Název kurzu: Praktická spektroskopie a instrumentální analýza
(Instrumentální metody v analýze a identifikaci malých molekul)

Přednášející: RNDr. Alexandr Jegorov, CSc., RNDr. Petr Šimek, CSc.
         a pracovníci oddělení Analytické biochemie ENTÚ AV ČR

Stručná anotace přednášek:Záměrem je seznámit posluchače s praktickým přístupem k analýze a identifikaci biologicky významných látek pomocí současných instrumentálních, zejména spektrálních metod tak, aby absolvent předmětu získal ucelený přehled a byl schopen je prakticky využívat při řešení konkrétních problémů technických, chemických, ekologických, biologických, farmaceutických, potravinářských a samozřejmě I dalších průmyslových oborů. V rámci přednášky bude demonstrováno praktické zacházení s grafickými výstupy (chromatogramy, spektry), nebudou však probírány fyzikální zákonitosti a matematické postupy vedoucí k jejich získávání. Po absolvování přednáškové části se posluchač formou praktických cvičení a exkurzí seznámí s nejpoužívanějšími instrumentálními spektrálními metodami, zejména těmi, jež jsou provozovány v laboratořích JU a také v dalších organizacích na území regionu. Očekáváme, že absolvent kurzu získá základní návyky pro práci s přístrojovou technikou a bude schopen ji samostatně používat při vypracování své diplomové práce. Zároveň získá představu o možném vlastním uplatnění v této oblasti.

Struktura kurzu 

(1) Vlastnosti chemických sloučenin ve vztahu ke struktuře (Jegorov, Šimek)
Vazebné a nevazebné interakce, fyzikálně-chemické vlastnosti látek a jejich praktický význam, ve vztahke struktuře. Elektronová struktura, polarita, reaktivita funkčních skupin, hmotnost, rozpustnost, bodyvaru-tání, acidobazické, oxidačně-redukční vlastnosti, absorpce a emise záření. Symetrie.

(2) Praktické aspekty přípravy vzorku k analýze (Šimek)

 Odběr, zpracování a uchovávání biologického vzorku. Zachycování těkavých látek (headspace analýza, termální desorpce, SPME, CLS aj.). Obecné metody extrakce látek, extrakce kapalina-kapalina, SPE, superkritická extrakce. Opatření proti kontaminaci a degradaci vzorků. Požadavky stopové analýzy.

(3) Instrumentální metody pro separaci malých molekul (Šimek), 2 hod.

Přehled separačních metod. Chromatografické metody-PC, TLC, analytická a preparativní kapalinová chromatografie, kapilární GC, SFC, iontová chromatografie. Elektromigrační metody. Postavení a význam jednotlivých separačních metod a jejich uplatnění v analýze sloučenin, dostupnost, časové a nákladové požadavky.

(4) Kapilární plynová chromatografie (Šimek)

Mechanismy separace, chromatografické materiály, jejich vlastnosti a oblasti použití. Podmínky separace a optimalizace na kapilárních kolonách. Identifikace pomocí retenčních indexů. Způsoby dávkování, kolony, detektory.

(5) Kapalinová chromatografie v systémech s normálními a obrácenými fázemi(Šimek)

Chromatografické materiály, jejich vlastnosti a oblasti použití. Podmínky separace látek na analytických, mikrokolonových a preparativních kolonách. Chromatografie v plošném uspořádání, na čipu. Optimalizace chromatografického děje, praktické přístupy k vyhodnocení chromatografických dat.

(6) Spektrální instrumentální metody (Jegorov)

UV, CD, IR, MS, NMR, EPR, difrakční metody, AAS, ICP. Jejich postavení v kontextu ostatních metod, dostupnost, cena stanovení, časová a mentální náročnost.

(7) Hmotnostní spektrometrie (Šimek)

Způsoby ionizace molekul- EI, ESI, MALDI, analyzátory hmot, typy částic, tandemová MS. Vzhled hmotnostního spektra, základy jeho interpretace.

(8) Spektroskopie ve viditelné a ultrafialové oblasti (Jegorov)

Typy přechodů, intenzita pásů, vztah k přítomnosti funkčních skupin, konjugace, indukční a mezomerní efekt, chiralita.

(9) Spektroskopie v infračervené oblasti (Jegorov)

Spektra plynné, kapalné a pevné fáze. Vliv připravy vzorku na spektra. Charakteristické vibrace vybraných funkčních skupin. Vztah symetrie a intenzity v IR a Ra spektrech. Použitelnost oblasti otisku prstu. Pozice pásů ve vztahu ke struktuře v pevném stavu.

(10) Spektra NMR a EPR (Jegorov)

1H a 13C NMR spektra, multiplicita-vztah k počtu a typu sousedů, konstanty spin-spinové interakce, základní orientace v 1D spektrech. 2D techniky ve vztahu ke struktuře-COSY, ROESY, HETCOR. Odvození konformace molekuly v roztoku - NOE. Dynamické procesy v NMR. Možnost měření jiných jader než 1H a 13C. Monitorování vazby ligand-receptor. Měření směsí biologického původu. Použití EPR spekter a značení molekul volnými radikály.

(11) Difrakční metody (Jegorov) 

Techniky pro měření monokrystalů a práškové metody. Empirické korelační řady, vliv krystalové formy na vlastnosti (polymorfie, tvorba solvátů). Předpoklady pro vyřešení absolutní konfigurace. Stanovení struktur receptor-ligand, vztah k reálným biologickým systémům.

(12) Interpretace hmotnostních spekter a mikrochemické techniky (Šimek)

Interpretace hmotnostních spekter. Derivatizační a degradační metody (mikroreakce), transformace funkčních skupin přírodních látek a její využití při identifikaci a analýze sloučenin.

(13) Automatizace instrumentálních metod, metody zpracování výsledků,

        legislativa (Šimek)

Praktický přístup k vyhodnocování dat. Správná laboratorní praxe (GLP), legislativní požadavky na provoz akreditované laboratoře. Zdroje informací, katalogy, chemické databáze. Moderní instrumentální laboratoře v ČR, jejich zaměření, vybavení, adresář.

(14) Metody analýzy a identifikace organických a biologicky aktivních 

       sloučenin (Šimek)

Souhrn. Klasifikace anorganických a organických sloučenin podle způsobu jejich analýzy a identifikace. Funkční skupiny a jejich využití v analýze; od uhlovodíků, aromátů….přes alkoholy, ketony, aminy…..aminokyseliny, acharidy…..lipidy…peptidy.
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