KIROPTIKAI SPEKTROSZKOPIA
optikailag aktiv anyagok vizsgalata

CD: cirkularis dikroizmus spektroszképia
ORD: optikai rotacios diszperzié

A e-CD spektroszkopia az UV spektroszképia egyik specidlis formaja,
kiroptikai valtozata.

A vegyértékelektronok gerjesztése

\
UV spektroszképia: CD spektroszkopia:
izotrop fénysugarral linearisan polarizalt UV
(mindenirdnyban van fénnyel.
rezgési komponense).

Az Optikai Rotacios Diszperzio az optikai forgatoképesség valtozasa a
hullamhossz figgvényében a = f(A). Amennyiben az optikai forgatast a teljes
UV ill. lathaté hullamhossz tartomanyban meghatarozzuk, akkor az optikai
rotacids diszperzid spektrumot nyerjuk.

Optikailag aktiv anyag

Az optikai aktivitas makroszkopikus anyagi sajatsag. Optikailag aktiv
anyagon linedrisan polarizalt fényt atbocsatva a minta a polarizalt fény sikjat
elforgatja.

Az optikai forgatoképesség a molekulak térszerkezetével, valamint
kiralitasaval kapcsolatos.

Kiralitas a molekulak jellemzéje. Kiralis molekulak: nem hozhaték fedésbe
tikorképi parjukkal. Nem rendelkeznek sem szimmetriasikkal (jele: &), sem
szimmetriacentrummal (i). Forgasi szimmetria (C,,) megengedett.

Enantiomerek: azonos energiaju (?) tikorképi parok (biolégiai aktivitasuk
kiilénb6z6 lehet).

Az enantiomereket forgatoképességik iranyaval kilonboztethetjiik meg,
amit a vegyllet neve elé zarojelbe tett (+) vagy (-) el6jellel fejeziink ki. A
jobbra forgato vegyiiletek (+), balra forgatéak (-) el6jelet kaptak.
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Kiralitas

L. Pasteur
1822-1895

Enantiomorf kristdlyok
nd‘rr'ium-ammonium-‘rar‘rarét/

e Propanolol
OH H OH H
0 » U0
P e f-Blocker Contraceptivum
Kirdlis molekuldk—

(enantiomerek, kiralitds centrum)

Georges H. Wagniere

Chirality and

Universal Asymmetry

Reflections on Image
and Mirror Image

L. Pasteur
1822-1895

nonsuperimposable
mirror images

3 molekuldk
% @WILEY-VcH 2007 centrdlis kiralitds helikdlis kiralitds
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Enantiomerek eltéré biolégiai hatasa

Kulénbdzé illat: karvon Kilénbdz6 biolégiai hatas:
Propanolol
kéménymag 0T /Y\'T'

fodormenta

[-Blocker Contraceptivum

H CHz., COOH  HOOG. _-CH
O:©/H2N‘\\ \ NH:\@

HO H
(R)-(+)-DOPA (S)-(-)-DOPA

no biological effect anti-Parkinsonism agent

Kirdlis felismerés

biomolekula/gyégyszer
(szubsztrat)

P —

kiralitas centrum

enzim kétéhelyekkel
csak az egyik enantiomer!



Contergan botrany

Az 1950-es évek végén szamtalan édesanya szedte az 1957-ben forgalomba hozott szert,
hogy enyhitse a terhessége elsé hénapjaiban jelentkezd reggeli rosszulléteket. Mintegy 10
ezer gyermek jott vilagra fejlédési rendellenességgel, eltorzult, szamos esetben ki sem
alakult végtagokkal. A szlletési rendellenesség eredetét csak joval késébb vezették vissza
a nyugtatészer szedésére. 50 évvel késébb az Aberdeeni Egyetem kutatécsoportja (Neil
Vargesson) oldotta meg a talanyt, megallapitva, hogy a Contergan tabletta (Griinenthal
GmbH) hatéanyaga (Thalidomide: o-ftalimido-glutarimid) megakadalyozta uj erek
novekedését a fejl6dé magzatban. Kimutattak,hogy a nyugtatét a nék terhességuk korai
szakaszaban - f6leg az o6tédik és kilencedik hét kozott - szedték a rosszulléteik
enyhitésére. Ez az id6szak kuldndsen fontos, mivel ekkor fejlédnek ki a magzat végtagjai.

(0] Q o) Q
YN YN
Ny o N— o
H H
o o

S teratogén R hatékony sedative

o-ftalimido-glutarimid

Centralis kiralitas

A molekuldk kirdlisak, ha egy centrélis atomhoz kapcsolédd szubsztituensek
kapcsolodasi sorrendje eltér6. Az enantiomerek kozotti fed6 allapot csak a
kotések felhasitasaval, pl. két szubsztituens felcserélésével valdsithaté meg

Centrdlis kiralitas esetén a molekulak nevét R (a latin rectus = jobb — jobbra
forgatd), ill. S (sinister = bal) jellel egészitjik ki. A régebbi irodalom D és L
el6tagot hasznalt.

TOOH TOOH
/C"'{nuNH2 /C"'{uuH
CH; H CH;3 NH,
R (D) - alanin S (L) - alanin

Helikalis kiralitas

A jobbcsavarodasu azaz jobbmenetes molekuldk R-, mig a balcsavarodasu
molekulak S-konfiguraciojuak.
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Abszolut konfiguracié meghatarozasa

1. A kiralitds centrumhoz kapcsolédé atomokat rendszdmuk szerint
rangsoroljuk (a legnagyobb rendszamu kapja az 1-es sorszamot), az
azonos rendszamu atomok koézll a nagyobb atomsulyu izotop kapja a
kisebb sorszamot. 'H<?H<T<Li<C<N<O<F<CI<Br<J.

2. Amennyiben azonos rendszamu atomok kapcsolodnak a kiralitas
centrumhoz, akkor a hozzajuk kapcsolédé atomok rendszama a
meghatérozoé.

3. A ligandumok koordinaciés szamat mindig négyre egészitjuk ki. Ezt a
kettés és a harmas kotésekben résztvevd atomok megkétszerezésével, ill.
haromszorozasaval érhetjik el. pl. a -CH,OH < -CHO < -COOH

4. Ha a centralis atomot a legkisebb rangu ligandummal ésszekapcsol6 kotés
iranyaban nézzik ugy, hogy ez utébbi legyen t6link a legtavolabb, akkor a
kapcsolodé atomok sorszama R-konfiguracié esetén az o6ramutato
jarasanak megfelel6en névekszik, S-konfiguracional a ndévekedési sorrend
az 6ramutaté jarasaval ellentétes.

(o .. L)
COOH TOOH COOH
C

@E ] |
o

/C"'{'IIIH (“"NHZ /C”'{"”H @

NH, ¢, @ CH; 'H @ CH;  'NH, @

R (D) - alanin S (L) - alanin

Mit szélnak ehhez a fizikusok (2008 fizikai Nobel-dij) ?
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Fizikai NObEI'dTJ 2008 Fizikai Nobel-dij érme

‘ b
Joichiro Nambu  Makoto Kobayashi Toshihide Masakawa
(E. Fermi Inst)  (KEK, Tsukuba) (Kyoto University)

~a SZUbOTO”"' _f|2|ka .a sériilt szimmetria felfedezésért,
sponlm*n’ sglm;'(ne‘r— mely legaldbb hdrom kvarkesaldd
;5?‘22:;:;;& " létezését jésolja”

Szimmetriasértés (Parity Violation)

Ismeretes, hogy a fundamentdlis, azaz elemi részecskék
t6ltésszimmetrikusak, s ilyen értelemben kirdlisak, ugyanis
|éteznek az anti-részecskék is, melyek tomege azonos,

de toltésiik ellentétes:
proton p* - anti-proton p-

elektron e - pozitron e*

semlegesek
neutron - anti-neutron
3 kvark 3 anti-kvark
stb. ...

Az anti-részecskék alkotjdk az anti-anyag vildgat, de ma azt még nem
sikeriilt egyértelmien bizonyitani, hogy ez valéban létezik vagy sem.

A fotonok a részecske/anti-részecske szempontjdbdl nem kiilonboz-
nek, azonban két cirkuldrisan polarizalt komponensre bonthatéak, igy
ezek is kirdlisak.
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Az eddigiekbdl kovetkezik, hogy az elemi részecskékbdl felépiilé
molekula sziikségszer(ien kirdlis! Mindez azt jelenti, hogy minden

molekulaméga CH, is kirdlis.

A mi vildgunkban .igazi" enantiomerek nem |éteznek!

L- és D-alanin hem enantiomerek,
hanem diasztereomerek, azaz
energetikailag eltéréek!
(pseudo-enantiomer)

Az igazi D-alanin enantiomer anti-proton, anti-neutron és pozitronbdl
részecskékbdl épiil fel!

coo" coo* Ez azt erefjményezi ,hogy a
| | karboxil- pozitivaz ammonium
H C/C”\';\]H H "‘)C\CH pedig negativ tol+ésdlll
3 3
H. “H,N
L- 3 ¥ true D-

Energiakiilonbség a paritassértés miatt

COOH : HOOC
! i
U™ N, . TS
CH; . HaC
L D

Képz6déshd: —425 kJ / mol

Energiakiilonbség (elméleti szamitasok szerint):
~1x10-'¢ kJ / mol = 0.0000000000000001 kJ / mol
Az L stabilabb!

Parity Violation Energy Difference (PVED) értéke a mai méréshatdr alatt!
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Konfiguracid, konformacio és térszerkezet

Konfiguracio: egy atomhoz kézvetleniil kapcsolédo atomok vagy atomcsoportok
relativ helyzete. Azonos konstiticiéju, de kulénb6z8 konfiguraciéju molekulak
egymasba nem vihetdk at, az ilyen molekulak szétvalaszthatok.

Konformacio: kozvetlenil nem kapcsol6ddé atomok vagy atomcsoportok relativ
helyzete a molekulaban. A konformerek az egyes kotések mentén torténd
elfordulds soran alakulnak ki (energiaminimumok), egyszeres kotések kordli
forgassal egymasba atalakulhatnak. Az egyes konformerek csak abban a
specialis esetben valaszthatok szét, ha a kdztuk 1évé potencidl gat nagysaga 25
kcal/mol felett van (gatolt rotacio).

Potential
|epcsos allas Pfratid
_0 ]
fedo allas
> ] 4 0° 60° 120° 180°

& -] Dihedral Angle
Térszerkezet: a molekulak térszerkezetét azok konfiguracidja és konformacidja
egylttesen szabjak meg. A térszerkezet leirasakor figyelembe kell vennlnk azt is,
hogy az adott allapotban mennyi ideig marad a molekula, vagyis a molekulak
dinamikajatis vizsgalni kell.

Absz. konfiguracio meghatdrozdsanak modszerei:

1. Anomalous x-ray diffraction (Resonant Scattering)

DETERMINATION OF THE
ABSOLUTE CONFIGURATION OF
? & Bijvoet hires k(jzleménye: OPTICALLY ACTIVE COMPOUNDS

: Nature 1951, 168, 271-272 BY MEANS OF X-RAYS
'.,/ By Pror. J. M. BUVOET, A. F. PEERDEMAN
AND
A. J. van BOMMEL

van 't Hoff Laboratory, University of Utrecht

Johannes Martin Bijvoet
(* 1892 Amsterdam; 1 1980 Winterwijk)

Vajon miért nem kapott Nobel Dijat ?

2. Kiroptikai spektroszkdpiai médszerek:ORD, e-CD, v-CD, ROA
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Elektromagneses hullam

Az elektromagneses hulldm az elektromos
(E) és a magneses tér (B) idGbeli és térbeli,

\ periodikus valtozasa.
3
A

Mind az elektromos, mind a
magneses tér a fénysugar
terjedési (x) iranyara me-
réleges sikban rezeg.

Linearisan polarizalt fény

A fény elektromagneses sugarzas, mely terjedése soran az elektromos és a
magneses térer6sség egymasra merblegesen, hullamszeriien oszcillal. A
kiroptikai spektroszkopia targyalasanal csak az elektromos térerésséggel (E)
foglalkozunk.

E A

(a) (b)

Alinearisan polarizalt

fénynek (a) csak egy sikban \

van rezgési komponense, \, /

szemben az UV ~

spektroszkopiaban hasznalt Alineérisan polarizalt fény elektromos
fennyel, amely minden térer6sségének (E) valtozasa egy adott helyen
iranyban rezeg (b) az idd (t) fliggvényében (x : amplit(do).



linedrisan polarizdlt fény elédllitdsa

(£5)

(d
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o off-o

second polarizing filter,
first polarizing filter axis parallel to the first

plane-polarized light

second polarizing filter,
first polarizing filter axis perpendicular to the first

plane-polarized light

Optikai forgatdas mérése: polariméter

polarizacids sz(iré P a“:
:,._..‘,‘ ' Balra (’-)
inE Lineari [ forgatas
Augustin Fresnel inearisan iy
1788- 1827 polarizalt fény . ®

nem polarizalt fény

Fajlagos forgatas [a]{ =2 [10_1 fok - cm

(Biot's law 1812)

Molaris forgatas

A borhamisitas (cukrozas) kimutathato pl. a fajlagos forgatas mérése alapjan, elég figyelembe

elforgatott
polarizacids sik

polarizacio sikja minta

10 - fok - cm? - mol ™
[ k -cm 1]

alkalmazds:
pl. napszemiiveg

o =konst-%(nM —np)

[fok]

1] L kiivetta hossza [dm]
"€ | c: koncentraci6 [g/ml]

venni vizben 20C°-on a natrium D-vonalan (589 nm) mért fajlagos forgatasi értékeket :

a-D-glukéz : +112.2°, B-D-glukéz: +17.5°, D-glukéz (mutarotacios egyensulyban): +52.7°,

répacukor (szacharoz): +66.4°

2017.03.13.
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Linearisan polarizalt fény két (egy jobbra és egy balra forgd) cirkularisan
polarizalt komponensre bonthato.

jobbra balra
cirkularisan polarizalt komponens

A cirkularisan polarizalt fény ,dugohuzészer(ien” spiralis palya mentén
halad, iranya folyamatosan valtozik, rezgési amplitidéja azonban allandé.

A helikdlis elmozdulas soran forgas és egyenes mentén torténd
elérehaladas egyszerre torténik.

P(plusz)-hélix: jobb spiral, az éramutaté jarasaval megegyezé és tavolodd
linearis elmozdulas.

M(minusz)-hélix: bal spiral, az éramutat6 jarasaval ellentétes és tavolodd
cirkularis palya.

Linearisan polarizalt fény athaladasa izotrop kézegben

E: és E,, vektorok P(plusz)-hélix: jobb spiral

azonos iranyba M(minusz)-hélix: bal spiral
mutatnak (eredgjik
maximalis).

Ep jobbra, Ey, balra
halad — altaluk
bezart szog 90°
(ered6juk csokken).

Ujabb 90°-kal elfordulva az eredsjiik nulla.

Q° /4 /2 34 r T
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Linearisan polarizalt fény athaladasa izotrop kozegen

olulslnloln

és anizotrop kdzegen
A X

A kildnb6z6 athaladasi sebesség forgatast (az ered6 vektor iranyanak
megvaltozasat) eredményezi.

Optikai forgatas

Optikailag aktiv kbzegbe kerlilve a linearisan polarizalt fény sikja elfordul.
Ennek oka, hogy a jobbra és a balra forgd fény kilonb6zé sebességgel
halad az optikailag aktiv kdzegben, miutan a fény és az anyag kozt
diasztereomer jellegii kdlcsonhatas lép fel.

Ciobb * Cpal

Torésmutatdé a vakuumban és valamely mas kbzegben mért fény
sebességének az aranya.

C vakuum

c kozeg

— térésmutatojukis kildnb6zd

Niobb 7 Npal

2017.03.13.
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— An > Q Polarizaciés irany az  oOramutatd
jarasaval megegyez6 iranyba fordul el.
Az anyag jobbra forgat.

> Npg >N

Chal < Ciobb jobb

— An<0 .Ffollari’zécic')s irérly. ’az 6ramutato
jarasaval ellenkez§ iranyba fordul el.
Az anyag balra forgat.

> Npg <N

Cpbal = Cjobb jobb

A kiralitds vdltozdsa a forgatds irdnydnak megforduldsdval jar egyiitt, igy az enan-
tiomerek megkiilonboztethetdek az optikai forgatdsuk alapjdn, de nincs egyszerd,
egyértelmi kapcsolat az optikai forgatds és az abszolit konfigurdcié kozt.

Emil Fischer feltételezte, hogy a jobbra forgaté (Dextrorotarory)

(+)-glicerinaldehid R konfigurdcidju. Ezzel ez a molekula vdlt a szte-

| reokémia és kiralitds meghatdrozds kiindulépontjdnak. Késébb ezt a
feltételezés kisérletileg is igazoltdk.

¥ (1852-1919, Berlin, Nobel dij 1902.)

Optikai rotacios diszperzié
Az optikai forgatdképesség valtozasa a hullamhossz fuggvényében o = f(1).

Amennyiben az optikai forgatast a teljes UV ill. Iathaté hulldmhossz
tartomanyban meghatarozzuk, akkor az ORD, azaz optikai rotacios
diszperzi6 spektrumot nyerjuk. o A

Az ORD gorbe sima (plain)
szakasza pozitiv.  vagy pozitiv normal (plain) ORD
negativ lefutasu lehet a
molekulaszerkezet
fliggvényében a spektrumok
abszorpciés  maximumatol
tavoli A-tartomanyban.

>Y

negativ normal (plain) ORD

2017.03.13.
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Cirkularis dikroizmus

Az abszorpciods sav A,,, értékhez kozeli
hullamhosszaknal a jobbra és a balra
cirkularisan polarizalt fényt kilonb6zé
mértékben abszorbedlja az optikailag
aktiv kozeg: AA = Apy — Ajgep, az ebbdl
szamithato megfeleld molaris
mennyiség a Ag = gpy) — Ejobp-

AA és Ae elbjele pozitiv és negativ is
lehet; értéke nulla, ha az anyag akiralis
vagy racemat.

A két fénysugar vektoranak nagysaga
eltéré, ered6juk a kiinduldsi siktol
elfordul (V) és egy ellipszist ir le. A W
ellipticitas és a Ae Osszefliggését az
alabbi egyenlet adja meg:

€ng —E
b4 :konst~c~1-A8:arcth

8M +8P

ORD- és CD-spektrumok

Az ORD- és CD-jelenség egymastdl elkulonilten kezelhetd, mivel A
kornyezetében a forgatas (o) elhanyagolhaté, mig A.,.-nal nagyobb és
kisebb hulldmhosszaknal Ac hanyagolhato el.

CD-spektrum: UV-VIS gorbéhez hasonl6 alaku, de (+) és (-) is lehet, mivel a
CD differenciaspektrum (Ae = gy, — €opb)-

ORD-spektrum: Aq.,-tol tavol ,sima” hiperbolikus lefutasa, (+) vagy (-). A
vizsgalt anyag UV maximumanak kézelében az eredeti gorbére volgy/csucs
vagy csucs/volgy gorbe szuperponalodik. A cirkularis dikroizmus és az
optikai forgatas ilyen lefutasat egyiittesen Cotton-effektusnak nevezziik.

2017.03.13.
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Anomalis ORD gorbék

[@]
Pozitiv Cotton-
effektus esetén a
novekvé hullam-
hosszak iranyaban
elébb a volgy,
majd a csucs 1ép
fel, negativ
Cotton-effektusnal
viszont a volgy
talalhatdé a
nagyobb [@]
hullamhossznal.

0

+ Cotton effektus

— Cotton effektus

ORD- és CD-spektrum viszonya

Az ORD

[@]
— Cotton effektus

(011

+ Cotton effektus

gorbe inflexiés  pontja

megegyezik a CD csucs (szaggatott
vonal) maximumanak hullamhosszaval.

3 [@];

100a

7{/ A
- (@]

/

~

Az ORD goérbe maximuma
és minimuma kozotti
kildnbség 1/100-ad része
az a, a Cotton-effektus
amplituddja:

~
~

100 max

/-’\; a=M Ag

Az ORD- és CD- spekirum egymasba atszamithatd, az egyik a masik
ismeretében megszerkeszthetd.

2017.03.13.
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Elliptikusan polarizalt fény

A valésagban az abszorpcios
SAV  Apax  ertékéhez  kozeli
hulldmhosszakndl a jobbra és
a balra forgé cirkularisan
polarizalt  fény  kllénbdz6
sebességgel halad és eltérd
mértékben abszorbedlédik az
optikailag aktiv  kdzegben.
Ennek eredményeként a fény
sikia elfordul és egyduttal
elliptikusan polarozott4 valik.

A CD és az ORD-jelenséget
egyuttesen szintén Cotton-
effektusnak nevezik.

Rotator eré

Adott elektronatmenet optikai aktivitasanak (CD ,megengedettségének”)
mértéke az un. rotatorerével (R) jellemezhet6:

-
(Rosenfeldegyenlet) R=pm= |u||m| cos(um)

Ha a tdmeggel és toltéssel rendelkezé elektron gerjesztés hatdsara helikalis
palydn mozdul el, elektromos dipdlus momentumot hoz létre. A helikalis
palyan halad6 elektron magneses momentummal is rendelkezik. Kirdlis
molekulaban a helikalis elektronatmenetet a két ellentétes iranyban
cirkularisan polarizalt fény nem azonos mértékben tudja kivaltani.

Ha |p| vagy |m| nulla, vagy ha a két vektor mer6leges egymasra, akkor R
értéke nulla.

Ha a két vektor altal bezart szog 0° < (um) < 90° a Cotton-effektus pozitiv,
ha 90° < (um) < 180° a Cotton-effektus negativ.
A CD savnak a hullamhosszal redukalt tertilete aranyos a rotatorerével:

R = konstj'%dk

2017.03.13.
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Emlékeztet6: 6sszevetés az UV spektrummal (oszcillator er6sség)

Abszorpcio mértéke: Integralt intenzitas (jel alatti terllet)

V2
L= [e, dv [cm2mol]
Y1

Elektrongerjesztés valdszinliségének mértéke: Oszcillator er6sség

l_ atmeneti elektromos dipélus momentum

f=p2=33107L=33.10" ¢ dv

Elektronatmenet akkor megengedett, ha az &tmeneti momentum
(dipdler6sség) nem nulla az adott atmenetre.

Molekularis modellezéssel a molekula elektromos és magneses momentuma szemi-
empirikus modszerekkel szamithatd, s ez alapjan a térszerkezet ismeretében a CD
gorbe megszerkeszthetd. A mért és szamitott CD spektrumokat 6sszehasonlitva a
molekula abszolut konfiguraciéja meghatarozhato!

120 120

calcd. for 4 ,, caled. for 5
152R,354R 8o 1R2S3RAS

40

Ag [cm2/mol]
o

AN
[ / ST O [1IE R EEEERE CEERRED By S E s
/
-40

-80

exp.

-120
190 210 230 250 270 290 190 210 230 250 270 290
wavelength A [nm] wavelength A [nm]

G. Téth, A. Simon, T. Linker, F. Rebien, J. Kraus, G.
Bringmann: Elucidation of the conformations and
absolute configurations of enantiomerically pure tetralin
derivates, Magn. Reson. Chem. 37, 53-59 (1999)

the absolute configuration
of the side product (-)-4
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A jobbra és balra cirkularisan polarizalt fény abszorpcio és torésmutato
kiilonbsége izolalt elektronatmenet idealizalt esetére

Elektronatmenet optikai aktivitasanak molekulaszerkezeti feltételei

Az UV-ben atfed6 savok itt jobban elkildnllnek, élesebbek
és a rezgési finomszerkezet jobban megfigyelhet6. A CD és
az ORD spektrum egymasba atszamithaté, az egyik a
masik ismeretében megszerkeszthet6. Az atszamitas a

Kronig-Kramers egyenlet alapjan oldhaté meg:

[¢K<x>J:§°§[eK<w>]ﬁdw
oy ( I[ %) LY

22 NZ

lletve:

Az ORD spektrum egy maximum-minimumos vagy egy
minimum-maximumos goérbe. Elvileg kétszer annyi maximu-
mot és minimumot tartalmaz, mint egy CD spektrum, ezek
azonban a valésagban gyakran &sszeolvadnak, ezért
nehezebben értelmezhetd, mint egy CD felvétel. Inflexids
pontja megegyezik A, értékével. A gorbe elnevezése a

masodik ag el6jele szerint torténik.

1. Onmagaban kiralis kromofér

//

% nexahelicén @CI

-CD
M-hélix

A széls6 gylriihdz kapcsolodd hidrogén atomok térigénye miatt nem lehet
planaris, hanem jobb vagy bal csavarodottsaggal fordul el. Gerjesztéskor
az elektron a hexahelicén spiraljanak iranyaba jobb- vagy balmenetes

palyan halad.

Az 6nmagaban kirdlis kromoférokra az a jellemz8, hogy igen nagy a
rotatorer®, azaz Ac ~ 10 — 100.

2017.03.13.
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Hasonldan értelmezhet6 az epesavak egyes
sztereoizomerjeinél detektalt optikai aktivitas

Konjugalt diének, o, -
telitetlen ketonok és
H diszulfidokis
— rendelkezhetnek kétféle
H helicitadssal, ha ez egy
H  molekulaban régzitve fordul
el kiralis vegyuletek
P helicitasu konjugalt dién kromofor, n—n*, keletkeznek.
Amax~270 nm, a = +350.

Egy karbonil-csoport és egy kettés kotés egymastol sp® hibridallapotu
szénatommal elvalasztva szintén eredményezhet kétféle kiralitasu terméket. Ha
a karbonil-csoport és a kettés kotés sikja egymassal 100-120°-ot zar be, attdl
fuggben, hogy a sik melyik iranyba ,nyilik” eltér6 — pozitiv vagy negativ — CD
spektrumot kapunk A ~ 300 nm kordl.

*wwo-lzoo

U
0

Karbonil-csoport és a kett6s kotés sikjanak viszonya

2017.03.13.
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2. Kiralis molekulaban két vagy tobb akiralis kromofér

Optikai aktivitas akkor is fellép, ha két vagy tobb 6nmagaban akiralis kromofor
kiralis molekulan belil egymashoz képest kiralisan (nem egy sikban) van
rogzitve. —» Ellentétes el6jel(i savpar (couplet) jelenik meg a CD spektrumban.

nagy atmeneti

©
Il [ [ \u elektromos
Ay —— /ng/ A5\~ momentum
I I I
H H H
b ¥ T —> Tk
o q Ha a két kromofér elég kbzel van egymashoz, akkor

» elektronjaik a gerjesztés hatasara kapcsolt rezgéseket

/ (dinamikus csatolas) végeznek: vagy azonos fazisban,

vagy ellentétes fazisban rezegnek. A két rezgési modhoz

eltérd energia tartozik, s ezért a 1 — n* elektronatmenet

felhasad. A két kromofér egyiittes, kapcsolt rezgéseinek

ciklikus diamid molekula azonban mar nemcsak elektromos, hanem magneses
momentuma is van.

=~
g
Q

o7

/
=—Z ;
\
T

H
Két amid-csoport kiralitasa M (minusz),
mert a hatsé az ellls6hdéz képest az
R 6ramutatd jarasaval ellentétes iranyban
van elfordulva.
fazisban
@ Az ered6 elektromos momentum az azonos fazisban torténé

\ rezgésnél felfelé mutat.

\ A két vektorparnak az ered6 elektromos momentum irdnyara
merblegesen is van Osszetevfje: az elsd esetben a
kozelebbi vektor balrdl jobbra, a tavolabbi jobbrdl balra

Tﬁ mutat, ami az elektromos momentummal megegyez6 iranyu
" magneses momentum fellépését (pozitiv Cotton-effektus)
eredmeényezi.

a4

-+
(@]
O

Azonos fazisban torténd csatolt rezgés +CD-t eredményez.
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ellenkezbleg
Az ered6 elektromos momentum az ellentétes fazisban
\ torténd rezgésnél balrdl jobbra mutat.
\ Az ellentétes fazisu rezgésnél a kozelebbi vektornak

felfelé, a tavolabbinak lefelé mutat az ered6 elektromos
momentumra meréleges iranylu &sszetevdje, ami az

s elektromos momentummal ellenkez6 irdnyd magneses
e — momentum fellépését (negativ Cotton-effektus) okozza.
-
m

—-CD Ellentétes fazisban torténd csatolt rezgés —CD-t eredményez.

A CD-ben két ellentétes el6jell és idedlis esetben azonos intenzitasu sav-
par (couplet) jelenik meg. A CD savok el6jele a két kromofor kiralitasatol

flgg.

A két rezgésmdd viszonylagos energigja, vagyis a megfeleld savok
hullamhossza — a kiralitastol fliggetleniil — a két kromofér relativ helyzetétdl

flgg (pl. az altaluk bezart sz6g nagysaga).

Az a rezgésmodd igényli a nagyobb energiat, amelyben az atmeneti

dipdlusok azonos polaritasu végei kozelebb esnek egyméashoz.

\

+

~ TR -
>

Ag |ellenkezbleg  fazisban
m
> )

+ couplet

Ag

4

0

. +t + o+ -
fazisban ellenkezdleg
A
> )
B - couplet

2017.03.13.
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A fehérjék a-hélix konformaciojaban az amid-csoportok szabalyos geometria
szerint helyezkednek el a hélix mentén. Gerjesztéskor az amid kromoférok
nagy elektromos momentummal jaré n — n* elektronatmenete felhasad. Két
rezgési mod lehetséges: vagy minden amid-kromofér fazisban rezeg vagy
paronként ellenkezd fazisban. Az L-aminosavakbdl felépllé jobb
csavarodasu hélixben a hélix tengelyével parhuzamosan polarizalt
rezgésmodnak negativ, mig a tengelyre mer6legesnek pozitiv Cotton-
effektusa van. Az el6bbinek kisebb az energidja, igy az a-hélix CD
spektrumaban intenziv negativ couplet jelentkezik.

TS ; =Y
TN RN
A Ay
\ \
» vy e

a-hélix, p-red6zott réteg és rendezetlen konformacié CD spektruma

(Mathews, van Holde,
Biochemistry, 1990) 70

o-hélix

) p-red6zott
a-hélix

[©] % 10" (deg om® dmol )

L ] L 1 1
190 200 210 220 230 240 250
A (nm)

a-hélix (poli-L-izin vizes oldatban); B-red6zott réteg (poli-L-lizin natrium-dodecil-
szulfat oldatban); p-rendezetlen gombolyag (poli-L-szerin 8M litium-klorid oldatban)

2017.03.13.
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Fehérjék vizsgalata
Circularis dikroizmus egyik legfontosabb felhasznalasi terilete

Fehérjék masodlagos szerkezetének analizise, harmadlagos
szerkezettipusok meghatarozasa

Kiilénb6z6 forrasokbdl kapott fehérjék szerkezetének 6sszehasonlitasa
vagy ugyanazon fehérje esetén a kilénb6z6 mutansok
0sszehasonlitasa.

Oldatbeli konformacidk vizsgalata

Fehérje konformacié stabilitdsdanak tanulmanyozasa stressz hataséara -
termikus stabilitas, pH stabilitas, denaturaciéval szembeni stabilitas -
hogy valtozik a stabilitas a puffer 0sszetétel fliggvényében vagy
stabilizator hozzédadasara

Oldészer kivalasztas, kisérleti kortilmények optimalizalasa

Fehérje-fehérje vagy fehérje-nukleinsav kélcsdnhatasok vizsgalata a

e

Konformacio valtozas kiilonbdzé receptor/ligandum komplex
kialakuldsanak hatdsara

Hasonl6an csatolt rendszerek Iépnek fel pl. a
vicinalis dibenzoil-szteroidok esetén:

Ag
BzO B0,

» (O]
2 Tt < B0
v
B0

_ couplet

2017.03.13.
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A csatolas térkémiai feltételei

Couplet amplitudéja forditottan aranyos a kromofoérok kozotti tavolsag
négyzetével.

El6nyds, ha a kromoférok térben kozel vannak egymashoz, de nem kell,
hogy szomszédos helyzetliek legyenek.

A couplet amplitudéja a
dibenzoat rendszernél
akkor a legnagyobb, ha
torzids szdg ~70°.

Az amplitudd nulla, ha a
torzids szdg 0° vagy
180°.(Parallel dipdlus-
elrendez6dés nem ered-
meényez cirkularis toltés-
elmozdulast, azaz a
gerjesztés soran
magneses momentum
@ ons nem indukalodik.)

pz0/ %;
Dibenzoat-észterek

3. Kiralisan zavart (perturbalt) akiralis kromoférok

A legtobb kromofér csoport 6nmagaban akiralis. Az akiralis kromoférok
elektronatmenetei nem lehetnek optikailag aktivak. Akiralis kromofor
gerjesztédése esetén az elektromos és a magneses atmeneti
momentumnak nem lehet azonos iranyt komponense. A |p|m|cos (um)
szorzat, azaz a rotatoreré mindig zérus.

Az akiralis kromoférokat tartalmazd vegylletek is mutathatnak azonban
mérheté CD-spektrumot, mert egyrészt a molekulanak vannak nem teljesen
szimmetrikus rezgései és forgasai, masrészt a kromofor kiralis kornyezete
ugy perturbalhatja a kromofor elektronatmeneteit, hogy a hianyzé atmeneti
momentum is létrej6jjon.

A kiralisan perturbalt akirdlis elektronatmenet tehat elektromos és magneses
atmeneti momentummal jar, s ezért fellép a cirkularis dikroizmus, illetve az
optikai aktivitds. Ennek mértéke azonban nagysagrendekkel kisebb, mint a
kiralis kromofoéroknal észlelhet6 hatas.

2017.03.13.
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A Cotton-effektus el6jelét és nagyrészt a nagysagat is a kromoférhoz
legkozelebbi kirdlis szféra hatarozza meg.

1. szféra
(kromofor)

A molekulakat kildnbdz6 szférakra oszthatjuk. Maga a kromofér az els6
szféra; a gylr(i, amely a kromofért magaba foglalja, a masodik szféra; a
masodik szférahoz kapcsoldédo gylrik vagy csoportok alkotjak a harmadik
szférat és igy tovabb.

Kémiai atalakitasok révén a kovetkezé funkcids csoportok is vizsgalhaté
kromoforra tehetdk:

S
OH —-ONO,-ONO,, _q¢” —_oc?
N N

SMe Ph O
S

NH, > —NHC_ ~ —N=CH —N
SR

HO (o)

NH — N-Hig, N-NO

o S
\
o= - (050, piridin bazis, )=S  Pt-komplex
S

O
S 0
Y V/
cooH —» —c’ —
\ \ Vs
NHR NH—C

NR,

2017.03.13.
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Oktans-szabaly
Keton-kromofor atmenetei: n - n*, 1 —» n*, n = o*.

n — n* atmenet: az n palya az oxigén atomra lokalizalt p,-palya, a n*-pélya
pedig az oxigén és a szén p, palyaibdl jon létre, mely az oxigén és a
szén atom kozott helyezkedik el. Az atmenetnek nagy mégneses
momentuma van (m > 0), de nincs elektromos momentuma (u = 0). Ez a
sav kb. 300 nm-nél jelentkezik, de az abszorpcié nagyon gyenge (e
= 20).

n — n* atmenet: a n-palyan a két p,-palya elgjelei azonosak, a n*-palyan
ellentétesek. Az elektromos momentum nagy (p > 0), magneses
momentum azonban nem jon létre (m = 0), mert az atmenet soran
cirkularis toltéselmozdulas nem jon létre (Ao« ~ 190 nm).

n — o* atmenet: mind elektromos, mind magneses momentum fellép. Az
atmenethez tartozé abszorpciés sav 120 nm korul figyelhetd meg, ¢
=~ 103. Bar az atmenet soran atmeneti elektromos és magneses
momentum egyarant létrejon, CD mégsem |ép fel, mert a két vektor
mer&leges egymasra, és ezért cos(u,m) = cos 90° = 0.

Karbonil kromofor

Az UV besugarzas soran a legmagasabb betdltétt n(p,) nemkétd palyan lévé
elektronok kertilnek a n* lazitd palyara. Az n — n* atmenet az egymasra
merdleges (ortogonalis) palyak kozott csak kis valdszinliséggel mehet végbe
(tiltott atmenet). A 1 — n* atmenet megengedett, mivel mind a =, mind a n*
orbitalok azonos sikban vannak.

c* CCa oo -CD L, <) +CD
. ?_ g Kirdlis X
A A -
1] n(py) 0—@ ¢ n(s) s-karakter(, gémbszimmetrikus
1 TI— n(s)y >C—O palya és n(p) p-karakter(, fekvé
ag nyolcas alak palya

+_ 1 C—0 szén- és az oxigén atomok all6
0—0 «—

nyolcas alaku p, palyaibol

+ c oC»0Q atfedd, kotés iranyu fekvé nyolcas

alaku s-palyakbdl
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Ha p = 0 és/vagy m = 0, akkor nincs UV és CD, de kiralis kdrnyezetben
sériil a szimmetria, s a kilonb6z6 atmenetek keveredhetnek (egy elektron
modell). Mivel az n — n* dtmenetnek nagy magneses momentuma van, de
nincs elektromos momentuma, a = — =n* atmenettél ,lopja el” a hianyzé
elektromos momentumot.

Az oktans-szabaly alapjan megjosolhatd, hogy az igy kialakulé elektromos
és magneses momentumok alapjan milyen el&jeli CD spektrumot
kaphatunk.

@ )
> Z - -0
(] @
hatsoé szektorok ellilsé szektorok hatsé négy szektor
R konfiguracioju (+)-3-metil-ciklohexanon
!
@ a e a S}
H;C—C C
5 | 4 3

a=+25

pozitiv Cotton-effektus

A pozitiv Cotton-effektus arra utal, hogy a molekula dominans
konformacidjaban az a szék konformer Iép fel, melyben a metil-csoport
ekvatoridlis helyzetli. Amennyiben a dominans konformer pl. az NMR
vizsgalat alapjan ismert, akkor a CD alapjan a konfiguracio hatarozhaté meg
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Empirikus szabdly CD becslésére
(oktdns szabdly az n,n* dtmenetre C=0O csoportndl)

view from

Z here
o

[
:
!

— (D>0

I
!
!

— (D«<«O0

X |

Enantiomer B-szubsztitualt adamantanonok

A Ag értékéhez csak azon atomok adnak hozzajarulast, melyek nem a két
szimmetria sikon helyezkednek el, és melyeknek nincs valamelyik
szimmetria sik szemkozti oldalan egy megfelel6 parja.

A hozzajarulas eléjelét az szabja meg, hogy az illeté atom melyik oktansban
foglal helyet, s hatdsanak nagysaga aranyos azzal, hogy milyen kozel
helyezkedik el a kromoférhoz.

Az oktans szabaly kuléndsen jol alkalmazhaté pl. a ketoszteroidok koérében.

Sik abrazolds: CsHyr oy s
CH,

2-keto-5a-kolesztan 2-keto-5B-kolesztan
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Tér abrazolas:

CD abrazolas:

@ . (€]

[ o

Ae=3.0

N——p* % ~300 nm

M
R
c
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Structure and stereochemistry of novel
ecdysteroids from the roots of Serratula wolffii*
Maria Takdcs,** Andras Simon,® Erika Liktor-Busa,® Maria Bathori,*

Ferenc Zsila,? Zsolt Bikadi, Péter Horvath,® Gabor Veress,! Andras Gergely?
and Gabor T6th®*

Three ids viz. 22-dehydro-20-d (1), 1-hydroxy-22-d ,21-didehydro-ecdysone
(2) and 22-deoxy-20,21-didehydro-ecdysone (3) were isolated from the methanol extract of the roots of Serratula wolffi. The

Copyright © 2010 John Wiley & Sons, Ltd.

Keywords: 'HNMR; "*C NMR; CD; stereo structure; ecdysteroids; Serratula wolffii

upper-left
back octant
+

upper-right
back octant

Oktans szabaly
alkalmazasaa

C-22 keto-csoportra:
+ CD sav

lower-left L lower-right
back octant back octant
- +
front-view
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CHy R
CH,
! R
® i o
e
H —®
________ (:)_
) i ®
Ae=-0.8
A ~300 nm

rrrrr compound 4
—— compound 1
14

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400
2 (nm)

Steric structure. Arrows indicate the NOE steric

proximities in the preferred conformation.
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Enone Rule

o, B-telitetlen ketonok

Nic-3-acetate

mért érték: Ac <0

LC-CD coupling

B
/N* O
OCH,

OCH,

(x)-Ancisheynine

separated on Chiralcel OD-H (immobolized
polysaccharide) and n-hexane/isopropanol
(97.5/2.5) as the eluent at elevated
temperatures (55°C)

Bringmann et al., Chirality 2008.

2017.03.13.
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Napjainkban computer programmokal szamitjuk (Gaussian) a spektrumokat:

(moeg)

Dotted curves calculated by DFT:
red for M-, blue for P-configuration

W@% RGN

Cy (;Q'*

s O

| OCH

CHO ¢ () CH,O  CH s

: OCH3 : : OCH,
HiC OCH,

Bringmann et al., Chirality 2008.

Vibracios optikai aktivitds: v-CD és ROA

/\ Vibracios Cirkuldaris Dikroizmus (v-CD)

EW' Cotton Effektus (CD) detektdldsaa rezgési
spektum (infravoros, IR) tartomdnyban

Az elmélet hasonlé mint az e-CD estén
Elényak:

Az IR spektrumban dltaldban t6bb sdv van
(tartomdny 1800 - 1000 cm'!; finger-print)

A sdvok élesebbek, jobb a diszperzid,
kevés az sdvdatfedés

Artifaktok ritkdn fordulnak el

Raman Optikai Aktivitds (ROA): Raman spektroszképia
kirdlis védltozata

31



ELTE Kémiai Intézet

e-CD késziilék (lathaté és UV) v-CD késziilék (infraverss tartomdny)
Bruker Equinox55/PMA37 FTIR/VCD
2003

Vibrational Circulardichroism

Vibrational CD

' ¥ Ae
x 2r
x W +)
b /
Balra és jobbra cirkuldrisan polarizdlt fény & S O
Ae=¢, —¢_ .
B[ [—— (1R+roamphor

w——  (1S)-)-camphor

.C—_CH,  HC__CH, |
%‘ IR
CH3 0 o CH,

1300 1200 1100 1000 900
Camp hor Wavenumber (cm™)

2017.03.13.
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Vibrational Circulardichroism

AA X 10°

Absorbance ¥

=

o

o

'
a

S

0.5

0.0

VCD

(18,2S)-(-)-Pseudoephedrine

fadge ) Jum )
W

IR

Mgl

1 L

L
H

HC.
HC—NT] OH
H

1500 1400

Wavenumber (cm™')

1300 1200‘1100 1000

(1R, 2R)-(+)-Pseudoephedrine

(1S|, 28)-(—)—P§eudoephegrine

Bk
gt

1500 1400 1300

1200 1100

Wavenumber (cm‘1 )

1000

Vibrational Circulardichroism

Mi a teendd, ha megakar juk hatdrozni az absz. konfigurdciét?

Szerkessziik meg az egyik enantiomer DF T-szint{ kvantumkémiai
szdmitdsokon alapulé térszerkezetét.
Ezt kéveti a v-CD spektrum Ab-initio szamoldsa: DFT/B3LYP/6-

316* vagy magasabb szinten

Nagyon fontos: MM/MD médszerrel meg kell hatdrozni az 6sszes lehetsé-
ges konformert, s ezek szerkezetét Ab initio (DFT) szinten finomitani kell,

majd az energidkat meghatdrozni.

Ezutdn kovetkezik minden lehetséges

konformerre a v-CD spektrum kiszdmoldsa, a konformerek részardnydnak
meghatdrozdsa a konformdciés egyenstlyban, végiil az alapvetd konformerek
Boltzmann-silyozott v-CD spektrumai &sszegének megfelelé eredé v-CD
spektrum kiszdmitdsa.

Megjegyzés: A v-CD spektrum szdmoldsdra szolgdlé algoritmus beépitett része
a kereskedelmi forgalomban lévé Gaussian 98 / Gaussian 03 kvantumkémiai
program csomagnak

2017.03.13.
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Abszoldt konfigurdcié meghatdrozasa VCD-spektroszkopiaval

- ----nllc/O &
(ITaCT

0
iy
\H \H
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o
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meért
CDCl;-ban

Vibrational Circulardichroism
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Vass, E.; Holldsi, M.; Forré, E.; Filép, F. Chirality 2006, 18, 733.

|
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o |

Figyeljik meg a szdmitott
v-CD spektrumok nagymér-
ték( eltérését, amit az
-OH csoport forgdsaval
kapott konformerek
eredményeztek!
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Cerda-Garcia-Rojas, Joseph-Nathan et al., J. Nat. Prod. 2007.
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Nehézségek a V-CD alkalmazdsa sordn

Csekély analitikai érzékenység e_viszon){(lag magas koncentrdcidjd oldat kell,
a csekelr S/N '(d'el/,zaj) viszony miatt sokszor 6-8 déra akkumuldlas sziikséges
a megfelelé S/N eléreséhez.

A méréshez megfelel oldészerekben sokszor alacsony a minta oldékonysdga,
tovdbbd az alkalmas IR sdvok teriiletén az oldészernek nem lehet sajdt
elnyelése.

A magas, koncentrdcié intermolekuldris kolcsonhatdsokkal jdrhat egyiitt,
agregdcié is felléphet, mikoris a spektrum mdr nem lesz jellemzg a
kolcsonhatdsoktdl mentes egyedi molekuldkra %gyen?e lesz az egyezés a
mért és a szdmitott spektrumok kozt — ezért olyan alacsony koncentrdciét
célszeri alkalmazni, ami csak lehetséges

A miszernél ez alapvonal problémdkkal jarhat egyiitt.

Szildrd fdzisi méréseknél artifaktok léphetnek fel, ami megneheziti a
spektrumok értékelését, ezért a folyadék ill. oldat fdzisi mérések az
ajdnlatosak.
Nincsenek megbizhaté empirikus szabdlyok jelenleg az abszoldt konfigurdcié
meghatdrozdsara, ezért a V-CD spektrum értékelése csak szdmitdsok révén
lehetséges.

A szdmitdsok jelenleg még csak a kozepes méret(i molekuldkra korldtozédnak
(a molekula meret a Szdmitégépes hattér teljesitményétdl fiigg).

Nagy Eonformdciés mobilitdsd molekuldkndl a szdmitdsok nehezek és idgigé-
nyesek.

A V-CD tfechnika hatékony az enantiomerek azonositdsdban de a diaszte-
reomerek esetén kevésbé hatékony.

Eldnyok a V-CD alkalmazdsa sordn

* Nincs sziikség kristdlyos mintdra: folyadék, oldat vagy
akdr gdz fdzisu minta'is vizsgdlhaté— igazi alternativa
az egykristdly x-ray mellett

+ V-CD spektrum pontosabban szamithaté mint az e-CD
(csak az elektromos dllapotokat kell figyelembe
venni), sokkal részletgazdagabb és egyszeriibben is
interpretdlhaté

- Egyidejlleg nydjthat informdcidt a konfigurdcié és
konformdcio vonatkozdsdban

* AV-CD sTpelﬁrum szdmoldsdra szolgdlé algoritmus
beépitett része a kereskedelmi forgalomban Iévé
Gaussian 98 / Gaussian 03 kvantumkémiai program
csomagnak
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peptide bond

Peptidek konformacidjanak vizsgalata
VCD-spektroszkopiaval
Cyclo(B-Ala-Pro-B-Ala-Pro)

Vass, E.; Kéhalmy, K; Majer, Zs.; Hollési, M.Chirality 2010, 22, 762.
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Assignment of Amide I VCD bands

AA x 105

Cyclo(B-Ala-Pro-p-Ala-Pro) in ACN-d;
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Vibrational Circulardichroism

Nagyon fontos:

MM/MD modszerrel meg kell hatdrozni az 6sszes lehetséges
konformert, s ezek szerkezetét Ab initio (DFT) szinten finomitani kell,
majd az energidkat meghatdrozni.

Ezutdn kovetkezik minden lehetséges konformerre a v-CD spektrum
kiszdmoldsa, a konformerek részardnydnak meghatdrozdsa a
konformdciés egyenstlyban, végiil
az alapvetd konformerek Boltzmann-silyozott v-CD spektrumai

osszegének megfelels eredd v-CD spektrum kiszdmitdsa.
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