Wprowadzenie do metod spektroskopowych pod katem
nowej matury 2023

Metody spektroskopowe odgrywaja kluczowa role we wspodlczesnej nauce oraz analizie
chemicznej. Mozna powiedzie¢ ze bez tych metod byloby nam cigzko tak szybko
1 jednoznacznie okresli¢ jakie substancje znajduja si¢ w naszych probkach. Pozwalajg one
przeprowadza¢ analizy skomplikowanych procesoOw zachodzacych w naszym organizmie np.
metabolizm lekow, okresli¢ strukture nowo otrzymanych lub wyizolowanych zwigzkow, oraz
pozwala na identyfikacj¢ znanych zwigzkow m.in. w analizie kryminalnej czy tez

antydopingowe;.

Celem tego artykulu jest pomoc w prostych analizach jakie moga pojawi¢ si¢ czy to na
maturze, czy tez olimpiadzie. Dlugo zastanawialem si¢ czy oprze¢ si¢ na teorii, ktdra opisuje
nam zachowanie jadra atomowego w polu magnetycznym oraz jakie to ma przetozenie na
widmo (podstawy nuklearnego rezonansu magnetycznego z ang. Nucelar Magnetic Resonance
— skrot NMR) oraz jak otrzymujemy widmo mas (Spektrometria mas — ang. Mass spectroscopy
skrot MS), czy tez opisa¢ to z pominigciem teorii upraszczajac do kilka prostych zasad
pozwalajacych na rozwigzanie prostych struktur. Wiedzac, ze drugie podejscie (nawet bez
znajomosci teorii) pozwala na rozwigzywanie nawet trudnych struktur ,teorii” bedzie jeden
akapit gdzie przybliz¢ teori¢ bardzo ja upraszczajac co byloby nie do przyjecia na poziomie

akademickim. Ale nie jeste§my na studiach, a osoby zainteresowane odsytam do literatury [1,2]

NMR - nuklearny rezonans magnetyczny oraz MRI (ang. magnetic resonance imaging)

W NMR badamy zachowanie jader atomowych w polu magnetycznym w zalezno$ci od
otoczenia chemicznego czyli od tego z jakimi innymi atomami dane 1 jadro jest potaczone.
Nasze jadro atomowe mozemy rozpatrywac jako krazacy wokot wiasnej osi tadunek (zgodnie
lub niezgodnie ze wskazowkami zegara). Z lekcji fizyki wiemy ze wytwarza si¢ wtedy pole
magnetyczne. Jadra atomowe, tak jak elektrony, majg Spin. Jezeli nasze ,,magnesiki”
umiescimy w zewngetrznym polu magnetycznym ustawiajg si¢ one albo zgodnie z liniami sit
pola albo przeciwnie, wektor spinu moze by¢ skierowany do gory lub do dolu. W zaleznosci
od natgzenia pola magnetycznego przejscie z jednego stanu do drugiego wymaga wigkszej

energii i ta energia bedzie r6zna dla r6znych atomow (Rysunek 1).
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Wiekszo$¢ z nas pewnie styszata o spektroskopii magnetycznego rezonansu jadrowego ale

w odniesieniu do obrazowaniu metodg rezonansu magnetycznego w skrocie rezonans

magnetyczny, ktory jest wykorzystywany w medycynie.

Najczgséciej wykorzystywanym widmem jest widmo protonowe, ktore charakteryzuje si¢

czterema cechami sa to podstawowe elementy widma NMR: ilo§¢ sygnaléw potozenie

sygnatow intensywno$¢ sygnatow rozszczepienie sygnatu (Rysunek 2). Kazdy element zostanie

pokrétce wyjasniony.

Podstawowe elementy widma NMR:
B [los¢ sygnatow

B Potozenie sygnalow

B Intensywno$¢ sygnatow

B Rozszczepienie sygnatow
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Pierwszym | najwazniejszym zagadnieniem ktore trzeba opanowac to umiejetnosc
rozréznienia rownocennych atomow wegla i wodoru, ktore wystepuja w danej czasteczce. [1o$¢
sygnatow oraz ich potozenie na widmie protonowym zalezy od otoczenia chemicznego jader
wodoru w zewnetrznym polu magnetycznym.

llo$¢ sygnalow jest powigzana z ilo$cig grup nieréwnocennych protondw, poniewaz
protony rownocenne dadzg jeden sygnat.

Metoda podstawienia jest najprostszym sposobem na ocen¢ czy mamy do czynienia
z identycznymi grupami protondéw — jezeli podstawimy jeden atom wodoru np. bromem
I uzyskamy ten sam zwigzek jak w przypadku innej rozpatrywanej grupy (nazwy zwiazkoéw
beda takie same) to znaczy ze mamy grupy réwnocenne ale jezeli otrzymamy inny zwigzek

czyli inng nazwg to znaczy ze te dwa protony sg nierownocenne wzgledem siebie (Rysunek 3).
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Protony:

- rownocenne (jeden sygnal, po podstawieniu protonu np: Br uzyskujemy ten sam zwigzek)

- nierdbwnocenne (rézme sygnaly, po podstawieniu protonu np: Br uzyskujemy inny
zwigzek)

Jezeli mamy ptaszczyzne symetrii widmo nam si¢ upraszcza przyktad eteru na rysunku 3,
bo bedziemy mieli te same sygnaly po jednej i po drugiej stronie plaszczyzny symetrii

poprowadzonej przez atom tlenu.

Polozenie sygnalow mozemy sobie wytlumaczy¢ nastgpujaco: wyobrazmy sobie jadro
atomowe wodoru, ktore jest otoczone przez elektrony — my chcemy ,,zobaczy¢” proton czyli
dodatnio natadowang czgstke ale trudno nam zobaczy¢ dodatnio natadowane jadro jezeli
elektrony krazace wokot niego mi je zastaniaja. W sytuacji, gdy atom wegla przy ktorym jest

obserwowany wodor bedzie podstawiony pierwiastkiem, ktory jest silnie elektroujemny, nasz



proton bedzie tatwiej nam ,,zobaczy¢”. Bardziej elektroujemny atom przyciagnie elektrony,
ktore krazg wokot jadra wodoru, do siebie i w pewnym sensie bedzie tatwiej mi zobaczy¢ ten
Proton czyli mniej energii bedzie mnie to ,,kosztowato”, zeby zobaczy¢ czyli bedzie dalej na
widmie nie wnikajac w fizyczne aspekty powstawania widma.

Powstawania widma. czyli przesunigcie chemiczne to nic innego jak polozenie sygnatu
absorpcji energii w widmie NMR spowodowane przestanianiem lub odstanianiem protonow
przez elektrony. Wszystko zostato stabelaryzowane i majac tablice przesuni¢¢ mozemy tatwo
ustali¢ gdzie bedzie nasza grupa lub majac sygnat przyporzadkowac do odpowiedniej grupy.

Warto$¢ przesuniecia chemicznego (0s X na widmie NMR) jest skalg bezwymiarowa
podawang w ppm. Zostata ona wprowadzona po to zeby$Smy mogli porowna¢ widma tego
samego zwigzku zarejestrowanego w roznych rozpuszczalnikach, na aparatach o rdznej
czestotliwosci podstawowej czyli majace rozne magnesy czyli rézne natezenie pola

magnetycznego.

Trzecig zalezno$cig jest intensywnos$¢ sygnaléw. Zalezy ona tak naprawde od stosunku
poszczeg6lnych nieréwnocennych protondw wzgledem siebie. Musimy tylko pamigtac ze jest
to stosunek odpowiadajacy empirycznemu stosunkowi czyli jezeli mamy na widmie dwa
sygnaty w stosunku 2:3 to moze znaczy¢, ze rzeczywiscie mamy zwiazek w ktorym mamy np.
jedng grupe etylowa, ale tez dwie rownocenne grupy etylowe czyli w zwigzku mamy
10 protonéw a nie piec itd. Itd. Dlatego pamigtajmy pole powierzchni pod pikiem informuje
nas o stosunku nieré6wnocennych protonéw wzgledem siebie.

Ostatnim elementem widma NMR jest tzw. rozszczepienie sygnalu (multipletowosc). Jest
to spowodowane obecnoscig innych protondw (o réznych spinach) w bliskiej odlegtosci od
rozpatrywanego protonu. Najwicksze oddzialywanie na rozpatrywany proton majg inne
protony, ktére sg oddalone o trzy wigzania. Moga one mie¢ spiny skierowane rownolegle lub
antyrownolegle do linii sit pola 1 w niewielkim stopniu zmieniajg przesunig¢cie naszego protonu
(Rysunek 4). W pierwszym przypadku nasze dwa protony zostang rozszczepione na dwa
sygnaty, w drugim przypadku nasz jeden proton zostanie roszczepiony na trzy sygnaty (sygnat
srodkowy bedzie miat podwojong intensywno$¢. Wystarczy zna¢ prostg zaleznos¢. Jezeli nasze
protony ,,widza” w odlegtosci trzech wigzan n protonow to nasz sygnat zostanie rozszczepiony
na n+1 sygnaléw. Jezeli rozpatrywana grupa protonéw moze sprzg¢gac si¢ przez trzy wigzania
z 4 protonami z innych grup nieréwnocennych to na widmie otrzymamy sygnat rozszczepiony

na 5 sygnatow.
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Rysunek 4

Rozpatrzmy teraz nasze widmo z rysunku 2, widmo kwasu butanowego. Jak wynika
z rysunku 3 mamy 4 grupy nieréwnocennych protondéw, czyli na widmie powinnismy mie¢
4 sygnaly. Nastepnie patrzymy na polozenie sygnalow. Najbardziej odstanianym bedzie sygnat
od grupy karboksylowej i1 znajduje si¢ on przy okoto 11,5 ppm. Kolejnym sygnalem bedzie
grupa metylenowa nr 2, ktora jest bezposrednio zwigzana z grupa karboksylowa co czeSciowo
odstania nam protony, dlatego mamy tutaj przesuni¢cie ok 2,4 ppm. Nastepnie pojawia si¢
sygnat od grupy 3 przy ok 1,7 ppm i na koncu od grupy 4 (najmniej odstanianej) przy ok
1 ppm, jezeli patrzymy na widmo od strony lewej do prawej. Intensywnos$¢ sygnalow, czyli
pole powierzchni pod pikiem, dla piku nr 4 wynosi w przyblizeniu 10 (co dopowiada w naszym
przypadku jednemu protonowi), dla piku nr 3 i 2 w przyblizeniu 20 (co odpowiada w naszym
przypadku dwom protonom) oraz dla piku 1 w przyblizeniu 30 (co odpowiada w naszym
przypadku trzem protonom). Obserwujac multipletowos¢ widzimy pojedynczy sygnat
(singlet) dla protonu grupy karboksylowej (nie jest sprzezony, ,,nie widzi”, przez trzy wigzania
z innymi protonami), rozszczepiony na trzy sygnaty (triplet) sygnat dla grupy nr 3 (sprz¢zenie
przez trzy wigzania z dwoma protonami grupy nr 2 — 2+1=3), rozszczepiony na szes¢ sygnaty
(sekstet) sygnat dla grupy nr 2 (sprzezenie przez trzy wigzania z pigcioma protonami grupy
nr 3 1 1 — 5+1=6), rozszczepiony na trzy sygnaty (triplet) sygnal dla grupy nr 1 (sprzezenie

przez trzy wigzania z dwoma protonami grupy nr 2 — 2+1=3).




Spektrometria mas — MS (ang. Mass Spectrometry)

Spektrometria mas jest jedng z metod spektroskopowych, ale w przeciwienstwie do innych
metod nie wykorzystujemy tutaj pomiaréw absorbcji czy tez emisji promieniowania
elektromagnetycznego. W obecnych czasach odgrywa kluczowg role w analizie jakoSciowej
oraz ilosciowej w wielu dziedzinach nauki m.in. w medycynie 1 biochemii. Bazuje na pomiaru

stosunku masy jonu do jego tadunku elektrycznego (m/z).

Co robig spektrometry mas?

1. Dokonujg pomiaru masy czgsteczkowej doktadniej niz inne techniki.

2. Udzielaja informacji o strukturze zwigzku.

Jakie dostarcza informacje? Wzor sumaryczny, klasa zwigzku (alifatyczny, aromatyczny),
obecnos$¢ roznych elementow struktury czasteczki, czasami obecno$¢ konkretnego pierwiastka,
sekwencja oligomerow, stereochemia.

W jakim celu wykonuje si¢ pomiarow masy?

Do identyfikacji, weryfikacji i oceny ilo$ciowej: metabolitow, biatek rekombinowanych,
biatek wyizolowanych ze zrédel naturalnych, oligonukleotydéw, kandydatow na leki,
peptydow, syntetycznych organicznych zwigzkéw chemicznych, polimerow

Wykorzystanie w chemii organicznej - wyznaczenie lub potwierdzenie masy
czasteczkowej substancji i jej wzoru sumarycznego; uzyskanie informacji na temat budowy
czasteczki, a w sprzyjajacych okolicznosciach ustalenie tej budowy; identyfikacja substancji
przez poréwnanie jej widma mas z widmami z baz danych

Osoby chcace dowiedzie¢ si¢ wiecej o budowie spektrometréw mas, zasady ich dziatania,
metod jonizacji odsylam do szczegotowej literatury [1-4]. Tak samo jak przy NMR teorig

ogranicz¢ do minimum.
Schemat blokowy spektroskopu mass sktada si¢ z:

e uktadu wprowadzania probki
e 7rddta jonow

e analizatora jonéw

e detektora jonow

e analiza danych

W pierwszym etapie nalezy wprowadzong probke zjonizowaé np. bombardujac ja
elektronami. Analizator jonow pozwala na rozdzial jonéw w zaleznosci od stosunku ich masy
do tadunku, ktore nastepnie sg rejestrowane w detektorze proporcjonalnie do ich ilosci. W ten

sposob otrzymujemy widmo mas w formie wykresu.



Trzeba pamigta¢, ze w ukltadzie okresowym pierwiastkow znajduja si¢ $rednie masy
wazone, a zwiazki sg zbudowane z konkretnego izotopu. Wigkszo$¢ pierwiastkow ma co
najmniej dwa izotopy. Jezeli brom ma dwa izotopy "°Br oraz 3!Br wystepujace w przyrodzie
prawie w stosunku 1:1 to na widmie mas bedziemy obserwowaé dwa sygnaty przy masie 79
oraz 81 a liczba zliczen begdzie prawie podobna — odpowiadajaca procentowemu wystepowaniu

jednego i drugiego izotopu w przyrodzie.

Jezeli bedziemy analizowa¢ widmo bromometanu to gldéwnymi sygnatami beda masy
pochodzace od zwiagzku sktadajacego sie z 2C'Hs”Br i '2C'H3®!Br ale tez otrzymamy masy w
ktorych bedziemy mieli izotop wegla-13: *C'H3"°Br i 3C'H;%!Br ale tez w bardzo matym

procencie gdzie bedg inne izotopy np. deuter.
Metody jonizacji mozemy podzieli¢ na dwa rodzaje:

miekka” jonizacja, podczas ktorej tworzy si¢ jedynie jon molekularny (czasteczkowy)
bez fragmentacji czasteczki,

* twarda” jonizacja, podczas ktorej czasteczka rozpada si¢ na fragmenty.

Zjonizowana czasteczka zwigzku organicznego utworzona poprzez utrate jednego
elektronu oznaczamy jako M* oraz nazywamy jonem molekularnym. Jon molekularny moze
ulega¢ dalszym rozpadom w wyniku czego otrzymamy inne jony o mniejszej masie. Jony
fragmentacyjne tworza si¢ w wyniku rozpadu wigzan oraz réznego rodzaju przegrupowan
(Rysunek 5).
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Rysunek 5
W prostych analizach powinni$my si¢ skupi¢ na jonie molekularnym i ew. liczy¢ mase

jondéw fragmentacyjnych powstatych poprzez rozerwanie wigzania (Rysunek 6).
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W tabeli 1 podano doktadne masy atomowe oraz sklady izotopowe wybranych

pierwiastkow.
Tabela 1
Pierwiastek Masa
atomowa
[u]
Wodoér lH 100% 1,008
Wegiel e 98,9% | Pc 1,1% 12,011
Azot 14N 99,6% ISN 0,4% 14,007
Tlen “’O 99,8% 180 0,2% 16,000
Siarka 328 95,0% 33S 0,8% 34s 4.2% 32,066
Chlor 35Cl 75,5% 37Cl 24,5% 35,453
Brom 79B . 50,5% SIB . 49,5% 79,904

Co moze powiedzie¢ nam jon molekularny? Praktyczne rady przy analizie widma mas.

* Izotopy: obecne w zwigzkach zgodnie z ich rozpowszechnieniem.

»  Weglowodory zawieraja 1,1% izotopu '*C, wiec bedzie maty pik M+1 (11% M)
«  Jesli Br jest obecny, M+2 jest rowny M.

» Jesli Cl jest obecny, M+2 stanowi jedng trzecig M.

* Jesli jod jest obecny, pik przy 127, duza przerwa.

« Je$li N jest obecny, M bedzie liczbg nieparzysta.

»  Jedli S jest obecna, M+2 bedzie 4% M.



W celu nabrania wprawy w analizie widm masowych oraz NMR mozna skorzysta¢ z wielu
stron internetowych oraz baz widm np.:

http://webbook.nist.gov/chemistry/

http://sdbs.db.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/cre index.cgi

Rozwdj metod spektroskopowych pozwolit na szybsze poznanie otaczajacego nas Swiata.
Spektrometria mas oraz rezonans magnetyczny jest powszechnie wykorzystywany nie tylko
w chemii ale tez w fizyce oraz w przemysle. Techniki te znalazty szerokie zastosowanie nie
tylko w nauce, ale tez w medycynie, analizie sagdowej oraz antydopingowej. Kazdy
wspotczesny badacz wezesniej czy pozniej spotka na swojej drodze jedng z tych metod 1 tylko

od nas zalezy czy analiza prostych widm bedzie dla nas wyzwaniem, czy tez prosta tamigtowka.

Michal Sienkiewicz
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