych hladin, takze ¢im vyssi energie laseru
(mens$i vinova délka), tim pravdépodobnéjsi je fluorescence. Tento jev zavisi na
energii excitace, takze vzorek, ktery fluoreskuje pfi jedné vinové délce, jiZ nemusi pti
jiné. Miizka ma velky vliv na spektralni rozliseni. Cim vyssi pocet vrypti je na miizce
(1800-2400 vrypu/mm, tim $irsi je disperzni thel rozptylenych paprskd.

FT-Ramaniiv spektrometr — jako zdroj se uplatiiuje laser s excitacnim zafenim v blizké

IC oblasti (napt. 1064 nm Nd:YVOy, laser). Pouzitim laseru o niZ&i energii maji i
virtualni hladiny niZsi energii, a tak je niz$i pravdépodobnost jejich prekryvu s vyssi
elektronovou hladinou, tedy i niz§i pravdépodobnost fluorescence. Niz$i energie
excitace vzhledem Kk nizsi intenzité rozptylu vyzaduje systémy o vysoké svételnosti a
vysoce citlivé (chlazené) detektory. Tok zafeni Ramanova rozptylu obecné téZ roste se
zvySujicim se tokem excitujiciho laserového zafeni, to znamena se zvySujicim se
vykonem laseru (,laser power”). Vykon laseru je ale limitovan riziky ohfevu vzorku,
jeho rozkladu, piip. riziky dalSich nezadoucich fotochemickych a fotofyzikalnich
procest. Vykon laseru je mozné softwarové nastavit a prizpasobit jeho hodnotu

vlastnostem vzorku, pozadavkim na rychlost analyzy a na hodnotu poméru

signal/Sum. Jako detektory se Casto pouzivaji indium gallium arsenidové (InGaAs)
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nebo kapalnym dusikem chlazené Ge detektory. Stejné jako FT-IC spektrometry,
pouzivaji FT-Ramanovy spektrometry pro zvySeni citlivosti, moznost rychlého méteni
vSech vlnovych délek najednou a velkou piesnost vinovych délek diky interni
kalibraci interferometr. Princip interferometru s délicem paprska (CaF), pevnym a
pohyblivym zrcadlem byl popsan u infracervené spektroskopie. Vystupem FT-
ramanovského interferometru je také interferogram, ktery obsahuje veskeré spektralni
informace. Interferogram je pak Fourierovou transformaci pieveden z ¢asové skaly do

frekvenéni nebo vinodétové.

laser

fokusacni optika

o ,‘M[n n R

Intenzita

| | | |
) a A TEA P A |
interferometr - - I/\1 ,“\"/\‘J“‘ ].\(V\\J\ v — S - v
vif -’ | |
|y I |
| \‘\ - ———— — e MAL
| ‘ _ - - 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
. i cm’
/I W interferogram “' spektrum

detektor o)

Obr. 38. Schéma méteni spektra na FT Ramanové spektrometru s interferometrem [materialy fy Nicolet].

Ramanova spektra obecné se méfi se vzorky umisténymi v uzavieném vzorkovém prostoru,
ktery je obvykle upraven pro méteni vzorkli v rtiznych sklenénych vzorkovnicich (ampulich,
vialkach, kyvetach pro UV-Vis spektrometrii ¢i kyvetach pro NMR spektrometrii). Takto 1ze
m¢éfit kapaliny ¢i praskové vzorky velmi malého objemu. Existuje ale 1 mnoZstvi specialnich
drzakd, napt. pro méfeni pevnych vzorkd, pro proméfovani tenkovrstvych chromatogrami
nebo vzorkll na kapkovacich destickach. Dilezitym aspektem umisténi vzorku v kyvetovém
prostoru je téZ moznost jeho pfesného polohovani vii€i excitujicimu paprsku a sbérné optice
rozptyleného zatreni. Pfistroje byvaji vybaveny X-y-z polohovacim zafizenim s manualnim
ovladdnim nebo s krokovymi motory s fizenim pomoci joysticku, tlacitek nebo ovladaciho
softwaru. Takovato zafizeni pravé umoziuji fokusovat paprsek ptimo do vzorku umisténého

Vv obalu, sacku, kyveté apod.

oy ee

ovSem vice specializované pouziti (rezonan¢ni Ramanova spektroskopie, povrchové zesilena

Ramanova spektroskopie SERS). Ramantv spektrometr miize byt naptiklad propojen
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s optickym mikroskopem, resp. vzorkovaci prostor je nahrazen optickym mikroskopem
(mikro-Raman), s vyuzitim piedev§im v analyzach povrchii véetné jejich spektralniho
mapovani. Ramanova spektra lze méfit i in situ, vétSinou s vyuzitim vlaknové optiky s
riznymi typy sond, které mohou byt umistény napiiklad piimo v chemickém ¢i

biotechnologickém vyrobnim reaktoru.

Pro¢ je tedy Ramanova spektroskopie uZivatelsky zajimavou analytickou technikou?
Velkou vyhodou jsou témét zadné pozadavky na tGpravu vzorku pied méfenim v kombinaci
s mnozstvim informaci, které lze, napiiklad ve spolupraci se spektralnimi knihovnami, ze
spektra ziskat. Jediné, co vlastn¢ musime se vzorkem ud¢lat, abychom ziskali spektrum, je
umistit ho do optické drahy excitacniho paprsku. Nemusime se starat o tloustku vzorku (jako
napiiklad u transmisnich technik IC spektroskopie) ani o piispévek okolni atmosféry, takze
neni nutné méfeni ve vakuu, atmosféie suchého vzduchu nebo dusiku. Sklo, voda a plastové
obaly maji velmi slabé ramanské signaly, coz je samoziejmé dalsi velkou vyhodou pii méfeni
Ramanovych spekter vzorka piimo ve sklenénych nadobach, plastovych balenich (takze mizi
nebezpeci kontaminace vzorku) a vodnych roztocich. Je to metoda nedestruktivni, takze
ubyva nutnost vzorek rozpoustét, lisovat do tablet, pfipeviiovat na optické nosice nebo jinak
zasahovat do fyzikalni (nebo i chemické) struktury vzorki. Proto se Ramanova spektroskopie
s vyhodou vyuziva pfi studiu krystalinity, fazovych pfremén nebo polymorfie. Dalsi vyhodou
je, ze Ramanova spektroskopie umoznuje méfit spektrum v Sirokém rozsahu vino¢td, tedy
Vjednom meéfeni obsdhneme jak stfedni, tak vzdalenou infrafervenou oblast vlnoctl
vibracnich modii bez nutnosti ménit délice paprskii nebo znovu upravovat vzorek, jako je
tomu u IC spektroskopie. A navic, zadné dvé latky nemaji naprosto shodné Ramanovo
spektrum, coz umoziuje jednoznacnou identifikaci latky, interpretaci spektra a vyhledavani
ve spektralnich knihovnach.

Z hlediska interpretace a strukturni analyzy poskytuji Ramanova spektra stejné jako
infraCervena spektra informace o vibra¢né-rotacnich pohybech polyatomickych castic.
Frekvence normélnich vibracnich modl zévisi na hmotnostech zicastnénych atomu a na sile
vazeb mezi nimi, tj. na zakladnich parametrech popisujicich strukturu molekuly. Informace,
které ziskame z Ramanovych spekter, jsou casto srovnatelné a navic komplementarni k
infraCervené spektroskopii. Vibracni frekvence molekul jsou nezévislé na tom, zda je
studujeme infracervenou nebo Ramanovou spektroskopii, ale intenzity spektralnich linii
budou odlisné. Zakladni podminkou pozorovatelnosti vibraéniho médu v Ramanové spektru

je zména polarizovatelnosti béhem vibra¢niho pohybu, zatimco v infracerveném spektru je
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zasadni zména dipolového momentu. Takze napt. u molekuly CO; se symetricka valen¢ni
vibrace (dochéazi k deformaci elektronového obalu, tedy ke zméné polarizovatelnosti, ale
dipélmoment se neméni) projevi jen v Ramanové spektru a asymetrickd valen¢ni vibrace jen
vIC spektru. Nékteré vibraéni pohyby jsou pozorovatelné obéma metodami, nékteré
pozorujeme jen Ramanovou / IC spektroskopii. Proto se tyto metody navzijem vyborné
dopliuji.

Pfifazeni past jednotlivym vibraénim modim se provadi podobné jako pii interpretaci
absorpénich spekter ve stiedni a vzdalené IC oblasti. TakZe pozorujeme oblast vibraci
funkénich skupin a také oblast ,,otisku palce”. Ale zatimco v IC spektrech jsou intenzivni pasy
pro vibrace polarnich skupin, napf. —-OH, —C=0, —NO, (s vyraznou zménou dipdlového
momentu), v Ramanovych spektrech jsou intenzivnéjsi pasy pro symetrické vibrace a vibrace
ve fazi nez pro vibrace asymetrické a v protifazi, obzvlasté intenzivni pak jsou pasy
vicenasobnych symetrickych vazeb — napt. -C=C—, —C=C-, —N=N- (vyrazna zména
polarizovatelnosti). Vzhled infratervenych a Ramanovych spekter je tak silné ovlivnén
symetrii molekul (buné€k krystalu) a symetrii jednotlivych vibra¢nich pohybi. Pro molekuly s
nizkou symetrii (charakterizované pouze prvkem symetrie ,,identita‘) jsou pasy vSech vibraci
pozorovatelné v obou typech spekter jen s odliSnou intenzitou. Pro molekuly s vysokou
symetrii se IC a Ramanova spektra navzajem informaéné dopliuji. Napf. pro molekuly se
sttedem symetrie plati princip alternativniho zakazu, tj. pasy vibraci patrné v Ramanové
spektru jsou zakazany v IC spektru a naopak; plné symetrické vibrace jsou aktivni v
Ramanové spektru a v IC spektru jsou neaktivni. Na rozdil od IC spekter se daji velmi snadno
identifikovat i symetricky substituované skupiny, resp. skelety molekul. Napt. symetricky
substituovana trojna vazba se obvykle projevuje velmi silnym pasem valen¢ni C=C vibrace v
oblasti 2260-2160 cm™. Je tak mozné ji jednoznacng odlisit od nesymetricky substituované
C=C vazby (2180-2100 cm™). Déle se v Ramanovych spektrech vyrazn& projevuje dvojna
C=C vazba valen&ni vibraci v oblasti 1690-1630 cm™ pro nekonjugované alkeny a v oblasti
1660-1580 cm™ pro konjugované alkeny. Naopak pouze slabymi pasy se projevuji C=0
vazby v ketonech, esterech, amidech atd. Na rozdil od infracervené spektroskopie 1ze pomoci
Ramanovy spektroskopie Usp&$né charakterizovat technicky vyznamné prvkové materidly,
napf. uhlikové materidly (grafitické vrstvy, saze, pfirodni i umélé diamanty atp.) a kiemikové
materidly (elektronika).

Na obrazku 39 jsou ptiklady Ramanovych spekter Pt(ll) oxalato komplexu s dvéma
monodentatné¢  N7-koordinovanymi  molekulami  2-chlor-N6-(3,4-dimethoxybenzyl)-9-

isopropyladeninu a jednim bidentatné koordinovanym aniontem oxalatu (Stavelanu). Toto
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spektrum komplexu bylo porovnano se spektry samotnych vychozich sloucenin, tedy
adeninového derivatu a dihydratu bis(oxalato)platnatanu draselného. Toto porovnani
prokazuje piitomnost obou latek ve vysledném komplexu. Pokud porovname tato spektra s IC
spektry analogického Pd(II) oxalato komplexu na obr. 24, zjistime, ze v Ramanovych
spektrech vyrazné poklesla intenzita vibraci C=0) a W C=N) a naopak nejvyraznéjSimi

vibracemi jsou C=C) a obecns vibrace purinového skeletu (cca. 1300 cm™).

e

r ) of 3 4diOMeL
8t
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Obr. 39. Ramanova spektra Pt(I1) oxalato komplexu [Pt(3,4diOMeL),(0x)], 2-chlor-N6-(3,4-dimethoxybenzyl)-
9-isopropyladenin (3,4diOMeL) a K;[Pt(0x),]-2H,0, které vzajemnym porovnanim potvrzuji pfitomnost oxalatu
i organické slouceniny v komplexu.

Pravidla interpretace Ramanovych spekter jsou analogicka jako i IC spektroskopie a byla jiz

V tomto textu popsana. Proto nasledujici tabulka jen stru¢né shrne charakteristické vibrace

vybranych vazeb a skupin v Ramanovych spektrech.

Vybrané valenéni vibrace

Dalsi
charakteristické
pasy

rozsah (cm™) . piifazeni rozsah (cm™)

Voda 3600-3100 m, WOH), siroky 1645-1615

(krystalova, 1645-1600 \Y; 5(H,0) -

rozpoustédlo)

Alkany 2995-2940 m vas(CHs) 2895-2840
2955-2915 m Vas(CH2) 2880-2835
2895-2840 m-s 15(CH3) 1470-1385
2880-2830 m-s 1,(CH,) 1480-1385
1255-1165 m KCC), ~C(CHa)s 22(2)95380 930-925,
PR veopoHOH g ek aso

(skeletalni)

Alkeny 3120-3050 m vas(CH,), =CH, 3050-2960
3050-2960 m 15(CH,), =CH, 1685-1620
1685-1620 S 1440-1360

KC=C), C=CH,
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3060-2995 m CH), =CH- (vnitini izolované 1685-1620
dvojna vazba) konjug. 1660-1580
1685-1620 S UC=C), izol. 1440-1190
1660-1580 s-m UC=C), konjug. 1440-1190
1440-1340 S-m UC=C), cyklické, -
vibrace nenas. kruhi
Alkyn 3340-3280 w-m UCH), -C=CH 2150-2100
2150-2100 s-m UC=C), -C=CH 1020905
1020-905 w-m WC-C=C), C-C=CH 370-220
Areny 3105-3000 m-s UCH), Ar 1630-1590
1630-1590 m-s UC=C), Ar 1590-1575
1590-1575 var UC=C), Ar 1470-1425 (w),
1290-990 (w)
Alkoholy & 3670-3580 w WOH) volné, ostré 1420-1260
Fenoly 3600-3400 w v (OH), H-vazba 1440-1300
1260-1170 m-w v (CO), Ar—-OH -
1215-1100 m-s v (CO), RsC-OH (terc.) 800-750
1150-1070 S-m V(CO) R,CH-OH (SEk) 900-800
1090-1000 s-m v(CO)’ R-OH (prim) 900-800
900-800 SM  ,(CCO),R-OH (prim,  ~
sek)
Aminy 3550-3280 m-w v as(NHy), prim. aminy 3450-3160
3450-3160 ' VS(NHZ)7 prim. aminy 1660-1580
3500-3300 w v (NH), sek. aminy 1580-1490
1360-1200 m-w v (CN), prim. aminy niz 1280-1020
Aldehydy & 2850-2800 w v (CH), -CHO, aldehyd 2745-2650 (s-m)
Ketony 1745-1650 w-m v(C=0), aldehyd 1440-1325
1750-1690 m v (C=0), nasyc. keton 1325-1175
1705-1650 m-w v (C=0), ArCO-, nenas. 1320-1280
keton
Karboxylové 3580-3500 w Y OH), -COOH 1800-1740
kyseliny & (kyseliny)
derivaty 1800-1740 w-m YC=0), -COOH 1380-1280
(kyseliny)
1190-1075 w V(CO), _COOH —
(kyseliny)
1800-1705 m-w {C=0), postupné vinyl 1300-1150
(ester) nas.—nenas. estery
1690-1640 m-w _ 1420-1400
C=0), -CO-NH
(amid) e=0) 2
Nitrily 2270-2200 S YC=N), ostra 390-340
Thiokyanaty 2185-2135 m-s YC=N), -S-C=N 1090-925
1090-925 m-s 14(S-C=N) 700-670
700-670 s 1s(C-S-C), -C-S-C=N 660610
660-610 s %(C-S-C),-C-S-C=N  —
Isokyanaty 2295-2250 w vs(N=C=0) 1460-1340
1460-1340 S 1(N=C=0) 650-580
Isothiokyanaty  2150-1990 m vas(N=C=S) 1250-925
1250-925 S 1(N=C=S) 690-650
Nitroslouéeniny 1570-1485 m-w Vas(NO2) 1385-1315
1385-1315 S 1(NO,) 1180-850
1180-850 s-m CN), -C-NO, -

Tabulka 6. Polohy zakladnich vibraci funkénich skupin organickych latek.
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Prakticka prace s FT Ramanovym spektrometrem NXR 9650

\
e |

Obr. 40. NXR 9650 FT-Ramantv nastavec (v pozadi s kontejnerem na kapalny dusik pro chlazeni detektoru)
ptipojeny k FT IC spektrometru ThermoNicolet Nexus 670.

Ramantiv nastavec NXR 9650 je pfipojen k diive popsanému IC spektrometru ThermoNicolet
Nexus 670. Proto je zdrojem laser z IC spektrometru (1064 nm, Nd:YVOy, laser) a opticka
draha paprsku prochazi IC spektrometrem. Jakmile softwarové zaddme, Ze budeme méfit
Ramanova spektra, dojde k otofeni parabolického zrcadla na rozhrani obou pfistroji a
paprsek je misto do IC interferometru fokusovan do Ramanova nastavce na vzorek a odtud do
kapalnym dusikem chlazeného Ge detektoru. Proto je nutné 30-60 min pted zahdjenim méfeni
naplnit kontejner nad detektorem kapalnym dusikem (provede povéreny pracovnik), aby byl
detektor pfipraveny k méfeni.

Méfeni na Ramanové spektrometru je rychlejsi, protoze neni tieba pfed kazdym vzorkem
(nebo sérii vzorkll) méfit spektradlni pozadi. OvSem obcas byva problematické vhodné
nafokusovat vzorek a docilit detekce signalu na detektoru. Proto je naladéni piistroje pied
meéfenim, které se provadi na standardizovaném vzorku polystyrenu, nutné nechat na
zkuSeném pracovnikovi.

Obsluha spektrometru se provadi na jiz zndmém softwaru OMNIC, proto jiz uvedeme jen

funkce potiebné k métreni Ramanovych spekter.
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Zakladni postup prace pri méfeni na Ramanové spektrometru NXR 9650 a obsluha
softwaru OMNIC:

1. Do spektrometru umistime spravny déli¢ paprsku (CaF3) propoustéjici monochromatické
zateni laseru s excitaci v blizké IC oblasti. Zapneme spektrometr (na Ramanové nastavci) —
provede povéteny pracovnik.

2. Zapneme ovladaci pocitac, spustime program OMNIC a vyckame spusténi spektrometru.

3. V1ist¢ pod menu nastavime jako typ experimentu ,,Raman Accessory v 7.3 — Ge*

S pfednastavenymi méficimi parametry.

/%5 OMNIC For Raman - [Window1] g@@ ‘
-

EFiIe Edit Collect View Process Analyze Raman Report Window Help
Experiment: IRaman Accessory v7.3 - Ge j - Bench Status
-
o | 2 5 | B B | QT R O |
p AN | 2 W S | il B G iy R s
@I No spectra selected ]@
£ —
100 .
90+
80+ ‘
70+
B0+
50+
a0
304
-
104
0!
e ————————————————————————— ——————————————————————————
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
CHOOBD!! -
PAVA < |

Obr. 41. Nastaveni experimentu pro méfeni Ramanovych spekter v programu OMNIC.

4. Klikneme na ikonu ,Experiment Setup” (zeleny otaznik). S obsahem okna budete
seznameni pied zahajenim prace.

5. Vlozime do méficiho prostoru standardizovany vzorek polystyrenu, na kterém se provadi
ladéni ptistroje a signalu na detektoru. Nez zapneme laser, nastaveni pozice vzorku (X-y-z) a
kontrola dopadu odrazenych paprskli na detektor se provadi pomoci bilého svétla. V okné na
monitoru vidime interferogram, pokud je vSe spravné nastaveno. Vypneme bilé¢ svétlo a

zapneme laser. V okné ,,Experiment Setup* 1ze shlédnout i ,,preview* spektra. Jakmile vidime
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interferogram i po odrazu paprsku laseru od polystyrenu, muZzeme zahajit méfeni — provede
povéreny pracovnik

5. Provedeme vlastni méfeni spektra vzorku — podle instrukci vlozime zvoleny nastavec s
nalisovanym / upevnénym pevnym vzorkem i kapalnym vzorkem v drzaku kyvet do
méficiho prostoru a opét provedeme kontrolu detekce signalu jako v pfedchozim bodé
(musime vidét interferogram). Dale miZeme nastavit vykon laseru (laser power 0,1-1,2 W).
Idedlni je zac¢it méfeni s nejnizSim vykonem. Poté klikneme na ikonu ,,Collect sample®. Pro

spusténi vlastniho méfeni musime potvrdit ,,Start collection®.

Obr. 42. Rzné nastavce pro upevnéni vzorkt pro Ramanovu spektroskopii.

6. Zpracujeme zméfené spektrum analogicky k praci s IC spektrem (ikony , Automatic
baseline correct®, ,,Find peaks®). Poté spektrum ulozime klasicky ptikazem ,,Save as*.

7. Méfeni lze na stejném vzorku opakovat se zvySenym vykonem laseru (pokud se vzorek
nezahiiva, nepali nebo nefluoreskuje).

8. Po ukonceni prace a ulozeni spektra mizeme zaviit program OMNIC, nutné je diikladné

vycistit vSe, co jsme pouzili ke zméfeni spektra!

59



Praktické ukoly:

A. Ramanova spektra organickych latek

Ukol: Zméite Ramanova spektra vybranych organickych latek a porovnanim spekter
identifikujte neznamy vzorek. U jednotlivych spekter identifikujte pasy zakladnich vibraci
(funk¢nich skupin).

Pomticky a chemikélie: nastavec na pevné vzorky, $pachtle, IC spektrometr ThermoNicolet

Nexus 670 s Ramanovym néstavcem NXR 9650

polystyren, kyselina benzoova, kyselina anthranilova, kyselina $tavelova, 1,10-fenantrolin,
kyselina salicylova, neznamy vzorek

Postup: Po naladéni pfistroje podle instrukci upevnime vzorky vybranych organickych latek
do drzaku pevnych latek, zmétime spektra a zpracujeme je. Poté zméfime spektrum
nezndmého vzorku. Néslednym porovnanim se spektry méfenych organickych latek uré¢ime, o
jakou latku se jednd. Z prace vypracujeme protokol, do néhoz provedeme navic identifikaci
zékladnich vibraci funkénich skupin jednotlivych organickych latek. Prolozime diive
naméfena IC spektra organickych latek s Ramanovymi a zaznamename rozdily intenzit a

aktivitu zakladnich vibraci.

B. Identifikace aniontu neznamé latky pomoci Ramanovy spektroskopie.
Ukol: Identifikujte anion neznamé latky pomoci Ramanovy spektroskopie.

Pomticky a chemikalie: néstavec na pevné vzorky, IC spektrometr ThermoNicolet Nexus 670

s Ramanovym nastavecem NXR 9650, Spachtle,

neznama sul, ZnSO,4, Zn(CH3COO0),, Zn(NO3),:6H,0, Zn(ClO,);

Postup: Po naladéni pfistroje podle instrukci upevnime vzorky vybranych zine¢natych soli do
drzaku pevnych latek, zméfime spektra a zpracujeme je. Poté zméefime spektrum nezndmého
vzorku. Naslednym porovnanim se spektry méfenych Zn(Il) soli uréime, o jakou latku se
jedna. Z prace vypracujeme protokol, do né¢hoz provedeme navic identifikaci zékladnich
vibraci funkénich skupin jednotlivych méfenych latek. Prolozime dfive naméfena IC spektra
médnatych soli se stejnymi anionty S Ramanovymi a zaznamename rozdily intenzit a aktivitu

zakladnich vibraci.
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NMR spektroskopie

Nukledrni magneticka rezonan¢ni spektroskopie je fyzikalné-chemicka analytickd metoda,
kterou stejné jako spektroskopie infracervenou a UV-Vis fadime mezi absorpcni (emisni)
spektroskopie. Tato metoda detekuje absorpci radiofrekvencniho (RF) zareni jadry atomu
v molekule. Toto zafeni ma v porovnani s IC a UV-Vis zafenimi mnohem vétsi vinovou délku
(cca. 10* cm), protoze ke zmé&nam populaci spinovych stavii v jadfe sta¢i mnohem mensi
energie (cca. 10° kcal/mol). Z ndzvu metody mizeme odvodit, Ze vyuZiva vlastnosti
atomovych jader (nukledarni), velmi silného magnetického pole na ovlivnéni magnetickych
vlastnosti jader (magnetickd), rezonance, tedy schopnosti jader piejit na vyssi energetickou
hladinu po absorpci RF zafeni (rezonancni), a také ze vysledkem méfeni je NMR spektrum,
tedy zavislost intenzity absorbovaného zatreni na jeho frekvenci.

Velkou vyhodou metody je, Ze lze mé&fit vzorky ve vSech skupenstvich a mnohdy staci i méné
nez 1 ug vzorku. Stale nejuzivanéjsi je ale roztokova NMR spektroskopie, ktera byva také
oznacovana jako NMR vysokého rozliseni. Méfeni je tedy provadéno v roztoku, v némz se
vlivem ndhodného pohybu néckteré interakce zprimeéruji, signdly jsou tzké a od sebe
navzajem dostatecné rozliSené linie, umoziuje kvantitativni 1 kvalitativni analyzu chemickych
individui i smési, malych molekuly az biomakromolekul. ,,Nevyhodou* metody mize byt jeji
molekul je tieba zkuseného odbornika.

Vzhledem k tomu, ze magnetické vlastnosti jader jsou vyrazné ovlivnény jejich strukturnim
okolim, poskytuje NMR spektroskopie unikatni informace o sloZeni, struktufe a prostorovém
spektrometrie je tedy strukturni analyza organickych, anorganickych
sloucenin 1 pfirodnich latek. Metodu Ize vyuzit k diikazu pfitomnosti
urcité funkéni skupiny nebo latky ve smési. Mize byt také pouzita
pro studium kinetiky chemickych reakci a riznych dynamickych

procesu obecné. Vyznamné je vyuziti metody v lékafstvi v MR

zobrazovani / tomografii pouzivané k zobrazeni vnitinich organa

Obr. 43. MR sken hlavy.

lidského téla, kdy je mozné ziskat fezy urcité oblasti téla, ty dale
zpracovavat a spojovat az k vyslednému 3D obrazu pozadovaného organu. Déle se NMR

vyuziva k analyze potravin ¢i farmaceutickych preparati.
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Principem NMR spektroskopie je detekce absorpce RF zafeni jadry atomt v molekule
vlozenymi do velmi silného magnetického pole. RF zareni jsou schopny absorbovat (tedy jsou
aktivni v NMR experimentu) pouze jadra s nenulovym jadernym spinem (I # 0):

Rozdéleni jader podle magnetickych vlastnosti (podle spinového kvantového Eisla, I):

[=0 ... jadra se sudym poctem protont i neutront (sudé¢ A a Z), nemaji magneticky moment
(spiny sparovany), neposkytuji NMR signal (**C, °0)

[>0 ... jadra s lichym poctem protonti, neutront nebo obojiho, maji magneticky moment,
jsou aktivni v NMR experimentu

=" ... rotujici koule, velmi vhodné pro NMR (1H, Be BN, °F, 2gj, 31P)

| > 1 ... rotujici elipsoid, kvadrupolarni jadra (°H, *'B, N, 'O, s, *Cl)

Spinové stavy jader jsou kvantovany; m = I, (I-1), (I-2), ... , —I; celkem (2I+1) stavii, m =
magnetické kvantové Cislo, takze pro jadra s | = %2 — m = '5, —V% (pro tato existuji pouze dvé

energetické hladiny, 2'4+1).

Zadny spin Rotujici koule
I=0 =172 Rotujici elipsoid
[=1,3/2,2...

Obr. 44. Tti typy jader podle velikosti spinového kvantového ¢isla I.

Dilezitou vlastnosti Castic s ndbojem, tedy i jader s | # 0, je magneticky moment fi. Vzniké

v disledku rotace jadra (jaderného spinu) a naboje jadra — rotujici naboj indukuje dipolarni

magneticky moment; je to vektorova veli¢ina, ma velikost 1 smér. Miize byt vyjadien:
u=yh-l u=y-1(h/2n)

h ... Planckova konstanta

v ...gyromagneticky pomér (konstanta), je zavisla na povaze jadra, je pro n¢ charakteristicka

h ... redukovana Planckova konstanta

V zékladnim stavu nejsou jaderné spiny usporadany a neexistuje mezi nimi zadny energeticky

rozdil.
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NMR experiment: Jadro vlozime do silného externiho magnetického pole By (T), ¢imz dojde

k usporadani magnetickych momenti ve sméru a proti sméru magnetického pole, pficemz
mirné pievazuje orientace +z nad —z (pro jadra s I = % jsou mozné pouze tyto dvé orientace,
spiny se rozdéli do dvou skupin = tzv. Zeemanlv jev). Z pohledu klasické mechaniky
vykonava vektor magnetického momentu precesni pohyb (opisuje kruznici) kolem osy z

(sméru vnéjsiho magnetického pole).

sila(y)

|, = +1/2 |, =-1/2

Obr. 45. Interakce rotujiciho jadra s externim magnetickym polem.

Vlivem vnéjsiho magnetického pole vzniknou dva spinové stavy I, = +% (+z) a I, = =% (-2),
tedy vytvoii se energeticky rozdil mezi spinovymi stavy orientovanymi ve sméru a proti
sméru pusobeni vnéjsiho magnetického pole. Stav orientovany souhlasné s Bp ma mirn€ nizsi
energii, proto je zde vzdy maly prebytek (<107) jader, ktery umoznuje absorpci energie a je
proto nezbytny pro NMR experiment. Rozdil v populacich jednotlivych stavii je dan rozdilem
Vv jejich energiich a fidi se Boltzmanovym zdkonem:

n(+%)/n(—%) = exp(4AE/KT)

n ... populace spinového stavu T ... teplota (K)
AE ... energeticky rozdil mezi stavy k ... Boltzmannova konstanta
! m, = -1/2
l,=-1/2
A o
£0 - AE = E-wz' E+112
Q
AE &
,=-1/2 m, = +1/2
B=0 B*0 Magnetické pole

Obr. 46. Energeticky rozdil mezi spinovymi stavy jako funkce externiho magnetického pole By pro jadro s I=Y%.

64



Pro jadra *H pii 400 MHz (B = 9,4 T): AE = 3,8-107 Kcal/mol — n(+%)/n(—%) = 1,000064,
tedy rozdil v populacich je ve srovnani s ostatnimi spektroskopickymi technikami velmi maly.
Energie (jednoho spinu) je pfimo imérnd magnetickému momentu jadra a velikosti vnéjsiho
magnetického pole:

E=uB=yhlIB
Pro oba stavy plati: E, (1,=-1/2) =—1/2-yh-By

E, (I, = +1/2) = +1/2-yh-By
AE = E2 —E1 = }"h'Bo = }/‘]1'30/271'

AE oznacuje, jak velky je energeticky rozdil mezi jednotlivymi jadernymi energetickymi
hladinami, tedy mnozstvi energie, jaké je jadro schopno absorbovat. Z rovnic vyplyva, ze ¢im
vys$si externi magnetické pole (By), tim vyssi bude energeticky rozdil mezi hladinami i vétsi

rozdil jejich populaci. Proto vétsi magnety (vyssi Bg) zptisobuji vyssi citlivost NMR pfistrojl.

21,147
900 MHz

(o]

940T
400 MHz

/i)imfz' |
e SHH >
(oo sttt

g W

Obr. 47. Vliv vyssiho magnetického pole na populaci obou spinovych stavii a i B pro jadro *H
[http://www.vscht.cz/nmr/predmet/lekce/NMR-lekcel.pdf]

AE je také pfimo umérna jadernému gyromagnetickému poméru vy, tedy jadra s vySSim y
absorbuji vice energie a jsou tudiz citlivéjsi (proton ma jeden z nejvétsich y) .

Energie je také pfimo timérna frekvenci elektromagnetického zéfeni:

AE = h'Vo — V= (7‘30)/27[

Pro jadro 'H je tato frekvence pii vyuZiti komeréné dostupnych magnetdl (2,35-21,14 T)
v rozsahu 100-900 MHz.
Kdyz se vratime k pohybu magnetického momentu vlozeného do vné&jsiho magnetického pole

kolem osy z (precesni pohyb, ktery je vyslednici sily, kterd se snazi piimét vektor p
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k souhlasné nebo nesouhlasné orientaci s vektorem By, a sily udrzujici jej v rotaci), miizeme
frekvenci tohoto pohybu vyjadfit pomoci thlové frekvence:
w=2nv
W = (pBo)2w — an = By

o ... Larmorova frekvence — frekvence precesniho pohybu (rad/s) kolem By.

Po vloZeni silného externiho magnetického pole je systém piipraven k absorpci energie. NMR
experiment tedy pokracuje vloZzenim druhého, radiofrekvencniho pole B;. Kdyz B; dosdhne

Larmorovy frekvence wo daného jadra, nastane absorpce. Tento proces se nazyva rezonance.

7By =27v... REZONANCNI PODMINKA

Jadra mohou absorbovat energii, jen je-li tato podminka splnéna, toho lze dosdhnout bud’
zménou vlozeného magnetického pole, nebo zménou frekvence radiofrekvenéniho zateni (v).
Je ztejmé, Ze riizné jadra absorbuji elektromagnetické zatfeni o riznych v.

Béhem rezonance dochazi k vyrovnavani obou populaci (poté co dojde k jejich vyrovnani,
vymizi NMR signal) — ¢im vétsi je rozdil populaci, tim vice energie systém absorbuje, tim
intenzivngj$i dostavame signal a o to citliveéj$i méteni 1ze provést.

Z hlediska vlastniho méfeni je rozhodujici chovani vektoru makroskopické magnetizace M,
ktera je vektorovym souctem magnetickych momentl a v rovnovdZném stavu je rovnob&zna
se smérem vn¢jSiho magnetického pole By (protoze z diivodu nizsi energie je vice populovan
smér souhlasny s vektorem Bg). Kazdy vektor g mize byt rozlozen na slozku v ose za

v roviné Xy. Distribuce komponent v roviné xy je ale nahodna, takze se vypriméruji a

=)

navzajem vyrusi. Velikost My je pak pfimo Umeéma rozdilu populaci v niz§i a vyss
energetické hlading.
Pro popis zmén vektoru magnetizace po aplikaci RF pole je vhodné zavést rotujici soustavu
souradnic. Dosud jsme pouzivali laboratorni soustavu soufadnic, coZ je fixni systém, a tedy
jaderné spiny rotuji rychlosti o (coZ znesnadiiuje dalsi popis). Resenim je rotujici soustava
soufadnic, kterd sama rotuje rychlosti wo, ¢imz se odstrani vliv pole By:

- My se v rezonanci nepohybuje (o pole B; je rovna )

- mimo rezonanci je pohyb Myy stale pomaly viici o

- M ,zmrazime* — zanedbame jeho vlastni precesi kolem osy z, nechame osy X a y

rotovat s frekvenci B; (kolem 2)
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Obr. 48. Laboratorni a rotujici soustava soufadnic.

Pti rovnovaze pted vlozenim B ptisobi pouze By, M je v ose z (tedy My = My = 0). Po vloZeni
pole B; v ose X (oscilujici vpied a vzad) dojde k absorpci energie systémem, pouze pokud je
frekvence RF pole a Larmorova frekvence My stejna (je dosazeno rezonancni podminky).
Neékteré spiny +% piejdou na =% = My klesa; vzajemnou interakci vektoru B; a vektoru My
dojde k pieklopeni vektoru magnetizace k 0se y o uréity tihel, ktery odpovida velikosti dodané
energie a dob¢ pisobeni RF pole. Sklapéni vektoru magnetizace do osy y znamena, zZe klesa
slozka My a vznikaji slozky My a My. Pfechod jader +/2 do —% spojeny s absorpci E neni
méfitelny piimo. Oscilace vektoru M, vytvari fluktuujici magnetické pole, které generuje
elektricky proud v pfijimaci civce, takze vlastné detekujeme slozku magnetizace v roviné Xy

jako rezonanci.

Bq(2)

sila(y)

B.(x)

Obr. 49. Vektor magnetizace v rovnovaze (1) a jeho sklopeni k ose y po aplikaci RF pole B1 (2).

Po vypnuti RF pole B; se systém snazi piejit zpét do rovnovahy, tedy se odklon vektoru
magnetizace od 0sy z postupné zmensuje, tedy se také zmensuje primét vektoru magnetizace
do roviny xy. Systém se tedy snazi obnovit ptvodni distribuci populaci v jednotlivych
energetickych hladinach. Tento proces se nazyva relaxace. Zmensovanim vektoru M,y klesa i

indukovany proudovy signal v pfijimaci civce. Relaxace vektoru magnetizace v roviné Xy je
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exponencialni. V pfijimaci civce pak detekujeme v Case zanikajici kosinovy signal
(periodicky fluktuujici vektor magnetizace v roviné xy). Ziskavame tak zavislost intenzity

signalu na ¢ase v podob¢ FIDu (Free Induction Decay).
A

t

Obr. 50. Exponencialni pokles indukce magnetizace v 0se Y pfi relaxaci v Case.
Reélny vzorek nikdy neobsahuje pouze jeden typ jader a kazdy typ mé svoji rezonanéni

frekvenci. Protoze jsme excitovali v§echny tyto spiny, dostaneme kombinaci signalli o rizné

frekvenci.

l
\

- 2 typy protond, dvé rezonanéni

|

N ’ a) FID protont vody

| \ m ﬁ [\NWVWMWIU\W\l”‘“ﬂlbfumwm\mmmewMm -
J

I

b) Komplexni FID protonti etanolu

- prekryti, zesileni a interference

dil¢ich obrazi

¢) Komplexni FID adeninu:
- 4 typy protoni
- téméf nemozné rozlustit jednotlivé
frekvence

Obr. 51. FID 1H spektra (400 MHz) vody (&), etanolu (b) a adeninu (c).

FID obsahuje vSechny nezbytné informace (frekvence a $itky linii, intenzity signal) a je

zaznamem zavislosti odezvy vzorku na ¢ase (= casovd doména). Klasické spektrum je vSak
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vyjadienim zavislosti na frekvenci (= fiekvencni doména). FID pievedeme na spektrum
Fourierovou transformaci.
Vyse popsanym zpuisobem ziskdme spektrum na modernich NMR spektrometrech, které
vyuzivaji k excitaci systému kratké RF pulzy a naslednou Fourierovu transformaci. Ale je
nutné zminit i druhou technologii méteni NMR spekter, a to NMR spektrometry pracujici
s kontinualni vlnou (postupna zména v), které méfi frekvenéni charakteristiku systému
okamzitym méfenim odezvy bod po bodu (frekvenci po frekvenci). Oba zplsoby, tzn.
spektrometry pracujici s kontinudlni vinou i vyuzivajici pulsy k excitaci spinového systému a
naslednou Fourierovu transformaci davaji shodné vysledky. Vyraznou vyhodou pulznich
spektrometri je to, Zze méfeni trva pouze nékolik sekund, zatimco méfeni spektra na
spektrometru s kontinualni vinou n€kolik minut, takze za tuto dobu lze méfeni na FT NMR
spektrometru mnohonéasobné opakovat, dil¢i vysledky secist a tim dosdhnout mnohonasobné
vyssi citlivosti na stejném vzorku za stejny Cas oproti spektrometru s kontinudlni vlnou.
V dne$ni dobé¢ se jiné nez FT NMR spektrometry pro NMR spektroskopii vysokého rozliseni
JiZ nepouzivaji, proto si takovy spektrometr popiSeme blize.
Jak tedy pracuje FT NMR spektrometr?

- vzorek je ozaten frekvenci blizkou rezonanéni v na velmi kratkou dobu (RF pulz)

- béhem trvani pulzu vektor B; (ve sméru X) vyvolava silu pusobici na My, ktery se

sklapi od osy z 0 thel 6
- ve vysledku se vektor magnetizace pohybuje od osy x k ose y (mizeme i fict, Ze slozka
My osciluje v ose y)
- jak dlouho puisobi silné pole Bj, tak dlouho pokrac¢uje M v rotaci kolem B;

z z

z z
o/ A A
‘M

B, B, B, B, yM

RZ vypnuté 0= 30°|_| 6 =90° 6=180

Obr. 52. Pohyb M v zavislosti na dob¢ trvani RF pulzu (RZ = radiofrekvenéni zafeni).

S rostouci délkou pulsu roste velikost sklapéciho thlu 0, takze napt. pokud je délka pulzu

dostatecna, aby byl sklapéci thel 90°, M piejde do osy Y. Pti dvojnasobné dobé ptisobeni bude
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uhel roven 180°, M piejde do -z, coz znamend, ze doslo k inverzi populaci, tedy nastal
prebytek spinti /5.

schema NMR spektrometru

zkumavka se
vzorkem

|
1
|
1
civka — |
e - civka piidavné
\ | magnetizace g
civka piidavné "‘ ' E
magnetizace | I‘.‘ | ma gnet
[ 1N /s ;
t ; | 4
magne f?ff" ‘S‘\\\ ‘| T 2 gm \ Kapalné
[f \ ’ il
AN e I hel:um
- o |- _%..i = gl - — =4 -] 0saz.B Magnet,
—H\‘.ﬂ;a"‘.} :%j HHU"” E g Kapalny
W/
W/ ».L W/ dusik
. /
) 1
=S4 | Sonda
S0 1
NS
~ ! zesilovaé
e
|
1

poditaé

zaznamove zafizeni
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Obr. 53. Schematické znazornéni ¢asti NMR spektrometru se zobrazenim os X, y a z
[artemis.osu.cz/biofyzika/Studium/Studmat/material/ NMR. pptx]

Soucastmi FT-NMR spektrometru je supravodivy elektromagnet, méfici sonda, konzola
spektrometru, nadiazeny tidici po¢ita¢ a zdroj stla¢eného suchého vzduchu.
Supravodivy magnet
- Supravodiva civka (Nb-Ti nebo Nb-Sn)
- Kapalné helium (4,2 K)
Kapalny dusik (izolace, snizeni odparu He)
- Stinéni (magnety)

Shora dolt prochazi magnetem kruhovy otvor (pokojova teplota, 53 nebo 89 mm) pro
vlozeni kyvety se vzorkem

Robustni konstrukce, podstavec, odpruzeni, antivibracni systém
Mé¥ici sonda
- Dutina magnetu (pokojova T)

Vybuzeni spinového systému a snimédni odezvy vzorku

- Kovova trubka s patici

Radiofrekvencni obvody (vysilaci a snimaci civky, civky vytvérejici gradienty
magnetického pole, obvody pro lockovani signalu)

- Mgrici a lockovaci kanaly

- Topna spirala, termoclanek
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Konzola spektrometru

Skrin obsahujici elektronické obvody (vysilaci a ptijimaci obvody, prevodniky, zdroje pro
napajeni a ovladdani korekcnich civek, moduldtory, tvarovace RF pulzl, moduly vytvatejici
gradienty magnetického pole, akvizi¢ni — fidici po¢ita¢, teplotni jednotka)

Nadiazeny pocitac

Vykonna pracovni stanice vybavena ovladacim a procesnim softwarem, kterd umoznuje fizeni
obvodli a modulii v konzoli (pfimé fizeni elektronickych obvodi). Umoziiuje operatorovi
ovladani pfistroje béhem jednotlivych piipravnych fazi (ladéni sondy, lockovani signalu
rozpoustédla, ladéni vzorku) a vlastniho méfeni (pribézna kontrola spektra). Zpracovava
naméiend a digitalizovana data, zpracovava spektra (Fourierova transformace, fazovani,
integrace ...). Umoziuje diagnostikovat spektrometr (propojeni, spravna funkce jednotlivych

modultt).

Rezonan¢ni frekvence rtiznych jader jsou si velmi vzdalené (1H, 13C, lsN). Frekven¢ni rozsah
méfeni umoziiuje sledovat jen jeden typ jader, napf. jen ‘H, ale pro¢ tedy NMR spektrum
neobsahuje jen jeden signal? Nemétime totiZ jen samotnd jadra, ale realné molekuly, jejichz
atomy maji jadro i elektronovy obal. Elektrony svym pohybem zesiluji ¢&i zeslabuji
magnetické pole Bp — rezonancni frekvence konkrétniho jadra je poté posunuta v zavislosti na
elektronovém uspofadani jeho okoli — stejnou frekvenci maji jen jadra chemicky
ekvivalentni. Zména By vlivem okolnich elektronii se nazyva stinéni — o (konstanta
magnetického stinéni). V misté jadra tedy pusobi tzv. efektivni magnetické pole Bes, které je

tvofeno externim magnetickym polem a By a lokdlnim magnetickym polem Biqc.

BeszO_BloczBO(I_O')_’COO:}"BO'(I_O')

Rust stinéni vede k nizsi rezonan¢ni frekvenci. Ve spektru frekvence roste zprava doleva,
stinéni roste zleva doprava. Bézn¢ se ale jednotky frekvence ve spektrech nepouzivaji. Zmeény
magnetického pole, tedy i rezonancni frekvence jader sriznym chemickym okolim, jsou
velmi malé, na frekvencni Skdle by se tak muselo pracovat s ¢iselné velmi malymi rozdily
(napt. 300,000764 MHz). Navic rezonan¢ni frekvence zavisi na vn&jsim magnetickém poli
(problém pii porovnavani spekter z riznych spektrometrt). Proto byl pro kazdé jadro zaveden
standard, jehoz relativni frekvence je dohodou rovna nule a vztahujeme posun kazdého
signalu k tomuto referenénimu signalu standardu. Pro proton a uhlik je standardem

tetramethylsilan (TMS, (CHs)4Si, Me,Si), ktery je nereaktivni, t€kavy a rozpustny v
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organickych rozpoustédlech, rezonuje pii velmi nizkych frekvencich a chemicky posun TMS
v 'H a 3C spektru odpovida pocatku (0 ppm).

Z vyse uvedenych divodi se zavadi chemicky posun 6 (ppm)

Pro libovolné jadro i plati: vi=Bo(l — 6)2x

Pro standard r (TMS): Vi = Bo(l — ov)27
Vzddlenost mezi rezonancemi jaderiar :
va=vi— v = Bo(or — a)/2x= yBodol2x

Chemicky posun:
o=vi—v/ivi=(or— o)/l — o) ~or — G

Chemicky posun nezévisi na pracovni frekvenci spektrometru.

Absolutni hodnoty rezonanc¢nich frekvenci jsou ftadové v MHz, ale rozdil (posun)
rezonanc¢nich frekvenci zptisobeny stinénim je fadové v Hz — vysledky vztahu & = va/v, by
byla velmi mala ¢isla [Hz/MHz], proto se jako jednotka pouzivéd ppm (parts per million) =

miliontiny vnéj$iho pole.

Nizké diamagnetické stinéni Vysoké diamagnetické stinéni
Slabé pole Silné pole
Vysoké frekvence Nizké frekvence
' 6 kHz '
Me,Si (TMS) |
| | | | | | 1 5 m
40 30 20 10 . 0o 0 g © (PPm)
| 40 kHz '
| J J Meﬁf(TMS) { { |
................. ~—— 0 (ppm
300 200 1000100 200 O PP™
1H 13é
|||||||||||||||||||||IIIIIIII||III||||||||||||||||||||||||l||||l||||I||||I||||l|||||||||||||||||V,MHZ
500 400 300 200 100

Obr. 54. Spektralni zasady (rust frekvence, stinéni).

Hlavnimi faktory ovliviiujicimi velikost chemického posunu (tedy stinéni) jsou indukéni a
mezomerii efekty (stinéni je zplsobeno piitomnosti elektronll) a anizotropie chemického

posunu (skupina nema tvar koule). Nejcastéji mérenymi jadry jsou 'H a ¥C.

Vzhledem k vysokému gyromagnetickému poméru a pfirozenému zastoupeni jader H, sta&i

k prométeni vodikového spektra nékolik sekund. Na chemicky posun ma vliv indukcni efekt,
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jinymi slovy s rostouci elektronegativitou pifipojeného atomu (nebo skupiny atomi), klesa
stinéni (roste chemicky posun):

CH, (0,23 ppm), CH5CI (3,05 ppm), CH.CI; (5,30 ppm) a CHCI3 (7,27 ppm).

Vyrazny induk¢ni efekt maji také skupiny —NO,, —OH, —=SH, —NH,.

Také musime zvazit vliv mezomerniho efektu na elektronovou hustotu v okoli méteného jadra.
Napt. v pfipad¢ nitrobenzenu, skupina —NO; ma vyrazny zaporny mezomerni efekt, takze
elektronova hustota na aromatickém kruhu klesd a zmenSuje se i stinéni (roste chemicky
posun). Naopak Vv ptipad¢ anizolu (methoxybenzen), -OCHj3 skupina vykazuje +M efekt, tedy
dodava elektrony do aromatického systému a zvySuje se stinéni oproti vodikim benzenu (7,24

ppm).

0.t 0 +
N Me

NO, | OMe 0
§,22 + 6,79
-3 -
7,48 7.24
7,61 6,73

a b

Obr. 55. Chemické posuny vodikll na aromatickém kruhu ovlivnéné mezomeriim efektem substituentt,
nitrobenzen (a) a anizol (b).

Na stinéni protonu maji vSak také vliv nelokalni proudy — ¢ist¢ magneticky vliv, pokud
skupina nema tvar koule (Me, Ph, karbonyl) = anizotropie chemického posunu.
Napft. jednoducha a dvojna vazba C—C a C=C maji valcovou symetrii. Elektrony jsou ¢astecné

nachylné k proudéni kolem vélce a indukované pole stini proton lezici v delsi ose.

Stinéno H

Stinéno
. H .
Odstinéno | Qdstinéno
B,

Obr. 56. Stinéni protahlého elipsoidu — model chemické vazby.
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Enol-OH
Karboxylova kyselina
-OH

Fenol-OH
Alkanol-OH D20- Lo
Amid-NH ;fg:ggs E—
Amin-NH

Thiol/thiofen-OH 1

Aldehyd-CH —

Aromatické
heterocykly

bohaté na n-elektrony

Aromaty (-}-M-spbstifuent (+)-M-substituent
Alken-CH (-)-M-suhstitugnt (+)-M-supstityent
Alkyn-CH [

Acetal-CH
R,CH-O-, RCH,-O- R,CH-Q- RCH,-OF
CH;0-

CH3N<
CH,3S-
CH;na C=C, C=X

Cyklopropan-CH
CH;-Kov

deficit wielektrona

+— 3y 15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1
Tabulka 7. Rozsah chemickych posuni (8 ppm) v *H NMR spektrech b&znych organickych sloucenin.

DalSimi dileZitymi parametry vodikového NMR spektra jsou kromé& chemického posunu,
pocet signalii, relativni integralni intenzita jednotlivych signalii a multiplicita signalii.

Pocet signalii ve spektru udava pocet skupin vzajemné¢ neekvivalentnich vodikd (s riznym
chemickym posunem). RozliSujeme chemickou a magnetickou ekvivalenci. Dv¢ jadra jsou
chemicky ekvivalentni, pokud je moZné je zaménit operaci symetrie (napt. 3 vodiky
methylové skupiny maji stejnou rezonan¢ni frekvenci, 1ze vzajemné zameénit rotaci kolem
jednoduché vazby, také vSech 6 vodikli benzenu ma ve spektru jeden signal). Dvé jadra jsou
magneticky ekvivalentni, pokud jsou chemicky ekvivalentni a maji identické interakcni
konstanty (vysvétleno nize) se vSemi dal§imi jadry v molekule.

Relativni integralni intenzita je cenou pomuckou pfi interpretaci '"H NMR spektra, protoze
detekovany signal je ptimo umérny poctu piitomnych spint (jader). Je dana plochou piku.
Napt. protony CHj3 skupiny maji 3% vétsi intenzitu nez vodik CH.

Multiplicita signalii je disledkem jemnych interakcei spinti v molekule, zavisi na typu a poctu
okolnich atomt. Energetické hladiny jednotlivych jader jsou ovliviiovany spinovymi stavy
jader v okoli, coz nazyvame nepiimou spin-spinovou interakci. Nepiima interakce je to proto,

ze je zprostfedkovana vazebnymi elektrony. Napiiklad v systému dvou interagujicich spint
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AX (4-chlorbenzylamin) protony A a X maji spin ', polovina jader A sousedi s jadry X +% a
druhé polovina sousedi s jadry X —', magnetické okoli zplisobené dvéma typy protoni X
rozs§tépi linii jadra A na 2 (a), ze stejného diivodu bude signal X také rozstépen na dvé linie
(b). Vliv sousednich spini na multiplicitu pikGi oznacujeme Spin-spinové stépeni (nepiimé

Stépeni) a vzdalenost (v Hz) mezi rozSt€penymi liniemi J se nazyva interakcni konstanta.

J J
-| - -y |
A rezonance X rezonance
(@ (o)
Kayz Kayz KalyzZ Kayz
LX) =-1/2 LX) = +1/2 LA)=-1/2 LIA) = +1/2

Obr. 57. Ctyti spektralni linie dvouspinového systému (AX).
Interakéni konstanta je vlastné vzdalenost pikli jedné rezonance, vyjadiuje, jak silné jsou jadra
navzajem ovlivnéna, pro signaly A a X je J stejna, nebot’ se obé¢ jadra $tépi navzajem. J zavisi
pouze na vlastnostech jader, nikoli na By — na pfistrojich s riznou pracovni frekvenci bude
interakéni konstanta vzdy stejnd. J reprezentuje interakci pfes vazby (zprostfedkovéna

vazebnymi elektrony), proto nese informace o sile vazby a prostorovém uspotadani.

2005.44
—2906.83
—20966.83

2946.93

3150 3100 3050 3000 2950 2500 2850 2800 Hz

Obr. 58. *H spektrum (400 MHz) 4-chlorbenzylaminu v DMSO-ds (dimethyl sulfoxid); detail.

Je-li jadro A interakci s n jadry, ktera maji spin I, plati pro pocet rozstépenych car multipletu
A: 2NI + 1, tedy pro jadra s I = %5 N+1. Vzdalenost jednotlivych ¢ar multipletu je rovna
interakéni konstanté v Hz. Pomér intenzit jednotlivych ¢ar multipletu se fidi binomickym

rozvojem. Pro rychlou orientaci slouzi tzv. Pascaliv trojuhelnik (obr. 59).
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singlet
dublet
triplet
kvartet

Multiplicita signald se znaci: singlet (s), dublet (d), triplet (t), kvartet (q / gr), kvintet (qn),
sextet (sx), septet (sp), bs (broad signal), m (obecné multiplet, vétSinou pro signaly s téZko

rozlisitelnou piesnou multiplicitou).

Priklady interpretace 'H NMR spekter:

)L i[__i P _
Hy ll CH,

CH, H,C O——C —CH, —
kvartet (q) triplet (t)
*J=6.8 Hz

3J=6.8Hz J_ —

4.10 4.00

1.30 1.20

Obr. 60. *H spektrum ethylacetatu pro ukazku interpretace [http://www.vscht.cz/nmr/predmet/metody _urcovani-
nmr.html].

Pocet signalit ve spektru: 3 (tfi skupiny neekvivalentnich protonil)

zpiisobena narGstem multiplicity, plocha piki je ale stejnd)

Chemicky posun: hodnota chemického posunu (ppm) se odecitd ve stiedu multipletu,
methylen v sousedstvi elektronegativniho kysliku je nejvice odstinén

Multiplicita: pocet slozek multipletu pro I = %: n + 1 — kvartet: signal vodika, které musi mit
v okoli 3 interagujici jadra (~CH2—CHj3), singlet — v okoli nejsou zadné interagujici jadra,
triplet — v okoli 2 interagujici jadra.

Vzdalenost slozek multipletu — interakéni konstanta, je stejnd pro kvartet i triplet — jsou to
signaly vzajemn¢ interagujicich jader.

Zaver: kvartet = signal odstinéného methylenu, sousedici methylova skupina = triplet, singlet

= izolovany methyl.
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Mezomerni efekt: viiv EWG
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Obr. 61. *H spektrum 2-methylbenzaldehydu [http://www.vscht.cz/nmr/predmet/metody_urcovani-nmr.html].

Pocet signalit ve spektru: 6

Integralni intenzita: kromé singletu v 2,6 ppm (3) vSechny signaly 1

Chemicky posun: nejvétsi chemicky posun mé proton v aldehydické skupiné (kyslik silny
induk¢ni efekt, navic anizotropie chemického stinéni, viz vpravo dole), uprostted vodiky na
aromatickém kruhu, ovlivnéno mezomernim efektem — skupiny s +M (CHs) i —M efektem
(CHO), takZe nejvice odstinén vodik 6, nejméné 3, vodik 5 stinén vice nez 4

Multiplicita: dublet: signal vodikd, které musi mit v okoli 1 interagujici jadro (3, 6), triplet — 2
interagujici jadra (4, 5)

Zavér: singlet s velkym chemickym posunem cca. 10,3 ppm = signal aldehydického protonu,
singlet cca. 2,6 ppm = methyl v poloze 2, dublety = vétsi chemicky posun vodik 6, mensi

vodik 3, triplety = vétsi chemicky posun ma vodik 4, mensi 5.
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B0 5 7.0 6.5 6.0 85 5.0 45 40 25 3.0

Obr. 62. *H spektrum 3-bromfenylmethylketonu [http://www.vscht.cz/nmr/predmet/metody_urcovani-nmr.html].

Singlet s trojnasobnou integralni intenzitou nalezi protonim methylové skupiny. Dalsi singlet
(7. 85 ppm) muze byt jen vodik 2. Triplet mize patfit jen vodiku 5 (dvé€ sousedici jadra 4 a 6).
Zbyvaji dva dublety vodikli 4 a 6. Z divodu vyrazného —M efektu karbonylové skupiny je
vice odstinén (8 ppm) vodik 6.

I www bicsite. dik 201010

” —F & & 1 " 3 " & ]
I

g & 4 3 2 1
T & ppm

Obr. 63. Dalsi piiklady interpretovanych *H spekter.
[http://www.chemgapedia.de/vsengine/vlu/vsc/de/ch/3/anc/nmr_spek/spektrenordnung.viu/Page/vsc/de/ch/3/anc/
nmr_spek/m_18/nmr_4_8/spekkordnung_m18te1100.vscml.html, http://www.biosite.dk/leksikon/benzocain.htm

V piipadé uhlikovych NMR spekter “°C, je rozsah chemickych posuni vyrazné vétsi (0 —
300 ppm) nez u vodikovych spekter (0 — 15 ppm), proto jsou signaly lépe rozliSitelné.
Prevazujici nuklid je '2C, ale ma I = 0. P¥irozené zastoupeni °C (I = %4) je velmi nizké
(1,1%), proto pocet akumulaci spekter pii méfeni musi byt stovky az tisice, takze doba méteni

je vrozsahu minut az hodin. Vzhledem k nizkému pfirozenému zastoupeni jsou interakce
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B3¢ BC nepozorovatelné. Lze oviem sledovat nepiimou spin-spinovou interakci *H-'3C,
ktera komplikuje interpretaci spekter. Bézné se proto pouziva dekapling (Sirokopasmové
ozateni vodikovych jader, u nichz pak nedochazi k absorpci zafeni, nejsou tedy ,,vidét®,
potlaci se interakce H—C), takze pozorujeme vSechny signaly jako singlety a analyza spektra
je mnohem jednodus$si. V dekatovaném spektru ale nejsou intenzity Umérné poctu
odpovidajicich jader **C vzhledem k rozdilnym relaxaénim ¢astim jednotlivych uhlikd a vlivu
dekaplingu.

Chemické posuny zavisi na hybridizaci daného uhliku (sp3 < sz < sp) a na povaze sousednich

skupin (I a M efekty).

<+— ¢ 200 150 100 50 0
Karbokationty
Ketony kanjugovapé
Aldehydy kionjygované
Acetaly, Ketaly [
Chinony
Karboxylové : .
kys. a derivaty EmE— konjygovgné
Thiomocovina [
Mocovina,
Karbonaty
Oximy
Iminy
Isokyanidy
Kyanidy
Isothiokyanaty
Thiokyanaty
Isokyanaty
Kyanaty
Karbodiimidy
Aromatické
heterocykly
Aromaty -)-M-substituen (+)-M-slibstituert
(Cyklo-) alkeny (-)M-sibst (#))-Misubstituent
(Cyklo-) alkyny
(Cyklo-) alkany
R;C-O-
R;C-NR,
R5C-S-
R;C-halogen
R,CH-O-
R,CH-NR,
R,CH-S-
R,CH-halogen
HC-O-
HsC-NR,
H,C-S-
H3C-halogen
Alkyl-kov

<« O 200 150 100 50 0 (TMS)

lefigit n-glek{ron Bohaté ng m-elektrony

Tabulka 8. Rozsah chemickych posunii (8 ppm) v **C-NMR b&znych organickych sloucenin.
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Dalsim NMR experimentem hojné vyuzivanym pro zjednoduseni interpretace *C spektra je
APT (Attached Proton Test) experiment. Kombinaci riznych délek pulzi docilime rozliSeni
uhlik® podle poctu ptfipojenych vodikia (hybridizace). Kvartérni a methylenové uhliky (sudy
pocet vodikll) budou mit pozitivni signaly, zatimco methylové a methinové uhliky (lichy

pocet) budou zaporné (vodiky jsou dekaplovany).

Ruzné modifikace 3C spekter

nedekaplovana

1 H ‘l — r“ M J”’ Ju zachovani multiplicity,

“mm | ale znaéné snizeni intenzity

13 13

dekaplovana

prehlednéjsi spektrum,

odstranéni interakce s protony,
Zvyseni intenzity signald

1600 150 140 130 120 1o 1o an &0 70 ) s0 an . ppm

J-modulovana (APT)

L | l podle poétu pripojenych
| i 1 T protond pozitivni (C, CH,) nebo
‘ [ H [ negativni (CH, CH;) amplituda

160 150 140 130 (B4 10 1o an £ 0 a0 0 An an .

Obr. 64. Riizné modifikace **C spekter 6-(p-methoxyfenyl)-9-D-ribofuranosidopurinu
[http://www.vscht.cz/nmr/predmet/metody_urcovani-nmr.html].
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Piiklady C NMR spekter

i
HyC—CG—0—CH,
3 1 2
1 2 3

T™S

rrrrrrTvr T 1T T Tr "1 T 1T T 1T T I
200 180 160 140 120 100 30 60 40 20 0

COS-03-463 mm

Obr. 65. **C spektrum methylacetatu s interpretaci piki.
[http://www.oci.uzh.ch/group.pages/robinson/lectures/AC_BII/Kap18/kap18.html]
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Obr. 66. **C spektrum p-bromfenylmethylketonu s interpretaci pika.
[http://www.oci.uzh.ch/group.pages/robinson/lectures/AC_BI11/Kap18/kap18.html]

vvvvvv

molekul, jednoduché jednodimenzionalni NMR experimenty jako 'H, *C a APT nestadi.
Signali muize byt hodn€, mohou byt blizko sebe nebo se piekryvat, coz znesnadiuje
interpretaci. V takovém piipadé nastoupi vice-dimenzionalni NMR spektroskopie, zejména
pak 2D NMR spektroskopie.
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Obr. 67. Zobrazeni frekvenénich dimenzi v 1D, 2D a 3D NMR spektroskopii.
[http://www.vscht.cz/nmr/predmet/metody_urcovani-nmr.html]

Kdyz porovnadme vznik 1D a 2D spekter:

1D NMR spektrum: FID je funkci jedné casové promeénné, po Fourierové transformaci

obdrzime spektrum jako frekvencni zéavislost intenzity NMR linii (charakterizace jader z
hlediska chemického posunu a interakci).

2D NMR spektrum: principem je, Ze se do pulsni sekvence zavede dal$i ¢asova proménna,

ktera se pribézné zvétSuje (inkrementuje s urcitym Casovym krokem). Obdrzime tak sérii
FIDU, které se lisi podle toho, jak se spinovy systém béhem této dal§i Casové proménné,
kterou nazyvadme evolu¢ni ¢as, vyvijel. Naméfena data tvoii vlastné¢ matici, na niZ mizeme
aplikovat Fourierovu transformaci podél obou casovych proménnych a obdrzime 2D

spektrum s dvéma frekvenénimi osami.

Priprava smésovani

Wi t, Nakvizice dat t, | op
[\—\ A
T
[
[\ L]
M 1D

Obr. 68. Znazornéni série riaznych délek evoluénich &asti (t;) pii zisku 2D NMR spekter.
[http://Iwww.vscht.cz/nmr/predmet/metody_urcovani-nmr.html]

Jakékoliv 2D spektrum zahrnuje opakovani 1D sekvence za soucasného prodluzovani
proménné t; (Obr. 68).
Existuje obrovské mnozstvi 2D NMR experimentt s rtizné slozitymi pulznimi sekvencemi.

Miizeme meétit spektra korelaci homonuklearnich (obé frekvencéni dimenze jsou rozsahu
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rezonanci jednoho jadra, napft. korelace 1H—lH) nebo heteronuklearnich (napi. korelace H-
3C). zakladem korelacni spektroskopie je vzajemna korelace NMR parametrii (chemicky
posun, interakéni konstanta, ...) urCitych jader. Korelaci Ize realizovat pfenosem polarizace
(magnetizace, informace) z jednoho jadra (to je excitovano, zdroj) na jadro jiné (piijemce).
Uvazujeme tak magnetické interakce mezi jadry prostfednictvim strukturni konektivity
(vazby), prostorové blizkosti nebo kinetické vymény.

Nize jsou pro priklad uvedena spektra homonuklearni; H-'H COSY (COrrelation
SpectroscopY, pozorujeme korelace vodikl pies 2 az 3 vazby, na diagonéle jsou signaly se
stejnymi rezonancnimi frekvencemi na obou frekvencnich osdch, mimo diagonalu jsou
krospiky ukazujici, ktera jadra jsou v korelaci, Obr. 69); a heteronuklearni; *H-*C HETCOR
(HETeronuclear CORrelation, pozorujeme korelaci pted 1 vazbu, zjistime tak, ktery vodik je

vazan na ktery uhlik, Obr. 70). Studovana molekula: methylbut-2-enoat.

2 a jl U H-NMPR spectra
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Obr. 69. COSY spektrum methylbut-2-enoatu, v korelaci jsou vodiky 1, 2 (krospik A), 4, 5 (krospik B) atd.
[http://www.chem.ucalgary.ca/courses/351/Carey5th/Ch13/ch13-2dnmr-1.html]
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Obr. 70. *H-"*C HETCOR spektrum methylbut-2-enoétu, jednozna¢né ur&ime chemické posuny jednotlivych
uhlikovych atomu (nekvarternich). [http://www.chem.ucalgary.ca/courses/351/Carey5th/Ch13/ch13-2dnmr-
1.html]

Teorie 2D NMR spektroskopie a jednotlivych jejich experimentii je relativné slozita,

Vv ptipad¢ zajmu doporucujeme se odkazat na doporucenou literaturu.
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Prakticka prace s 400 MHz NMR spektrometrem Varian

B K apalné helium (4.2 K)

)

| M
B
o

—

VARIAN B =

VARIAN

Obr. 71: NMR spektrometr (400 MHz, Varian).

Priprava vzorku pro kapalinovou NMR spektroskopii

Vzorek musi byt rozpustén v deuterovaném rozpoustédle a umistén do NMR kyvety. Takze
navazime vzorek do plastové zkumavky (ependorfky), pfiddme rozpoustédlo a plisobenim
ultrazvuku dikladné rozpustime. Nutno odstranit nerozpusSténé zbytky filtraci nebo
centrifugaci! Nerozpusténé ¢asti narusuji homogenitu magnetického pole.

Mnozstvi vzorku: zpravidla 1-100 mg latky v 0,5-1,0 ml rozpoustédla (dle experimentu a

typu latky). Pozor! Objem vzorku v kyveté neni libovolny, pro kyvety 5 mm nutno mit 0,5-
0,65 ml roztoku, protoze pti mensim objemu je ovlivnéna homogenita pole a pti preplnéni se
snizi pomér S/N (signdl : Sum, ¢ast vzorku mimo pfijimaci civky).

NMR kyveta: sklenéna trubice 15-20 cm x 5 mm (piisné pozadavky) s plastovou zatkou, v

ptipad¢ t€kavych a hygroskopickych rozpoustédel musime prelepit zatku parafilmem (existuji

85



I kyvety pruméru 1,7-30 mm pro objem vzorku 25 pl az né€kolik ml). Kyveta musi byt Cista a
suchd pred vnesenim vzorku. Pozor! Necistit chromsirovou smési (zbytky paramagnetického
Cr na skle!). Kyvetu po ¢isténi susime opatrné (pii vysoké teploté se mize zkroutit).

PIn¢ deuterované rozpoustédlo: nutné z divodu minimalizace signdlu rozpoustédla, které je

samoziejm¢ ve velkém nadbytku, v 'H spektru (objevi se pouze zbytkové nedeuterované
rozpoustédlo). Navic je signal deuteria vyuzit pro lockovani (kontrola rezonan¢ni podminky
béhem méfeni, oprava zpétnou vazbou). Napi. D,O, DMSO-ds, DMF-d;, CDClI3, CgDs,
aceton-ds, methanol-ds... Musime vzit ohled na fyzikalni vlastnosti (t.t., t.v. — vybrat dle
teploty méfeni) a rizné rozpoustéci schopnosti (DMSO, DMF...), ale musime dat i pozor na
reaktivitu se studovanou slouceninou (napt. DMSO rozklddd komplexy Pt). Nevyhodou je

vysoka cena (D,0 — 1500 K¢&/100 ml, DMSO — 2400 K¢&/50 ml, DMF — 5760 K¢/10 g).

Postup méreni
1. Podle vySe popsaného postupu piipravime vzorek, kyvetu vlozime do specialniho drzaku a

spustime ji do méficiho prostoru.
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Obr. 72. Vkladani kyvety se vzorkem do pfistroje.

2. Nastavime akvizi¢ni a procesni parametry podle typu experimentu. Pfistroj se ovlada

softwarem Vnmr]J. Obrazek 73 ukazuje okno tohoto softwaru (v pribéhu méteni 2D spektra).
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Obr. 73. Okno softwaru VVnmrJ.

3. Provedeme ,,zalockovani“ signalu rozpoustédla (lock) (kompenzace driftu magnetického
pole pomoci elektronického uzamceni pole na rezonanci slouc¢eniny obsazené ve vzorku —
nesmi byt méfenym ani dekaplovanym jadrem, proto se vyuziva signal D). Stabilita zavisi na
homogenité¢ mg. pole, vykonu vysilace a fazi signalu. Signdl nesmi kolisat (nepravidelné —
napf. to znamena, ze jsou ve vzorku pevné Castice).

4. Dale je nutné ,,naladit vzorek = SHIMMING — optimalizace homogenity magnetického
pole pomoci piidavnych korekénich civek, které jsou umistény v dutiné magnetu. Shimovaci
civky vytvéaieji opravné gradienty v osach X, Y, z, 2, xz, yz, =22V pfipad¢€ méfeni s rotaci
vzorku (20-25 Hz) ladime pouze z-korekce. Dobie naladény vzorek poskytuje tuzké a
symetrické signaly v *H NMR spektru.

5. Naésleduje naladéni sondy kviili vylepSeni citlivosti a rozliSeni, proto musi byt sonda
peclivé naladéna specifickou frekvenci vzorku a dielektrickou konstantu rozpoustédla.
V prvni fazi (TUNING = frekvence) se civka naladi na radiofrekvenci studovaného jadra (da
se prirovnat ladéni stanice na radiu). Druha faze (MATCHING = intenzita) celkovy efektivni
odpor, tak aby maximalni mozna RF energie prosla z vysilace na vzorek a pak na piijimac.
Nastaveni parametri zesilovace se provede automaticky.

6. Nyni mame pfistroj pfipraven na méfeni a mizeme spustit akvizici, kterd mize trvat

sekundy, minuty, hodiny az dny.
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7. Po ukonCeni méfeni nasleduje zpracovani naméfeného FIDu a spektra — Fourierova

transformace, fazovani spektra, integrace spektra (*H), korekce zékladni linie.

Zpracovani naméreného FIDu.

Jak vyplyva z popisu FIDu, velikost signalu na frekven¢ni ose ve spektru je imérna pocate¢ni
amplitudé FIDu a ¢im déle FID trva a jeho doznivani je pomalejsi, tim uzsi je linie ve spektru
po Fourierové transformaci. Proto lze zjednodusSené fici, ze pocate¢ni ¢ast FIDu udava
intenzity NMR linii, zatimco v pravé ¢asti FIDu jsou ,,zakdédovany* Sum a rozliSeni. Tohoto
se vyuziva hojné v pfidavném matematickém zpracovani FIDu pied FT, FID lze totiz
kombinovat s matematickymi funkcemi tak, aby se bud’ zvysila intenzita signalu anebo

rozliSeni signala.

Zpracovani NMR spektra

Fazova korekce (obr. 74)

Nezbytny krok nasledujici po Fourierové transformaci, protoze je nutné pievést signaly do
Cisté¢ absorpéniho modu. V NMR totiz detekujeme absorpéni signal (kolmy k B1) a disperzni
signal (rovnobézny s B1) a fazové chyby jsou projevem disperzniho charakteru signalu. Proto
se aplikuji fazové korekce nultého fadu (frekvencné nezavisla — stejny stupen disperzity vSech
rezonanci ptes celé spektrum) a korekce prvniho fadu (zavisla na frekvenci — ménici se stupen
disperzity pies celé spektrum). Vybereme nejintenzivnéjsi signal a na ten aplikujeme fazovou
korekci nultého tadu. Ve spektru vzdalené signaly (vlevo ¢i vpravo ) pak opravime fazovou
korekci prvniho fadu (moderni pfistroje jsou vybaveny automatickymi rutinami provadéjicimi
fazovani).

Kalibrace osy chemického posunu

Kalibraci provadime pomoci interniho nebo externiho standardu (napt. TMS pro 'H, Bc,
29Si). Interni standard je pfimo v méfeném vzorku (soucéast rozpoustédla) a externi standard je
umistén v oddéleném prostoru (kapilara, koaxialni systém = kyveta mensiho priméru vlozena
do 5 mm kyvety (standard ve vzniklém plasti, napt. 85% roztok H3zPO, pro SIP.NMR
spektroskopii). Pokud je to mozné, voli se slouc¢enina snadno dostupna a s vhodnymi NMR
vlastnostmi (intenzivni a Uzka linie, jednoduchy signal — singlet). TMS je idealni (t€kava
kapalina, nereaktivni, uzky singlet v oblasti, kde se bézn¢ nevyskytuji zadné dalsi signaly).
TMS je standard primarni. Casto se pouziva sekundarni referencovani na signal zbytkovych

protont deuterovaného rozpoustédla (napt. CHCI3 v CDCls s posunem 7,26 ppm).
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Obr. 74. *3C spektrum (400 MHz) 3-chlor-7-azaindolu v DMF-d; s fazovou chybou 0. fadu (a); fazovou chybou
1. fadu (b); zfazované spektrum (c).

Ziskadni duleZitych parametri ze spekter

U 3C NMR spekter piifazeni chemického posunu jednotlivym signalim provede software
(automaticky peak-picking program) nebo odecteme pomoci kurzoru. V piipadé 'H spekter
chemicky posun 1 hodnotu interakéni konstanty miizeme odecist ruéné nebo automaticky.
Integrace spektra

V modu integrace (typicky i 'H spekter) postupn& oznatime pocatek a konec viech
integrovanych signal, nakonec nakalibrujeme hodnotu integralu znamého signalu na
pozadovanou hodnotu (napf. jedna methylovad skupina = 3, integrace se da provést i

automaticky). Pfed integraci je nezbytné dobré zfazovani spektra, resp. korekce zékladni linie.
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Praktické ukoly:

A.'HNMR spektroskopie jednoduchych organickych latek.

Ukol: Pfipravte vzorky vybranych organickych latek na méfeni 'H NMR spekter, vlozte
kyvety do pfistroje a osvojte si postup méfeni na 400 MHz NMR spektrometru Varian.

Pomucky a chemikalie: NMR kyvety, chemické vahy, mikropipeta, ultrazvukova lazen,

centrifuga, Spachtle, 400 MHz NMR spektrometr Varian

kyselina benzoova, kyselina anthranilova, bis(3-aminopropyl)amin, 6-chlorpurin

Postup: Podle vySe popsaného navodu pfipravime vzorek na méieni a podle instrukei
povéteného pracovnika vlozime kyvetu do pfistroje. Nastaveni parametri méfeni a zpracovani
spektra vyzaduje urcité zkusSenosti, takze sledujte demonstraci, kterou provede povéreny
pracovnik. Do protokolu popiste postup prace na NMR spektrometru, pfiloZte naméfena *H

spektra organickych latek a zinterpretujte je.

B. Interpretace 'HaCc NMR spekter neznamych latek.

Ukol: Proved'te interpretaci nasledujicich spekter neznamych latek, u kterych znate sumarni
vzZorec.

Pozn. Pfi interpretaci mize pomoct tzv. ¢islo nenasycenosti, které se pocitd ze sumarniho
vzorce. Udava pocet ndsobnych vazeb a kruhi.

UN = n(C) — n(H)/2 + n(N)/2 + 1, kde n(C) je pocet atomu uhliku (obecné ¢tyivaznych
atomt), n(H) je pocet atomi vodiku (obecné jednovaznych atomit, tedy i X), n(N) je pocet
atomu dusiku (obecné trojvaznych atomi). Napt. ethan UN = 0, ethen UN = 1, ethyn UN = 2,
benzen UN =4 (1 kruh + 3 dvojné vazby).
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Priklad 3:
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Piiklad 5 (**C i *H spektrum):

C.H, O P5

TTgho2Mo 20 b0 ibo o 160 1s0 1o 130 1da 1o b0 g0 80 70 e 80 40 30 2 10 0

Praktické ptiklady prevzaty z http://www.vscht.cz/nmr/predmet/priklady/priklady.html, kde

lze nalézt 1 dal$i spektra k procvi¢ovani.
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Hmotnostni spektrometrie

Hmotnostni spektrometrie (MS = mass spektrometry) je fyzikaln¢ chemicka metoda urCovani
hmotnosti atomt, molekul a molekulovych fragmentii po jejich pfevedeni na ionty. Nepatti
mezi spektroskopické techniky, nevyuziva totiz interakci elektromagnetického zéieni s latkou,
pii které dochazi k vyméné energie. Ale vysledkem je hmotnostni spektrum. Podstatou této
metody je rozdilné chovani iontd s riznou hmotnosti v elektromagnetickém poli. Tato metoda
ma velmi dobrou vypovidaci schopnost o struktufe analyzovanych latek, hlavni oblasti jejiho
analytického vyuziti je zejména stopovad analyza organickych latek s dirazem na zjisténi
jejich struktury. Umozniuje také uréit izotopovy pomér prvki VvV analyzovaném vzorku
(*C/™C, 2HI*H, 8010, 010, °N/MN, 3435/%S, 335/%2S). Hmotnostni spektrometry nizkého
i vysokého rozliSeni lze provozovat v béznych podminkach analytickych laboratofi, jejich
Spojeni s modernimi separa¢nimi metodami (nejcastéji HPLC) umoziuje provadét kvalitativni

i kvantitativni analyzu latek.

Experimentalni usporadani

zavadéci . iontovy .| hmotnostni detektor .| registracni
zafizeni zdroj analyzator zarizeni (PC)

\ 4

Obr. 75. Blokové schéma hmotnostniho spektrometru.

Vsechny hmotnostni spektrometry jsou slozeny ze stejnych zakladnich soucasti:

Iontovy zdroj
Hmotnostni analyzator

Detektor

M e

Ridici pocitac
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Obr. 76. Casti hmotnostniho spektrometru.

Hmotnostni spektrometry pracuji v prostiedi silného vakua. Iontovy zdroj slouzi k pievedeni
analyzované latky do ionizovaného stavu, zde dochazi k vétSin€ fragmentaCnich reakci.
Hmotnostni analyzator umoznuje rozdélit v prostoru nebo v ¢ase smés iontd o ruznych
hmotnostech. Detektor poskytuje analogovy signal tmérny poctu dopadajicich ionti. Ziskany
signdl je poté preveden do pocitace a nasledné zpracovan do formy hmotnostniho spektra.
Nedilnou soucasti kazdého hmotnostniho spektrometru je vykonny vakuovy systém, ktery

umoziuje udrZet dostatecné nizky tlak za provoznich podminek.

Ionizace a iontové zdroje v MS

Veskeré informace poskytované hmotnostnim spektrometrem se tykaji pouze ¢astic nesoucich
naboj (iontll), proto je tfeba elektroneutralni molekuly ionizovat. Podle mnozZstvi dodané
energie se ionizacni techniky déli na mekké a tvrdé - pii mekkych technikach ionizace je
energeticky piebytek dodany molekule maly a pravdépodobnost fragmentace primarné
vzniklého iontu je nizka, naopak, pfi pouziti tvrdych ionizacnich technik dodana energie
zpusobi rozsahlejSi fragmentaci primarné vzniklého iontu. Studovand latka je vétSinou
analyzovana v plynné fazi (je pfedem odpafena do vakua), techniky ionizace z faze
kondenzované (kapaln€) jsou vhodné pro analyzu netékavych latek. Nejcastéji se pouzivaji

ionizace:
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1. Ionizace narazem elektront (EIl) je tvrdou ionizaéni technikou z plynné faze, pii které

analyzovand latka interaguje s proudem urychlenych elektronti za vzniku radikélkationtu.
Jako zdroje elektronti se nejCastéji pouziva elektricky zhavené rheniové nebo wolframové

vlakno. Proud elektronii je smérovan prostorem iontového zdroje smérem k anodé.

2. lonizace elektrickym polem (FI) je pfikladem mékké ionizace z plynné faze. K vytrzeni
valen¢niho elektronu z molekuly dojde pisobenim nehomogenniho elektrického pole mezi
hrotem pracovni elektrody a vystupni Stérbinou zdroje. Podminkou uspésnosti FI je vysoka
intenzita pole v okoli elektrody (107 V/cm).

3. Ionizace desorpci polem (FD) patii mezi techniky ionizace z kondenzované faze.

Analyzovana latka je nanesena piimo na povrch pracovni elektrody. Tato technika umoziuje
ionizaci latek netékavych, které neni mozné odparit do vakua.

4. Narazem rychlymi atomy nebo ionty (FAB) — pii této mékké ionizaéni technice

z kondenzované faze se k ionizaci analytu pouzivaji urychlené atomy vzacnych plynt (Ar,
Xe). Jeji vyuziti spociva zejména pii analyzach tepelné nestalych netékavych latek.

5. Chemicka ionizace (Cl) je mékkou ioniza¢ni technikou z plynné faze. Primarnim zdrojem

energie je proud urychlenych elektront.. Energie elektronii je pfenasena na analyzovanou
latku zprostiedkované pies reakéni medium (methan, propan, vodik, voda, amoniak,
vodik/helium). Reakéni kationty (CHs™ a C;Hs") interaguji s molekulou analytu M za vzniku

kvazi-molekularniho iontu MH".

6. lonizace elektrosprejem nebo termosprejem (ESI, TSI) patii mezi nejmékéi ionizacni
techniky  z kapalné  faze. o

Zmlzujici plyn \
Pfevodu iontd z kapalné faze lgl

do vakua je dosaZeno rychlym

Dusik

odsusenim mikrokapicek. Je-li
proces odsuseni dostatecn¢
rychly,  povrchovy  ndboj

kapének postaci k prevodu

iontd z roztoku do vakua bez Vystup z kapil ary
nutnosti dodani vné&jsi energie. Obr. 77. Schéma ionizace ESI.
Sprejové ionizacni techniky se

dobie uplatiuji pfi spojeni MS s priatokovymi analytickymi technikami (HPLC-MS).

7. lonizace MALDI (= matrix assisted laser desorption/ionization - tj. ionizace laserem za

ptitomnosti matrice) je mekka ionizacni technika z kondenzované faze vyuzivajici zafeni o

vhodné vinové délce a dostatecné intenzité. Jako zdroje zateni se pouzivaji lasery pracujici
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Vv infracervené nebo viditelné Casti spektra. Nejcastéji se pouziva v kombinaci s priletovym

hmotnostnim analyzatorem (MALDI-TOF).

Typy hmotnostnich analyzatori
Hmotnostni analyzator umoziiuje v Case a/nebo v prostoru separaci smési iontll o riiznych
hmotnostech. Rozlisujeme nékolik druhti hmotnostnich analyzatoru:

1. Magneticky hmotnostni analyzitor umoziuje prostorové rozdéleni svazku iontl podle

hodnoty m/z. Konstrukéné se jedna o elektromagnet, mezi jehoz polovymi néstavci prochéazeji

ionty. lonty urychlené v iontovém zdroji maji Kinetickou energii danou vztahem:
Ex=mv/2 =2V

kde m= hmotnost iontu, v = rychlost pohybu iontu, z = naboj iontu a V = urychlovaci napéti
iontového zdroje.

V homogennim magnetickém poli plusobi na ionty radidlni Lorentzova sila, kterd je
V rovnovaze se silou odstfedivou:

Bzv = mv/r

kde B = magneticka indukce a r = polomé&r drahy iontu.

Resenim uvedenych rovnic se ziska vztah pro hmotnostni spektrometr ve tvaru:
m/z = Bri/(2V)

Ionty o rozdilném poméru m/z opisuji drahy o riznych polomérech a dochazi tak k prostorové
disperzi iontl podle jejich hmotnosti.

2. Kvadrupdlovy analyzator (filtr) byva soucasti hmotnostnich spektrometrii s nizkym

rozliSenim vhodnych pro spojeni s plynovou chromatografii nebo HPLC. Konstrukéné se
jedna o 4 kovové tyCe hyperbolického nebo kruhového prifezu, které jsou pfipojeny ke
zdrojim stejnosmérného a stiidavého napéti. Tonty, které vlétnou do prostoru mezi tyCemi, se
dostanou do stiidavého elektrického pole a za¢nou oscilovat. Zatizeni se chova jako filtr
nastaveny na urc¢itou hodnotu m/z.

3. lontova past je pomocné zafizeni, které umoziiuje uzavfit ionty v ohraniceném prostoru
ucinkem elektrického pole. Iontova past se skladd ze vstupni a z vystupni elektrody
kruhového prifezu a z prstencové stiedové elektrody. Krajni elektrody jsou uzemnény, na

sttedovou elektrodu je vkladano vysokofrekvenéni napéti s proménnou amplitudou. Ionty jsou



nuceny pohybovat se uvniti iontové pasti po uzavienych kruhovych drahach. S rostouci
amplitudou napéti se ionty s rostoucim m/z dostavaji na nestabilni trajektorie a opoustéji
prostor iontové pasti smérem do detektoru. Tento typ analyzatoru umoziuje tzv. MS" analyzu

latek (sekundarni fragmentace iontu o vybrané hmotnosti; n = malé celé ¢islo > 2)

4. Praletovy analyzator TOF (= time of flight) je tvofen pouze evakuovanou trubici.
K casovému rozdéleni ionti podle m/z dochdzi na zdklad¢é jejich odlisné doby letu
dorazi do detektoru pozdéji. Dosazené rozliSeni zavisi na délce drahy, kterou ionty

Vv priletovém analyzatoru urazi.

Hmotnostni spektrum

Hmotnostni spektrum piedstavuje zavislost odezvy detektoru (intenzity iontového proudu) na
hmotnosti iontu. Osa X je uvadéna v jednotkach m/z, kde m je hmotnost iontu a z je pocet
elementarnich naboji. Na ose y je zaznamenavan vznikajici iontovy proud, ktery je ovSem
vétsinou piepoften na procenta relativni intenzity jednotlivych iontd vzhledem k iontu
nejintenzivnéjsimu iontu spektra, kterému piislusi hodnota 100 %. V hmotnostnim spektru
vétSinou miZeme nalézt pik odpovidajici molekularnimu iontu a piky odpovidajici iontim
fragmentovym. Molekuldrni ion je ion, ktery ma ve spektru nejvy$si hmotnost (pozor,
napiiklad pfi ionizaci elektrosprejem mohou ve spektrometru vznikat adukty o vysSich
hmotéch!), ionty fragmentli s nim zpravidla koresponduji (ibytky hmotnosti pfi fragmentaci
musi byt logické). Intenzita molekularniho iontu ve spektru odpovida struktufe analyzované

latky a také pouZité technice fragmentace.
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Obr. 78. Hmotnostni spektrum komplexu [Pd(ox)(L).], kde ox = oxalato, L = 2-chlor-N6-(2,4-
dimethoxybenzyl)-9-isopropyladenin.
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Prakticka prace s MS spektrometrem ThermoScientific LCQ Fleet

Thﬁ!’m? LCQ FLeeT

Obr. 79. Hmotnostni spektrometr LCQ Fleet firmy ThermoScientific

LCQ Fleet je hmotnostni spektrometr s 3D iontovou pasti schopny vicestuptiové (MS")
fragmentace. Pfistroj je vybaven zdroji pro ionizaci za atmosférického tlaku (ESI a APCI). Je

mozné vyuzit Siroky rozsah m/z (15 - 4000 amu). LCQ Fleet umoziiuje spojeni s HPLC.

Zakladni postup prace pii méieni na spektrometru a obsluha softwaru Excalibur:

Na uvod je tfeba zdaraznit, ze vzhledem K citlivosti a cen¢ spektrometru piistroj obsluhuje
pouze povétrena osoba, kterd také tidi veskerou Cinnost studentil v pritbéhu cviceni.

1. Pfipravime roztok analyzované slou¢eniny - do plastové mikrozkumavky o objemu 1,5 ml
vneseme malé mnoZstvi vzorku (,,na Spicku Spachtle®), pfidame 1 ml rozpoustédla (zpravidla
pouzivame methanol nebo acetonitril v HPLC Cistoté) a pomoci ultrazvukové lazné
pfipravime roztok. Pozor, v pfipadé netplné homogenizace vzorku hrozi ucpani kapilar
spektrometru!

2. Spektrometr se trvale (mimo vlastni meétfeni) nachazi ve ,stand by“ rezimu, coz je
v zdkladnim méficim okné ,,Tune Plus® indikovano ¢ernymi Carami ve zlutém cCtverecku.
V tomto rezimu jsou vypnuty nékteré funkce piistroje z dlivodu Setfeni elektroniky, ale

vakuové pumpy zustavaji v chodu. Tento rezim zménime na rezim meéfici ,,on“ klepnutim
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mysi na vySe zminény zluty ¢tverecek, ¢imz se tento zméni na zeleny s ¢ernym trojahelnikem.

V tomto okamziku je pfistroj pfipraven pro vlastni méteni.
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Obr. 80. Zakladni méfici okno softwaru Excalibur (Tune Plus).
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Obr. 81. Detail zakladniho méticiho okna softwaru Excalibur (Tune Plus).
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3. Ptipraveny kapalny vzorek nabereme do sklenéné Hamiltonovy pipety 500 ul tak, aby

neobsahoval vzduchové bubliny. Pipetu napojime na kapilaru spektrometru (riZova barva) a

upevnime v drzéku na predni stran¢ spektrometru. Klepnutim mysi na obrazek v Siroké Sedé

listé¢ okna ,,Tune Plus® znazornujici vstiikovani vzorku (Syringe Pump) otevieme okno

,»oyringe pump®, kde nastavime rychlost priatoku vzorku — ,,Flow rate” (na zac¢atku méfeni

zpravidla 5 pl/min) a zvolime tlacitko ,,on" ve stejném okné.

.+ Untitled - Tune Plus

Syringe Pump

@ On Flow Rate (pL/min}: [5.00 = 0.00
i
—Type
' Hamiton Volume (L} 500 ~
" Unimetrics Suringe 1D (mm l-—:‘
 Other
sooh  |[ 0K ] Cancel | Hep |

Obr. 82. Okno pro spusténi nasttiku vzorku do spektrometru.

4. Po kratké dobé se vzorek dostane do spektrometru, je ionizovan a v okné ,,Tune Plus* se

objevi spektrum. Ptfed ulozenim spektra je v prvé tfad¢ tfeba posbirat dostatek dat. To

provedeme kliknutim na tlacitko s obrazkem fotoaparatu.
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Obr. 83. Okno pro zahéjeni sbéru dat a uloZeni MS spektra méfeného vzorku.

5. Po dostatecné dobé¢ (cca 1 minuta) sbér dat ukonéime zméacknutim tlacitka ,,stop,

spektrum je poté automaticky ulozeno.

6. Po ukonceni méfeni piislusné spektrum otevieme v programu ,,Quality Browser (Qual

Browser), kde je mozné jej vyhodnotit.
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Obr. 84. Zakladni vyhodnocovaci okno softwaru Excalibur (Qual Browser).
. y r
Praktické ukoly:

ESI-MS spektrometrie 6-(3-fluorbenzylamino)purinu a 6-(3-chlorbenzylamino)purinu
Ukol 1: Zméite MS spektra piedlozenych organickych latek

Pomiucky a chemikalie: plastové mikrozkumavky 1,5 ml, automaticka pipeta 1 ml + Spicky,

ultrazvukova lazen, sklenénd Hamiltonova pipeta, buni¢ina, methanol pro HPLC, acetonitril
pro HPLC, 6-(3-fluorbenzylamino)purin, 6-(2-fluorbenzylamino)purin

Postup: Dle vyse uvedenych pokynii a pokynt vedouciho cviceni zméite a vyhodnotte MS
spektra predlozenych latek a navzajem je porovnejte. (Fluor je prvek monoizotopicky, chlor je
zastoupen dvéma izotopy, diskutujte tento fakt v ramci ziskanych spekter.) Pfifad’te maximim

ve spektru ptisluSné produkty fragmentace méfenych sloucenin.

Ukol 2: Zméite MS? spektra roztokti pouzitych v ukolu 1

Pomiucky a chemikalie: stejné jako v tikolu 1

Postup: K méteni pouzijte roztoky ptipravené pro ukol 1. Po vneseni vzorku do spektrometru

zvolime v Sedé liste okna ,,Tune Plus“ tla¢itko ,,Define Scan“ (Sedy obdélnik s barevnymi
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krouzky) a zvolime hmotnost iontu, ktery ma byt dale fragmentovan (sekundarn¢ ionizovan) -

pro naSe latky hmotnost odpovidajici moldrni hmotnosti analyzovanych latek (molekulovy

ion). Analyzujte ziskana spektra a pfifad’te maximim pfislusné fragmenty.
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Obr. 85. Okno pro nastaveni hmotnosti iontu, ktery méa byt sekundarng fragmentovan v MS? experimentu.

Pozndmka: Mezi méfenimi riznych latek je tieba spektrometr véetné kapilar promyvat Cistym

rozpoustédlem (Hamiltonova pipeta se naplni napt. methanolem nebo acetonitrilem) az do

vymizeni spektra méfené latky (tj. az v ,,Tune Plus® okné nevidime charakteristické piky latky

Z ptedchoziho méteni).
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Obr. 86. Vyhodnocené hmotnostni spektrum komplexu [Pt(ox)(L).], kde ox = oxalato, L = 2-(1-ethyl-2-
hydroxyethylamino)-N6-(3-methoxybenzyl)-9-isopropyladenin.
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