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Co je ve zkumavce?

-Na zakladé chemickych reakci
-Méreni pH




Co je ve zkumavce?

-Na zakladé chemickych reakci
-Méreni pH
-Kazda latka absorbuje

white light coming in

green surface



Vibrace molekul

Symmetrical Asymmetrical . : :
stretching stretching Scissoring (Bending)
Rocking Wagging Twisting


https://en.wikipedia.org/wiki/File:Symmetrical_stretching.gif
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Asymmetrical_stretching.gif
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Scissoring.gif
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Modo_rotacao.gif
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Wagging.gif
https://en.wikipedia.org/wiki/File:Twisting.gif
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Elektrony tazeny timto smérem

- zmeény energie vibraci jsou citit az
na vzdalenost 5ti molekul

- stejné symetrické molekuly

- Vice elektronegativni
molekuly...vétSi posun



Dvouatomova molekula

Vibraci biatomické molekuly chapeme periodickou zménu mezijaderné vzdalenosti.
Pri klasickém popisu jde o oscilator tvofeny dvéma hmotnymi body na pruziné.

Pro jeho frekvenci plati e
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kde u je redukovana hmotnost a k je silova konstanta

m ,m,

H=
m,+m,

Frekvence vibrace biatomické molekuly tedy zavisi na sile poutajici atomy, tj. na
typu chemické vazby, a na druhu (hmotnosti) vibrujicich atomu. P¥i vibraci dochazi

k vychyleni atomu z rovnovazné polohy. Potencialni energie v pfipadé harmonického
oscilatoru je kvadratickou funkci této vychylky. Grafickym znazornénim této
vzdalenosti je parabola s minimem v rovhovaznem stavu systemu.
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harmonicky oscilator anharmonicky oscilator

Pri kvantové-mechanickém popisu v aproximaci harmonického oscilatoru (obr. 1) je
jeho energie kvantovana a nabyva hodnot

1 kde v je frekvence oscilatoru a n je vibracni kvantove
F= hvin+— Cislo. Pro rozdil energetickych hladin harmonického
2 ) oscilatoru plati
AE=hv

V aproximaci harmonického oscilatoru jsou mozné pouze vibracni prechody, pfi nichz
se vibracni kvantové Cislo n méni o jedniCku (An = 1), tj. mozné jsou pouze prechody
mezi sousednimi vibraénimi hladinami.



Frekvence absorbovaného zafeni se musi rovnat frekvenci vibrace molekuly.
Absorpci energie se zvySi amplituda vibraci, frekvence vSak zlstava nezménéna.
Frekvence, které odpovidaji pfechodim mezi zakladnim a prvnim excitovanym
stavem, se nazyvaji zakladni (fundamentalni). Protoze vétSina molekul je za
normalni teploty v tomto zakladnim vibracnim stavu, jsou tyto prechody
nejpravdépodobngjsi.

Dusledkem anharmonicity vibraci realné molekuly je existence
pfechodd An = 2, 3,...pfechody s An = 2, 3,... se oznaduji jako
vySSi harmonické (overtony). Tyto frekvence jsou pfiblizné
nasobkem fundamentalni frekvence (jsou ponékud mensi,
protoZe energetické hladiny se s rustem vibraéniho
kvantového Cisla zhustuji). Pravdépodobnost téchto pfechodu
je vSak daleko mensi, a proto je mensSi take jejich intenzita.
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Absorption 10-"* seconds
Vibrational Relaxation and Internal Conversion 10-'2seconds
Fluorescence 10* seconds
Phosphorescence >107 seconds
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Absorption (optical density)
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Luminiscence

J. Karafiat Broucci (1876)

Sveétluska veétsi (Lampyris noctiluca) Svétlusky sviti diky bioluminiscenci.
Je to nasledek chemickych reakci v zivych bunkach a tkanich — tyto procesy
se nazyvaji chemoluminiscence. Pfi jednom z téchto procesu se luciferin
odbourava enzymem luciferazou, energie pfi tom uvolnéna je vyzarena

ve formé svétla. Proces neprodukuje zadné teplo, a proto je velmi

efektivni - 90% vlozené energie je preménené na svételnou energii.



matlaline

Lignum nephriticum cup made from the wood of the narra tree (Pterocarpus indicus)
1560

Left :

Green Fluorescence
Protein (GFP) 3D
Structure

Right :

Jellyfish Aequorea
victoria. GFP from
l this organism




Luminiscence je spontanni (samovolné) zareni (obvykle) pevnych nebo kapalnych
latek, které vznika jako prebytek zareni télesa nad urovni jeho tepelného zareni v
dané spektralni oblasti pfi dané teploté, pfitom toto zareni ma urcitou dobu doznivani,

tedy trva i po skonCeni budiciho ucinku.

Podle druhu excitace existuje vice druhu luminiscence, napf.

Fotoluminiscence — luminiscence je vyvolana elektromagnetickym zarenim
(napf. v pripadé zarivky)
Elektroluminiscence — luminiscence je vyvolana elektrickym polem
(napf. u luminiscencni dioda, reklamni panely, nouzové osvétleni)
Katodoluminiscence — luminiscence je vyvolana dopadajicimi elektrony
(napf. stinitko televizni obrazovky)
Chemoluminiscence — luminiscence je vyvolana chemickou reakci
(patfi sem i bioluminiscence, kdy je emise svételného zareni
vytvofena zivymi organismy)
Termoluminiscence — luminiscence je vyvolana vzrustem teploty po predchozim
dodani energie
Radioluminiscence — luminiscence je vyvolana pusobenim jaderného zareni
Triboluminiscence — luminiscence je vyvolana pusobenim tlaku
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pevné zrcadlo

Srdcem FT spektrometru

je Michelsonuv interferonmetr, = pohyblivé zrcadlo
jehoz schéma je uvedeno na | | RIS S
obr. 4. Zafeni ze zdroje pfichazi 2 >

na polopropustny déli¢ paprsku .
(beamsplitter), ktery jednu beamsplitter
polovinu paprsku propusti k pohyblivému

zrcadlu, druha se odrazi smerem k

pevnému zrcadlu. Paprsky se od obou

vzajemne kolmych zrcadel zpétne detektor
odrazeji a na déli¢i paprsku se
podle polohy pohyblivého zrcadla
bud scitaji, nebo odCitaji. Je-li opticka draha paprskd v obou ramenech pfistroje
stejna, dojde pro vSechny vinové délky ke konstruktivni interferenci. Toho se uziva
k urCeni této polohy. Pfi rizné optické draze v obou ramenech dojde pro viny s
riznymi vinovymi délkami k interferenci bud konstruktivni, nebo destruktivni.

Na vystupu interferometru méfime celkovou intenzitu proslého zareni,

tzv. interferogram. Tato hodnota je funkci rozdilu optickych drah v obou ramenech.
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Obr. 4. Schema Michelsonova interferometru

Pro urCeni rozdilu optickych drah v obou ramenech slouzi laser s uzkou spektralni
Sirkou vyzarovani. Jeho paprsek téz prochazi interferometrem a je sniman fotodiodou.



FTIR

Fourier transform infrared spectroscopy

Interferogram patfi do délkové domeény.

Fourier transform (FT) invertuje tuto
dimensi, a tedy FT interferogram
Patfi do reciproké délkové domeény,
tj. vinoCet. Spektralni rozliSeni byva
0.25 cm-1.
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Podminka aktivity v Ramanoveé spektru — musi dojit ke zméné
polarizovatelnosti a neboli ke zméné rozlozeni elektronové hustoty (intenzita
pasu je umérna druhé mocniné polarizovatelnosti)

Podminka aktivity v IC — musi dojit ke zméné dipélmomentu u (intenzita
pasu je umérna druhé mocniné zmény dipdlového momenty

Co nam da Raman?

- identifikace na zakladé porovnani otisku prstu (,fingerprint®) s knihovnou

- trojrozmérna struktura, informace o mezimolekularnich interakcich,
dynamika systému

- Ramanovo spektrum je jednodussi nez IC, nema vibrace vyssiho Fadu

- na rozdil od IC mGzZe studovat né&které anorganické materialy (uhlik, kfemin,
tézké kovy) a symetrické disulfidické vazby u proteinu



Raman spectroscopy

Ramanova spektroskopie je do znaéné miry doplhkovou metodou k infraCervené
spektroskopii. Je skoro pravidlem, ze pasy intenzivni v Ramanovych spektrech

jsou v infraCervenych spektrech slabé a naopak, protoze:
Vibrace, u kterych se vibraci méni polarizovatelnost, maji pasy v Ramanovych

spektrech.

Vibrace, které méni dipol molekuly, maji pasy v infraCervenych spektrech.

Vyhody — neni destruktivni,
analyzy in-situ a in-vitro
vhodné pro biologické aplikace

Nevyhody — malo intenzivni
tfeba zesilit, pouze 1 z 108
fotonu je rozptylen
Ramanovym efektem
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https://en.wikipedia.org/wiki/Raman_spectroscopy

NejCastéji laserovy paprsek excituje elektron v zakladnim stavu do virtualniho

stavu, a pfi navratu z virtualniho stavu zpét se vyzari foton se stejnou vinovou
délkou, jakou mél pavodni foton - tzv. Rayleighlv rozptyl, ktery nenese zadnou
analytickou informaci.

Pokud se elektron po excitaci do virtualniho stavu vrati do vyssi kvantoveé hladiny,
nez z které byl pfedchozi elektron vyrazen, vyzafi se foton s vétsi vinovou délkou —
tzv. Stokesovy fotony.  Naopak, pokud se elektron puvodné nenachazel v
zakladnim stavu, ale na vysSi hladiné a vraci se na zakladni hladinu, vyzafi se foton
s mensSi vinovou délkou — tzv. Anti-Stokesovy fotony.

Virtual A

Posuny frekvenci u Stokesovych a energy
Anti-Stokesovych fotonu od frekvence A
pouzitého laserového zdroje pak
nesou analytickou informaci o
rozdilech iednotlivvch kvantovvch Vibrational
hlad energy states
Rayleigh 4
Band . 3
Stokes v 2
Band f

"— 1
Anti-Stokes 0

Band Infrared Rayleigh Stokes  Anti-Stokes
absorption scattering Raman Raman
scattering scattering

V\nb Vg + Viib



Polarni vazba - obvykle aktivni v IC

Nepolarni vazba v symetrické molekule -
absorbuje malo v IC, ale vyrazne v
Ramanove spektru

transmittance

Molekuly s nizkou symetrii — vibracni I
pasy pozorovatelné v obou typech
spekter, ale s ruznou intenzitou

i
|
i
1

CHa

. Raman
Molekuly s vysokou symetrii —

komplementarni informace z obou typu
spekter

intensity

toluene

Piné symetrické vibrace — aktivni v E - jj J  —_—

Ramanové spektru, inaktivni v IC i
600 600 1000 1200 1400 1600

Raman shift/'wavenumber (cm-)




Povrchem dochazi k zesileni Ramanova signalu 103 — 10 nasobné —
zakladni princip povrchem zesilené Ramanovy spektrometrie (Surface
Enhanced Raman Spectrometry, SERS)

Pfesny mechanizmus zesilovaciho efektu SERS stale neni objasnén. Existuji
dvé teorie a jejich mechanizmus se znacne lisi, ale rozliSit je experimentalné je
znacne slozité. Elektromagneticka teorie nabizi vysvétleni v existenci
lokalizovanych povrchovych plasmonu, zatimco chemie nabizi vysvétleni ve
formaci chemickych komplext schopnych pfenosu energie.

SERS muze fungovat jak v koloidnich roztocich, preferenéné se pouziva pro
mérfeni kapalin nanesenych na nano-vrstvu (zlato, stfibro) a pak jsme schopni

méfit velice malé mnozstvi. L .
Nanoparticles = nano amplifier

Raman Scattering

/ x 106 - 10'4

Analyte \n
llilillllil i]l”lilui‘ll
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9
Nuklearni - znamend, Ze jde o metodu
tykajici se jader atomu (jadro, Lat. nucleus)
Nejedna se o metodu vyuzivajici ionizacni
zareni!

Z

i) Magneticka - pro provedeni je nezbytné
;..;: generovat velml silné magnetlcke pole

Rezonance - ,ohlas” jader nachazejicich
se v magnetickém poli na vnéjsi energeticky
podnét v podobe elektromagnetického

g zareni o urcite frekvenci |
\ artemis.osu.cz/biofyzika/Studium/Studmat/material/NMR.pptx J}




p=h2r*JId+1)

Spin — forma Uuhlového momentu, ktera v8ak nevznika v dusledku
rotace, ale je vnitini vlastnosti samotnych mikrocastic

+ Uhlovy moment E" je vektor rovnobézny s osou rotace

+ Nukleony (proton a neutron) maji spin obdobné jako elektron

+ Atomoveé jadro ma rovnéz spin, ktery je dan kombinaci spint
proton( a neutrond

+ Velikost uhlového momentu je dana spinovym kvantovym
cislem |

Jaderny magneticky moment 1 — vznika jako disledek spinu a
naboje atomového jadra (rotujici nabita Castice generuje dipolarni
magneticky moment)

<+ Magneticky moment a spinovy uhlovy moment jsou pfimo
umeérne
+ Konstanta umérnosti — magnetogyricky (gyromagneticky)

pomér vy - je konstanta dana magnetickymi vlastnostmi jadra a
je pro kazdeé jadro charakteristicka

+ Vektor magnetického momentu je rovnobé&zny s vektorem
uhloveho momentu




1. Protonové (Z) i neutronové (N) Cislo je sudé
=0 = unu=0 = NMRneaktivni nuklidy (%0, 12C, 32S)

2. Protonoveé (Z) nebo neutronové cislo (N)je sudé a druhé liché
1=1/2,3/2,5/2,7/2... = pn=#0 = NMR aktivni nuklidy

a) 1=1/2 = wn=0,eQ=0 = NMR aktivni, nekvadrupolova jadra

jadra idealni pro NMR experimenty ST T S S

b) [>1/2 — wn=0,eQ=#0 = NMR aktivni, kvadrupolova jadra

komplikované NMR experimenty Y NEL e D

a) Nekvadrupolova jadra b) Kvadrupolova jadra
Z‘

=%

eQ = kvadrupolovy moment e = jednotkovy naboj Q = mira odliSnosti sférického a nesférického rozlozeni naboje




1. Protonové (Z) i neutronové (N) Cislo je sudé
=0 = pn =0 = NMR neaktivni nuklidy (10, 12C, 328)

2. Protonové (Z) nebo neutronové cislo (N)je sudé a druhé liché
1 =1/2,3/2,5/12,7/2... = wn=0 = NMR aktivni nuklidy

a) 1=1/2 — wn#0,eQ=0 = NMR aktivni, nekvadrupolova jadra
jadra idealni pro NMR experimenty H,o2C =N, S

b) 1>1/2 — wnu=0,eQ=0 = NMR aktivni, kvadrupolova jadra
komplikované NMR experimenty Wi e sss g T

3. Protonoveé (Z) i Neutronové (N) €islo je liché
1>1,(2),3... = p=0,eQ=#0 = NMR aktivni, kvadrupolova jadra

komplikované NMR experimenty S LR




Jaderne spiny mimo magneticke
pole nemaiji Zadnou orientaci

V magnetickém poli se jaderné spiny orientuji podle
vektoru magnetické indukce

Jaderny spin je kvantovan = Jsou povoleny pouze néktere
orientace

PocCet moZnych orientaci je dan spinovym kvantovym Cislem
(21 + 1)




| =1/2 ('H, proton)

m® = - 1/2

rezonancni podminka

AE=E,-E,=yhB,=hv V:i_y,Bﬁ

2

AV E,=-yhB,m®=-1/2yhB,
ml[ct) = 4+ 1/2

Kazde orientaci jaderneho spinu odpovida diskretni energeticka hladina

H splitting Velikost Zeemanova Stépeni zavisi na :
+ Typu jadra (y)
+ Sile magnetickeho pole

13C splitting

= field

Pfi dané intenzité magnetického pole ma 'H vyssi

rezonanéni frekvenci a je citlivéjsi nez '3C




Energie tepelného pohybu k.T = AE

1[I

Boltzmannovo rozdéleni
AE N, = populace jader na energeticky nizsi hladiné
I ' l I I l m=+1/2 . kT Ns = populace jader na energeticky vyssi hladiné
o
E

k = Boltzmannova konstanta
T = termodynamicka teplota

'H,v=100 MHz (B,=2,349T), T=300K
N, /N;=1,000016




Je-li stav B obsazen 10 spind, stav o je obsazen 108 spind + prebytek

21,147
900 MHz

940T
400 MHz

Citlivost NMR spektroskopie je velice nizka !!!!




Uhlova rychlost

@ = —yB, rad.s™

Frekvence

2x




) 2D experiment - COSY (realna data)
2D experiment

+ Zakladni pulsni sekvence COSY expenmentu obsahuje
pouze dva pulsy oddélené proménnou casovou periodou
t, (vyvojova perioda):

90 90

':I'I X

cas - cas

q—t1—|-

cas - frekvence

2D experiment - COSY (realna data)

» Contour-plot se zaznamem viech krospikdr:

frekvence - frekvence




TOCSY spektrum versus COSY .r.
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Protein folding technology

Joachim Pietzsch

o, [°N] (p.p.m.)

o;['H) (p.p.m)

Figure 3 | Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy and protein structure

determination.
An example of the complex pattern obtained from NMR spectroscopy (left), which correlates the nitrogen

atoms (1°N; vertical axis) of amide groups with the hydrogen atoms (1H; horizontal axis) in a protein. A
complex series of measurements that correlate other nuclei (carbon#hydrogen, hydrogenghydrogen),

calculations and deductions allows the structure of the protein to be derived (right).

Privacy policy © Mature Publishing Group 2002




»* schéema NMR tomografu
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Using MRI, doctors and
scientists are able to grossly
visualize organs and tissues.
This black-and-white MRI
image displays tissues high
in water and fat content in
white and those low in water
and fat in black.

Diffusion tensor imaging (DTI),
a variation of MR, tracks the
movement of water molecules
along nerve cell connections
revealing the brain’s pathways.
The image shows fiber tracts
in the adult human brain

http://www.brainfacts.org/about-neuroscience/technologies/articles/2014/brain-scans-technologies-that-peer-inside-your-head/



Demyelination MRI

Nodes of Cell body

Ranvier Internode
:
\ 2 — —

v .

Axon :
Myelinated
P axon
—_— r
MNucleus Schwann cell Myelin sheath
{cross-section)

http://www.neurology.org/content/70/5/344/F4.large.jpg
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STRONG MAGNETIC FIELD

Magnet is always on.
Notify the MRI technologist or radiologist if:

1) You have any metallic, electronic or magnetic implants

or devices in your body

2) You have been exposed to metal shavings from operations
like grinding or sawing as part of your occupation

3) You have metal embedded in your body due to injury

4) You have any object which may contain metal or metallic
parts (cell phones, scissors, watches, hearing aids, tools
or keys)

Failure to follow these instructions could result

in serious injury or death.
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