Optikai spektroszkopiai
modszerek

Smeller Laszlo

Mi torténhet, ha egy mintat fénnyel
vilagitunk meg?

(elnyelt fény)

megvilagito fény atjutott fény Abszorpcio
ANNNNANNNND minta MNANNANNANNAN—S UV_V|S‘ |R
v o1t
kibocsatott fény szortieny -
Raman és Rayleigh
Lumineszcencia szoéras

(Fluoreszcencia és
Foszforeszcencia)

Abszorpcids és emisszios
spektroszkopia

» Az atjutott vagy kibocsatott fény
analizalasa a hullamhossz fluggvényében.
* Informacio:
— atomok, molekulak azonositasa,

— molekularis szint( szerkezetvaltozasok
(konformaciévaltozasok) detektalasa,

— koncentraciéo meghatarozas

Miért nyel el ill. bocsat ki fényt egy
atom v. molekula?

« Energiaatmenet: Id. Jablonski diagram
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Gerjesztett elektron- és
vibracios allapot*
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*csak molekulaknal!




Miért nyel el ill. bocsat ki fényt egy
atom v. molekula?
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— AE=hf=hc/\L
So 5 7
UV-VIS IR Raman Fluoresz- Foszforesz-
abszorpcid cencia cencia

Abszorpcios spektroszkopia
(UV-VIS)
Ismétlésul:
« abszorpcios tv: J=J,-e#* ahol w(anyag,c,\)
Lambert-Beer torvény:

A=Ig % =g(A)cx

spektrum: A(L)
méreés: spektrofotométer
(felépitése Id. gyakorlat)
referencia oldat (J,)
informacid: azonositas, koncentracio.

Infravoros spektroszkopia

Infravords fény: A=800 nm - 1 mm
kozeép infra tartomany: 2,5-50 um
abszorpcids spektroszkopia

az elnyelt infravoros sugarzas
molekularezgéseket kelt

érzékeny a molekulaszerkezetre
specialis detektalas: FT spektrométer

Molekularezgések

Az elektronok konnylek, gyorsan kovetik az
atommag mozgasat, ezért az atommagok
rezgeéseit az elektronok nem befolyasoljak.

A klasszikus fizikai leirasban az atommagok
kozti kotést, egy rugoval vesszuk
figyelembe.




Molekularezgések: kétatomos
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Az infravoros spektroszkopiaban a A
reciprokat, a hullamszamot (v) hasznaljak:
v: hany hullam fér
1 1 D el egységnyi
A 2\ m hosszusagon? [cm™]
Példa: CO
A mért rezgési hullamszam: v= 2143 cm-’
= A=4,67um = f=6,43 10"3 Hz
mc=2-10-26kg, my=2,7-1026kg
Ha v ismert, D szamolhat6
ha D ismert, v szamolhato

VvV =

= D=1875 N/m




Klasszikus fizikai rezgések és
energianivok kapcsolata

A rezgési frekvencia fuggeése a
tomegtbl és a kotéserdssegtol

 Klasszikus kép Energianivok Toémeg: Kétéserdsség:
D A — Infravoros rezgeési frekvenciak (cm) C-N: 1100 cm,
. \NWW\ S — C=N: 1660 cm-,
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Sokatomos molekulak rezgesei Normalrezgések

N atomos molekula:

» 3N szabadsagi fok, 3-3 a teljes molekula
transzlacioja ill. rotacioja

» 3N-6 rezgési szabadsagi fok
(linearis molekulaknal csak 3N-5)

* normalrezgések

» Minden atom ugyanazzal a frekvenciaval,
de kulonboz6 amplituddval és iranyban
rezeg.

* Pl. viz:
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szimmetrikus nyujtis antiszimmetrikus nyujtds torzios rezges




A viz normalrezgeései

lIbretlons

Nem rezgés, hanem gatolt forgas

Néhany tipikus rezgési frekvencia
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Példa: Formaldehid

Gas Phase Infrared Spectrum of Formaldehyde, H;C=0
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http://lwww2.chemistry.msu.edu/faculty/reusch/Virt Txtdml/Spectrpy/InfraRed/infrared.htm




Makromolekulak rezgesei

Globalis rezgések (bonyolultak)
Lokalizalt rezgések, pl:
« CH, rezgések a lipidekben .o =

« amid rezgések a fehérjékben
(acetamid rezgések)

Lipidek

“p ap oy

Symmetric Stretch Asymmetric Stretch Twisting
5N < . P
Wagging Scissoring Rocking

Types of Vibrational Modes. Figure from Wikipedia




fehérjedenaturacié

Alkalmazasok [ — Gyogyszerészeti alkalmazasok

lipid fézisatalakulas g * szintézis: kozti és vegtermék azonositas
» szerkezet bizonyitas
2852 — = ¢ . . e
‘%_“ 1580 Iﬁlm Iﬁ‘?ﬂ m-.m 15;30 IﬁIRD 11‘-0(! I?‘?O d metabOIIt klmutatas
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% Jes1 ] s * gyogyszerellendrzes (tisztasag vizsgalat)
% 3 M B
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2650 R <% e f * Megj.: Lambert-Beer tv. itt is igaz,
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Temperature (°C £ w 3
Tevetkova és misal PNAS 2002 | vol 99 | no. Zill!:lﬂ?\!aﬂ’ ( ) - .h
T/°C

Meersman és mtsai. Biophys J.

Gyogyszerészeti alkalmazas: A spektrum merése: Fourier
molekula azonositas transzformacios spektrométer (FTIR)

e} = : 2 :
OH o hagyominyos (diszperzios) spektrométer
C4HSO D/ \)k Ry YOH \{)LH minta
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http://lwww2.chemistry.msu.edu/faculty/reusch/Virt Txtdml/Spectrpy/InfraRed/infrared.htm tk 6.17 abra
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Specialis IR modszer:
IR Mikroszkopia

A komponensek térbeli eloszlasa
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Fig. 6. The principle of vibrational spectroscopic imaging.

S. Wartewiga, R. H.H. Neubert, Advanced Drug Delivery Reviews 57 (2005) 1144— 1170
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UV-VIS IR Raman Fluoresz- Foszforesz-
abszorpcid cencia cencia




Milyen molekulak fluoreszkalnak?

Aminosavak (triptofan, tirozin, fenilalanin)
Fluoreszcens festékek
'/;_';Iy'(:i ne I -.\ |
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Meérheté mennyisegek

a gerjeszt6 fény hullamhossza

az emittalt fény hullamhossza (fluor., foszf)
az emittalt fény idébeli eloszlasa

az emittalt fény polarizacidja

az emittalt fény intenzitasa

A lumineszcens spektrometer
felépitése

gerjesztés
" A
@ M, S | minta
fényforras gerjedztési v
monokrpmator >| M,
emisskios /
monokrgmato v

emisszié

kijelz6 (szgép) |

tk. 6.26 abra




Gerjesztési, és emisszios
spektrumok

Stokes eltolédas cencia cencia

tk 6.25. abra

hullimhbosse (nm) FI uoresz_ Foszforesz

A fluoreszcencia kvantumhatasfok
(Q)

Kvantumhatasfok Q =
emittalt fotonok szama

o e — ~ elnyelt fotonok szama
—
Q ‘
Kor f =
K K +K,,
ki fluoreszcens atmenet
valészinlsége
Fluoresz- K, nem sugarzasos atm. vsz.
cencia

festékek, fl. jelz6k Q~1

A gerjesztett allapot élettartama

E N gerjesztett molekulabdl

At id6 alatt

—AN=(k¢+k, . )NAt gerjesztédik le.
Differencialegyenlet:

dN
— =—(k, +k_ )N
dt (f nr)

Sy —— Megoldasa: t

—_ _(k +knr)t — T
Fluoresz- N = I\loe ' = Noe ’
cencia 1

T =
Ke +K.,

Sy —

H

a gerjesztett allapot élettartama

A fluoreszcencia intenzitas
lecsengése

Az emittalt fotonok szama aranyos AN-€l,
tehat N-el is, azaz a fotonszam is
exponencialisan csokken, t idéallanddval.

Mérése: impulzusszer( megvilagitas
(villandlampa, v. impulzuslézer),
fotonszamlalas az id6 fuggvényében.

Megj. Kvantumhatasfok és élettartam a
foszforeszcencia esetén is hasonldan
definialhato ill. mérhet6.

ns

Uluoreszcencia Ttoszforeszcencia MS ---S




Példa

Fluoreszcencia polarizacio

polarizalt fénnyel

120000 1000000
100000 100000 vilagituk mega 4. /,@ @ /
E 80000 E 10000 mintat 3. ar X @
g 60000 % 1000 > '3"—" s @ N
5 40000 5 o meérjuk, h. az emittalt fény mennyire polarizalt
20000 10
° o a0 o0 " 5 P 60 elfordulhat a gerjesztett allapot élettartama
id6 [ns] id6 [ns] alatt = dinamikai informacio
tk 6.28 abra
Fényszoras Raman spektrometer
. / \ Chandrasekhra
Raylelg h Raman Venkata Raman
}"szértz}“megvil }“szért 7 }\‘megvil
Raman szoras: E
7“szc')rt # 7Lmegvil = fsz()rt # fmegvil S1 =
= Efoton,szc')rt ;é Efoton,megvil '
hova lett az energia? Noten
Molekularezgést kelt (Id. IR) £”?$
gyenge intenzitas s, —= e




Gyogyszerészeti alkalmazas

Rayleigh szoras

ha a részecske mérete: a << A

a szort intenzitas: ] N 48
szort 0 14
informacio: méret, e )
mennyiseg
(pl. kolloidok)
Kék égbolt

A Rayleigh sz6ras mérese

ha Jg,61<<Jy : i e
- fényforras detektor (a)
Je6rt -at merjuk 2 .

(Nefelometria)

Js‘zdn
ha ‘]szért ~ ‘JO .
J -t mérjuk detektor (b)

(turbidimetria)

Technikailag ua. mint az abszorpcids spektroszkopia,
csak most a J a széras miatt kisebb, mint J,

Mie szoras

Ha i = a\ a szoras hullamhossz-fuggetlen.

Részecskeméret

Sziirke égbolt




