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Spektrofotometrické metody, spektroskopie, identifikace latek,
kvantifikace



Analyticke techniky

—Urcené ke

— Strukturni analyze
— Kvalitativni analyze
— Kvantitativni analyze

— Spojené s
— Spektrofotometrii
— Kolorimetrii
— HPLC
— GC
— TLC

— InfraCervena spektrometrie

— Spektrofotometrie ve viditelné a
ultrafialové oblasti

— Hmotnostni spektrometrie

— Nuklearni magneticka
rezonance

— Jejich online kombinace se
separacnimi technikami
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Zakladatel oboru
infraCervené spektroskopie

F. W. Herschel (1738-1822)



Paprsek elmag. zareni o intenzité |, prochazi latkou:
Dochazi k absorpci.
Prochazi bez absorpce - uplna transmitance.
Zalezi na frekvenci paprsku a charakteru (ne)absorbujici molekuly

Elmag. zareni je energie - pri absorpci dochazi ke zmene energetického stavu
latky: ze stavu zakladniho prechazi na vyssi energetickou hladinu.

Pokud frekvence zareni neodpovida tzv. Bohrove frekvencni podmince
(kvantum energie paprsku odpovida rozdilu energii dvou energetickych stavu
latky), nedochazi k absorpci.

Spektrum latky = rozdil mezi dopadajicim zarenim a prochazejicim.
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Typy absorpcni spektroskopie
Zavisi na typu prechodu do vyssich energetickych hladin a

odpovidajicimu rozsahu frekvenci absorbovaného zareni.

Rotacni stav.
Vibracni stav.
Excitace valencnich elektrond.



Typy absorpcni spektroskopie:

Mikrovinna spektroskopie
InfraCervena spektroskopie
UV/Vis spektroskopie
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Elektromagnetické spektrum. Obrdzek z UC Davis ChemWiki, CC-BY-NC-SA 3.0



http://chemwiki.ucdavis.edu/Physical_Chemistry/Spectroscopy/Fundamentals/Electromagnetic_Radiation
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/3.0/us/

Projde Atmosférou? ANO N|= ANO NE

Druh zareni Radiové Mikrovinné Infraervené ViditeIné Ultrafialové Rentgenové Gamma
Vinova délka (m) 0.5x10 © 108 1071 10 12
Budovy Lidé Motyli  Hrot jehly Prvoci Molekuly Atomy  Jadra atomt

Frekvence (Hz)

| I
1K 100 K 10,000 K 10,000,000 K
-272 °C -173°C 9,727 °C ~10,000,000 °C

Autor: Domestomas. Original version in English by Inductiveload — Translation from English
version, CC BY-SA 3.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=100189339



— Infracervena oblast lezi mezi cervenou oblasti viditelného svétla a
mikrovinou oblasti.

_IC oblast
Blizka (NIR).
Stredni (fundamentalni).
Vzdalena (FIR).
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Infracervena spektroskopie

Molekula se muze pohybovat ruznym
zpusobem:
V prostoru urCitym smérem a rychlosti - translaéni
pohyb, je spojen s kinetickou energii molekuly

existuji 3 translacni stupne svobody

Rotace podle jisté vnitrni osy-
rotacni pohyb, spojen s kinetickou rotacni
energii

existuji 3 rotacni stupné svobody
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Moznost vibrace - 1 stupen vibracni volnosti
Dvouatomova molekula

Linearni molekuly: 3N-5 stupnu volnosti
Nelinearni molekuly: 3N-6 stupriu volnostsi



Kazdy z vibracnich pohybu se projevi jistou
charakteristickou frekvenci.

Kazdy z vibraénich pohybu je spojen s jistym
energetickym stavem.

Molekula muze prejit do jiného energetického
stavu prijmutim energie.

Frekvence svetelného paprsku musi odpovidat
frekvenci vibrace.

Muzeme mérit frekvence vibraci pomoci
frekvenci svéetla absorbovaneho latkou.



InfraCervene spektrum latky je pak graf zavislosti intenzity IC svétla propust&ného
nebo absorbovaného latkou na energii IC svétla vyjadfené ve vinodétech (cm-1) nebo
vinovych délkach (mikrony). Transmitanci volime v pripade prehledovych spekter,

absorbanci pri kvantitativnim sledovani intenzity.

LR




Vibrace molekuly neznamena pfimo absorpci IC svétla. Molekula musi
mit jisty dipolovy moment. Muze byt staly (HCL) nebo vznika vibraci
molekuly (CO,).



Asymetricky stretch Vertical bend

Symetricky stretch Horizontal bend




IC spektrum oxidu uhliéitého
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ftp://science.widener.edu/pub/flc/co2d.flc
ftp://science.widener.edu/pub/flc/co2b.flc
ftp://science.widener.edu/pub/flc/co2c.flc
ftp://science.widener.edu/pub/flc/co2a.flc

Aplikace infracervene spektroskopie v organicke chemii

Funkéni skupiny organickych molekul obsahuji atomy o ruzné
hmotnosti spojené vazbami ruzné sily. Ruzné vibracni
frekvence.

Priklad:

Karbonyl: 1700 cm™
Hydroxyl: 3200- 3400 cm



V organické chemii IC spektrum dé&lime do 3 oblasti:

4000-1300 cm™
1300-900 cm™
900-600 cm™

Ob
Ob
Ob

ast funkCnich skupin a vazebnych vibraci.
ast otisku prstu.
ast absorpci aromatickeho jadra.
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Typ vazby Typ slouceniny Rozsah frekvenci
C-H Alkany 2960-2850(s) stretch
1470-1350(v) scissoring and bending
Alkeny 3080-3020(m) stretch
1000-675(s) bend
C-O Alkoholy, ethery, 1260-1000(s) stretch
karboxylové kyseliny,
estery
C=0 Aldehydy, ketony, 1760-1670(s) stretch
karboxylové kyseliny,
estery
O-H Primarni alkoholy 3640-3160(s,br) stretch
Alkoholy a fenoly s 3600-3200(b) stretch
vodikovym mustkem
Karboxylové kyseliny | 3000-2500(b) stretch




Vyuziti:

1. Strukturni analyza.

2. ldentifikace neznameé latky v kombinaci s dalsimi metodami.
3. ldentifikace neznamé latky srovnanim se standardem nebo
Knihovnou spekter.

4. Cistota.

5. Kvantitativni analyza.

6. Sledovani prubéhu chem. reakci.
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Pfiprava vzorku pro IC spektroskopii

— Kapalny vzorek:

— Kapalna latka nebo naredeny a rozpustény vzorek

— Lepsi neredit- interakce rozpoustedla a latky.

— Nutna velmi kratka opticka draha (0,1 mm)- kyveta nebo dvé desticky.
— Redéni na ~ 0,2 M roztok (CCl,, CS,, CHCL,).

— Kyveta nebo film.

— Pevne vzorky:

1. Metoda tzv. Mull (nujolova metoda)
Vzorek se po rozdrceni smisi s malym mnozstvim netékavého rozpoustédla- vytvofi se pasta, ktera se
rozetfe mezi destiCky.
PohodInégjsi, rychlejsi, zadné extrémni podminky.
2. Metoda KBr tablety (pastilkova metoda)
KBr neadsorbuje v IC nad 250 cm-L.
Nutna absence vihkosti.

viiv s

3. Metoda ATR

I
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Instrumentace FTIR

) Pohyblivé zrcadlo
Zdroj IC zareni /
O j < ‘ < Pevné zrcadlo

/

Déli¢ paprsku

Vzorek

Detektor

20 Zpracovani dat D g



Instrumentace FTIR

\RAMInity-1S

T8 s anntin

|__Sample
Mixture

By Keshavana - Own work, CC BY-SA 4.0, https://commons.wikimedia.org/w/index.php?curid=79781005
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https://chem.libretexts.org/Bookshelves/Analytical_Chemistry/Physical_Methods_in_Chemistry_and_Nano_Science_%28Barron%29/04%3A_Chemical_Speciation/4.02%3A_IR_Spectroscopy

Ultrafialova spektrometrie

Definice pojmu:

A — vinova délka

v — vinocCet

u — frekvence

c — rychlost svetla ve vakuu

h — Planckova konstanta 6,61 x 1034 J/s
Energie absorbovana molekulou je kvantova a musi
splnovat rezonancni Bohrovu podminku.



Vseobecné principy absorpce elmag. Zareni
v oblasti 200 az 900 nm

Za absorpci zafeni jsou odpovédné urcité strukturni elementy, které se nazyvaji
chromofory.

Chromofory- izolované kratkeé vazby

/O /C /C

Cc” C~ C”

Jedna se prevazné o nt - n pfechody

DalSi absorbujici skupiny - auxochromy: pusobi
Batochomni posun (Cerveny)
Hypsochromni posun (modry)
Hyperchromni posun
Hypochromni posun



Konjugovane systémy

Vliv prostredi a rozpoustedl|a

« Zmeéna polohy a/nebo intenzity pasu
Chemicky vliv

Tvorba komplexu

Tvorba tautomeru

Polarita rozpoustedla a samotne latky
Disociace



Energetické hladiny:

Pri absorpci elmag. zareni prechazeji elektrony z jednoho eenergetickeho
stavu do druhého, molekula tim padem prechazi ze stavu zakladniho
do excitovaného.

Interpretace pfechodu pomoci molekulovych orbitall

Elektrony se radi podle energie:

c<m<nN
O - vazebny elektron
TU = T elektron dvojnych a trojnych vazeb

N - elektron volného elektronového paru

NejCastejsi prechody:

n-m

T

c-m nu i
PHA



Vyberova pravidla:
Podle nich se ridi jestli k prechodu dojde nebo ne.
Pfi pohlceni kvanta energie se do vzbuzeného stavu muze dostat pouze jeden

elektron.
Spinove kvantoveé Cislo se pfi pohlceni energie nesmi zmenit.

Lambert-Beeruv zakon

A=log(l,/Il)=¢cl



Diode array

U =
—

Tungsten lamp

Deuterium lamp

Flow cell

Optical grid

Selektor vinové délky

Fotonasobic¢/detektor

Vstupni Stérbina Kyveta

Hranol
Polychromator

Zdroj UV/Vis
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Strukturni analyza
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Vyuzi

ti

pro kvantifikaci
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Kapsaicin kalibrace

Metoda:

Kolona Ascentis Express RP-Amide 2.7 um, 100 x 2.1 mm
Gradien acetonitril : 0.2% HCOOH

0. minut 30:70, 10. minuta 71:29

Pratok 0.5 mL/min

Teplota 40 °C

Detekce 254 a 280 nm

Nastfik 1 pl

Kapsaicin Dihydrokapsaicin
Plocha Plocha
Nastfik  Mnozstvi v nastfiku 254 nm 280 nm Plocha 280 nm
[WL] [Hg]
0 0 0 0 0
0,1 0,1 21,4 153,4 120
0,2 0,2 221
0,5 0,5 76,8 561,7 493
1 1 152,9 1112,8
2 2 299,9 2164,3 1970
5 5 762,1 54212 4868
HO

CH,

CH,



Vyuiiti pro kvantifikaci

(SLe) ‘j‘ ‘J‘
3 "H (OH) ‘;‘Ilz H (OH) OH (Oglyc)

o

flavon (flavonal) antokyanidin (antokyanin)

dlhydroflavon (dihydroflavonol)  flavan (flavanol)

Kolorimetrické stanoveni je zalozené na vzniku
barevnych komplexi se solemi hlinitymi nebo
zirkonicitymi.

Tvorba komplexti flavonoidi s chloridem
hlinitym se provadi nejlépe Vv rozpoustédle
sestavajicim ze smeési kyseliny octove a pyridinu.

V tomto rozpoustédle nedochazi ke vzniku srazenin,
které absorbuji na svém povrchu Cast ucCinnych latek
a tak zpusobuiji snizeni vysledkau.

Doprovodné latky (napf. chlorofyl) ruSici stanoveni
se mohou odstranit vytfrepanim extraktu chloridem
uhliCitym. Vysledky méreni se vztahuji na standard,
kterym je Casto rutosid.

30

HO. .0 OH
C

HOOC OH
HOOC OH

kyselina gallova

katechin (flavan-3-ol)
2R,3R-3,3",4",5,7-pentahydroxyflavan

kyselina ellagova

kyselina hexahydroxy—
difenova

0,500 g drogy se ve varné bance smicha se 150 ml
vody. Zahfeje se k varu a vari se dalSich 30 minut pod
zpétnym chladiem. Ochladi se pod tekouci vodou,
smés se prevede kvantitativné do 250mlI odmérné
banky a doplni se vodou po znacCku. Po usazeni Castic
drogy se roztok zfiltruje. Prvnich 50 ml filtratu se
odstrani.

Celkové polyfenoly: 5,0 ml filtratu se zfedi vodou na
25,0 ml. 2,0 ml tohoto roztoku se smichaji s 1,0 ml
zkoumadla fosfomolybdenan-wolframového, 10,0 m|
vody a 17,0 ml 20% roztoku uhliCitanu sodného. Pfesné
po 2 minutach od pridani posledniho roztoku se meéri
absorbance (A) prfi 750 nm za pouziti vody jako
kontrolni tekutiny.

Obsabh tfislovin v procentech se vypocita podle vzorce:

3,125x A
0,316xm

m je navazka v gramech.
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Hmotnostni spektrometrie

Principy, zarizeni, vyuziti



Principy metody

- Fyzikalné-chemickd metoda pro stanoveni hmotnosti atomd, molekul a
molekulovych fragmentu po jejich pfeméné na ionty.

- Moznost charakterizace struktury analyzovanych latek.
- Propojeni hmotnostniho spektrometru s modernimi separacnimi technikami pro
provadeni kvantitativni a kvalitativni analyzy stopovych sloucenin a komplexni

matrice.

- Dostupnost modernich iontovych zdroju rozSifila aplikaéni oblasti RS na
vysokomolekularni netékavé slouceniny (biochemicky, klinicky vyzkum).

I
f—



Obvykla sestava zarizeni

Zakladni stavebni ¢asti:

 lontovy zdroj

* Hmotnostni analyzator

» Detektor

- Ridici jednotka

Prace ve vysokém vakuu

lontovy zdroj

Prevod analyzované slouceniny do ionizovaneho stavu

V prostoru iontoveho zdroje probiha vetsina fragmentacnich reakci
Hmotnostni analyzator — umoznuje separaci smési iontu s riznymi pomeéry
hmotnost/naboj v prostoru nebo Case

Detektor — zavisi na poCtu padajicich iontu

I
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- Soucasti kazdeho hmotnostniho spektrometru je vykonny, obvykle
dvoustupnovy system generovani vakua, umoznujici udrzet
dostateCné vakuum pro pracovni podminky.

Turbomolecular pump

A turbomolecular pump relies on a series of blades or airfoils
that spin at 30,000 - 90,000 RPM. This tends to deflectgas
molecules down and out the outlet.

=

rotating blade

fixed blade

to rough —_
pump e

——motor

lubrication
access




lonizace a iontoveé zdroje v MS

Veskere informace poskytované hmotnostni spektrometrii se tykaji pouze
nabitych Castic (iontu).

Energeticka naroCnost zavisi na typu analyzovane sloucCeniny (7-16 eV).
Pouzity charakter ionizace podstatne ovliviuje aplikaci metody.

Vyvoj novych typu iontovych zdroju rozsifil aplikace do oblasti
netekavych sloucenin s vysokou molekulovou hmotnosti.

Vytézek ionizace u vetsiny technik jen vyjimecne prekracuje 0,01 %,
proces ionizace omezuje citlivost a dosahovanou mez detekce pouzité

etody MUNT
y PHARM



hollow glass capallaries with

photoelectron secondary electron emission coating

Radiation ) R
h e electrons
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Hmotnostni spektrum

— Hmotnostni spektrum predstavuje zavislost odezvy detektoru
(intenzity iontoveho proudu) na hodnoté m/z

— Hmotnostni spektra jsou vetSinou programove prevadena do
normalizovaného tvaru (%)

— NejintenzivnéjSimu piku ve spektru prislusi hodnota 100 %

—V hmotnostnim spektru obvykle pozorujeme pik odpovidajici
molekularnimu iontu a piky odpovidajici fragmentovym iontum

I
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Molekularni ion

— Molekularni ion ma v procesu urceni struktury zkoumane latky mimoradny
vyznam

— Molekularni ion ma ve spektru nejvyssi hmotnost (s vyjimkou piku izotopickych)

— Molekularni ion je iontem s neparovym elektronem

— Molekularni ion koresponduje s ostatnimi ionty ve spektru

— Svym relativhim zastoupenim musi molekularni ion odpovidat postulované
strukture

— Intenzita molekularniho iontu ve spektru ma primy vztah ke strukture stanovovane
latky

— S rostoucim poctem nasobnych vazeb a cykli v molekule intenzita piku
molekularniho iontu roste

— Pik odpovidajici molekularnimu iontu muze byt ve spektru pro nékteré slouceniny
dominantni (strychnin), avSak pro jiné slouceniny (n-dodekan) muze byt velmi
nev;’lrazny muN

UN I
PHARM



Fragmentace v hmotnostni spektrometrii

— Moznost detailniho poznani procesu fragmentace je limitovana neznalosti konkrétnich
struktur vznikajicich iontu

— Obsahuje-li molekulovy ion prebytek vnitrni energie, rozpadne se za vzniku iontoveho
fragmentu a elektroneutralni Castice

— Pravdépodobnost rozpadu molekulového iontu roste s jeho hmotnosti, nasobné vazby zvysuji
stabilitu molekulového iontu

— Mira fragmentace iontu zavisi na prebytku energie, kterou tyto ionty obsahuiji

— V procesu ionizace je nejpravdépodobnejSi odtrzeni elektronu s nejnizsi ionizacCni energii,
z energeticky nejvyssSich vazebnych molekulovych orbitalt nebo orbitalll nevazebnych

— Diky nizkému tlaku pfi El ionizaci jsou reakce probihajici v iontovém zdroji prakticky
vyhradné monomolekularni

— Relativni zastoupeni iontu ve spektru je dano rozsahem fragmentace vedoucim k jeho vzniku
a také jeho stabilitou

— Fragmentové ionty se pfi pfebytku energie mohou dale rozpadat

I
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Vyznamné mechanismy fragmentace organickych molekul

stepeni s-vazby (iniciovaneé radikalovym centrem)

a-stepeni iniciované radikalovym centrem

stepeni iniciované nabojovym centrem

stepeni cyklickych struktur spojené s rozrusenim vice vazeb
presmyky iniciovane radikalovym centrem

presmyky iniciovaneé nabojovym centrem

I
f—



Vyuziti hmotnostni spektrometrie

- Strukturni analyza a identifikace chemickych individui

- Informace o funkcCnich skupinach obsazenych v molekule analyzovane latky

- Moznost urCeni izotopového slozeni

- Rychla identifikace chlorovanych a bromovanych sloucCenin na zaklade
zastoupeni jejich izotopu (7°Br, 81Br; 3°Cl, 3/Cl)

- Vyuziti MS jako detektoru pro GC a HPLC

- Stopova analyza plynnych smési anorganického i organického puvodu

- UrCcovani necistot ve velmi Cistych latkach

- Moznost aplikace v kvantitativni analyze na zaklade linearni zavislosti mezi
lontovym proudem a koncentraci latky

- Analyza povrchu tuhych latek za pouziti hmotnostni spektrometrie sekundarnich
iontu

MunI
PHARM
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Commonly Lost Fragments
m-15  ~CH;
m-17  -0H
m-26  CH
m-28  H.&=CH,
m-29 CH.CH, -CHO
m-31  OCH,
m-3n Cl
m-d3  CH,C=0
m-45 OCH.CH.

m-91

Common Stable Ions

+
mle=43 CH,-0=0

k=0
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Saturated hydrocarbons

57

This is a classic hydrocarbon pattern

Note the regular spacing of the
71 clusters at intervals of 14 mass units.

Also, the largest line in each cluster is
43 an odd value.
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n-hexadecane




ZOOM 1ul MIX std HPLC-MS/MS pos. mode ZOOM 0.1ul Aronia extract HPLC-MS/MS pos. mode
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