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Od kod absorbcijski spekter?

Absorpcija svetlobe pri prehodih med

* elektronskimi stanji

* vibracijskimi staniji

* magnetnimi in polarizacijskimi staniji

znotraj molekul.
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raztezek molekule



Dinamika znotraj molekul - gibanje elektronov

pi-bond

* Elektronske orbitale so obmocja okoli jeder, kjer
se nahaja elektron ali par elektronov z doloceno
energijo. D)

p orbitals sigrna-bond

oy

sp® orbitals

* Atomske orbitale se sestavljajo v molekularne.

sp? carbaon atorn sp? carbaon atorn carbon-carbon double bond

B Formation of o- and x- molecular orbitals

* Elektroni po absorbciji energije prehajajo med from two sp? hybridized carbon atoms
elektronskimi orbitalami na ¢asovni skali
femtosekund.

Caffeine Cholesterol

* Energijske razlike med elektronskimi stanji so
nekaj eV, zato elektronske prehode raziskujemo
z UV-VIS spektroskopijo.
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Od Cesa je odvisen absorpcijski spekter?

* Prepustnost (T) vzorca eksponentno pada (Beer-Lambert) z:

e debelino vzorca ..d
 koncentracijo absorberja . C T =— =exp(—€'cd)
. N Iy
» koeficientom absorpcije .. €
(presekom za absorpcijo ... 0)
* Meritve UV-VIS obicajno predstavimo kot absorbanco: A = —logqo(T)
SN
e Z UV-VIS lahko dolocamo koncentracijo snovi /
(Ce vzorec ne siplje svetlobe!)

Light Source Lens Grating

ssssss
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Od kod barva?

* Razmerja prepustnosti razlicnih pasov
absorpcijskega spektra se lahko spreminjajo z

debelino vzorca.

e Zaradi razlicne obcutljivosti cepkov se zaznava
barve razlicno debelih vzorcev se dodatno

spremeni.
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Dinamika znotraj molekul - gibanje elektronov

 \/casih molekule absorbirano svetlobo oddajo nazaj — pojav imenujemo fluorescenca

Energijski prehodi: Spekter svetlobe:
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raztezek molekule valovna dolzina

e Zaradi obcutljivosti, kontrasta in specificnosti mnogo analitskih metod izkorisca
fluorescenco za detekcijo
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Dinamika znotraj molekul - gibanje elektronov

A

Absorpcija je odvisna tudi od polarizacije

E A

N

svetlobe: //\/ Ii§ /ﬁ//{/u %{QL )
* Z linearno polarizirano svetlobo lahko

dolo¢imo smer dipolnega momenta orbital polarizacija  vezikli DPPC+chol  vezikli DOPC

ter S tem smer in StOpnjO urejenosti svetlobe (urejena faza) (neurejena faza)

molekul (“order parameter”)

G—

* S krozno polarizirano svetlobo lahko

razloCimo kiralne molekule; npr. doloCimo CD active

sekundarno strukturo proteinov (a, B) s CD- medium

spektroskopijo (“circular dichroism”) Detector
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Dinamika znotraj molekul - vibracije vezi

* Jedra se gibljejo. Ker pa so vezana drug na drugega, izgleda, kakor da bi vezi vibrirale.

raztezanje (SIM) raztezanje (ASIM) rezanje guganje predklanjanje zvijanje

5 N N N N

 Vibracijska gibanja se dogajajo na pikosekundni ¢asovni skali.

* Prehode med vibracijskimi stanji z energijsko razliko 0.05-0.5 eV lahko spremljamo z
infrardeco spektroskopijo (FTIR).
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Dinamika znotraj molekul — opletanje verig

* Ko se v verigo povezana jedra gibljejo, izgleda, kot da
veriga opleta.

* Opletanje poteka na nanosekundni casovni skali.

* Opletanje opazimo pri vseh verigah:
* alkilnih verigah v lipidih,
 stranskih verigah aminokislin v proteinih,
 krajSih verigah polimerov.

e Za detekcijo opletanja potrebujemo metode, ki lahko
zaznajo usmeritev molekul v prostoru:

* anizotropija fluorescence,

akvaporin v lipidni membrani

» elektronska paramagnetna resonanca (EPR).
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Dinamika znotraj molekul —spin

V magnetnem polju (B) je energija jedra/elektrona s
spinom odvisna od orientacije spina glede na B

Energijske razlike so nekaj peV/meV, zato za prehode
pri NMR/EPR potrebujemo radijske/mikro-valove

Energijska razlika je odvisna tudi od lokalnih magnetnih
polj — zamik spektralnih crt NMR (“chemical shift”)

omogoca dolocanje kemijske sestave snovi .
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Prenos magnetizacije med atomi omogoca merjenje
razdalj (2D NMR), npr. za doloCanje strukture proteinov
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Povpreceno glbanje ki je
h|trere od ¢asovnega okna
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Dinamika molekul & casovna okna spektroskopij

elektronski vibracije opletanje spreminjanje
prehodi vezi verig konformacij daljSih
biopolimerov

10 eV 10meV 1 meV 0.1 meV energija

>
fs ps ns us casovna skala

gasovno okno

Za UV-VIS so skoraj
vsi pojavi pocasni,

i ' 1 Za FTIR so elektronski pojavi
1 zato vedno meri i

Za EPR so vse spremembe vezi
prehitri, med vibriranjem vezi prehitre, zato jih vidi povprecne!
FTIR zazna zgolj povpreéno Spremembe konformacij kratkih

o Za NMR je skoraj vsa dina-
stanje orbital! Spremembe i verig so ravno v EPR &asovnem

mika znotraj krajSih molekul
prehitra, zato jo vidi povpre-
¢eno! Samo spremembe
konformacijskih stanj dolgih
biopolimerov so dovolj po-
Casne, da jih NMR vidi kot
superpozicijo stanj!

konformacij pa so za FTIR oknu, zato je EPR tako obcutljiv
prepocCasne, zato jih zazna kot na anizotropijo njihovega ople-
superpozicijo konformacij! tanjal Spremembe konformacij

i daljSih polimerov so za EPR
prepocasne, zato jih zazna kot

| superpozicijo konformacij!
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Spektroskopije — klju¢ do molekularnih informacij
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