Struktura, vlastnosti
a funkcie prirodnych
organickych latok

(pristup k studiu, pouzitie roznych analytickych
metod a interpretacia ziskanych dat)



Natural organic matter / Prirodna organicka hmota

 komplexna, heterogénna zmes zlucenin na baze uhlika, ktoré vznikaju rozkladom a
transformaciou latok biomasy rastlin, zivocichov a mikroorganizmov, nachadzajucich sav
suchozemskom (p6éda) a vodnom prostredi (dnové sediment)

* heterogénnazmes organickych molekul, ktoré tvoria supramolekularne koloidné agregaty
alebo makromolekuly s vlastnostami, ktoré umoznuju viacnasobné interakcie s mineralnymi
povrchmi a rozpustenymi kontaminantmiv réznych geochemickych podmienkach

* biomasa a nekromasa rastlin, zivoCichov, hub a mikroorganizmov



Priblizné zastupenie jednotlivych kategorii organickych latok v biomase r6znych
organizmov (hmotnostné % susiny)

vodorozpustné . . Lignin / latky N .
. . . . . . Strukturne . . , nukleové mineraly
Biomasa bielkoviny lipidy sacharidy/ olvsacharid Strukturne blizke k kvseliny  / bopol
cukry T v fenolom J i s |
Nizsie rastliny (riasy, 15-45  5-30 5-20 10-40 0-10 310  5-20
machorasty)
VyssSie rastliny 3-15 1-8 5-25 35-70 10-30 <1-3 2-10
Prokaryotické mikroorganizmy 40-70 5_90 515 515 ~0 8-20 2-10

(baktérie, archaea)

Eukaryotické mikroorganizmy

(kvasinky, prvoky, 20-60 5-40 10-30 5-25 0-5 3-10 2-10
mikroskopické riasy)

Huby 15-45 2-15 5-20 30-60 0-15 2-8 5-15

Zivogichy 30-70 5-50 <5 1-15 ~0 1-5 2-15



Natural organic matter / Prirodna organicka hmota

jednotlivé latky sa (okrem iného) lisia v energetickej hodnote: lipidy ~38-40 kJ g™, bielkoviny
~17-24 k) g7, sacharidy: ~17kJ g™', lignin ~25-27 kJ g™"

Fotosyntetické organizmy musia riesit najma: vyuzivat svetlo, zachytavat CO,, udrziavat fyzicku
Strukturu a vodnu bilanciu. Na tieto ucely su sacharidy mimoriadne vhodné.

Fotosyntéza prirodzene najprv produkuje molekuly podobné sacharidom:
6CO, + 6H,0 + svetlo > C;H,,04 + 60, (cukry su ,,Standardnym vystupom* fotosyntezy)

Rastliny vyZzaduju velké mnozstvo celuldzy, hemiceluldzy a pektinu. Tieto zluceniny podporuju
vertikalny rast, pomahaju rastline vyrovnat sa s gravitaciou, transportuju vodu, chrania tkaniva

Sacharidy su hydrofilné, kompatibilné s bunkovymi stenami, kompatibilné s
osmotickou/turgorovou regulaciou.

Zivo&ichy vynakladaju velké mnoZstvo E na pohyb, svalové kontrakcie, nervovy systém, krvny
obeh, termoregulaciu. Obzvlast vtaky, cicavce a aktivhe predatory.

To vytvara silny evolucny tlak na kompaktné skladovanie vysokej energie. A lipidy su idealne,
pretoze maju ~2x vysSSiu energeticku hustotu ako sacharidy, su hydrofobne, ukladaju sa bez
pridruzenej vody. Zaroven plati, ze voda sa z lipidov uvolnuje pri ich metabolizme (oxidacii)



Miera oxidacie/redukcie latok pritomnych v biomase a ich energeticka hodnota

zlucenina miera redukcie energeticka hustota
CO, uplna oxidacia ziadna

organickeé kyseliny nizka nizka

sacharidy stredna stredna

proteiny stredna az vysoka stredna az vysoka
lignin vysoka vysoka

lipidy velmi vysoka velmi vysoka

uhlovodiky (alkany, alkény,...) extrémna maximalna



(zivotné) Funkcie organickych latok

Biomolekula (kategéria)

Hlavna fyziologicka funkcia

sacharidy

lipidy

proteiny

nukleové kyseliny
lignin / fenolové latky
sekundarne metabolity

Biomolekula (kategéria)

Struktura + kratko- az strednodobé uskladnenie E
membrany + bariéry + dlhodobé uskladnenie E
katalyza + biofyzikalne procesy + regulacia
uskladnenie a prepis informacii

Strukturne spevnenie a obrana

komunikacia + obrana + signaly

Funkcia - prirovnanie

sacharidy

lipidy

proteiny

nukleové kyseliny
lignin

sekundarne metabolity

zakladny material a infrastruktura
batéria + izolacia + membrany
motor / naradie / robotika

softvér + pamat

mechanicky vystuzeny kompozit
chemické zbrane / signalizacia



Sacharidy a polysacharidy

Hlavné funkcie: Strukturalne materialy, uskladnenie energie, osmoticka regulacia, transportné
formy uhlika

Strukturalna funkcia. PrevaZujica Uloha v rastlindch a mnohych mikréboch. Priklady: celuldza
v rastlinach, chitin v hubach, peptidoglykan v baktériach. Tieto zluceniny odolavaju
mechanickému namahaniu, udrziavaju tvar, odolavaju osmotickému tlaku. Sacharidy su
idealne Strukturalne materialy, pretoze: tvoria rozsiahle siete vodikovych vazieb, su hydrofilng,
mozu tvorit vlakna a gély.

Uskladnenie energie: Skrob, glykogen. Su kompaktné, osmoticky zvladnutelné, rychlo
mobilizovatelné zasoby glukdzy. Preco nepouzit volnu glukézu? Pretoze volna glukdza by
vytvorila obrovsky osmoticky tlak. Polymerizacia tento problém riesi.

Transport uhlika: sachardéza v rastlinach, trehaléza v hubach/hmyze. Rastliny transportuju
fotosynteticky uhlik prevazne ako sacharézu cez floém.

Ochrana a hydratacia. Polysacharidy ¢asto viazu vodu, tvoria gély, chrania bunky pred
vysuSenim. Priklady: bakterialne biofilmy, sliz, alginat, kyselina hyalurénova.



Lipidy

Lipidy su multifunkcné: sucasne rieSia fyzikalne oddelenie nekompatibilnych chemickych
procesov v bunke, uskladnovanie energie, hydroizolaciu, signalizaciu.

Tvorba membran. Jedna s najdélezitejsSich funkcii lipidov. Fosfolipidy spontanne tvoria
dvojvrstvy, pretoze su amfifilné. Tato vlastnost umoznuje bunkam, organelam fungovat, podiela
sa vzniku a udrziavani elektrochemickych gradientov, komplexné fungovanie. Bez lipidov by
bunky pravdepodobne neexistovali.

Dlhodobé ukladanie energie. Priklady: triacylglyceroly, oleje zo semien, tukove tkanivo. Vyhody:
energeticky bohaté, chemicky redukované, uskladnené bez vody. Vynikajuce pre migraciu,
hibernaciu, klicenie semien, odolnost voci hladovaniu.

Hydroizolacia a tvorba bariér. Priklady: vosky, kutin, suberin. Funkcie: zniZzuju odparovanie,
chrania pred patogénmi, dodavaju chemicku odolnost. Rastlinna kutikula je v podstate
lipidovou bariérou.

Signalizacia. Niektoré lipidy su hormodny alebo signalne molekuly. Priklady: steroidy,
prostaglandiny, jasmonaty. Reguluju zapal, vyvoj, stresove reakcie, reprodukciu.

Izolacia a vztlak. Zivodichy: tepelnd izolacia (tukové tkanivo). Vodné organizmy: reguldcia
vztlaku pomocou olejov



Bielkoviny

sUniverzalny molekularny mechanizmus® zivota. Su jedinecné a vSestranné zaroven.
Aminokyseliny umoznuju obrovsku strukturalnu rozmanitost, chemicku katalyzu, konformacnu
flexibilitu.

Enzymaticka katalyza. Pravdepodobne najdélezitejSia uloha. Bielkoviny velmi efektivhe
urychluju reakcie. Bez enzymov by bol metabolizmus pre zivot priliS pomaly.

Strukturna funkcia. Priklady: kolagén, keratin, aktin, tubulin. Zivosichy tuto funkciu vyuZivaja v
ovela vacsSej miere ako rastliny.

Transport. Priklady: hemoglobin, membranové transportéry, ionove kanaly, prijem Zivin,
dychanie, elektrochemické gradienty.

Pohyb. Priklady: myozin, kinezin, dynein. Pohyb na r6znych urovniach zavisi od bielkovin: svaly,
intracelularny transport, biciky.

Signalizacia a regulacia. Priklady: receptory, transkripcné faktory, peptidové hormény. Proteiny
su hlavnymiregulacnymi Cinidlami.

Obrana. Priklady: protilatky, toxiny, antimikrobialne peptidy

Uskladnenie (v mensej miere). Priklady: zasobné proteiny semien, feritin. AvSak proteiny vo
vSeobecnosti nie su idealnymi zasobnikmi energie, pretoze dusik je metabolicky drahy.



Nukleové kyseliny

Ich ustrednou ulohou je
manazment/riadenie informacii.

Ukladanie informacii: DNA. Dlhodobée
dedicné ulozenie genetickej informacie.

Prenos informacii: RNA. Transkripcia,
translacia, regulacia.

Katalyza. Niektoré molekuly RNA su
katalytické: ribozymy, ribozomalna RNA. To
podporuje mysSlienku starovekého ,,sveta
RNA*

Prenos energie. Nukleotidové derivaty: ATP,
GTP, NADH, FADH.,. Sluzia ako biochemické
energetické meny. ATP je obzvlast dblezite:
ATP + H,O > ADP + Pi + energia

replaces Thymine
in RNA

Nitrogenous
Bases

Cytosine

Base pair

Sugar
phosphate
backbone

RNA

Ribonucleic acid

DNA

Deoxyribonucleic acid

Nitrogenous
Bases



Lignin a fenolové polymeéry

Biochemicky nedocenena skupina

Mechanicka funkcia. Lignin: spevnuje bunkové steny, umoznuje tvorbu dreva, umoznuje vysoky
rast. Bez ligninu by lesy a stromy neexistovali.

Podpora transportu vody. Lignifikovany xylém odolava kolapsu pri negativnhom tlaku pocCas
transpiracie. Vyznamna evolucna inovacia.

Obrana. Fenoly: antimikrobialne, antioxidacné, mechanicku pevnost mozno vnimat ako
ochranu pred patogénmi a CiastoCne aj bylinozravcami.

Odolnost. Lignin zamerne znizuje odburatelnost, ¢o chrani zijuce tkaniva.

Sekundarne metabolity
Nie su primarne urcené pre zakladny metabolizmus, ale pre ekologické interakcie.

Priklady: alkaloidy, terpény, flavonoidy, toxiny, pigmenty



Huminové latky

NajhojnejSie sa vyskytujuce komplexotvorné latky v prirode

Tvoria vacsinu organického podielu pdd. Vo vyznamnych mnozstvach su pritomné v uhli,
réznych kaloch, prirodnych vodach a sedimentoch

Tmavo sfarbené - vdaka aromatickym fenolovym a chindnovym strukturam

Hlavnym zdrojom organickych latok pre tvorbu humusu v prirode je najma rastlinna a
mikrobialna biomasa (v menej miere zivocisna)

Mnozstvo organického uhlika viazaného v péde je 2,5 az 3 vacsie v porovnani s C vatmosfére a
3 az 5 krat vacsie ako v biosfére



Huminové latky / P6dna organicka hmota (vyvoj metodickych pristupov)

Pri studiu chemickych parametrov huminovych latok hra podstatnu ulohu fakt, ze hodnoteny
material obsahuje spravidla anorganické komponenty, co mdze byt z pohladu aplikovanej
analytickej metddy neziaduce - prevazna vacsina prac zamerana na charakterizaciou
chemickych vlastnosti p6dnej organickej hmoty vychadzala zo separacie, najcastejSie pouzitim
roztokov (ich chemicka selektivita / reaktivita sa liSi 2 r6zna miera modifikacie vzorky)

Notoricky zname su schémy frakcionacie huminovych latok, kedy sa dominantna ¢ast
organického podielu vzorky prevedie do kvapalného skupenstva vdaka pritomnosti NaOH a
nasledne sa okysli pridanim HCl, ¢o sp6sobi vyzrazanie huminovych kyselin. Frakcia
fulvokyselin ostava v kvapalnej faze naprie€ celou Skalou pH a pevné organické reziduum,
ktorésa nerozpusti ani pri vysokom pH je humin.

Za ucelom extrakcie biologicky aktivhych a bio-pristupnych foriem, ¢i uz anorganickych alebo
organickych latok, sa zvyknu pouzivat soli, ktoré zo vzorky uvolnia slabo viazané polyméry
(polysacharidy, bielkoviny), alebo chelataéné latky, ktoré narusaju vazby pédnych koloidov s
kovmi

Jednoduchy pristup reprezentuje extrakcia pody vodou, ktora sa pouziva pri studiu
najlabilnejSej frakcie. Casto uplathovany pristup spociva v pridavani disperznych latok za
ucelom rozrusenia pédnych agregatov vzorky. P6dne Castice mozno vzajomne odseparovat, aj
bez disperznych Cinidiel a detergentov, pouzitim ultrazvuku, ¢o prinasa vyhodu eliminacie
chemickej modifikacie vzorky.



Huminové latky / P6dna organicka hmota (funkcie — sorbent)

Pre sorpcné procesy su podstané
vlastnosti Specifického povrchu;
k zakladnym patria jeho velkost a
naboj.

V pripade p6dnej organickej hmoty
is 0 premenlivy parameter, pricom
plati, Zze s narastajucou mierou
transformacie velkost
Speecifického povrchu narasta.
Najvacsi Specificky povrch maju
spravidla organo-ilové komplexy

(napr. org. hmota - alofan, alebo
org. hmota — smektit)

velkost Specifického

material i (m2 g'1)
piesok 0.01-0.1
prach 0.1-10
kaolinit 5-30
ilit 50-150
smektity 600-800
vermikulit 300-700
chlorit 10-70
alofan 300-1000
ferihydrit 200-800
huminové latky 100-900
cerstva rastlinna biomasa 1-50
drevné uhlie / biochar 100-1500+
aktivne uhlie 500-2500



Huminové latky / P6dna organicka hmota (funkcie — zdroj zivin)

Okrem toho, ze pddna organicka hmota (za urcCitych okolnosti) viaze a uvoliuje nasorbované
idny; poskytuje energeticky substrat substrat pre heterotrofné organizmy.

Viaceré esencialne prvky, ktoré organizmy prijimaju v rozpustenej (Casto anorganickej forme)
sa primarne dostava do p6d v organickych zvyskov biomasy (napr. N, S, P)

sorpcia/desorpcia katiénov a aniénov su v znacnej miere ovplyviovaneg, nielen velkostou
Specifického povrchu, ale aj hodnotami pH a Eh prostredia, kedZe pH a Eh modifikuju naboj
danych povrchov aj samotnych idbnov
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Fulvokyselina (odhadovana struktura):
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Huminova kyselina (odhadovana struktura): |. priklad
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huminovych latok &
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General

Structural Preferred IUPAC
Class Formula? Example NameP Other Namel(s)
Alkane R—H CH;CH,CH,CH,CH,CH4 Hexane —
N 7
Alkene /C‘=(' < CH,=CHCH,CH,CHj; Pent-1-ene 1-Pentene
Alkyne —C=C—  CH;C=CCH,CH,CH,CH,CH; Oct-2-yne 2-Octyne
Alcohol R—OH CH;CH,CH,CH,OH Butan-1-ol 1-Butanol
Alkyl halide ~R—X¢ CH;CH,CH,CH,CH,CH,Br 1-Bromohexane =
Ether R—O—R’'  CH;—O—CH,CH,CH, 1
) T 1-Methoxypropane  Methyl propyl ether€
< g 555 easas 1-Propanamine,
Amine R—NH, CH;CH,CH,—NH, FEoparL e l-aminopropane,
Propylamined
Aldehyde = R—C—H  CH;CH,CH,C—H Butanal Butyraldehyde
(0) (0]
” : | 3-Hexanone,
Ketone R—C—R CH;CH,CCH,CH,CH; Hexan-3-one ethyl propy!

ketoned

Chemické zlozenie prirodnych makromolekul
vychadza zo zastupenia funkénych skupin (podobne
ako pri jednoduchsSich organickych latkach)

aThe functional group is shown in red. R and R’ represent alkyl groups.

bIn the preferred IUPAC name, the carbon number is placed immediately before the part of the name to which it relates.

For example, it appears before ene in the name of an alkene; before -yne in an alkyne; before -0l in the name of an alcohol

X stands for a halogen atom: F, Cl, Br, or L.
dCommon name.
¢Ar stands for an aromatic (aryl) group, such as the benzene ring.

Vystupom z laboratérneho merania je vSak
casto “iba” informacia o relativnej pocetnosti
funkénych skupin 2 chyba komplexnejsia
informacia o Strukture

General
Structural Preferred IUPAC
Class Formula? Example NameP Other Name(s)
O O
| ' Il 3-Hexanone,
Katone R—C—R’ CH;CH,CCH,CH,CH; Hexan-3-one ethyl propyl
ketoned
I I
Carboxylic R—C-—OH CH3CH,CH,C—OH  Butanoic acid Butyric acidd
acid
] I
Ester R—C—OR’ CH;CH,CH,C—OCH; Methyl butanoate Methyl butyrated
] I
Amide R—C—NH, CH;CH,CH,C—NH, Butanamide Butyramide
Arene Ar—HE® @ CH,CHj; Ethylbenzene —
Aryl halide Ar—x¢ @ Br Bromobenzene _
Phenol 4-Chlorophenol  p-Chlorophenol

Ar—OH Cl@OH



Metddy laboratdrnej analyzy chemickej struktury prirodnych makromolekul

KedZe viacero vlastnosti organickych latok zavisi od ich Struktury, ponuka sa otazka, ako
chemicku strukturu biomakromolekul analyzujeme?

* Hmotnostna spektrometria

* Nuklearna magneticka rezonancia

Infracervena spektroskopia

existuju rozne modifikacie a kombinacie jednotlivych metdd



Metddy laboratdrnej analyzy chemickej struktury prirodnych makromolekul

Hmotnostna spektrometria
* umoznuje urcit: molekulovu hmotnost, elementarne zlozenie, Strukturne parametre
* pri MS merani dochadza v typickom pripade k:

1. transformacii molekul na idony

2. separacii idbnov na zaklade pomeru hmotnosti a naboja

3. detekcii

metdda pouzitie
* jonizacia nastava v dosledku —> elektrénovd alebo prchavé organické latky
., ., , lek jova ionizaci i lekul 13 latk
* idny sa separuju na zéklade IE\’/IZ:[;TSpreJO\’a lonizacia b'o';n‘,’ eku VI polarne latky
parametra m/z (m = hmotnost, z proteiny, polymery
APCI menej polarne latky

= naboj). Vacsina organickych
ionovmaz=1, takze m/z
zodpoveda priblizne molekulovej
hmotnosti.

» detekcia mnozstva iénov =2 spektrum. grafické zndzornenie: os x> m/z, os y = relativha abundancia



priklad: analyza vzoriek povrchového horizontu pomocou pyrolyzy kombinovanej s plynovou chromatografiou a hmotnostnou
spektrometriou (Py-GC/MS); pddy z oblasti Vysokych Tatier a Zahoria; ciel = identifikacia hydrofobnych latok

RPN S

Pri pyrolyze v désledku SR . PR
a pll kécie pru d ké ho ?enmaeolian salnds § s ; o e gigneous moraineo gravel
perature = 9.5°C BN : : , W | temperature = 5°C
o 4 precnpltatlon 600 mm i s REFE | precipitation = 950 mm
ohrevu (600 C) maleho RO WY ( 1l e KA evapotranspuration 200 mm §
mnozstva vzorky T P | soil pH=~3.5, C/IN=221

(zhomogenizovany
prasok) vinertnej
atmosfére dbjde k
rozruSeniu
makromolekul na
Strukturne fragmenty,
ktoré su nasledne

—=> detection of fatty acids and

identifikované principom Pyrolysis aromatic structures with
plynovej chromatografie hﬂ = e i lignin-like 0”9'”'
. || H | 2% ik, CH
a hmotnostnej . \ | Mass - ) ‘ ‘h 3
: Spectrometry wh Lk 'ﬂ»m OCH3
spektrometrie. » TR TR R
OCHj
" ) OH OH Hs OH
HsC
Gas Chromatography
3 CH
/\/\/\/\/\)J\ ks ’

HsC OCHz  HO




Metddy laboratdrnej analyzy chemickej struktury prirodnych makromolekul

Nuklearna magneticka rezonancia (NMR)

NMR je metdda pouzivana na urCenie struktury organickych molekul na zaklade spravania
atdmovych jadier v magnetickom poli.

NajdolezitejSie jadra v organickej chémii su:

TH NMR - Studuje atémy vodika

*C NMR » $tuduje atémy uhlika

obe techniky poskytuju informacie o chemickom prostredi atdmov v molekule.

Princip NMR: Jadra ('H a "°>C) sa spravaju ako malé magnety, pretoZze maju jadrovy spin.

Ked'je vzorka umiestnena v silnom magnetickom poli:

1. Orientacia jadier je bud'v sulade so smerom p6sobenia magnetického pola alebo proti nemu.
2. Aplikuje sa radiofrekvencné ziarenie.

3. Jadra absorbuju energiu so Specifickou frekvenciou.

4. Absorbované frekvencie zavisia od okolitych elektronov a susednych atémov.

podobne ako priinych spektroskopickych meraniach, vystup z analyzy oznadujeme “spektrum” -
pozicie detegovanych pikov a ich intenzita vypovedaju o chemickej strukture analyzovanej latky



Tetramethylsilane (TMS)

Tetrametylsilan (TMS) sa pouziva ako CH

zakladny referencny Standard pri NMR 2>

NMR: dve Casto pouzivané modifikacie

'"H NMR poskytuje informécie o:

* pocte roznych typov vodikov

e pocte urcitého typu vodikov (spolo¢nej mnoziny)
* ktoré susedné atomy su v blizkosti

* ako suvodiky prepojené

'HNMR > prostredie a konektivita v okoli H

4 C b N\

Ly
¢c H-C-C-0-Ha (triplet)

| (quartet) n=2

H H n=3
\. c b J (singlet)

n=0
chemical shift (3), ppm 0

only 1 unique C 3

and 1 uniqueH H C—SI CH

environment
CH:,1 \

°C izotop uhlika (~1,1 %) je NMR-aktivny.
®C NMR poskytuje informécie o:

e pocte chemicky odliSnych uhlikov

. ) 0
* molekulovej symetrii TMS
Reference

e funkénych skupinach

®C NMR = C kostra (skeleton) molekuly a funk&né skupiny

e
propan-1-ol H—O_(T':]_(I:Z_(If_H
HHH

C ¢ C3

)\

160 140 120 100 80 60 40 20 0
chemical shift (8), ppm




Ako uz bolo
naznacene,
skutocne silnym
nastrojom pri
odhalovani
chemickej
Struktury
organickych latok
je pouzitie
viacerych metdd.
Kazda je
selektivnha vo
vztahu k ingj
stranke Struktury
molekdul. K naviac
preskimanym
latkam patria
proteiny, kedZe su
Zivotne dolezité.
Obrazok ilustruje
aké r6zne metddy
chemickej analyzy
boli pouzité pri
Studiu Struktury
hemoglobinu.

1. ISOLATION &
COMPOSITION ANALYSIS

Hemoglobin isolated
from red blood cells.

« Contains C, H, O, N, S, Fe
+ Heme (iron-porphyrin) detected
* Molecular weight ~64,500 Da

8. QUATERNARY STRUCTURE (OVERALL ASSEMBLY)

MASS SPECTROMETRY

Intact mass & subunit
masses (ESI-MS).

a

Intensity

m/z
Detects PTMs: oxidation,
phosphorylation, glycation, etc.

THE ANALYTICAL WORKFLOW: HOW HEMOGLOBIN STRUCTURE WAS DETERMINED

2. SUBUNIT 3. PRIMARY STRUCTURE 4. CRYSTALLIZATION 5. X-RAY DIFFRACTION
IDENTIFICATION (SEQUENCING) OF HEMOGLOBIN DATA COLLECTION
Chains are digested by Peptide sequences Purified hemoglobin is X-rays are directed at the crystal.
- Electrophoresi Y (e.g., trypsin) determined (Edman crystallized. Electrons scatter X-rays —
—_— shows two types — peptides. degradation, later diffraction pattern.
— °! Povpeptide P by MS/MS).
chains. i &
I | il
‘ - ‘ O A,
o o
prenp— Peptides separated by 200 800 1400
chromatography. m/z
a B std
MS/MS spectrum
_LLMAAAA.A of a peptide 2
Hemoglobin = a,B, tetramer Time — Millions of molecules

2D diffraction pattern recorded

arranged in a highly
on detector (intensity of spots).

ordered lattice.

(two a chains and two B chains)
Overlapping peptides — full « and 8 chain

amino acid sequences.

WHAT THE STRUCTURE REVEALED
9. TERTIARY STRUCTURE (ONE SUBUNIT)
Hemoglobin is a

a,f, tetramer.

T (tense) state
(low O, affinity)

Each subunit a-helix Heme
contains one (Fe2*)
heme group
(with Fe?*).

MODERN COMPLEMENTARY TECHNIQUES THAT PROVIDE ADDITIONAL INSIGHT

10. FUNCTIONAL CONFORMATIONAL CHANGE

Binding of O, to heme (Fe?*) pulls the Fe into the porphyrin plane
-+ structural shift between subunits — cooperativity.

6. PHASE PROBLEM &
SOLUTION

Only intensities are measured,
not phases.

Without phase information —
cannot build electron density.

Heavy-atom method (e.g., Hg**):
compare native vs. heavy-atom
diffraction —

L o °
+Hg?>* |eo o
s = Y

Difference gives phase
information.

7. ELECTRON DENSITY MAP
& MODEL BUILDING

Using phases + intensities —
3D electron density map.

Amino acid chains built into
density — atomic model.
Model is refined against
diffraction data.

OXYGEN BINDING CURVE
- (Cooperative binding)

R (relaxed) state
(high O, affinity)

-
(=]

Fractional saturation (Y)
I
[

10 100 1000
pO, (mmHg)

INTEGRATED STRUCTURAL MODEL

Combining data from all methods —

accurate, dynamic picture of hemoglobin

UV-VIS SPECTROSCOPY FTIR / RAMAN SPECTROSCOPY NMR SPECTROSCOPY CRYO-ELECTRON MICROSCOPY SMALL-ANGLE X-RAY
Heme (Soret band) and Monitors secondary structure Studies dynamics of subunits High-resolution structures of SCATTRRING (AXS)
ligand binding. (amide | band) and heme in solution; ligand-induced hemoglobin in different Overall shape and conformational
vibrations. changes. functional states and of changes in solution.
3 Soret Amide | larger complexes. .
c (~415 nm) 8 P
g 5 =
3 Q bands S =
£ Ly
350 450 550 650 1700 1650 1600 1550 ' »
0.01 0.1

Wavelength (nm) Wavenumber (cm~")

q (A7)

structure and function.




Kombinacia
hmotnostnej
spektrometrie,
IC a NMR
spektroskopie
ako efektivny
nastroj pri
odhalovani
chemickej
Struktury
organickych
latok.

EXAMPLE 1 - Unknown A

MS (El)
43
100 M

g 88
o
I
&5

;i |

f )7 - 1 .Il + ".— 1

10 20 30 40 50 60 70 80 90

m/z

Molecular ion (M**): m/z 88
Strong fragment: m/z 43 (base peak)

EXAMPLE 2 - Unknown B

1007 ms (EN) 91
2 s
§§ i 106
& € I
F
o
0 . Lua .|I,I‘_|l|. SO U | R
20 40 60 80 100 120

m/z

Molecular ion (M**): m/z 106
Strong fragment: m/z 91 (base peak)

EXAMPLE 3 - Unknown C

100

MS (EI) M
g 122
28 7 105
25 50
e
xﬁ
2
3 Lid
0 e o N [
20 40 60 80 100 120 140
m/z

Molecular ion (M**): m/z 122
Fragments: m/z 105, 77 (base peak)

INPUT: SPECTRA
FTIR (neat)

2
£ s0 1740
g C=0 stretch \
g (eoter) 1050-1250
C-0 stretch
0+ v T
4000 3000 2000 1500 1000

Wavenumber (cm~")

Strong C=0 ~1740 cm™ (ester)
C-0 stretch ~1050-1250 cm™"'
No broad O—H band

FTIR (neat)

-

\
1600, 1500
Ar C=C

Transmittance (%)
g

0+ T
4000 3000 2000 1S00 1000 500
Wavenumber (em~"')
Aromatic C-H ~3030 cm™'
Aromatic C=C ~1600, 1500 cm™'
No C=0, no O-H

FTIR (neat)

100

1685

C=0 stretch

(conjugated
ketone)

50

Transmittance (%)

0
4000 3000 2000 1500 1000 500
Wavenumber (cm™')
Strong C=0 ~1685-1700 cm™'
Aromatic C=H ~3030 cm™'
No broad O—H band

HOW THE TECHNIQUES COMPLEMENT EACH OTHER

FTIR

MS Molecular weight
and fragmentation

Ll J_L (patterns)

Functional groups

+ W present

NMR
('"H & °C)

nie

atoms

KEY INTERPRETATION
'H NMR (CDCl;, 400 MHz)

2.05

+ M** = 88 — Molecular formula

8 7 6 5 4 3 2 1 0 ’

Connectivity and
environments of =P 7 c” Sc”

4.10 s 3H 1.25 likely C4HgO, (one degree of
q, 2H W t, 3H .
(O-CH,) (CH,-C=0) (CHa) unsaturation)
l I » FTIR: ester (C=0 + C-0O, no O—H)
- — S - - ‘ * '"H NMR: ethyl group (q 2H + t 3H)
4 3 ¥ ,2 1 o plus acetyl methyl (s 3H)
ppm

» *C NMR: ester carbonyl (~171 ppm)

°C NMR (CDCI,, 100 MHz) and O—CHZ (~60 me)

171 60 21 14
(C=0) (0-CH,) (COCH,) (CHy) . . g
l 1 | l — Consistent with an ester having
200 150 100 50 o CH,CO~- and —OCH,CH, groups
8 (ppm)

'H NMR (CDCl,, 400 MHz) KEY INTERPRETATION

L3 ikl e « M** = 106 — Formula consistent
m, SH s, 3H g
(Ar-H) (Ar—-CH,) with CgH,q
« MS fragment m/z 91 = tropylium ion
(C;H;*) — indicates benzene ring

with side chain

3 (ppm) = FTIR: aromatic ring present
3C NMR (CDCl,, 100 MHz) « '"H NMR: monosubstituted benzene
137 129 21 (5H) + methyl singlet (3H)
e [A'—f”) (CHI ’ + '3C NMR: aromatic carbons + CH,3
200 150 100 50 0 — Structure is methylbenzene
é (ppm)

'H NMR (CDCIj;, 400 MHz) KEY INTERPRETATION

7-4‘58';0 2'gg « M** = 122 — Formula consistent
m, s, 3
e & cui with CgH, 0
+ FTIR: carbonyl present (ketone)
ﬂ l + 3C NMR: carbonyl at ~197 ppm —

ketone (not ester/acid)
« '"H NMR: monosubstituted benzene

9 @1 %y I8 s 4 8¢ @ A A0

8 (ppm) 3
15C NMR (CDCl,, 100 MHz) (SH) + acetyl methyl singlet (3H)
197 135 129 26 * MS fragments: m/z 105 (M-17,
(C=0) (Ar-C,)  (Ar-CH) (CH,) loss of *OH) and m/z 77 (CgHg")
2001 7P 1 o0 1 = 10 — Acyl-substituted benzene: acetophenone
& (ppm)
GENERAL STRATEGY
STRUCTURE

1. Determine molecular weight (M*") from MS — possible formula.

(') 2. Identify functional groups from FTIR.

3. Use NMR to determine the carbon skeleton and proton environments.
| 4. Verify consistency across all data (MS fragments, FTIR, NMR).

Unique structure 5. Propose and confirm the structure.
of unknown

»

STRUCTURE IDENTIFICATION
ETHYL ACETATE
I

Hac/C\O/CH"’_CH3

v/ Matches MW (88)
V' Explains base peak m/z 43 (CH,CO")

v’ All spectroscopic features accounted for

STRUCTURE IDENTIFICATION

TOLUENE
CH,

v/ Matches MW (106)
v/ Explains m/z 91 (tropylium ion)
v/ Consistent with all NMR & FTIR data

STRUCTURE IDENTIFICATION

ACETOPHENONE
O

CHj

v/ Matches MW (122)
v/ Ketone confirmed by FTIR & '*C NMR
v/ All spectroscopic data consistent

Legend: m = multiplet, s = singlet,
t = triplet, q = quartet
Note: Data shown are typical values.

Small shifts may occur with instruments
and compounds.

\}



K modernym analytickym metédam
umoznujucim efektivne studium Struktury
latok patri aj spektroskopia XANES (X-ray
absorption near edge structure),
nazyvana aj NEXAFS (near edge X-ray
absorption fine structure).

Nie je vtomto kontexte dolezité
vysvetlovat jej princip, ale skér upriamit
pozornost na zakonitost ktora nachadza
casté uplatnenie v analytickej chémii, a
sice, ze parametre pikov detegovanych v
spektre (napr. plocha, intenzita)
vypovedaju o relativnom zastupeni
Strukturnych jednotiek (funkénych skupin)
viazanych v analyzovanom materiali
vzorky.

| |

|

Normalised absorption (a.u.)

I
280

Experi W7z
pecinum, i &S
. (R LS
Fit to the ( ‘( \\Q.‘ ~( «\\\
experimental  (JGRCZ7 (5 ‘é 5
spectrum ' '(\’ .
" | , Arctangent
Carboxylic-C ;ﬁ’ \ I
P\ | _O-Alkyl-C
Ai "‘
P |
.': *1‘ .o' ]
I 1 > 3
Aliphatic-C D \/\:
R
Phenolic-C " )> V‘ )
7 m" ! | o ¢
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