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Molekulova spektroskopie

Rozsahla skupina spektroskopickych metod pokryvajici Siroky rozsah energetickych prechodu

hyperjemna struktura,
MNWIR, EFR ..
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Elektronicka
spektra

Souvisi s energetickymi prechody elektrond
mezi molekulovymi orbitaly, ale navic
reflektuji 3D - absolutni konfigurace molekul
a klastri, casto biologicky vyznamnych



Elektromagneticke zareni

Magnetic field

Propagati%n
praqolab

Elektromagnetické zareni ma dve slozky

Vlny elektrického pole a magnetického pole, které
jsou navzajem kolme a kolmeé (ortogonalni) ke
smeéru sireni zareni.

kdyz je pri experimentu pouzito polarizované sveétlo,
tj. elektromagnetické =zareni s elektrickym a
magnetickym polem oscilujicimi pouze v urcitém
sméru, elektronicka spektra mohou prinést unikatni
informace o molekulové strukture - Chiroptické
metody.

Pozn.: XépL = ,,chéri“ z rectiny ,,Ruka*



Linearné - kruhove - elipticky polarizovane svetlo

popis chovani paprsku svétla pomoci elektromagneticke viny - elektrickeho a
magnetického vektoru, pro dalsi popis je dostacujici elektricky vektor (jsou ortogonalni)

paprsek linearné polarizovaného svétla = vyslednici po slozeni dvou paprsku opacné kruhovée
polarizovaného svétla, L a R, ,ve sméru“ a ,,proti sméru“ otaceni hodinovych rucicek

,clockwise - anti-clockwise*
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Nelinearni opticke vlastnosti materialu

linearni polarizace
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|kruhové (cirkularni) polarizacel

dva paprsky L-R, které jsou asymetrickou
molekulou riizné absorbovan

Absorbance A ma pak dvé slozky A, a Ag

Cirkularni dichroismus vzorku s molarni
koncentraci [J], je dana vztahem
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elipticka polarizace



http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/2/2e/Linear_polarization_schematic.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/6/67/Circular_polarization_schematic.png
http://en.wikipedia.org/wiki/Image:Elliptical_polarization_schematic.png

Elipticky polarizované svetlo

prof. Antonin Vasicek (+ 1966), profesor brnénské Masarykovy univerzity

dojde-li pri prichodu paprsku rozhranim ke zpozdéni a k rozdilné absorpci paprsku [ a r, po
slozeni ruzné absorbovanych vektoru se linearné polarizované svétlo zméni na elipticky
polarizované

popis: fyzikalni parametry

azimut ¢, (souvisi s pomérem
amplitud obou vinral)

rozdil fazi A, souvisi s fazovym
posunem obou vin

geometricke parametry

orientace elipsy a excentricita

6, v > havzajem lze prepocitat

z nich lze ,,urcit“ optické konstanty n — index lomu, k - absorptivita, d — tloust’ka optické
Vrstvy
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Spektroskopie cirkularniho dichroismu - CD v UV-VIS

Na rozdil od standardni UV-VIS spektroskopie se méri interakce vzorku s levotocive cirkularné
polarizovanym a s pravotocive cirkularné polarizovanym svetlem, obvykle stridave, typicky v
rozsahu vlnovych délek cca 165 - 950 nm az do NIR cca 1250 nm.

Pouziti polarizovaneho svetla vyznamne rozsiruje moznosti standardni UV-VIS spektroskopie - téz
ECD na rozdil od VCD v IC a Ramanoveé spektroskopii

Dalsi ,,doprovodné“ metody:

FD-CD - fluorescencné detekovany CD

LD - linearni dichroismus (rozdil absorpce rovnobéiné a kolmo linedrné polarizovaného svétla)

ORD - opticka rotacni disperze (stdéeni roviny linedrné polarizovaného svétla jako funkce vinové délky
Fluorescence anisotropie a polarizace

HPLC-CD - moznost vyuziti k detekci pri HPLC,

DR-CD (LD), (Diffuse Reflectance Circular/Linear Dichroism)

Stopped-flow, a titrace, CD/Absorbance/HY, Fluorescence

praqolab




Opticka aktivita vs. molekularni chiralita eraqeic:

Chiralni molekuly jsou opticky aktivni = staceji rovinu polarizovaného svétla

Opticka aktivita

méritelna molekularni vlastnost, ktera je vysledkem interakce hmoty a zareni,
zahrnuje vsechny jevy spojené s rozdilnou interakci objektu RCP a LCP

Molekularni chiralita

je obecnéjsi vlastnost, ktera je spojena s molekulou, nezavisla na interakci se zarenim.
Rada Urovni definice

« Molekula je chiralni, pokud neni ztotoznitelna se svym zrcadlovym obrazem - disymetricka

molekula

e Molekula je chiralni tehdy a pouze tehdy, kdyz nema inverzni osu symetrie S,



Molekularni chiralita — prvky symetrie praqolab

Chiralni vs. achiralni molekuly

asymetricka molekula - zadny prvek symetrie, ani osa S,,, ani stred symetrie i,
ani rovina symetrie o = molekula je chiralni

disymetricka molekula - jen rotacni osu, je chiralni
Bodové grupy symetrie:

C, - asymetricka molekula, je chiralni

C,, n > 1 - disymetricka molekula, je chiralni

D, - disymetricka, je chiralni, pozn.: grupa symetrie D v pripadé pritomnosti
svislé (Diedrické) roviny oy
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Priklad jednoduché chiralni molekuly Alanin
L-(+)-Alanin, (R)-2-aminopropanova kyselina
D-(-)-Alanin, (S)-2-aminopropanova kyselina

Optické izomery - enantiomery

, COOH QOOH
HoN —==C ==H H===C mie—Ho N
(:3H3 éHS
L-Alanin D-Alanin

V molekule mlze byt i vice center asymetrie - chirality



Asymetrické slouceniny praqolal

Nejen s asymetrickym uhlikem Také komplexy a klastry,
ctvercovych, tetraedrickych a
oktaedrickych komplexu



CD spektrometr — dichrometr - spektropolarimetr praqeiad

!?._i_-:__::__Lugic

Proteiny, nukleové kyseliny, cukry, chiralni molekuly obecné...



Z Ceho se sklada spektropolarimetr praqoiab

Left
circularly
polarized

Right
circularly
polarized

Circular dichroism is the difference between the absorptions for left, 4;, and right, 4,,
circularly polarized light. Alternately left and right circularly polarized light with the initial
intensity /, is passed through the sample cell. In most CD spectrometers, the difference between
A and 4, is calculated using solely the final intensities, /, and /,

Ae=(A-A;)/(cd)

Cell

— zdroj sveétla

— monochromator

— polarizator

— PEM

— drzak vzorku - kyveta
— detektor

Kvalita jednotlivych dilt urcuje kvalitu celého spektrometru



Jak vznika CD - Fotelasticky modulator - PEM rreqelat

v
45° ( ) Lock-i
QD E-1M
Spectrometer ™ ‘H\ ‘_@\J‘

Polarizer PEM Sample Detector
45° 0°, A4

PEM je zafizeni, generujici stfidavé levoto€ivé a pravotocivé
polarizované svétlo s frekvenci 50 kHz
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PMT (typicky fotonasobi€) méri v obou fazich polarizace a tak generuje CD
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Zdroj svetla

e dualni svételny zdroj: Xe a Xe/Hg lampa nebo wolframova

e uzivatel si mtze zvolit lampu pro svou aplikaci

o UV-Vis
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Disperze svetla praqolab
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Konvencéni CD spektrometry pouzivaji
hranolové monochromatory, coz ma pro
nékteré aplikace (zejména SFM) a mimo

UV oblast - nedostatky Rozliseni

Alternativné jsou vhodnéjsi CD
spektrometry s dvojitym mrizkovym
monochromatorem.

+/-nm

0,1

— je dosazeno vysokého vykonu v UV

| ve Vis a NIR oblasti

— moznost uplného otevirani optické o1
stérbiny,

— konstantni rozliSené vinové délky v Wavelength (nm)

celém rozsahu vinovych délek Erofil rozliseni vinove delky pro,
— mimoradné nizké ,stray light, (< mfizku (modre) a hranol (¢ervené)

3ppm).

100 300 500 700 900 1100

20krat lepsi rozliSeni v NIR!!



Proplachovani dusikem praqoliab

Historicky vSechny CD spektrometry vyzaduji permanentni proplachovani dusikem

Ve skute€nosti je to potifebné pouze pro vinové délky pod 195 nm, zejména proto, aby nedochazelo k
poskozeni optiky ozonem.

1200

1000 |\
B \ U MOS-500 je opticka komora
S 0\ oddélena od skfiné s optickym
= \ zdrojem, tim je toto riziko vylouCeno
<, 60 \ a proplachovani dusikem je nutn&
= N\ jen pokud to vyZaduji podminky
TN\ experimentu.
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HV spectra with N, flushing (red)
and without N, flushing (blue)
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Priklady aplikaci: far UV moznost analyzy

sekundarnich strukturnich motivu

0] X 107, deg-cm?.dmol’!
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Accuracy of the CD method
(compared to known structures):
helix 95-100%

sheet < 75%

turn < 25%

other < 90 %

praqolab
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CD: priklady aplikaci
= ]
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|
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0.06% Camphor sulfonic acid 0.2 s/pt, 1 mm light path
-> solution used for checking CD instrument



Rizeni teploty vzorku praqolal

Kyvetovy drzak s
peltierovym €élankem

Ve Sougasti je termodynamicka analyza

> f Entalpie (AH), entropie (AS)

vypocCet Tm

o

w. Denatured Protein Analysis

Parameters
Mative bazeline Denatured bageline Tm| 005750 r
SlopeN | 016769393 | SlopeD | -0.198053 3H| 156.62019 Kj_mof_l

OffsetN| 24403745 OffsetD[ 12753626 AS[UEE0T  Klmal KT
w2 [ooiesE0T | g2 [ 012280014 2 [ DDE4507518

/ (Compute | Close

200 400 600 800 1000 1200
Time (s)

Teplotni ¢idlo je ve vzorku.

Regulace pracuje v rezimu teplotni rampy, coz
umoznuje precizni nastaveni a kontrolu teploty s
teplotnim skokem jiz od 1°C s presnosti 0.01°C,




CD termalni denaturace pomoci plnych spekter praqoiat

Lysosyme melting — 0,2 mg/ml in 1 mm cell,, no gaz, 1 nm BDW, 190-265 nm, 2°C steps, 1 minute per step, 0,5 s/point, no filtering

MiliDegree

T T T T T T T
180 200 210 220 230 240 250 260

In yellow: spectrum at 22°C Green: 22° before melting
In green: spectrum at 88°C \ yellow : 22° after melting




Denaturace sledovana pri konstantni vinove .
délce 222 nm vcéetneé arrheniova grafu
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Tm=351 K
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Kompletni spektroskopicka ,Workstation“

MOS-500 spectrometer — ne jen pro jednu aplikaci !

Standard, MOS-500:

— Absorbance a HV ( souéasné s CD)

—» Excitaéni fluorescence } Pfemisténim
— FD-CD fotondasobice

— Fluorescence Anisotropie and polarizace
— Linearni Dichroismus

Volitené rozSireni - MOS-500 muUze mérit;

— soucasneé CD + fluo
— Emisni fluorescence

— ORD Double light

— DR-CD (s integrac¢ni kouli) o

— stopped-flow, titration... Optical/
— MCD electronic

mOdu|e Sam ple
compartment



MOS-500 integrovany se SFM-4000 praqolab

Refolding of 1 mg/ml BSA in GndHCI 6M ( 1:8
mixing ratio, 227 nm, 1.5 mm light path)




Mikrodestickovy CD reader EKKO praqolab

CD a absorbance, mody ,spektrum®- konstantni vinova délka
Za cca dvé minuty 96 vzorku, pfi jedné vinové délce, 185-880 nm

Lamp/
Monochromator

A
\l~ Polarizer

Photoelastic
Modulator

Y Well Plate on XY
Stage

Y

Detector
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