Cirkuláris Dikroizmus

A CIRKULÁRIS DIKROIZMUS ALAPJA

- alapja: 

bizonyos molekulák különbözőképp lépnek kölcsönhatásba a jobbra illetve a balra cirkulárisan poláros fénnyel

- a cirkulárisan poláros fény királis, azaz két, egymással fedésbe nem hozható formában létezik, amelyek tükörképei egymásnak

- a fény két királis formája között csak a királis molekulák tudnak különbséget tenni; a biomolekulák többsége ilyen!

- az olyan módszer, amely meg tudja különböztetni a tükörkép-molekulákat (enantiomerek), szükségképpen érzékeny a molekulák háromdimenziós szerkezetére, vagyis konformációjára!

Ez a cirkuláris dikroizmus biológiai alkalmazásának alapja!

∆ε : moláris cirkuláris dikroizmus, definíciója: 


∆ε ≡ εL – εR = 
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itt εL, εR a balra illetve jobbra cirkulárisan poláros fényre mérhető moláris dekadikus extinkciós koefficiensek

(R: a fényforrás felé nézve 
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 az óramutató irányába forog)

- polarizálatlan fényre ε ezek átlaga: 


ε = 
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- ∆ε általában jóval kisebb εL-nél, εR-nél és ε-nál

- „anizotrópia-faktor” definíciója: 
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 - a g anizotrópia-faktor hasznos mértéke annak, hogy egy adott abszorpciós sávon belül milyen nehéz a cirkuláris dikroizmust megmérni: 


∆ε határozza meg a jelet 
->


ε határozza meg a zajt  
->


-> g = 
[image: image6.wmf]e

e

Δ

 arányos a jel/zaj viszonnyal

- a g anizotrópia-faktor 10-4 körüli

- minden kereskedelmi készülék a ∆OD = ODL–ODR mennyiséget méri: cirkuláris dikroizmus
megjegyzés: optikai elforgatás

- az optikailag aktív anyagok a rájuk eső lineárisan poláros fény polarizációs síkját elforgatják

- ezt legegyszerűbben úgy érhetjük meg, hogy – Fresnel nyomán – a lineárisan poláros fényt két egyenlő amplitúdójú, balra illetve jobbra cirkulárisan poláros komponens összegeként fogjuk fel

- a fényvektor (az 
[image: image7.wmf]E

 elektromos térerősség) ezekben a fény ν = 
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 frekvenciájával forog körbe (ti. ekkor rezeg a lineárisan poláros fény 
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Fig. 3.96. Projection of the electric field vectors (the light moves
towards the observer) showing composition of linearly polarized
light.

Left: Two equal components of left and right circularly polarized
light.

Right : The situation after light at a wavelength which is not absorbed
has left an optically active medium




1. ábra

- a törésmutatók a két cirkulárisan poláros komponensre eltérők: nL ≠ nP
- d’ vastag rétegen áthaladva a cirkulárisan poláros komponensek fázisszögei (a belépési fázisszöghöz képest)


ΦL = 2π
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ΦR = 2π
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- eredőjük iránya lesz a kilépő lineárisan poláros fény polarizációs síkjának iránya, vagyis a polarizációs síkja nyilván (lásd az ábra jobb oldalát!)


α = 
[image: image14.wmf]2

ΔΦ



(∆Φ = ΦL-ΦR) (mivel e szögek az adott komponens forgatási irányában mérendők fel!)

szöggel fordul el:


α = πd’
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α = 
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ez az 
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 „fajlagos forgatóképesség”-gel (adott λ, T-nél anyagi állandó) felírva (oldatnál a koncentrációt leszeperáltuk):


α = 
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c: koncentráció; d: rétegvastagság

(megjegyzés vége)

- ha a törésmutató mellett a közeg abszorpciója is eltérő a két cirkuáris pol. komponensre, vagyis a közeg cirkuláris dikroizmust mutat, akkor kilépéskor az elektromos térerősségek nagysága is eltérő:


-> a kilépő fény elliptikusan poláros

AZ ELLIPTICITÁS DEFINÍCIÓJA: 
[image: image21.png]Fig. 3.97. Elliptical polarization of light upon
leaving an optically active medium in the
absorption range of an optically active transi-
tion: circular dichroism (Projection as in Fig.
3:96)




2. ábra

az ellipszis kis- és nagytengelye arányának az arctg-e: 


Θ = arctg
[image: image22.wmf]a
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(Lásd a Θ szöget a 2. ábrán!)

- az ellipticitás is kifejezhető anyagi állandóval, a fajlagos ellipticitással: 
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- az irodalomban a CD mértékéül általában a Θ ellipticitást használják a ∆OD helyett (különösen a biokémiában)

- kiszámoljuk a ∆OD cirkuláris dikroizmus és a Θ ellipticitás összefüggését:

- a 2. ábráról láthatóan (ugyanis 
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 mindig azonos szöget zárnak be az ellipszis nagytengelyével) 



[image: image26.wmf]R

L

R

L

E

E

E

E

a

b

tg

+

-

=

=

Q


(itt 
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 a cirkuláris polarizációs komponensek fényvektora a közegből való kilépéskor)

- EL-t, ER-t kifejezhetjük a közegbe való belépéskor mérhető EL0 = ER0 értékeik és a közeg transzmissziója segítségével:


EL = EL0
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ER = ER0
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- ezekkel a fenti tgΘ:
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- minthogy TL és Tr közel azonosak, és Θ kicsi:
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- az itt szereplő 
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O.D, T definíciója szerint: -OD = lgT
#


O.D, T definíciója szerint: -(OD - ∆OD) = lg(T+∆T)

ezt Taylor-sorba fejtjük a lineáris tagig:
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- ezt #-ba írva:


-
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lgT: -OD
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- ezt visszaírva ¤-ba kapjuk a Θ ellipticitás és a ∆OD cirkuláris dikroizmus keresett összefüggését: 
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vagyis: az ellipticitás arányos a cirkuláris dikroizmussal!
A CD- ÉS AZ ORD-SPEKTRUMOK
Cirkuláris dikroizmus (CD) spektrum:

∆OD cirkuláris dikroizmus illetve ∆ε 
vagy Θ ellipticitás illetve 
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a λ függvényében

Optikai rotáció diszperziós (ORD) spektrum:

α elforgatási szög

illetve 
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 fajlagos forgatóképesség
a λ függvényében

- értékeik lehetnek pozitívak és negatívak is, nL és nr illetve εL és εr viszonyától függően!
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3. dora

Fig. 3.98a,b. Cotton effects of absorption bands at Ay. a [«] as a
function of A: ORD spectrum; b [0] as a function of A: CD spectrum.
Left : positive, right: negative Cotton effect




3. ábra

tipikus ORD illetve CD spektrumok izolált abszorpciós sáv környezetében

- a spektrumok jellegzetes alakja felfedezőjük, Cotton nevét viseli

- a CD sáv előjele szerint pozitív, illetve negatív Cotton-effektus; 


pozitív Cotton-effektus esetén ORD-ben pozitív rotáció figyelhető meg a nullátmenet hosszúhullámú oldalán

- az ORD spektrum igen hasonlít a CD spektrum első deriváltjához!

- ennek ↑ megfelelően, ugyanúgy, mint más diszperziós és abszorpciós effektusok, az ORD és a CD egymással szorosan kapcsolódó jelenségek, amelyek (elvben) kiszámíthatók egymásból! → információtartalmuk ekvivalens!

- (ha nincs túl sok átfedő Cotton-effektus, akkor) az ORD spektrumból a Kronig—Kramer-transzformációval a CD spektrum kiszámítható, és ez fordítva is igaz

- diszperzív természete miatt az ORD az optikailag aktív átmenet helyétől (abszorpciós sáv) távol is megfigyelhető (lásd a 3. ábrát!), a CD viszont csak az abszorpciós sávban jelentkezik (mert abszorpciós jelenség)

→ ezek a tulajdonságok egymáshoz viszonyított előnyeiket is meghatározzák!

- ma szinte kizárólag a CD-spektroszkópiát alkalmazzák!
- alapvető előnye: az átfedő sávok feloldása sokkal könnyebb (mert csak az abszorpciós sávban jelentkezik)

- speciális esetekben azonban az ORD előnyösebb lehet:

- abszolút módszer, míg a CD-skálát standarokkal kalibrálni kell

- az ORD-spektrumból a Cotton-effektus léte és előjele akkor is megállapítható, ha az adott spektrális tartományban a CD technikai okokból, vagy az oldószer erős abszorpciója miatt nem mérhető

MÁS KIROPTIKAI SPEKTROSZKÓPIAI MÓDSZEREK:
- királis molekulák gerjesztett állapota eltérő valószínűséggel emittál balra illetve jobbra cirkulárisan poláros lumineszcenciát:

cirkulárisan poláros emisszió (CPE)

- míg a CD és ORD az alapállapot konformációjáról ad felvilágosítást, addig a CPE a gerjesztett állapot konformációjának indikátora
- a királis molekulák eltérő mértékben szórják a balra, illetve jobbra cirkulárisan poláros fényt, ez mind rugalmas (Rayleigh-szórás), mind rugalmatlan (Raman-szórás) szórásra igaz.

- a λ-val összemérhető méretű királis molekulák detektálható differenciális Rayleigh-szórást mutatnak:

cirkuláris intenzitás differenciális szórás, CIDS
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(itt IL, IR az adott szögben szórás intenzitás)

- ezt először membránfragmentumok CD-vizsgálatakor fellépő műtermékként detektálták

- de hasznos kísérleti módszer lett belőle, pl.: CD/ CIDS mikroszkóp

- ugyanez Raman-ban is megfigyelhető: „Raman optikai aktivitás”, ROA. (Paramétere a CIDS-nek megfelelő)

- ezt sokáig nemigen tudták mérni, de ma érzékeny CCD-vel és visszaszórásos geometriával (180°) jól mérhető

AZ OPTIKAI AKTIVITÁS MOLEKULÁRIS EREDETE, KVANTUMELMÉLETE
- optikai aktivitás kvantummechanikai elmélete: Rosenfeld, 1928

- az elmélet fő állítása, hogy a 0 → i elektron (vagy vibrációs) átmenetre, amely elektromos és mágneses szempontból egyaránt megengedett, és az elektromos és mágneses átmeneti momentumok (μoi illetve moi) nem merőlegesek, az optikai aktivitás az úgynevezett Roi rotációs erősségtől (rotational strength) függ:
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- ez a R0i rotációs erősség izolált Cotton-effektus esetén mind a CD, mind az ORD spektrumból kiszámítható:

- Gauss-féle CD-sáv esetén:
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-nél megjelenő, i-edik sáv maximumának moláris ellipticitása (az ellipticitás∙molsúly)
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- az ORD spektrumból:
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: a görbe amplitúdója
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: a szélsőértékek közti λ-távolság fele, az úgynevezett csillapodási faktor
- a μ0i elektromos dipól átmeneti momentum definíciója:



[image: image60.wmf](

)

ò

ò

Y

S

Y

=

=

Y

Y

=

t

t

m

m

d

r

e

d

i

i

i

*

0

i

*

0

0i


itt: Ψ0, Ψi: az alapállapot, illetve a gerjesztett állapot hullámfüggvénye

μ: elektromos dipólusmomentum-operátor

ri: az i-edik elektronhely operátora

az integrálást az összes elektronkoordinátára kell elvégezni

- az elektromos dipól átmeneti momentum a töltés lineáris oszcillációját írja le, amelyet a 0 → i átmenettel rezonanciában lévő foton vált ki

- az m0i mágneses dipól átmeneti momentum definíciója:
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itt m a mágnesesmomentum-operátor és 

pi az i-edik elektron impulzusmomentum-operátora

- mágneses dipól a töltések (
[image: image62.wmf]e

) köráramából keletkezik → a mágneses dipól átmeneti momentum azt jelenti, hogy 0 → i átmenettel rezonáns foton köráramot indukál a 0 → i elektronátmenetkor

- az R0i rotációs erősség definíciójából látszik, hogy ez akkor nem tűnik el, ha a O → i átmenet mind lineáris töltésmozgást indukál bizonyos irányban, mind pedig cirkuláris mozgást ezen irány körül
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 ezek együttesen helikális töltésmozgással járnak
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 emiatt lesz az abszorpció eltérő a jobbra illetve balra cirkulárisan poláros fény esetén!

Mérőberendezés:
- kb. 180 – 800 nm egyszerű

- nagynyomású Xe-lámpa

ORD:
- fő feladata az optikai elforgatás meghatározásához: a mintából kilépő fény polarizációs síkjára merőleges analizátor-helyzet megtalálása

megoldás:

a polarizáció síkját alternálva kb. ± 1°-kal elforgatjuk egy Faraday-modulátor segítségével → a keresztezett helyzetben az alternáló fotoáram ugyanakkora amplitúdójú mindkét félperiódus alatt, minden más helyzetben az amplitúdók eltérnek → az amplitúdók eltérése szinkron egyenirányítással kimérhető → ez szervójelül szolgál az analizátor forgó motornak, amely elfordulásával egyben a regisztrálót is vezéreljük.
CD:

- cirkulárisan poláros fényt állítunk elő úgy, hogy síkban poláros, monokromatikus fényt ejtünk λ/4 lemezre úgy, hogy a polarizáció síkja 45°-ot zárjon be az ordinárius és az extraoordinárius sugár fényvektorának irányával

- a fáziskésést +λ/4 és –λ/4 között alternáljuk Pockels-cellával vagy fotoelasztikus modulátorral → alternálva jobbra, illetve balra cirkulárisan poláros fényt kapunk

- ha εL ≠ εr: ez a fotoáramban váltóáramú komponenst eredményez a modulációs frekvencián

- az AC és DC komponensek hányadosa ΔOD-vel arányos

→ a DC komponenst a fotomultiplier nagyfeszültségének szervózásával konstans értéken tartják

→ az AC komponens ekkor arányos a ΔOD-vel!

SPECIÁLIS KÉSZÜLÉKEK:
- VCD (vibrációs CD) készüléket

mind diszperzív, mind Fourier-transzformációs technikával készítettek

- a fluoreszcencia-detektált CD

(FDCD) készülék a modulált intenzitású emisszión keresztül detektálja az abszorpciós különbséget

előnye: szelektív a fluoroforra!

- fotoakusztikus detektálás:

erősen szóró, vagy abszorbeáló mintáknál előnyös

BIOLÓGIAI ALKALMAZÁSOK:
- konformáció-meghatározásra használják elsősorban

- a röntgenkrisztallográfiával nem vetekedhet, azonban:

- sokkal olcsóbb, gyorsabb

- kevés anyag elegendő

- túl nagy, illetve nem kristályosítható molekulák esetén is jól használható

- a konformációváltozás kinetikájának meghatározására is alkalmas

- kis molekulák (pl.: koenzimek) kötődése is megváltoztathatja a CD-t → kötődésvizsgálatok
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