Soucasna spektrometrie v
klasické infraCervené oblasti

= absorpcni molekulova
rotacné - vibracni
spektrometrie



Vymezeni zakladnich pojmu, vztahu a veli€in

A=cl/f
A [m] - vinova délka
c - rychlost elmag. vinéni ve vakuu (=3.108 m.s")

f [Hz] - frekvence (kmitoCet)
vicm'] =1/ A[cm]
Vv [cm™] - vinoCet
12 500 cm'- 5000 cm' - blizka infraCervena oblast (NIR)

5000 cm'- 250 cm- - stfedni (,,klasicka*) infraCervena oblast

od 250 cm™ - vzdalena infraCervena oblast



Energie IC zafeni pfi absobovani sloudeninou méni v energii
vibracniho a rotacniho pohybu atomu na vazbach

Typy vibraci

Valenéni - v - zména délky vazby

s RS
/ /
V(CH,), V(CH,),

symetrickeé asymetricke



Typy vibraci

Deformacni & - zména vazebného uhlu
/ C
0(CH,) - nazkova (,scissoring®)

LY R

C C
< |

/C\

twisting torzni vibrace



Vyznamné vibrace
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Priprava vzorku
disperze v tableté z KBr (pevné vzorky)
disperze v nujolu (CiSténém paraf. oleji)
roztok v CHCI, nebo CCl,
nativni vzorek (kapaliny)
kyveta z anorg. soli (kapalné vzorky)
ATR nastavec - méfeni odrazovou technikou (nativni kapaliny, nizkotajici pevné latky)

rozpoustédlo nebo dispergens ovliviuje spektrum O spektra z riznych prostiedi se lisi



Srovnani funkce klasickych IR a FT- IR spektrometru

Klasicky - postupné se proméfuje absorpce zareni vzorkem v celém vybraném rozsahu, vinocCet
vybiran monochromatorem; detektor termoclanek; vystup na zapisovac se specialnim papirem

Cas potfebny pro ziskani spektra: desitky minut

FT - IR - na vzorek se pfivadi vhodn& modulované IC zafeni v celém rozsahu spektra najednou,
vzorkem prochazi i zafeni odrazené, toto zareni spolu s referencnim, které vzorkem neprosilo, je
zachyceno detektorem a z jeho prabé&hu je Fourierovou transformaci vypogitano IC spektrum;

detektorem fotonasobic; vystup na pocitac

Cas potiebny pro ziskani spektra: zlomky sekundy 0 méFeni moZno provadét opakované O

S &4

Oba systémy - veskera optika, kterou zafeni prochazi, z anorg. slouéenin, které v IC
neabsorbuji (NaCl, KBr, ZnSe), Casto velmi hygroskopicke, nutno chranit pred vihkem; pred

CoCkami Casto uprednostinovana duta zrcadla (kulova, parabolicka)



Vyuziti IC spektroskopie
strukturni analyza - dnes prevazné zjisténi (potvrzeni) pfitomnosti vyznamnych funkcénich
skupin (C=0, -C=N, -OH, -NH ...) a seskupeni atomu (-C=C-, -CH,-...); zde je IC spise
doplnkovou metodou k NMR a MS
identifikace slouéenin porovnanim jejich IC spektra véetné& oblasti finger printu se spektrem
ovéfeného standardu (Iékopisy - zkousky totoZnosti) nebo IC spektry v databazich
rozliSeni polymorfii = riznych krystalovych modifikaci téze latky; vyznamné napf. ve farm.
technologii
kvantitativni analyza - pro tento ucel je vhodnéjSi absorbance, pik vhodné dostatecné
intenzivni vibrace (napf. v(C=0)), plati Lambert-Beertv zakon
méfeni spekter biomakromolekul a celych tkani pomoci reflektanénich IC technik - napF.
studium zmén struktury kiiZze pfi priniku xenobiotik do ni

aj.



Spektroskopie nuklearni magnetické rezonance (NMR)
= absorpéni spektroskopie v oblasti velmi kratkych radiovych
vin (20 — 1000 MHz) za spolupusobeni stacionarniho
magnetického pole
r. 1945 poprveé pozorovany signaly vodiku, od 50. let sériove
vyrabéné spektrometry



Pro¢ NMR spektroskopie?

nuklearni — vyuziva vlastnosti jader nékterych prvku, ktera maji rotacni moment
neboli spin a s nim spojeny magneticky moment. Spin je charakterizovan spinovym
kvantovym ¢islem |, které midze nabyvat hodnot nasobku 2, napf.

I = O 12C’ 160, 328
I ] 1/2 1H, 13C, 15N, 19F, ZQSi, 31P
=1 ?H (=2D), *N,

magneticka — protoze magnetické momenty téchto jader zaujmou v homogennim
mag. poli 2l + 1 orientaci liSicich se energii, napf. dvé orientace pro jadra s I=1/2, a
to po sméru a proti sméru vnéjsiho mag. pole, pficemz vektor mag. momentu
vykonava precesni pohyb kolem sméru mag. pole;

pocCet orientaci m = 2| + 1 ... magnetické kvantové Cislo

rezonancni — protoZe jadra na nizsi energetické hladiné jsou schopna absorbovat
energii z vysokofrekvencniho pole (v oblasti velmi kratkych radiovych vin), jestlize
frekvence precesniho pohybu jejich mag. momentu a kruhova frekvence
radiofrekvenc¢niho pole je stejna, tj. jsou-li v rezonanci

spektroskopie- protoze vlastnosti téchto jader a jejich poloha v molekule se daji
odvodit ze spektra vzniklého jako zaznam intenzity absorpce rf zareni v zavislosti
na jeho frekvenci



—
Precesni pohyb vektoru magnetického momentu E»pod uhlem a v magnetickém poli indukce

Larmorova frekvence w=y.B
v... magneogyricky pomér (viz dale)

B...indukce vnéjsiho mag. pole



Co Ize vyCist z NMR spektra?

pocet signalu — udava, kolik je strukturné neekvivalentnich atomu sledovaného izotopu
v molekule

poloha signall — odrazi vliv elektronu z intra- a intermolekularniho okoli zkoumaného
jadra

intenzita signali — odpovida relativnimu zastoupeni v jednotlivych skupinach
ekvivalentnich atom

stépeni signalli — charakterizuje ovlivnéni lokalniho mag. pole pusobiciho na jadro
mag. momenty jader vazanych v blizkém okoli

Interpretace spektra = prirazeni jednotlivych signalii atomim v molekule s vyuzitim
téchto 4 charakteristik

CW a FT-NMR spektroskopie

CW (continuous wawe) — sleduje se, jak se méni absorpce radiového vinéni s postupnou
plynulou zménou frekvence tohoto vinéni

FT (Fourier transform) — kratkym vysokofrekvencnim pulzem se docili absorpce energie v
Sirokém frekvencnim rozsahu a matematickym zpracovanim pulzni odezvy (navrat jader
do zakladniho stavu - FID - free induction decay - volné doznivani indukce) Fourierovou
transformaci (FT) se pak z Casové zavislosti ziska frekenéni zavislost absorbovné
energie
spektra ziskana obéma metodami jsou pfi stejné zakladni frekvenci spektrometru
prakticky totozna



Interpretace "H-NMR spektra N-butylacetanilidu
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Principialni schéma CW NMR spektrometru
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Principialni schéma FT NMR spektrometru
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FID a FT-NMR spektrum
ethanol
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Signaly v NMR spektroskopii a jejich pocet
Podminka rezonance - zavislost rezonancni frekvence, tj. frekvence, pfi niz do chazi k absorpci
energie spojené spifechodem na vysSi energ. hladinu na daném jadre (izotopu)
2nf=yB
Y ... magnetogyricky pomér - konstanta charakteristicka pro dany izotop
B ... magneticka indukce
jednotlivé izotopy se navzajem liSi magnetogyr. pomeéry, pfirozenym vyskytem a citlivosti [1 nelze
méfit rizné izotopy v jednom experimentu
Stinéni - elektrony kolem jadra i ostatni elektrony v molekuly vytvareji vliivem mag. pole magnetu
spektrometru B, sekundarni mag. pole, které specificky zeslabuje mag. pole pusobici na jadro [
podminka rezonance zohlednujici indukci pouzitého magnetu:
2nf=yB,.(1-0),
kde 0 je stinici konstanta charakterizujici polohu jadra v molekule, Cili jeho chemické okoli
Signal = absorpcni linie pfislusejici jednomu jadru nebo skupiné jader chemicky ekvivalentnich,
ktera muze byt rozstépena na vice pikd, Cili tvofit multiplet
Jak zjistit, zda jsou jadra chemicky ekvivalentni?

Mame-li vice jader stejného izotopu v molekule,
1) provedeme jejich myslenkovou substituci jinym izotopem, ktery se v molekule jesté nevyskytuje

2) zjistujeme, zda vznikajici slou€eniny jsou shodné nebo rozdilné; shodné [ chem. ekvivalentni,

neshodné [0 chem. neekvivalentni



Substituéni postup pfi zjiStovani chemické ekvivalence

H3C\ H2
HC—C
/ \
H3C OH

isobutylalkohol - substituci stejné latky - methyly chem. ekvivalentni - 1 signal

H, H,
/C\H/OH /C\H/OH
H,C (|3 —> XCHj (|3
CH, CH,
sek. butylalkohol
U/ substituci vzniknou mizné latky - methyly nejsou chem. ekvivalentni - 2 signaly
H,
_C_H_OH
H.C C

3 |
CH_X



Poloha signalu v NMR
zavisi na umisteéni odpovidajiciho atomu v molekule, t.j na jeho chemickém okoli, k vyjadreni
se obvykle nepouziva rezonancni frekvence v Hz, ktera je zavisla na pracovni frekvenci

pristroje, ale chemicky posun & [ppm]
o=(f-f)/ f,
kde f ... rezonancni frekvence jadra [Hz]
f....rezonancni frekvence standardu (pro 'H a 3C tetramethylsilan) [HZz]

f,...pracovni frekvence pfistroje [MHZz]

Spin — spinova interakce

chem. posun jadra 9 je ovlivhovan spinem sousedniho jadra ; ovlivnéni zavisi na orientaci
mag. momentu interagujiciho jadra vzhledem k vnéjSimu poli B,; u jader s | = %2 jsou orientace
2: ve sméru a proti sméru mag. pole B;
orientace ve sméru B, U 1 lok. mag. pole B 1 d
orientace proti sméru B, J | lok. mag. poleB [ | &
obé orientace stejné pravdepodobné [ rozstépeni signalu 1 sousedicim jadrem na 2 piky; n
sousedicich jader $tépi signal na n + 1 piku (plati pro interakci mezi anisochronnimi jadry, tj. s
ruznymi &) [0 multiplet

Interakéni konstanta J
= vzdalenost pikd vzniklych rozstépenim signalu spin-spinovou interakci vyjadfena v Hz
velikost nezavisi na pouzitém magnetickém poli
urcita hodnota J se ve spektru vyskytuje nejméné 2x, sousedni jadra se $tépi navzajem



Prehled chemickych posunt vyznamnéjSich funkCnich skupin a seskupeni atomu
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Multiplety prvniho fadu a uréovani interakénich konstant
Multiplet 1. Fadu = soubor pikd vzniklych st€penimsignalu spin-spinovou interakci a dokonale od
sebe oddélenych a s intenzitami v definovanych pomeérech

Pocet sous. jader Multiplet Zkr. rel. intenzity
0 singlet s 1
1 dublet d 11
2 triplet t 121
3 kvartet ¢ 1331
4 kvintet qi 14641
3 sextet  sx 15101051
6 septet sp 161520156 1

pomeéry intenzit plati u homonuklearniho $tépeni v pfipadé, Ze rozdil posunu interagujicich jader
v Hz je mnohem vétsi nez. int. konstanta
Af » J
pokud se rozdil fadoveé blizi int. konstanté (mezi Sestinasobek)
Af >6J,
nastava zkresleni relativnich intenzit - tzv. stfiSkovy efekt



Multiplety prvniho fadu a uréovani interakénich konstant
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triplet
dublet P

kvartet




StF!jéﬁkuqu efekt
A f 6 O zkresleni intenzit multipletu; na stp’anébprécené k signalu interagujiciho jadra intenzita
vétsi; spojnice vrcholl piku tvofi ,stfisku®; ::l:ie pouzit ke zjisténi, ktera jadra interaguji




Interpretace a vypis '"H-NMR spektra

Mozny postup pfi ovérovani struktury pfipravené (izolovane) slouceniny
1. Nakreslime strukturni vzorec latky se vSemi vodiky, vodiky spocCitame.
2. Najdeme signal, ktery odpovida zmamému poctu vodiku, vydélenim integralni intenzity
(relativni plochy) tohoto signalu odpovidajicim po¢tem vodikl ziskame podil integralni
intenzity, pfipadajici na jeden vodik(,jednotkovy integral®)
3.Vydélenim integralnich intenzit ,jednotkovym integralem® ziskame pocty vodiku odpovidajici
jednotlivym signaldm.
4. SeCteme pocty vodiku celého spektra a souCet porovhame s poctem vodiku predpokladané
slouCeniny. V pfipadé, ze pocCet (alespon pfiblizné) souhlasi, pokradujeme dale. Nesouhlas
znamena, ze se bud nejedna o predpokladanou strukturu, nebo je latka silné znecisténa.
5. Pfifazujeme 0 jednotlivych signallu pfisluSnym skupinam vodiku. Vyuzivame Stépeni (v€etné
odecteni J a jejich porovnani s hodnotami v tabulkach), chemické posuny porovnavame s
hodnotami v tabulkach nebo publikacich, hodnotami vypoétenymi s vyuzitim inkrementd
uvedenych v literatufe nebo vhodného software. Pokud tyto udaje nestaci, zméfime dalSi typy
NMR spekter (13C, 2D spektra).
5. Hodnoty ze spektra vypiSeme zpusobem obvyklym nebo poZzadovanym v ¢asopise, kde
chceme pripravu (izolaci) latky opublikovat.



Interpretace a vypis '"H-NMR spektra - priklad
N-(4-butoxyfenyl)chloracetamid

2,10-1,90 8.44
H H H TH 4
H H |
1,23 H O N
Cl
H H H 4,43
H H O
1,85-1,65 4,20 H H
713 7,67
16 H
/
- - e
A I I
| 8‘0 | | 7‘0 | | 6‘0 | | 5‘0 | | 4‘0 | | 3‘0 | | 2‘0 | | 1‘0 |
e H 2H 2H 2H 2H 2H 2H  3H



Interpretace a vypis '"H-NMR spektra - priklad
N-(4-butoxyfenyl)chloracetamid

V syntetickych publikacich v€etné diplomovych a dizertaCnich praci se zpravidla neuvadéji NMR spektra v
grafické podobé, ale vypisy interpretovanych spekter. V detailech se |iSi podle pozZadavku jednotlivych redakci.

Vypis '"H-NMR spektra N-(4-butoxyfenyl)chloracetamidu muze vypadat napf. takto:

'H-NMR (CDCl,, 200 MHz, & [ppm], J[Hz]): 8,44 1H s (NH), 7,67 2H d J=8,8 (0-arom.), 7,13 2H d J=8,8 (m-
arom.), 4,43 2H s (CH,CI), 4,20 2H t J=6,6 (OCH,), 2,10-2,90 2H m (CH,CH,), 1,85-1,65 2H m (CH,CH;,), 1,23
3H t J=7,3 (CH,)



Poznamky k *C-NMR spektroskopii

|zotop 3C v organické hmoté predstavuje jen asi 1 % veskerého uhliku [

metoda je méné citliva nez '"H-NMR

méfeni trva déle, k dostatnému odstupu signal/Sum je tfeba naakumulovat vétSi pocet FIDU
(standardné 1024, pfi malém mnozstvi vzorku radoveé vice)

mala pravdépodobnost sousedstvi 2 jader *C [0 nedochazi ke spin - spinoveé interakci

B3C - 3C, nastava vsak stépeni 'H - 3C, to je vSak odstranéno elektronickym ,dekaplinkem®,
takze vysledné *C-NMR spektrum je Carové

u 3C spekter se obvykle nevyuzivaji integralni plochy, protozZe rizné substituované typy
uhlik (primarni, sekundarni, terciarni, kvartérni) maji rizny tzv. relaxaéni €as, tj. ¢as, za
ktery prejde jadro uhliku zpét do zakladniho stavu, a proto se zachyti na spektru s riznou
intenzitou

interpretace se provadi na zakladé porovnami posunt na spektru s posuny vypoétenymi
nebo nalezenymi v literatufe, ¢asto se specialnimi NMR experimenty rozliSuji typy uhliku
(napf. apt = Attatched Proton Test rozliSi jadra se sudym a lichym poctem vodiku)



Interpretace a vypis 3C-NMR spektra
piperidin-2-on

H

E/leﬁﬂ

#KE//B
ppm Int. Assign.

172.93 667 1
4197 863 2
3146 985 3
4
)

) . 22.28 1000
20.90 985

o o o o o o o o o o
200 150 120 140 120 100 80 &0 40 20 o

COS-04-176 Fxrm

BC-NMR (CDCl,, 50 MHz, d[ppm]: 172,9; 42,0; 31,5; 22,3; 20,9
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