Optikai spektroszkopiai
modszerek

Smeller Laszlo

Mi torténhet, ha egy mintat fénnyel
vilagitunk meg?

(elnyelt fény)

megvilagito fény atjutott fény Abszorpcio
ANNANNANNNNNANS minta MNANANNANANANS UV-VIS, IR
v v 1t fe
kibocsatott fény szortieny -
Raman és Rayleigh
Lumineszcencia szoéras

(Fluoreszcencia és
Foszforeszcencia)

Abszorpcios és emisszios
spektroszkopia

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

— molekularis szintl szerkezetvaltozasok
(konformaciévaltozasok) detektalasa,

— koncentracié meghatarozas

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

« Energiaatmenet: Id. Jablonski diagram

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

AE=hf=hc/\

r Y
S0 F: 4

UV-VIS IR Raman Fluoresz- Foszforesz-
abszorpcio cencia cencia

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

A= lg% =&(A)CX

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

Infravoros spektroszkopia

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

az elnyelt infravords sugarzas
molekularezgéseket kelt

eérzékeny 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 kotest, egy rugdval vesszuk
figyelembe.




Molekularezgések: kétatomos

a kozépiskolabadl ismert:

molekula >, -
f=_ |2
D JU\ 27 \'m,
To f: m2 fl
0 } > m, f m, 2 _ -1
mag- tomegkozéppont : 44 7N IIl1 «62
tavolsig D
D, /\NWW\ D, F/D Al [
Y. D F/D, AL, U,
D N\ t{")mcgkij'}?.éppum _
/J\/UUW :€1+£2:£+1:m2+1:m1+m2
11_1| m, F = DA/ 62 fZ m, m,
A hullamhossz: ,
tehat: m+m, _D, , amit az f:L b, 1= o | Mreduan
m, D 27 \'m, f D

b egyenletbe helyettesitve

/\MMN\ a rezgési frekvencia:

m, ; m,
tt")incgkij'}?.éppum f — 1 D(ml + m2 )
2r m,m,

m,m . .
az m_...= - mennyiséget redukalt
m, +m,

tomegnek is nevezik, ezzel a frekvencia:

f_l I D
27\ Mipegurare

Az infravoros spektroszkopiaban a A reciprokat, a
hullamszamot (v) hasznaljak:
v: hany hullam fér

D el egységnyi
hosszusagon? [cm]

1
27\ m
Példa: CO
A mért rezgési hullamszam: v=2143 cm™’
= A=4,67um = f=6,43 10"3 Hz
m-=2:1026 kg, m,=2,7-1026 kg
Ha v ismert, D szamolhat6
ha D ismert, v szamolhato

redukalt

= D=1875 N/m




Klasszikus fizikai rezgések és
energianivok kapcsolata

A rezgési frekvencia fuggeése a
tomegtdl és a kotéserdssegtol

» Klasszikus kép Energianivok Toémeg: Kotéserdsség:
D — Infravoros rezgési frekvenciak (cm) C-N: 1100 cm,
J ; — - - - - - —\I. )
i 2400 |3000 (3400 |3600 |4000 ||| C=N: 2220cm.
témegkdzéppont Al-H Si-H P-H S-H CI-H
1750 | 2150 |2350 |2570 |2890
f 1 D ——— N Ge-H [As-H |Se-H |BrH
- 7 -1 2070 |2150 |2300 |2650
T mredukélt
AE=hf Viz (O-H): 3600 => nehézviz: 2600 cm-!
rezonancia az f frekvencigju fénnyel
S u.a.ll _j
Sokatomos molekulak rezgesei Normalrezgések

N atomos molekula:

» 3N szabadsagi fok, 3-3 a teljes molekula
transzlacigja ill. rotacidja

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

* normalrezgések

* Minden atom ugyanazzal a frekvenciaval,
de kulonbozé amplituddval és iranyban
rezeg.

» Pl. viz:
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szimmetrikus nyadjtas antiszimmetrikus nyujtis torzids rezgés




A viz normalrezgeései

libratlons

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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Makromolekulak rezgeései

Globalis rezgések (bonyolultak)
Lokalizalt rezgeések, pl:
- CH, rezgések a lipidekben .o =5

« amid rezgések a fehérjékben
(acetamid rezgések)




Lipidek

O ap o

Symmetric Stretch Asymmetric Stretch Twisting
. e v
Wagging Scissoring Rocking

Types of Vibrational Modes. Figure from Wikipedia

v CH, stretch (em™

fehérjedenaturacio

Alkalmazasok oA

lipid fazisatalakulas

Absorbance

2852 — : . ) . - - 20°c |
1580 1600 1620 1640 1880 16B0 1700 1720
Wavenumber / em™
2851 — .
el B
11 1
A .
5
SoooTe * & » DMPG o 10 v
2850 —mnaaALL &4 DMPG/C é }
© DMPG/HSP17 5 °f |
| I ] I I I I z i
5 10 15 20 25 30 35 40 5~ !
Temperature (°C) = o A
Tsvetkova és misal PNAS 2002 | vol 99 | no. 21| 13504-13509 h
o 20 ] @@ & 00

T/°C
Meersman és mtsai. Biophys J.

Gyogyszerészeti alkalmazasok

szintézis: kozti és végtermék azonositas
szerkezet bizonyitas

metabolit kimutatas

gyogyszerellenérzés (tisztasag vizsgalat)

Megj.: Lambert-Beer tv. itt is igaz,

koncentracié meghatarozas is lehetséges.

Gyogyszerészeti alkalmazas:
molekula azonositas

C4H80 D/DH \)K S O Y\OH W)LH

o)
cyclabutanal 2-butanone ethyl vinyl ether  2-methyl-2-propen-1-ol 2-methylpropanal

nsmitta

http://www2.chemistry.msu.edu/faculty/reusch/VirtTxtJml/Spectrpy/InfraRed/infrared.htm




A spektrum mereése: Fourier
transzformacios spektrométer (FTIR)

hagyominyos (diszperzids) spektroméler

minta
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Specialis IR modszerek: , _ ,
1. IR Mikroszkopia A komponensek térbeli eloszlasa

l lU Spectrum of A
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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




Specialis IR modszerek:
2. ATR technika

(Attenuated Totalreflexion)

minta

© ATR Kristaly AN

ATR technika

Nagyon egyszerl minta-el6készités

minta

4
apy,

Lumineszcencia spektroszkopia

S

X

UV-VIS IR Raman Fluoresz-

abszorpcid

cencia

Foszforesz-
cencia

Milyen molekulak fluoreszkalnak?

Aminosavak (triptofan, tirozin, fenilalanin)
Fluoreszcens festékek
GFP

_glycine

tyrosine
P

“threonine




Mérheté 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 spektrométer Gerjesztési, és emisszios
felépitése spektrumok
gerjesztés ? ..... orsazsenca E
4 A [ g -
O 57 minta j —
fényforras gerje Zté’Si v 1.0 — | _———e »7 T]
monokrpmator >| M, 0.8 | ‘ —
emissgios / 0.6 —
monokrdmatof v 04 —
emisszio 02 -
detektor ( B : HHO 17
elektronsokgzoroz6 0— S Y 1 2
kijelz6 (szdép) | - pullimbassz (nom) Fluoresz- Foszforesz-

Stokes eltolédas cencia cencia
tk. 6.26 ab
avra tk 6.25. abra




A fluoreszcencia kvantumhatasfok

Fluoresz-
cencia

(Q)

Kvantumhatasfok Q =

_ emittalt fotonok szama

elnyelt fotonok szama
kf
Kk, +k,

K; fluoreszcens atmenet
valészinlsége

Qs

k., nem sugarzasos atm. vsz.

festékek, fl. jelz6k Q=1

A gerjesztett allapot élettartama

E

S,

Fluoresz-
cencia

N gerjesztett molekulabdl
At id6 alatt
—AN=(ksk INAt gerjesztodik le.
Differencialegyenlet:
dN

—=—(k. +k_)N
dt (f nr)

Megoldasa: :

i _(l<""knr)t — _;
N=N,e" =N,e
1

ke +K.,

T a gerjesztett allapot élettartama

A fluoreszcencia intenzitas
lecsengése

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

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

Megj. Kvantumhatasfok és élettartam a
foszforeszcencia esetén is hasonléan
definialhato ill. mérhetd.
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Fluoreszcencia polarizacio

polarizalt fénnyel

vilagituk mega 1 . /@ Yoy
mintat e O

' o @
_““"’3—\'_" L J* f @ S

meérjuk, h. az emittalt fény mennyire polarizalt

elfordulhat a gerjesztett allapot élettartama
alatt = dinamikai informacio

tk 6.28 abra

Fényszoras

Rayleigh Raman Venkdia Raman
}“szért=7“megvil 7"szc')rt # }‘megvil

Raman szoras: E

kszért 7 Kmegvil = fszc’>rt # 1:megvil S

= Efoton,sz()rt # Efoton,megvil

hova lett az energia?
Molekularezgést kelt (Id. IR)
gyenge intenzitasu S, &

IR Raman

Raman spektrométer

Raman Spektrometer

Minta
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o~
Filter
,»""/‘z)\\\

A, 4 B . Detektor
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Raman-széras, Raman spektroszkopia anti—t
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Hordozhaté6 Raman spektrométerek
anyagok azonositasar:
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