Kas ta spektroskopija?

Spektroskopija — tai mokslas, kuris tiria medziaga,
panaudodamas EM spinduliuotés sgveika su ja.

B|Om0|ekU||q_ Spektl‘OSkOplja: Pavyzdys — matomos (VIS) srities spektroskopija — tai
lvadaS tiesiog biomolekuliy spalvy stebgjimas:

Kodél spektroskopija? Meégstama molekulé

Sviesa — nezalojantis jrankis (svarbu biomolekuléms)

Vienintelis “paprastas” bldas pazinti kvantines
sistemas

Metodai leidZia pasiekti didelj tiksluma, pamatyti labai
nedidelius skirtumus tarp molekuliy,

Yra galimybé matyti sistemy dinamika, t.y. ‘realiam
laike’ stebéti biologiniuose objektuose vykstancius
procesus (charakteringi laikai gali bati <100fs!)

=

Molekuliy energijos lygmenys

Atomy Spektrai
» Molekulés — tai kvantiniai objektai, todél joms, kaip ir
atomams, badingi diskretiniai energijos lygmenys.
» Tagciau, skirtingai nuo atomy, molekuliy energetikg
veikia
* Branduolinés pasistemés virpesiai
* Rotacijos (sukimasis dujy fazéje)

* Saveikos su aplinka (pavyzdziui, tirpikliu, baltymu,
kitomis molekulémis) Y

* Cheminé struktiira




Molekuliy energijos lygmenys
ir spektrai

Sugeriamas bangos ilgis
atitinka energijos tarpa tarp
molekulés blseny

Chlorofilo sugerties spektras

Molekuliy energijos lygmenys
ir spektrai

Triptofanas

Molekuliy energijos lygmenys

Vandenilio atomas Molekulé

S\ —
elektroninés
ir virpesinés
blsenos

Molekuliy energijos lygmenys
ir spektrai
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Bangos lgis (nm)

Molekuliy energijos lygmenys
ir spektrai

Bakterijy fotosintetiné antena

Molekulé — tai dipolis

Vandenilio atomas Molekulé (chlorofilas a)

P

Kad molekulé sgveikauty su
elektriniu lauku, joje turi (bent
jau laikinai) susidaryti
osciliuojantis dipolinis
momentas. Jis vadinamas
Suolio dipoliniu momentu.




Molekulé — tai dipolis

Dipolinio momento didumas Molekulé (chlorofilas a)
nusako spektrinés linijos vi o
intensyvuma.

My = J‘(pjﬁ(o]‘ dr

Suolio tikimybé (dar vadinama
Einsteino koeficientu)
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VIS/nIR srities spektrai ir
elektrony sistemos

Fizikiné priezastis suprantama i$ paprasto kvantinés
mechanikos uzdavinio su dalele potencialo duobéje.
Analogija galima, nes konjuguotoje sistemoje elektronai
yra delokalizuoti.

Kuo didesné duobé, tuo mazesni tarpai tarp leistiny energijy,
tuo raudonesni sugeriami bangy ilgiai.

Molekuliy energijos lygmenys

Taciau suzadinus molekule Sviesa, egzistuoja tikimybe,
kad suzadinto elektrono sukinys apsivers ir gausime
tripletine bdseng:

Singletiné suzadinta biisena, Tripletiné suzadinta bisena
sukiniai antilygiagretds sukiniai lygiagretas

457 LUMO
4]7 HOMO- 417

VIS/nIR srities spektrai ir ©
elektrony sistemos

Jei molekulés elektronai lokalizuoti (néra kon oty
dviguby junggiy), tai tokia molekulé sugers tik UV Sviesa.
Matomoje srityje sugeria molekulés, turin¢ios konjuguoty,
junggiy:

beta-karotinas

Chilorofilas

p-carotene

Molekuliy energijos lygmenys

Paprastai elektronai orbitales uzpildo taip, kad energija
bty kuo mazesné — | kiekvieng orbitale telpa du
elektronai su priesingais sukiniais taip, kad bendras
sistemos sukinys baty lygus nuliui (Hundo taisyklé).

LUMO tokios
(lowest unoccupied molecular orbital) biisenos,

Kkuriy sukinys
HOMO lygus nuliui,
(highest occupied molecular orbital) vadinamos

% singletinémis

Molekuliy energijos lygmenys:

Jablonskio diagrama
E—"

phoshorescence

So

kiekvienas Suolis tarp bet kuriy 2 baseny turi savo dipolinj momentg




Molekuliy energijos lygmenys: Molekuliy energijos lygmenys:
Jablonskio diagrama ir spektrus lemiantys procesai

. Sugertis: Suoliai i$
pagrindinés bldsenos |

leidZia kokybiSkai suzadintas singletines

paaiskinti molekuliy | busenas, sugeriamas

sugerties ir Svytéjimo IR fotonas;

spektrus

Jablonskio diagrama

. Fluorescencija: Suoliai i$
singletinés suzadintos
busenos | pagrindine,
iSspinduliuojamas fotonas;

. Fosforescencija: Suoliai iS Wy
tripletinés suzadintos

Larry Takiff and Steven G. Boxer® - o e wer bsenos I' pagrindin(—},

- , iSspinduliuojamas fotonas.

J. Am. Chem, Soc. 1988, 10, 44254426

Procesai, nesusije su Sviesa, bet Keletas negriezty taisykliy
netiesiogiai veikiantys spektrus apie spektrus

. Vidiné konversija (angl.
internal conversion): 1. Molekulés sugeria i$
energijos relaksacija tarp pagrindinés bisenos
vibraciniy (o per vibracinius — apatinio vibracinio
ir tarp elektroniniy) lygmenu; lygmens (visuotinio

. Interkombinaciné konversija tingéjimo principas ©)
(angl. intersystem crossing)
suzadintos busenos
elektrono sukinio
pasikeitimas — Suolis i$
singletinés | tripletine buseng

. Molekulés spinduliuoja
i§ pirmosios suzadintos
blisenos apatinio
vibracinio lygmens
(GEREREISYAE))

Keletas negriezty taisykliy

apie spektrus Stokso poslinkis

1S visuotinio tingéjimo
principo © ir Kasha taisyklés
gauname veidrodinés
simetrijos taisykle:
fluorescencijos spektras — tai
veidrodinis sugerties spektro
atspindys. Atstumas tarp
sugerties ir fluorescencijos
spektry maksimumy
vadinamas Stokso poslinkiu




IS kur atsiranda Stokso
poslinkis?..

Prisimename Starko efekta i$ kvantinés mechanikos:
patalpinus atomus (ir molekules)  elektrinj lauka, jy
energijos lygmenys pasislenka:

IS kur atsiranda Stokso
poslinkis?..

Pagrindiné bisena  Suzadinta busena ~ SuZadinta busena
po kiek laiko

Tarpmolekuliniy saveiky salygotas Stokso poslinkis atsirada dél
to, kad aplinkos (tirpiklio ar baltymo) molekulés prisitaiko prie
molekulés dipolinio momento ir poliarizuojamumo suzadintoje
blsenoje

IS kur atsiranda Stokso
poslinkis?..

Dalis Stokso poslinkio

atsiranda ir dél to, kad

molekulés atomy,

branduoliai prisitaiko prie

naujos elektrony debesélio \
konfiglracijos suzadintoje

busenoje (pvz., keiciasi

kovalentinio rySio stiprumas)

e —

atstumas tarp branduoliy,

IS kur atsiranda Stokso
poslinkis?..

Stokso poslinkis atsiranda
dél to, kad aplinkos (tirpiklio,
baltymo) molekulés prisitaiko
prie molekulés konfigdracijos
suzadintoje blsenoje

relaksacija

A

Aplinkos konfigdracija

Poliarizuojamumas

Tai molekulés sugebéjimas jgyti dipolinf momentg
iSoriniame elektriniame lauke (laukus kuria, pvz., tirpiklio
molekulés).

Be elektrinio lauko Elektriniame lauke

IS kur atsiranda Stokso
poslinkis?..

Taigi, Stokso poslinkis atsiranda dél to, kad pacios
molekulés branduoliai ir aplinkos molekulés prisitaiko prie
molekulés elektrony konfigdracijos suzadintoje blsenoje.

Kadangi sistema molekulé+tirpiklis visada stengiasi
minimizuoti savo energija, fluorescencijos spektras visada
pasislenka | mazesniy energijy (ilgesniy bangy) puse nuo
sugerties spektro.




Spektroskopijos buna jvairi . ..
pekfroskopijos htina lvairios, Sugerties spektroskopija

Sviesos intensyvumas pragéjus pro / storio bandinj (sugerties désnis)

. Sugel"ties Taip apibézus, eksponentés rodiklis vadinamas bandinio optiniu
A s tankiu. Jei optinis tankis lygus vienetui, bandinys praleidZia 10% | ji
 elektroniné krintancios viesos (spindulys susilpnéja 10 karty).
* virpesiné

* Fluorescencijos »
* Fluorescencijos
* Fluorescencijos zadinimo

OD = Al =¢cl

Tai Bugerio-Lamberto-Bero désnis (Beer’s law)

Sviesos sugertis Klausimas, kad nemiegotumét:

Jei medZiaga (tirpalas) $viesa praleidZia, o sugeria tik itirpe
molekulés, optinis tankis proporcingas molekuliy molinei

koncentracijai:
OD = Al = ¢gcl

Tai Bugerio-Lamberto-Bero désnis (Beer's law). ¢ vadinamas
moliniu ekstinkcijos koeficientu. Jis priklauso nuo bangos ilgio ir
apraso molekulés gebéjima sugerti to bangos ilgio Sviesa.

Koks turi bati bandinio optinis tankis, kad jj galétume
iSmatuoti kuo tiksliau?

Molekuliy sugerties spektrai:

matavimas Spektrometry komponentai

Detector
Sample

Exit slit

Dispersion device

Entrance slit

Source




Molekuliy spektrai: matavimas Realls spektrofotometrai

Skenuojantis

Reikia pamatuoti intensyvuma su bandiniu ir be

bandinio, todél arba naudojami du spinduliai (tiksliau),

arba atliekami du eksperimentai — su ir be bandinio, o N

tada imamas santykio logaritmas. Sviesolaidinis

Spektrofotometrai Sugerties spektry informacija

Koncentracijos
Firmos, gaminancios spektrofotometrus: Grynumas
Aplinka (tirpiklis, baltymas)

Shimadzu Molekuliy tarpusavio saveikos

Perkin Elmer
Beckman
Avantes
Ocean Optics
Cary

Bakteriochlorofilas tirpale

Fluorescencijos spektroskopija Fluorescencijos spektroskopija

Fluorescencijos

Molekulés suzadinamos Sviesa, detektuojami jy = i
kvantinis nasumas:

iSspinduliuoti fotonai.
Metodui badinga: k
- Didelis selektyvumas ¢ = W
« Didelis jautrumas ky+k,+ky +k,,
* Yra informacija apie procesus suzadintoje bisenoje ’
ICIELCEWIEY

other gali bati:

* energijos pernasa,

- fotoreakcijos

« fluorescencijos gesinimas...




Fluorescencijos spektroskopija

ISmatuotas fluorescencijos intensyvumas molekulei
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Priklauso tiek nuo pacios molekulés savybiy (Suolio
dipolinio momento), tiek dél procesy suzadintoje
basenoje, kurie lemia kvantinj naSumg

Fluorimetrai

Firmos, gaminancios spektrofluorimetrus:

Shimadzu
Perkin Elmer
Beckman
Spex

Ocean Optics, Avantes
(8viesolaidiniai)

Fluorescencijos Zadinimo
spektroskopija: galimybés

Galima pamatuoti pavieniy molekuliy ‘sugerties’ spektrg

Kai molekulés toli viena nuo kitos, jy spektrai — atskiros linijos,

o kai jas kartu laiko saveikos, gaunam vieng ar kelias placias. Tai rodo,

kad sgveikaujancios molekulés sudaro vieng ‘supermolekule’

Principiné spektrofluorimetro
schema

sample cuvette

excitation fluorescence

heam \é \\

filter

light source detector

© 2001 EM. Tissue

Fluorescencijos Zadinimo
spektroskopija

Detektuojame fluorescencija ties vienu (maksimumo)
bangos ilgiu ir ZiGrime, kaip intensyvumas priklauso nuo
Zadinimo bangos ilgio.

“Normaliose” molekulése, kurios tiesiog perspinduliuoja
sugertg Sviesq Sis spektras turéty sutapti su sugerties
spektru.

Kam tada jj matuoti?

Fluorescencijos spektras

O kur kitos juostos, kurias
matome sugerties
spektre?

fluorescencija
sugertis
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Accoptor

FRET

Dél energijos pernasos veikia Sviesg surenkancios
antenos: jos sugeria fotonus ir perduoda juos j reakcinj
centrg...

Pernasos efektyvuma galime nustatyti iSmatave
fluorescencijos Zadinimo spektra ir palygine jj su sugerties
spektru (jei pernasa 100%, abu spektrai sutaps).

PernasSos eksperimentai leidzia matyti saveikas tarp
SviecCianciy molekuliy:

* FRET mikroskopija

* FRET spektroskopija

Kinetiné (laikiné)
spektroskopija

Sviesa suteikia energijq

Intensit

Fluorescence Resonance Energy
Transfer

1 (F,(0)A,(0)
kDA ~FK'J~%da)

Molecule 1 Molecyle 2
\ Fluorescence

ACCEPTOR

Wavelength




Sviesa perduoda informacijq...

Sviesos sukeltos reakcijos prasideda
nuo fotono sugerties, kuri vyksta
baltymuose...

* Sviesos dalelés energijq baltymas
panaudoja per

Ips =~0.000°000°000°001 s

(vienq milijoning vienos milijoninés
sekundes dalj)
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Apsvietimas
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Kaip suspéti su tokiais
greiciais?
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Sviesa — pats greiCiausias jrankis pasaulyje,

(Sviesos greitis — 300 000 km/s)

0 lazeris — pats tobuliausias Sviesos Saltinis.

Pasvietus j Sviesai jautrius baltymus, jie ima vykdyti
savo funkcijas, ir keiciasi jy spalva

Neigiamas fototaksis — atsakas j potencialiai
zalingq UV Sviesq

NeLaiminga bakterija

Laikiné spektroskopija: ultraspartis
spalvos pokyciai

Antrasis impulsas Ziari, kaip
pakito bandinio spalva,
apsvietus ji pirmu impulsu. o
Keiciant uzlaikymq (atstumq)
tarp impulsy galima nustatyti,
kaip vyksta reakcijos

s
K\n\am\s atstur

Diffraction Grating

pump Pulse (4000

e\ sample Cell

Pasvietus j Sviesai jautrius baltymus, jie ima vykdyti
savo funkcijas, ir keiciasi jy spalva

Pavyzdys: solvatacija




Laurdan’as — dazas naudojamas
biologiniy membrany mikroskopijoje

Laurdan in Ethanol (¢ = 600 uM)
—s—Delay 2ps
=»—Dalay 10 ps
*  Dolay 100 ps

Diff. Absorbance / mOD

480 480 500 520

Wavelength / nm

EinSteino koeficientai

Pabandysime aprasyti sugertj ir
priverstinj spinduliavimg molekuléje
turinCioje dvi — pagrindine ir suzadintg
bisena:

1. Atéjes elektrinio lauko fotonas
gali bati sugertas ir molekulé
atsidurs suzadintoje blsenoje;

f =
s
| sugertis

2. Jis taip pat gali priversti
suzadintos blsenos molekule
iSspinduliuoti fotong ir grizti |
pagrindine biseng

sewinenpuids

EinSteino koeficientai

Tarkime, kad ateinantis
fotony srautas I(t) yra
pastovus I(t)=const. ir
sistemoje nusistovéjo B
pusiausvyra, t.y. ny=—n,

A

0=-1I4ny + IBn,

“normaliems” atomams B=A

Surandame ir gauname, kad

pusiausvyrasias
suzadintos ir pagrindinés
blsenos uzpildas
(koncentracijas)

ny=mn

EinSteino koeficientai

* Suzadintos busenos ) -
molekuliy koncentracijg UZraSome lygtis koncentracijoms:
pavadinkime n,, o

agrindinés — n,. ]
pag o dn,

=—1(t)Any+ 1(t)Bn,

» Sugerties ir priverstinio T
spinduliavimo koeficientus
pavadinkime A ir B. Jie ‘7"”1
vadinami Einsteino —_—
koeficientais ir apraso
tikimybe, kad atéjes j
molekule fotonas bus
sugertas (sukels
spinduliavimg).

=1(t)An, —I1(t)Bn,

EinSteino koeficientai

Kadangi molekulé visuomet bus arba suZadintoje, arba
pagrindinéje bisenoje, tai

ny+n =1

1
Ny =n, =—

2

I8vada: jokiu fotony srautu negalima sukurti inversinés
uzpildos ny>n, dviejy lygmeny sistemoje!
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EinsSteino koeficientai

Einsteino koeficientai Chlorofilo sugerties spektras
spektroskopijai svarbis o

tuo, kad lemia sugerties
(ir fluorescencijos) juosty
intensyvumus. Juos
galima apibrézti
kiekvienam spektre
stebimam Suoliui. Wavelengh (m)

Absorption




