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Moderni metody analyzy organickych latek
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465 nm
Pratein-Dye Complex
; m

se zastavkou u Lambert-Beerova zakona
a odhaleni tajemstvi Bradforda/Bradfordove




Odhaleni tajemstvi:

Protein Concentration Determination by theBradford Assay

The Bradford assay relies on the binding of the@dyemassie Blue G-25@o protein.
Detailed studies indicate that the free dye can exist in fol@relift ionic forms for
which the pKa values are 1.15, 1.82, and 12.4. Of the three chargedfdhaglye

that predominate in the acidic assay reagent solution, the mameica¢d and green

forms have absorbance maxima at 470 nm and 650 nm, respectively. listcoméra

more anionic blue form of the dye, which binds to protein, has an absorbance
maximum at 590 nm.

Thus, the quantity of protein can be estimated by determining the aofalyd in the

blue ionic form. This is usually achieved by measuring the absorbatioe sdlution
at 595 nm.



Bradford Test
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Analyza organickych latek

Infracerveny spektrofotometr 1965

Prvniceskoslovensky plynovy laser 1963



Analyza organickych latek

Prvniceskoslovensky elektronovy
« mikroskop 1950
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Experimentalni prozavaci elektronovy mikroskop —
100 kV (L. Zob&, V. Drahos, J. Specialny a sedici
A. Delong) 1954



Kazda nova organicka latka se charakterisuje

Nazvem dle nadzvoslovnych pravidel
(eventuald trivialnim nazvem)

eSumarnim vzorcem
eStrukturnim vzorcem
*Tvarem, bodem tani (varu, sublimace), rozpustnosti
*Optickou oté&ivosti (v @ipad potreby)
*Charakteristikami spekter:

UV/VIS, IR, NMR a MS

Jsou nejdlezitejsi, neba@ z nich se odvozuje
struktura molekuly



Sumarni vzorec a nazev

C18H 16N4O

6-(2-hydroxypropyl)-18i-benzodiazepino|[2,3-b]chinoxalin

6-(2-hydroxypropyl)-18i-benzodiazepino[2,3-b]guinoxaline



Strukturni vzorec
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Bod tani / bod varu / tvar / rozpustnost

Place to insert
melting point
tubes

Magnifying
Lens




Bod tani / bod varu / tvar / rozpustnost

Bodotavek (digitalni)



Bod tani / bod varu / tvar / rozpustnost

Yellow needles, m.p. 205°C (decomp.)

soluble in ethanol, methanol

11/52



Opticka aktivita

Latky vykazujici pravotéivost (tj. st&eji rovinu
polarizovaneho sitla ve snéru hodinovych raicek) se

ozn&uji (+). Levota@ivé se oznéuji (-). Obvykle se uvazuje
linearre polarizované sitlo; rovina polarizace se poduhodu
chiralni latkou zmini o Uhel, ktery je ugrny délce drahy,
kterou s¥tlo v latce urazilo. Opticka otévost zavisi na

vinoveé délce (oznauje se jako disperze optickeé oitaosti),
teplot a koncentraci. Pro &eni je Bzne pouzivano sitla
(D-linie) ze sodikove vybojky o vinové délce cca 589,25 nm.



Opticka aktivita

kde c je koncentrace v procenteehjhel ot@eni ve stupnich
pri (20+0,5) °C,| délka polarimetricke trubice v decimetrech,
o hustota p 20 °C v g/cmgs.



Opticka aktivita




IR

Z P

Opticka aktivita

Optické uspeadani polarimetru.

.. polarizator

.. analyzator
.. dalekohled

O>» 0w TN

.. polostinové #&eni
.. polarimetricka trubice (kyveta)

.. zdroj monochromatickéhoreai (sodikova vybojka)




Kazda nova organicka latka se charakterisuje

Nazvem dle nazvoslovnych pravidel

(eventuald trivialnim nazvem)
eSumarnim vzorcem
eStrukturnim vzorcem
*Tvarem, bodem tani (varu, sublimace), rozpustnosti
*Optickou ot&ivosti (v @ipack potreby)
*Charakteristikami spekter:

UV/VIS, IR, NMR a MS
jsou nejdilezitjSi, neb@’ z nich se odvozuje
struktura molekuly



UV/VIS spektrofotometrie

Princip: @i absorpci UV a VIS z&ni dochazi kigchodim
valertnich elektrod ze zakladniho do excitovaného stavu.

UV/VIS Spektrum: zavislost A n& (200-800 nm)

o Z UV/IVIS spektra Ize odvodit informace o alifatickém
aromatickém charakteru latky a fitpmnosti dvojnych vazeb.

 |dentitu latky je mozné @it srovnanim jejich UV/VIS
spekter s UV/VIS spektrem standardu.



UV/VIS spektrofotometrie

Priklady chromoforovych skupin

skupina A (nm)
>C=0 280
>C=N- 300
-N=N- 350
>C=S 500
>N=0 650

Aromaticke latky vzdy vykazuji absorpéni maximum
pii 210 nm a 254 () nm.



UV/VIS spektrum
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Absorbance

Absorbance [mAU]
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UV/VIS spektrum

(20°C, ethanol) 356 nm (3,55), 291 nm (3,46),
270 nm (3,65), 238 nm (3,69), 218 nm (3,89)

Uvadi se rozpoudtllo, teplota, ve zkracene foém
pouze vinova délka maxima (v zavorce hodrepta



Infracervena spektrofotometrie (IR)

IC (,infrared’) spektrofotometrie je zaloZena na interakci &lek
magnetického zéni o vin@tu (v), 10 az 10 000 crhs meienym

vzorkem.

Zareni o této vinove délca E1N), tj. tepelné z&eni,

je absorbovano molekulami latkyigemz dochazi k vibracim
resp. rotacim molekul.

Mluvime o vibra&né-rotatnich molekulovych spektrech.
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Infracervena spektrofotometrie (IR)

Vibrace se dli do dvou zakladnich skupin:

a) Valertni — meni se vzdalenost mezi atomy, ale valdihly
zastavaji zachovany

b) Deforma&ni — meni se valedtni uhly, ale vzdalenost mezi atomy

zustava zachovana

Méreni €chto spekter je natoéjsi, nez je mireni UV-VIS spekter.
Naproti tomu lIze IR spektradfit u latek vSech skupenstvi (g,l,s).



Infracervena spektrofotometrie (IR)

Zakladni instrumentace

Zdroj z&eni: tuhé zace z polovodiu (karbid kemiku) + nitizka

Mérné kyveta: okénka z NaCl (kapaliny, roztoky v CEIGbo nujolu)
slisovana tableta KBr (pevne latky)

Detektor: termolanek






Infracervena spektrofotometrie (IR)

IR spektrum je zavislost transmitance (T, %) na&ta (v, cnil)

Zakladem kvalitativni IR spektrofotometrie jfjlazeni jednotlivych
absorgnich pas charakteristickym vibracim molekul.



Infracervena spektrofotometrie (IR)

(Redlre se n&ti v oblasti 400 — 4 000 ch)

Oblast mezi 400 a 1000 cm valertni vibrace &zSich atom (C-X)
a deformani vibrace C-H vazeb

Oblast mezi 1000 a 1350 dmvalereni a deformani vibrace C-C, C-N
a C-O vazeb (oblast otisku prstu)

Oblast mezi 1350 a 4000 cmvalereni vibrace vodiku (Y-H)



Infracervena spektrofotometrie (IR)

Priklady charakteristickych pay IR spektrech:

Skupina v, cntt

-OH 3600-3650
-NH, 3370-3420
-H aromat. 3000-3080
-SH 2580

C=0 1700-1770
-NH, 1590-1650
C=S 1100

C-Cl 600-800



ETHAMC

IR spektrum ethanolu (nate

a 1-propanolu (dole); doe

Jsou viditelné pasy na 3600 €n
(OH- ) skupina a 3000 ch
(C-H) vazba
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Infracervena spektrofotometrie (IR)

* IR spektra daji informace @ipomnosti funknich skupin.

 Lze je vyuziti pro identifikaci latky porovnanimjich spekter
se spektry standardu.

e Pro kvantitativni gely Ize vyuzit Lambert-Beév zakon.
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Laboratorni infréderveny spektrograf 1969



Infracervena spektrofotometrie (IR)

IR (CHCI 5, cnrl): 3441, 2930, 1589, 1486, 1429, 1121, 1052.
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TRANSMITTANCE [%]

Infracervena spektrofotometrie (IR)

Jiny @iklad (H3)
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Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Metoda NMR je zalozena na interakciesdi v oblasti kratkych
radiovych vin s jadry gtené latky ve v&Sim magnetickém poli.

Lze ji pouzit pro mireni latek s atomovymi jadry s lichym hmotnostnim
nebo atomovyndislem.

NejbezrejSi a nej¥étsi vyznam pro strukturni analyzu m#jf al3C.
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Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Pri interakci z@isobuje absorbovana energieghody nenulovych
magnetickych mometitha vysSi energetické stavy.

Energie patbna k excitaci jadra souvisi s frekvenci
elektromagnetického zéni (intenzitou magnetického pole).

Pri méreni se mini intenzita magnetického poledBa zaznamenavaji se
zmeny na budicich nebo detakich civkach.

Pri rezonanci dojde k poklesu n#ipna budicich civkach (sgeba
energie na excitaci) nebo ke zvySenidiapa deteknich civkach
(uvolréni energie fi deexcitaci).



Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

Jadra vazana v molekulach jsou ovéima elektrony okolnich jader a
proto nejsou v magnetickém poli rovnocenna.

V misg jadra tedy neni magnetickeé polg ,Ble protoze elektrony
chemickych vazeb odtiji vnéjSi pole, je menSi o hodnotu tzv. stin

Jadra maji podle #igsobu vazby ve svém okoli rozdilnspdadané
elektrony a jsou podle toh@arg stirtna. Tim je rezonance dosazerb p
riznych hodnotach B coz se projevuje signaly (absdnimi maximy) v
raznychc¢astech spektra.

NejveétSi stiréni protori bylo znegreno u tetrametylsilanu (TMS), nebo
ma 12 protofi v molekule.
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Nuklearni magneticka rezonance (NMR)

CH;-CO-O-CH,-CH; NMR zaznam protalnethylacetatu
(A) (C) (B)

« a

L

3 o

Informace o umighi protori v molekule (¢etrné konformace)
Informace o umighi uhlikovych atoma v molekule (¥etré konformace)
Informace o pitomnosti a psétu funkénich skupin
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Hmotnostni spektrometrie (MS)

Princip: z elektroneutralnich molekul se v iodzekomae vytvai
molekularni ionty, které se mohou dale grebytku energie rozpadat.
Smes fragment je v silném elektrickem poli urychlena a je dadglena
do homogenniho magnetického pole.&mdochazi k zakveni drah
jednotlivych¢astic podle svych efektivnich hmotnosti (m/e)

m  hmotnostastice e elementarni naboj
Céstice dopadaji na detektory, intenzita signalinjrna patu
dopadlychiastic.

MS spektrum: intenzita signalu (%) vs. m/e



Hmotnostni spektrometrie (MS)

Finnigan MAT 95 (ESI, u-ESI, APCI, FAB, El, CI, DCI, FD, FI) BRUKER APEX-Q-MTMS
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Hmotnostni spektrometrie (MS)

Zpasoby ionizace:
narazem elektran(El)
lonizace elektrostatickym polem
chemicka ionizace (ClI)

Chemicka ionizace je zalozena na interakci molaiiiené latky
s kladré nabitymic¢asticemi (najp amoniak)

Fragmenty vznikaji jednak primarni (vlastni ionidajednak sekundarni
rozpadem, fesmyky a rekombinaci primarnich fragment



Hmotnostni spektrometrie (MS)

Hmotnostni spektrum j&aroveé.
NejdilezitejSi je molekulovy ion — [Mi pri ionizaci elektrony
— [M+1]* pti chemické ionizaci

Intenzita molekulového iontu nebyva nijak velk&gtprze tento ion
obvykle podléha dalSim reakcim (rozpadu, rekomhjnac

Pro kazdou hodnotu m/e Ize vyjitat slozeni (H, O,N,, ...

Ze struktury a porrného zastoupeni iointze odvodit strukturni vzorec.
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DETECTION
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Hmotnostni spektrometrie (MS)

Sap: 06, B2 Start : 15:54:38 10
Come: CI 70 eV, 8.2 nA, ists 200, NHI=2x16"-4
Hode: €1 HE +LIR BSCAN (EXP) WP LR
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Priklad spektra (Q6), MW 304
Molekulovy ion (M+H) 305

Molekulovy ion — HO
305-18 = 287

Molekulovy ion — CHCH,OH
305-46 = 259
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Tento material je uréen pouze pro vyuku studenta.

This presentation has been scheduled for educational purposes
only.

Pokud ma nékdo dojem, ze pouzité obrazky (jiné nez moje vlastni)
jsou kryty copyrightem, necht mi da védét.

If somebody believes, that pictures or figures in this presentation
are covered by copyright, please let me know.

Jifi Gabriel (gabriel@biomed.cas.cz)



