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Miért nyel el ill. bocsat ki fényt egy

atom v. molekula?

AE=hf=hcl>.
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Abszorpcios spektroszkopia
Abszorpcios térvény
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Elvi alapja: abszorpcios torvény: J=J, e**

Abszorpcios spektroszkopia
Lambert-Beer térvény

ahol w(anyag,c,\)
Lambert-Beer toérvény:
J
spektrum: A(L)
meéres: spektrofotométer
referencia oldat (J,)
informacio: azonositas
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koncentracio.

UV-VIS abszorpcids

spektroszkopia
Mi abszorbeal a fehérjekben?

Molekularész Aax(nm)  g(L/cm mol)
Trp 280 5600
Tyr 274 1400
Phe 257 200
Diszulfid hid 250-270 300
Peptidkdtés 190-230

Fehérje koncentracid meghatarozas:

€280(L Mol'em)=5500 ny,, + 1490 Ny, + 125 ngg

(Pace et al 1995. Prot. Sci. 4, 2411-242)




Molaris extinkcios koefficiens (L/(mol cm)
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Infravords spektroszkopia

Infravérds fény: A=800 nm - 1 mm
k6zép infra tartomany: 2,5-50 um
abszorpcids spektroszkopia

az elnyelt infravords sugarzas
molekularezgéseket kelt

érzékeny a molekulaszerkezetre

specialis detektalas: FT spektrométer
(FTIR spektroszkdpia)

Az infravords spektrum mérése:
Fourier transzformacids spektrométer

hagyomadnyos (diszperziés) spektrométer
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FTIR elve részletesen

allo tiikor

E = A sin(ot)
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Fourier transzformacio
Egy f(t) fliggvény Fourier transzformaltja a g(x) figvény:
F(f())= [ f0e™"dt=g(v)

A Fourier transzformacioé inverze:

F(g() = [g(x)e™dv = 1 (1)

A Fourier transzformacio szemléltetése

..........

Fourier
transzformacié

inverz Fourier
transzformacio

A spektrum szamolasa a Fourier
transzformacios spektrométerben

Az interferométeren keresztlljutott sugarzas:

Jac = j dJc(;iﬂ) cos(2x/A)dA
0

éppen a 4/,(41) mennyiség cosinus transzformaltja
di

dJ ()

A spektrum a -nek a mintan valé

athaladasa utan megmaradt részének és a
dJy(4)

) -nak a hanyadosa (transzmisszids spektrum)
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Molekularezgések

Az elektronok kénnylek, gyorsan kévetik az
atommag mozgasat, ezért az atommagok
rezgéseit az elektronok nem befolyasoljak.

A klasszikus fizikai leirasban az atommagok
kozti kbtést, egy rugdval vesszik
figyelembe.




Molekularezgések: kétatomos
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A hullamhossz:
1=5 — o [ Mreduir
D
Az infravords spektroszképiaban a A reciprokat, a
hullamszamot (v) hasznaljak:
v: hany hullam fér

1 D el egységnyi
V=—= AP 2 -1
A 2m\m,, hosszusagon? [cm™]

Példa: CO
A mért rezgési hullamszam: v= 2143 cm™
= A=4,67um = /=6,43 103 Hz
me=2-1026 kg, my=2,7-10%6 kg
Ha v ismert, D szamolhat6
ha D ismert, v szamolhato

}w D=1875 N/m




Klasszikus fizikai rezgések és
energianivok kapcsolata

Kvantummechanikai oszcillator: « Klasszikus kép Energianivok
Tomegpont parabolikus erétérben.

Kvantummechanikai leiras

D

| Hamilton operator: W |
E v E %}

H = T + V m, m,

/\ / n:3 'l’ - /\ n:3
\/\ /% tomegkozéppont \/\ /%
\/\ n=2 \/\ n=2

Schrodinger egyenlet:

n=1 _
ano ) -1 %w(x)lpzsw 1= 1 D AE | NHZO
i 272—\ mredukdlt
En=hf(l’l+%) n=0,1,2.... AE:hf

rezonancia az f frekvenciaju fénnyel
- u.a.l!l

A rezgési frekvencia fliggése a

i} ol s SN Sokatomos molekulak rezgései
tobmegtdl és a kotéserdssegtol

Témeg:ﬂ Kétéserésség: N atomos molekula:
Infravoros rezgési frekvenciak (cm-) C-N: 1100 cm™, * SN Sza,ba,c,l,sa,gl fOk’, 3-,3 a teljes molekula
. i _ i 1| Cc=N: 1660 cm-, transzlacigja ill. rotacidja
B-H ||[[C-H |[[N-H |||O-H || F-H C=N: 2220 om-! ., L
2400 ||| 3000 ||| 3400 ||| 3600 ||| 4000 =INE Cllne » 3N-6 rezgési szabadsagi fok
Al-H |(|Si-H |||P-H [|/S-H || CI-H (linearis molekulaknal csak 3N-5)

1750~ 2150 ||| 2350 ||| 2570 ||| 2890

Ge-H||| As-H||| se-H ||| Br-H * normalrezgések
2070} 2150} 2300} 2650 .} o normélkoordinéték

Viz (O-H): 3600 => nehézviz: 2600 cm-"




Normalkoordinatak

A kétatomos molekula példajan bemutatva:

Xc . X0

Xo AR

Mc Mo
tomegkozéppont

> > Xc

<

Altalanos esetben 3N dimenzios koordinatarendszer forgatasa
Linearis transzformacié (matrixmdvelet)

(\ 1595 cm”! /U

Normalrezgések

» Minden atom ugyanazzal a frekvenciaval,
fazissal, de kilénb6z6 amplituddval és
iranyban rezeg.

* Pl. viz:

f D

r

3657 cm™!

torziés rezgés szimmetrikus nyujtds aszimmetrikus nyujtds

A normal médusok nem hatnak kélcsén egymassal.

A viz normalrezgései

o o Mo

symmetnc stretch asymmetric stretch bend

GAO OA O OAO
librations
Ezek nem rezgések, hanem gatolt forgasok (libracio)

Benzol




Néhany tipikus rezgési frekvencia
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Példa: Formaldehid

Gas Phase Infrared Spectrum of Formaldehyde, HC=0

100F——

<50 1250 em’?
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([0 ] Ball&Stick Model

([0 View CHz Asymmetric Stretch
([0 ] Spacefill Model

[[0] View CHp Symmetric Stretch

(6] View C=0 Stretch [E9a) StickModel
[0 ] View CHz Scissoring L
[[0] View CHz Rocking

View CH Wagging

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

Analitikai alkalmazasok

szintézis: kozti és végtermék azonositas
szerkezet bizonyitas

metabolit kimutatas

gyogyszerellenbrzés (tisztasag vizsgalat)

Megj.: Lambert-Beer tv. itt is igaz,
koncentracié meghatarozas is lehetséges.




Molekula azonositas

A metanol A etanol

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

Makromolekulak rezgései

Globalis rezgések (bonyolultak)
Lokalizalt rezgések, pl: T .
- CH, rezgések a lipidekben o~

« amid rezgések a fehérjékben

(acetamid rezgések) 250 9«9

C C C

A bioldgiai makromolekulak
tipikus infravérés spektrumai
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A sejt infravords spektruma

Lipid Protein Nucleic acid Carbohydrate
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Fehérjék: Az N-metilacetamid mint a
fehérjelanc gerincének modellje

Fehérjék rezgési spektroszkopiaja

» Gerinc: amid rezgések
— konformacié (masodlagos szerkezet)
— H/D csere, (harmadlagos szerkezet)
+ Oldallancok
— kdlcsdnhatasok mas molekulakkal
— pl Ca?* kotés

» Fontos technikai megj.: nehézviz (D,0)

A viz abszorpcids spektruma
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Viz és nehézviz spektrumok

A fehérjék amid rezgései

C C

amid | amid I
C=0 rezgés N-H deformacids rezgés
H-hid miatt (sikbeli hajlitas)
konformacio- H-D cserére érzékeny
érzékeny Szerkezet kompaktsaga

(harmadlagos szerk.)

Az amid | vibracio és
a masodlagos %{
szerkezet o

A masodlagos szerkezeti elemekhez
tartozo jellegzetes amid | jel

Intramolekularis szerkezet Intermolekularis kolcsonhatas
B-lemez rendezetlen a-hélix Intermolekuadris antiparallel B-lemez
A~ A = “gne
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Az amid I sav komponenseinek hozzarendelése a masodlagos szerkezeti
. ) . 2 . B e .
elemekhez (‘Byler és Susi (1986). * Haris és Chapman, 1988, * Ismail és mtsai,

Alkalmazasok:
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Lipidek infravorés Alkalmazasok:
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Nukleinsavak

Bazisok (H hid)

Foszfat csop.
(PO )
Cukor

(a) Key features of (b) Partial chemical structure
DNA structure

DNS

Cukor-
foszfat
gerinc

Fi1G. 1. FT-IR spectra of DNA in solution. (a) H,O solution; (b) D,O solution. Enlarged

parts of the spectra present the absorptions involving mainly the vibrations of the phosphate
groups (top), the double bonds of the bases in their plane (bottom left), and the sugar—
phosphate backbone (bottom right).

DNA, RNA
A és B a

szerkezetek

1716

1712

\ﬂ N\j\

Fic. 3. FT-IR spectra of H;O solutions of d(A-U), (2) and r(A-U), (b). The enlarged area

between 1350 and 1270 cm™ shows

] absorptions characteristic of A (\\\\\\) and B (/////)
geometries.
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Nature Protocols 9, 1771-1791 (2014) | doi:10.1038/nprot.2014.110

Hordozhato FTIR spektrométer

dermal fibroblasts imagined at
1224 cm™'




ATR technika
(Attenuated Total Reflection)

Minta

¥ ATR Kristaly N\

CD

 Cirkularis dikroizmus spektroszkopia

Polaros féeny

Sikban polaros:

polarizator lrany

Cirkularisan polaros

lin. pol =
jobbra+
balra cirk. pol.

mozgd animaciok: http://www.enzim.hu/~szia/cddemo/demo0.htm




A CD spektrométer vazlata
A jobbra és balra forgd cirkularisan polarizalt
fénysugarakkal a kiralis molekulak —_— N
au g un ey x us s Voltage nu 16T
kilénb6z6képpen hatnak kélcson: b Fsll
W,
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Xenon Lamp
Ellipticitas: 6  tg6 =b/a 1700 - 1000 rm
2. 1 v ‘
g = 2303, (Az— Ar)- 80 [deg] ek Aupiiter [———CD Speotum
4 T Supply o
Lambert-Beer tv.: O=c-1 -6
(6, molaris ellipticitas)
A) triosephosphate isomerase
A AYI B) hen egg lysozyme
CD és a fehérjeszerkezet o) hen ego
D) chymotrypsin
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Figure 4 The far-UV CD spectra associated with various types of
secondary structure elements in proteins. Red: a-helix; blue: ]
antiparallel B-sheet; green: type | B-turn; orange: irregular structure.
(Data taken from the Encyclopedia of Life Sciences) o L s s s .
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The Structure and CD spectrum of Subtilisin

CD Spectrum of Subtilisin
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