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SPEKTROSKOPIA MOLEKULARNA ]
| semestr 2. stopien ZFMB/Biofizyka molekularna (30h W + 30h Cw)

Fizykochemiczne podstawy spektroskopii (rekapitulacja; 1 wyktad)
- struktura czasteczki, symetria i tablice charakteréw grup, konformacja
- dynamika ruchéw molekularnych, model dyfuzyjny

Oddzialywanie promieniowania elektromagnetycznego z czasteczkami (3 wyklady)
- energia czasteczki i makroskopowego uktadu czasteczek, diagram Jabtonskiego
- prawdopodobienstwo przejscia (ztota reguta Fermiego), moment dipolowy,

absorpcja, emisja, rozpraszanie Ramana i tensor polaryzacji, reguty wyboru
- klasyfikacja i ogdlna charakterystyka metod spektroskopii, parametry opisu widma
- techniczne podstawy rejestracji widm, lasery, spektroskopia fourierowska

Spektroskopia absorpcyjna i ramanowska w podczerwieni (IR) (2 wyktady)

- widma oscylacyjno-rotacyjne czasteczek dwuatomowych

- widma oscylacyjne czasteczek wieloatomowych, drgania normalne, czgstosé
grupowa (charakterystyczna)

- struktura rotacyjna pasm oscylacyjnych, tensor momentu bezwladnosci,
oddziatywanie Coriolisa

- widma aktywnos$ci optycznej Ramana (ROA) i wibracyjnego dichroizmu kotowego
(VCD)

. Spektroskopla w bliskim nadfiolecie i w zakresie widzialnym (UV VIS) (3 wyktady)

absorpcyjne widma elektronowe, reguta Francka-Condona
- chromofor i diagram Kasha, sprzezenie wibronowe
- fluorescencja i fosforescencja, metody stacjonarne i czasowo-rozdzielcze, FCS
- wygaszanie stanow wzbudzonych, rezonansowy transfer energii (FRET)
- dichroizm kotowy (CD), dichroizm liniowy (LD), rezonansowy efekt Ramana (RR)

Magnetyczny rezonans jadrowy (NMR) 1 elektronowy rezonans paramagnetyczny

(EPR) (4 wyktady)
rezonans magnetyczny jadra w ujgciu kwantowym i rezonans makroskopowego
uktadu jader w ujeciu obrazie klasycznym

- oddzialywania jadro-jadro i jadro-elektron

- widma w ciele statym i widma wysokiej zdolnosci rozdzielczej

- wymiana chemiczna, relaksacja jadrowa, jadrowy efekt Overhausera (NOE)

- rezonans magnetyczny elektronu i widma EPR

Wspolczesne techniki spektroskopowe i zastosowania spektroskopii w biofizyce,
chemii i biologii (2 wyktady)

- techniki wielowymiarowe

- spektroskopia pojedynczej czasteczki (SMS)

- przyktadowe zastosowania spektroskopii molekularne;.
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WYKLEAD 1.

Wyklad SPEKTROSKOPIA MOLEKULARNA [PLANSZA 1] obejmuje
omoéwienie zagadnien standardowych metod spektroskopowych w badaniach

czasteczek organicznych, od zakresu fal radiowych (magnetyczny rezonans jadrowy
NMR; nuclear magnetic resonance i elektronowy rezonans paramagnetyczny EPR;
elektron paramagnetic resonance), poprzez mikrofale MW (microwave), podczerwien IR
(infrared) do zakresu widzialnego VIS (visible) i bliskiego ultrafioletu UV (ultraviolet)

[PLANSZA 2: plan wykladu, zagadnienia, literatura]. Na wstgpie zostang

przypomniane niezbg¢dne, podstawowe pojecia z zakresu fizykochemii czasteczki i

ukladu czasteczkowego z szerszym, chociaz bardzo skrétowym ujeciem zagadnien
symetrii czasteczki, a nastgpnie zostanie przedstawiony zarys zagadnienia oddzialywania
promieniowania elektromagnetycznego z ukladami molekularnymi. Ostatni wyktad
zawiera omoOwienie zastosowan spektroskopii do analizy przyktadowych zagadnien z

zakresu zwigzanego z biofizyka molekularng. Nacisk jest potozony na strukture widm

spektroskopowych, a zagadnienia techniczne (optyka) rejestracji widma sg ujete skrotowo,

z szerszym omoOwieniem Wykorzystania laserow. Scharakteryzowane beda rowniez
wspotczesnie rozwijane techniki, ze szczegdlnym uwzglednieniem metod fourierowskich,
metod wielowymiarowych i spektroskopii pojedynczej czasteczki.

Celem wykladu jest przyblizenie spektroskopii jako narzedzia w rozwiazywaniu
zagadnien biofizyki molekularnej i chemii strukturalnej. Wybrany zestaw zadan i
probleméw do analizy podczas ¢wiczen ma na celu lepsze zrozumienie materiatu
prezentowanego na wyktadzie poprzez samodzielne rozwigzywanie prostych zadan z
zakresu interpretacji widm 1 zastosowan spektroskopii. Z zaproponowanych czterech
podrecznikéw dwa pierwsze majg charakter podstawowy i dotycza:

- teoretycznych podstaw spektroskopii ujetych w wyktadzie; pozycje (1) i (2);

- wykorzystania teorii grup i reprezentacji grup w spektroskopii; pozycja (3)

- teoretycznych i eksperymentalnych zagadnien wspotczesnej spektroskopii ze

szczeg6lnym uwzglednieniem wykorzystania laserow; pozycja (4).

PLANSZE do wyktadow, tekst wyktadu i rozwigzania zadan (po ¢wiczeniach) sa
umieszczane w internecie:  http//www.biogeo.uw.edu.pl/spectroskopia_molekularna.
Podczas wyktadu stosowana jest notacja: operatory i wektory czcionka pogrubiong

(bold), skalary czcionka zwykla, elementy symetrii (osie, plaszczyzny itd.) kursywaq.



Pierwsze wyklady obejmuja przypomnienie fizykochemicznej charakterystyki

czasteczki i ukladu molekularnego: struktura, konformacja, symetria, dynamika
ruchow molekularnych oraz energii czasteczki i makroskopowego ukladu
molekularnego, ktoére sg niezb¢dne do opisu oddzialywan z promieniowaniem
elektromagnetycznym i do rejestracji widm spektroskopowych:.

STRUKTURA czasteczki chemicznej (organicznej), tu na przyktadzie czasteczki

BENZENU jest wyznaczona przez nastgpujgce pojecia: [PLANSZA 3: struktura i

symetria czasteczki benzenu CeHs].

(A) Struktura chemiczna: rodzaj i wzajemne potaczenie wigzaniami kowalencyjnymi
zrebow atomowych (jader z elektronowymi powlokami wewngtrznymi), a mniej $cisle
"atomow", zapisane w formie wzoru strukturalnego CeHe.

(B) Struktura przestrzenna: ustawienie zr¢gbow atomowych wynikajace ze struktury
chemicznej i okreslone przez podanie wartosci trzech wspétrzednych kartezjanskich (xi,
Vi, Zi) dla kazdego i-tego zr¢bu atomowego w wybranym uktadzie wspotrzednych;

(C) Konformacja: ze wzglgdu na mozliwo$¢ obrotow wokot wigzan pojedynczych i
czgsciowo podwodjnych czasteczka niesztywna moze przyjmowaé wigce] niz jedng
strukturg przestrzenng (kilka konformacji) z mozliwoscia dynamicznego przechodzenia
mi¢dzy formami, np. w cykloheksanie CsH12, w przeciwienstwie do sztywnej, ptaskiej
czasteczki benzenu.

Przestrzenny uklad zrgbow atomowych czasteczki moze charakteryzowac si¢
okreslong SYMETRIA, tzn. mozna na czasteczce przeprowadzi¢ okreslone operacje
przeksztalcenia w przestrzeni, ktorym odpowiadajg elementy symetrii, i ktére prowadza
do stanu identycznego z poczatkowym przy zachowaniu odlegto$ci migdzyatomowych:

- o wlasciwa n-krotna C, operacji obrotu o kat 2r/n ("w prawo"), ktora generuje obroty
(whasciwe) Cn¥, o katy (k/n)2m, dla benzenu n = 6, 3 i 2 (trzy typy osi), osie Cg° i Cs?
oznaczaja obroty ,,w lewo”, o katy odpowiednio /s x 360 = 300 = —60° oraz /3 X 360 =
240 = -120°%

- plaszczyzna symetrii o operacji odbicia, dla benzenu ptaszczyzny on, oy oraz ov;

- 0§ inwersyjna Sy ztozenia osi Cy i plaszczyzny odbicia o prostopadiej do osi, generuje
obroty niewlasciwe Sn¥ a oznaczenia ,,w prawo”, ,,w lewo” tak jak dla osi Cn; S1 = 5,

- inwersja | = Sy odbicia wzgledem punktu;

- osie wlasciwe 1 niewlasciwe C%», S%. obrotu o dowolny kat ¢ w czgsteczkach liniowych

{Zadanie 1}. Czasteczki bez jakiejkolwiek osi niewlasciwej (dyssymetryczne) nie daja



si¢ natozy¢ na swoj obraz zwierciadlany i wystgpuja w formie izomeréw optycznych,
ktore skrecajg ptaszczyzne $wiatla spolaryzowanego liniowo. Sztywng czasteczke mozna
zaklasyfikowa¢ do jednej z punktowych grup (algebraicznych) symetrii G = {R}
[PLANSZA 4: podstawowe wzory teorii reprezentacji grup symetrii] o liczbie h
elementow R (rzad  grupy). Czasteczki  liniowe  klasyfikuje si¢  do
nieskonczeniewymiarowych grup cigglych. Grupy oznacza si¢ symbolami Schoenfliesa
lub migdzynarodowymi, np. Den (6/mmm) dla benzenu CeHe [PLANSZA 3].

Do opisu przeksztalcen funkcji zadanej na ukladzie o okreSlonej symetrii
[PLANSZA 4] rozwinigto teori¢ reprezentacji grup. Zagadnieniom symetrii czasteczek i

teorii reprezentacji grup symetrii jest poSwiecony rownolegly wyktad na Wydziale Chemii:

(Teoria grup w chemii). Na wyktadzie spektroskopii beda przedstawione jedynie
niezbedne kluczowe pojecia i wyniki. Reprezentacja n-wymiarowa grupy G = {R} jest
grupa operatoréow liniowych w n-wymiarowej przestrzeni wektorowej L = {r}, bedaca
homomorficznym odwzorowaniem G — L, tak ze dla dowolnej funkcji f(x):
n
f(Rx) =rf(x) lub f(x) = rf(Rx) rfc = ijDjk(R)
j=1
czyli elementy grupy L reprezentujg w uktadzie f1,., fn funkcji bazowych n x n wymiarowe
macierze D(R) = [Dj]. Liczba reprezentacji jest nieskonczona ze wzgledu na
nieskonczenie wiele uktadéw funkcji bazowych. Po zmianie uktadu funkcji bazowych
przez przeksztatcenie ortogonalne M na f '1,., f 'n macierze uzyskujg posta¢ D'(R):
n
D'(R) = M~D(R)M f'x = ijMjk
=1
Istnieje skonczona ilo$¢ tzw. reprezentacji nieprzywiedlnych réowna liczbie klas K
elementow réwnowaznych w grupie, czyli elementow A, B € {R} takich, dla ktorych
istnieje element X e {R} ze: A = XBX {Zadanie 2}. Kluczowym dla teorii reprezentacji
jest wielki teoremat ortogonalnosci, ktory pozwala rozktadac reprezentacje przywiedlne
na nieprzywiedlne. Dowolng reprezentacje przywiedlng D mozna przedstawi¢ jako sume
prosta reprezentacji nieprzywiedInych o wymiarach | {Zadanie 3}:
K
D=DY @ D@®...® DK ZI?:h h - rzad grupy
j=1
gdzie niektore reprezentacie D® moga wystapi¢ z krotnoscia a > 1. Dla wiekszosci

zastosowan wystarczy znajomos¢ charakterow y(R) macierzy reprezentantow:

%(R) = 2kDik(R)



i zrozumienie TABLIC CHARAKTEROW. Tablica charakterow zawiera wartosci
charakteréw reprezentacji nieprzywiedlnych danej grupy symetrii, reprezentacje

nieprzywiedlne tej grupy, informacje o klasach elementow sprzezonych, ilos¢ klas = ilo$é

reprezentacji i wtasnosciach transformacji prostych funkcji oraz wektoréw osiowych R
= Q x P, np. predkos¢ katowa @ = r X V [PLANSZA 5 tablice charakteréw grup Coy,
Déh, Cev | Dwv]. Znajomos$¢ charakteréw wystarczy do rozktadu reprezentaciji przywiedinej
na sume reprezentacji nieprzywiedInych.

1(R) = 2ap(R)
Dowolna funkcja jest albo funkcja bazowa reprezentacji nieprzywiedInej danej grupy albo
da si¢ przedstawi¢ w postaci sumy funkcji bazowych. Dysponujgc charakterami mozna
wygenerowac funkcje bazowe poprzez dziatanie tzw. operatorow rzutowych.

Punktowe grupy symetrii sa skonczonymi podgrupami ciagglej grupy obrotéw i
odbi¢ przestrzeni trojwymiarowej Kn o nieskonczonej ilo$ci elementow. Analiza grup
cigglych i ich reprezentacji* jest niezbedne do dyskusji spektroskopii atomowej i

czasteczek liniowych o symetrii osiowej. Teoremat ortogonalnosci mozna sformutowaé

podobnie definiujgc miar¢ na rozmaitosci grupowej (catkowanie zamiast sumowania).
Tablice charakteréow grup Cwoy i Dwy maja podobng formeg, z tg rdznica ze jest

nieskonczenie wiele transformacji symetrii (i klas) oraz reprezentacji nieprzywiedInych.

* Grupgq cigglg G jest zbior elementow R(ay,ay,...,ar) = R(a), r liczba naturalna skonczona lub nieskonczona;
parametry ax zmieniajg si¢ w sposob ciagly; R(a)R(b) = R(c), R(a)(a™) = R(0), stad ¢ = ¢(a,b), a*=¢'(a). Dla
analitycznych funkcji ¢ oraz ¢' G jest grupa Lie'ego, a szczegdlnie wazng role odgrywaja grupy Lie'go
transformacji x;' = fi (Xa,....Xn; a1,a2,...,&), Np. jednoparametrowa grupa Liego jest roéwnowazna grupie

translacji y' = y + t. Transformacj¢ infinitezymalng definiuje si¢ jako rine: X'+dx'=f(X';a+da)=f(x'";6a);

a+da=¢(a,5a). Stad zachodzi: dx'i= Zrk,|:1Uik (X")wq (@)da ,uik = (Ofif0ax)|a=0. Transformacja infinitezymalna

w dziataniu na funkcje F: rinfF = (1 +Z,r=16a|(x')x|)F, gdzie operator X, :Z{zlu“ X)wi (a)ai jest
X.

i
generatorem grupy. Zbior X tworzy algebre Lie'go czyli r-wymiarowsa przestrzen wektorowa zamknieta ze

wzgledu na komutacje [Xp, Xs] = ¢%6Xi, CXso - state strukturalne Lie'go. Reprezentacje grup Lie'go tworzy

si¢ jak dla grup skonczonych. ReG; R — D(R), gdzie D - operator liniowy, a miara na rozmaito$ci grupowej

o9y (b,2)

b . Dla grupy Ky (parametryzowanej przez katy Eulera o, B iy
|

dr = p(a)da = p(0)/J(a), J(a) =‘
b=0

operatorami X; s3 momenty pedu lx, ly, Iz. Dla grupy C.y (parametr: kgt ¢ obrotu wokoét osi z) |z =

(h/i)(xoloy—yolox) = (0/i)(6/o). (M. Hamermesh Teoria grup.w zastosowaniu do zagadnien fizycznych)




Znajomo$¢ symetrii ma gtownie zastosowanie w przypadku spektroskopii matych
czgsteczek i traci je dla duzych, z reguty niesymetrycznych biomolekut. Niemniej w wielu
przypadkach teoria reprezentacji pozwala klasyfikowa¢ stany uktadow symetrycznych oraz
okresla¢ pewne wielkos$ci zwigzane z interpretacjg widm BEZ koniecznosci wykonywania

obliczen [PLANSZA 6: zastosowanie teorii reprezentacji grup w spektroskopii].

(A) Hamiltonian czgsteczki jest niezmienniczy wzgledem jej grupy symetrii G:
rHri=H
Dziatajac operatorem reprezentujagcym operacje symetrii na roéwnanie Schrédingera
otrzymujemy, ze funkcje wlasne danego poziomu energii tworza baze pewnej, na ogdt
nieprzywiedlnej reprezentacji symetrii tej czasteczki, a wymiar g tej reprezentacji jest
rowny degeneracji poziomu (reprezentacja przywiedlna przy degeneracji przypadkowej):
H(r¥x) = Ex2j=1"Dj'¥
Stany energetyczne czasteczki mozna klasyfikowaé¢ wedlug reprezentacji

nieprzywiedInych jej grupy symetrii, podobnie jak wedtug liczb kwantowych.

(B) Przy zaburzeniu uktadu, hamiltonian bedzie niezmienniczy wzglgdem grupy symetrii
G’, ktora jest podgrupa G. Jesli zaburzenie ma symetri¢ wyjsciowego hamiltonianu (G’ =
G) usuwana jest jedynie degeneracja przypadkowa. Przy nizszej symetrii (G° < G)
reprezentacja G’ moze by¢ przywiedlna 1 zachodzi usuniecie degeneracji czyli
rozszczepienie poziomu. Kazdy z pozioméw jest sklasyfikowany wedtug reprezentacji

nieprzywiedlnych o nizszym wymiarze.

(C) Z niezmienniczo$ci iloczynu skalarnego przy transformacjach symetrii i
ortogonalnosci funkcji bazowych reprezentacji nieprzywiedlnych wynika, ze warunkiem
koniecznym nieznikania elementu macierzowego operatora A {Zadanie 4}, ktory
transformuje sic wedhug reprezentacji nieprzywiedlnej D®, a funkcje podcatkowe
rozpinaja reprezentacje D oraz DO jest, aby reprezentacja (na ogét przywiedIna) i bedaca
iloczynem Kroneckera DY@D®WRDY zawierata w swoim rozktadzie na reprezentacje
nieprzywiedlne reprezentacje petnosymetryczng [PLANSZA 4]:
[dt¥m AW =0 jesli E € DO ® DWW @ DV

Warunek nie jest dostateczny ze wzgledu na mozliwg degeneracje pozioméw, czyli

wiekszy niz 1 wymiaru reprezentacji nieprzywiedlnej. Dla dwéch reprezentacji D® i D®



ich iloczym Kroneckera powstaje przez pomnozenie kazdego elementu jednej macierzy

przez kazdy element drugiej macierzy; przyktadowo dla reprezentacji dwuwymiarowych:

I Di;Df; DiiDf; Di,Df; Di,Df |
Di;D5; Di;D5 Di,D5 Di,D5,
D5iDf; DYyDfy DhyDfy DhyDf
DD DbiD5, DhD5 Dh,DS,

DM ® Dk =

a dla charakterow zachodzi:

1P*OR) = 1R M(R)

Struktura przestrzenna czasteczki nie zawsze jest jednoznacznie okreslona wskutek
wymiany konformacyjnej w gazie i roztworze. Przyklady [PLANSZA 7: tunelowanie i
rownowaga konformacyjna] to: tunelowanie azotu w piramidalnej czasteczce amoniaku
NH3z przez ptaszczyzng wodorow, obrot wokot wigzan pojedynczych i mozliwosé
przyjmowania réznych konformacji o zblizonych energiach w czasteczce etanu Hz3C—-CHjs
{Zadanie 5}. Procentowe obsadzenia czyli populacje p; konformacji w rownowadze
dynamicznej zaleza od réznic entalpii swobodnych miniméw energetycznych AGP:

pi/pj = exp(-AGY%RT)
Poszczegolne konformacje sa oddzielone stosunkowo niewysokimi barierami entalpii
swobodnej AG®, warunkujace $redni czas przebywania czasteczki w danej
konformacyji 7, lub inaczej $rednig szybkoscig przejscia do innej konformacji ki = 1/
(wzor Eyringa):

1/t = ki = (kT/h)exp(-AG*/RT)
Trudno$ci z zaklasyfikowaniem niesztywnych czasteczek do okreslonych grup
punktowych symetrii, np. czasteczka etanu {Zadanie 6} moze przyjac strukture o rdznej
symetrii zaleznie od kata obrotu wokot wigzania wegiel-wegiel oraz inne trudnosci,
spowodowaty proby klasyfikacji czasteczek niesztywnych zgodnie z grupami
permutacji-inwersji Pl Longueta-Higginsa G™* (P. Bunker Molecular Symmetry and
Spectroscopy). Grupy Pl [PLANSZA 8: grupy Pl oraz MS] zawierajg identyczno$¢,
permutacje jader (atomoéw) tego samego typu, inwersje przez Srodek uktadu
wspotrzednych 1 ztozenia permutacji z inwersja. Sa jednak niewygodne ze wzgledu na

dopuszczenie takze operacji nie-fizycznych (niewykonalnych), np. tunelowania do innych

konfiguracji 1 zwiazang z tym "przypadkowa" (nie wynikajaca z symetrii) degeneracje

poziomo6w oraz olbrzymig liczbg elementéw N, ktdra ros$nie jak n! wraz z liczbg atomow

(ponad milion elementow dla benzenu). Degeneracja jest znoszona catkowicie lub



cze$ciowo przy skonczonych barierach migdzy konfiguracjami i realizacja przej$¢ miedzy
nimi. Dlatego grupy PI redukuje si¢ do tzw. grup molekularnej symetrii MS < PI.

Konstrukcja grupy MS danej czasteczki wymaga jednak wiecej informacji niz uktad

przestrzenny jader i wigzan, tzn. informacji o realnych przejsciach miedzy konformerami.
Mozna czesto wykazaé jej izomorfizm z grupa punktowa. Np. grupa MS dla amoniaku

jest izomorficzna z grupg Dan plaskiej czasteczki (a nie piramidalnej Cay).

Dynamike ruchéw molekularnych, w tym ruchéw wewnetrznych,
makroskopowego uktadu czasteczek mozna ujaé na gruncie MODELU DYFUZYJINEGO
[PLANSZA 9: model dyfuzyjny]. W tym modelu ruchy translacyjne i rotacyjne catych
czasteczek oraz ruchy wewnetrzne poszczegoOlnych ich fragmentow maja charakter
przypadkowy. Mozna okreslic prawdopodobienstwo rozkladu p(y) parametrow
przestrzennych y uktadu w danej chwili t (np. rozktad izotropowy), gdzie parametry y =
y(t) sa przypadkowo zmienne w czasie. Dowolna funkcja f = f(y) zadana na uktadzie jest
takze przypadkowo zmienna w czasie 1 definiuje si¢ dla niej tzw. funkcje autokorelacji:

G(t) = [Ip(y2)P(y, y2, ) f(y2)f(y2)dydy.
ktora charakteryzuje "‘pamieé” ukladu w chwili t (y2) 0 stanach wcze$niejszych (y1).
Prawdopodobienstwo P(y1,y2,t) pod calka ma charakter prawdopodobienstwa
warunkowego, wyznaczanego z réwnania dyfuzji: translacyjnej lub rotacyjnej.

Dyfuzja rotacyjna ma kluczowe znaczenie dla szeregu aspektow spektroskopii
molekularnej. Dla dyfuzji rotacyjnej sztywnej sfery o promieniu a w osrodku o
wspolczynniku lepkosci 1 i temperaturze T réwnanie dyfuzji rotacyjnej ma postac:

oylat = (Drla?) (a2ylax? + a2ylay? + o2yl az?)
wspotezynnik dyfuzji rotacyjnej Dr = kT/8man, stata Boltzmanna k = 1,38054-10%J/K.

Z rozwigzania rownania* otrzymuje sie prawdopodobienstwo P(y1,Y2,t), a stad funkcje
autokorelacji wektora taczacego dwa punkty na sferze o kierunku przypadkowo zmiennym

w czasie, ktora ma posta¢ monoeksponencjalna:

* Rozwigzanie réwnania (A. Abragam The Principles of Nuclear Magnetism) mozna przedstawié¢ w
postaci szeregu harmonik sferycznych: y(6, ¢, t) = 2im () Y(™(0, ¢). Szukane prawdopodobienstwo:

P, ¢, t) = y(0, ¢, t) przy warunku poczatkowym:

y(0, ¢, 0) =8(0 — 00,9 — Po, 0) = ZimY1™ (B0, Po)YI™(0, @) gdzie & jest deltg Diraca.

Stad: P(0, ¢, t) = ZimY1™ (00, 9o) YI™(O, @)exp(-t/r) gdzie 1/t = {Dr/a®h(l + 1)




G(t) = Aexp(-t/tc) A - stala
Czas korelacji 1c jest miarg szybkoSci przypadkowych ruchéw molekularnych i

podstawowym parametrem w analizie dynamiki tych ruchéw. Wigze si¢ ze

wspoétczynnikiem dyfuzji D relacjg 1c = 1/6Dr. W przypadku dyfuzji rotacyjnej mozna
czas korelacji definiowa¢ jako $redni czas obrotu czasteczki o jeden radian. Zachodzi
relacja:

dlat >> .  G(t) >0
Drugim podstawowym parametrem charakteryzujacym dynamike ukladu jest $rednia
amplituda ruchéw molekularnych, liniowa (np. w A) lub katowa (w stopniach).

W przypadkach bardziej skomplikowanych, obrét jest opisany przez wickszg ilo$¢
czaséw korelacji. Obrét elipsoidy obrotowe]j opisuje zalezno$¢ trojeksponencjalna (trzy
state czasowe 1k) i w ostatecznosci dwa czasy korelacji dyfuzji rotacyjnej wokoét obu osi
gtownych elipsoidy tgj, j = 1, 2. Obr6t pozbawionej symetrii bryty sztywnej (elipsoida z
trzema réznymi osiami) wymaga pi¢ciu eksponensow (pi¢é statych czasowych k) ktore
sprowadzajg si¢ do trzech czasow Kkorelacji t¢j, ] = 1, 2, 3. Uwzglednienie ruchoéw
wewnetrznych ktore sa wynikiem braku sztywnoS$ci czgsteczki, mozna zrealizowaé na
roézne sposoby na gruncie modelu dyfuzyjnego. W popularnym (ale nie jedynym) modelu
Lipari-Szabo wypadkows funkcj¢ autokorelacji przedstawia si¢ w postaci iloczynu
funkcji autokorelacji dla obrotu jako catosci Go i ruchu wewngtrznego Gi:

G(7) = Go(1)"Gi(r)

To skutkuje rozktadem odwrotnos$ci statych czasowych 1/t (czasow korelacji t¢j) na sume
odwrotno$ci statych (czasow) odpowiadajacych globalnym obrotom czasteczki jako
calosci 1/1ok oraz ich ruchow wewnetrznych 1/7int.



WYKEAD 2

Czasteczka jest wzglednie trwalym ukladem kwantowym N jader oraz m
elektronow i w warunkach stacjonarnych jej stan opisuje niezalezne od czasu rownanie
Schrodingera [PLANSZA 10: energia czasteczki]:

HY(r., r2, ..., rm, S1, 2, ..., Sm, R, R, ..., RN, g, 12, ..o, IN) = EW( ry,..., IN)

gdzie H jest operatorem Hamiltona (suma operatoréow energii kinetycznej i potencjalnej),
ri, Siy Rj, lj oznaczaja odpowiednio wspotrzedne -elektronéw, spiny elektrondw,
wspoétrzedne jader i spiny jader, a E jest ENERGIA CZASTECZKI. Pelna grupa symetrii
hamiltonianu jest iloczynem Kroneckera nieskonczenie-elementowej grupy translacji
Gt(R—>R+T), zamiany elektronéw S®n (permutacja numeréw przy wektorach ri, p i s«),
permutacji-inwersji GMN)* i nieskoriczenie wymiarowej grupy obrotow w ukladzie
laboratoryjnym, sparametryzowanej przez trzy katy Eulera K(of3y). Rozwigzujac rOwnanie
Schrédingera wprowadza si¢ zaloZenia upraszczajace, ktore pozwalajg w pierwszym
przyblizeniu przedstawi¢ energie E w postaci sumy niezaleznych wkladow od
poszczegolnych ruchéw molekularnych:

E=E*+E =E°+E"+E'+E" + (E%x + Elex)
Oznaczenie e dotyczy elektrondw, oznaczenie j dotyczy jader, r oznacza rotacje czasteczki,
V - oscylacje zrebow atomowych, tr - translacja czasteczki, ex - oddziatywanie z polami
zewnetrznymi np. polem magnetycznym w spektroskopii NMR i1 EPR.

Pierwsze dwa zatozenia pozwalaja odseparowac ruch lekkich elektronow (ok. 1860
razy 1zejszych niz jadro wodoru) od ruchu cig¢zkich jader:
- W przyblizeniu adiabatycznym peina funkcj¢ falowa czasteczki przedstawia si¢ w
postaci pojedynczego iloczynu funkcji elektronowe;j i jadrowej: ¥ = ®°f)
- W przyblizeniu Borna-Oppenheimera zaniedbuje si¢ wplyw ruchu jader na energi¢
elektronowa.
Kazda z funkcji, jadrowa 1 elektronowa, uzyskuje si¢ z rozwigzania niezaleznych rownan
Schrodingera dla ruchu elektronéw i ruchu jader. Energia elektronowa jest_energia

potencjalng dla drgan jader, sparametryzowana ustalonymi potozeniami jader.

Elektronowe rownanie Schrodingera daje w przyblizeniu jednoelektronowym funkcje w
formie jednego lub kombinacji liniowej wyznacznikéw jednoelektronowych spinorbitali

molekularnych:

ok(ri, i) = ok(ri)y (si)-
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Spinorbitale molekularne uzyskuje si¢ z rozwigzania wariacyjnych rownan Hartree-Focka
jako kombinacje¢ liniowej funkcji bazowych, np. funkcji Gaussa (obliczenia kwantowe) lub
orbitali atomowych LCAO (linear combination of atomic orbitals; zalety pogladowe).
Funkcj¢ jadrowg mozna przedstawi¢ w przyblizeniu jako iloczyn funkcji oscylacyjnej fV
zaleznej od 3N—6(5) wspotrzednych normalnych gk, rotacyjnej f' zaleznej od katow Eulera
a, B, v lub katow 0, ¢ (czasteczki liniowe) i translacyjnej f' zaleznej od polozenia $rodka
masy R°™:

fi(R1, Rz,.., Rn) = FY(qu, 2,..., Gan-6)f "(at, B, y)f {(RS™)

=1Y(a1, Gz.. ., dan-s)f (0, @)f {(R°T)

uzyskiwanych z niezaleznych réwnan Schrodingera na kazdy z tych typow ruchu. Sztywna
czasteczka N-atomowa ma 3 stopnie swobody ruchu translacyjnego srodka masy z
ciggtym (nieskwantowanym) rozktadem energii, 3 stopnie swobody ruchu rotacyjnego
lub 2 stopnie swobody dla rotacji w przypadku czasteczki liniowej i 3N-6 (lub 3N-5)
drgan normalnych jader. W przypadku czasteczek niesztywnych (J. Konarski
Teoretyczne podstawy spektroskopii molekularnej) mozna wprowadzi¢:
- silnie anharmoniczne drgania o duzej amplitudzie LAV (large amplitude vibrations);
- ruchy wewnetrzne (przejscia konformacyjne) we wspodtrzegdnych wzdhuz ktoérych

zachodza, redukujac odpowiednig ilo$¢ stopni swobody drgan i wydzielajac energi¢ tych

ruchéw, np. zamiana drgania skr¢tnego czasteczki etanu na obrot wewnetrzny wokot
wigzania C — C [PLANSZA 7].

Rozdzielenie energii ruchu elektronow i jader oraz ruchu jader na poszczegodlne
cztony jest przyblizeniem 1 mogg pojawic si¢ sprze¢zenia mi¢dzy nimi:
- sprzezenie rotacji 1 oscylacji jader w wyniku oddzialywania Coriolisa;
- sprzezenie rotacji jader z ruchem elektronéw; dla czasteczki dwuatomowej, ktore mozna
sklasyfikowac jako przypadki (a), (b), (c) i (d) Hunda sktadania momentow pedu;
- sprzezenie Wibronowe oscylacji jader i ruchu elektronow;
- sprzezenie spin-orbita mi¢dzy momentami pedu ruchu elektrondéw, orbitalnym Ik i
spinowym S.
Sprzezenia mozna traktowac jako male zaburzenia (hamiltonian zaburzajacy) w stosunku
do hamiltonianu z rozdzielonymi cztonami dla poszczegdlnych typow ruchow i wyznaczaé
z rachunku zaburzen odpowiednie poprawki do energii czasteczki, ktére w rézny sposob

wplywaja na rejestrowane widma molekularne.
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Dla czasteczki dwuatomowej dobrym przyblizeniem energii potencjalnej dla

ruchu oscylacyjnego jader jest krzywa Morse’a [PLANSZA 11: uklad poziomow

oscylacyjnych czasteczki dwuatomowej H2] zalezna od odlegtosci migdzy jadrami R
Zmiana R czyli wychylenie z potozenia rownowagi x = R — Re| jest wspotrzgdng normalng
drgan dla roznych poziomdéw elektronowych. Dla czgsteczki wieloatomowej energia
potencjalna dla drgan jest wiclowymiarowa hiperpowierzchnig potozen jader i uktad
pozioméw energetycznych przedstawia si¢ W postaci DIAGRAMU JABLONSKIEGO
[PLANSZA 12: diagram Jablonskiego]. Na 0si pionowej jest energia, a ,,symbolicznie”

przedstawione jako kreski poziomy obrazujg poszczegédlne jej rodzaje: elektronowa,
oscylacyjng i rotacyjng. Poziomy elektronowe dzieli si¢ na dwa typy =zaleznie od
multipletowosci 2S + 1, gdzie S jest wypadkowym spinem elektronéw czasteczki. Z
reguty w spektroskopii molekularnej mamy dwa niezalezne uktady poziomow: singletowe
o multipletowosci 1 (S = 0) oraz trypletowe o multipletowosci 3 (S = 1):

- singletowe oznaczone jako So, S1, S, itd., zwykle chociaz nie zawsze (np. czgsteczka Oy)

odpowiadajgce poziomowi podstawowemu i poziomom ze wzbudzeniem jednego

elektronu z orbitalu, na ktorym pozostaje niesparowany elektron o spinie skierowanym
przeciwnie do spinu elektronu wzbudzonego;

- trypletowe oznaczane jako T, Ta, itd, odpowiadajace wzbudzeniu jednego elektronu z

orbitalu na ktorym pozostaje niesparowany elektron o spinie skierowanym zgodnie do
spinu elektronu wzbudzanego.

Poziomy dubletowe o multipletowosci 2 (S = '4) wystepuja w czasteczkach o
niesparowanym elektronie, np. wolne rodniki.

Energia makroskopowego ukladu molekularnego No czasteczek jest okreslona
przez prawa fizyki statystycznej (klasycznej i kwantowej), podobnie jak inne parametry
ukladu, przez zadanie odpowiedniego zespotu statystycznego i odpowiadajaca mu
klasyczng funkcje rozktadu f opisujaca gestos¢ prawdopodobienstwa mikrostanow w 6No
wymiarowej przestrzeni fazowej potozen q = (q1, g2, ..., 03no) 1 pedow p= (p1, P2, ..., P3No)

lub jej kwantowy odpowiednik tzw. macierz gestosci p:

E = <E(p, 9)> = E(p, 9)f(p, q)do© d® = {1/(No!h°No)}dpdg

Na uzytek rozwazan spektroskopowych wystarczy przyjaé, ze przy zatozeniu matych

energii oddziatywan miedzyczasteczkowych w stosunku do energii wewngtrznej
czasteczki, w danej temperaturze T (zespot kanoniczny; uktad zamknigty w rownowadze,

wymieniajacy z otoczeniem energi¢ na sposob ciepla) czasteczki rozkladajg si¢ na
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poziomach diagramu Jablonskiego Ei o degeneracji gi zgodnie z ROZKLADEM
BOLTZMANNA [PLANSZA 13: rozklad Boltzmanna: poziomy oscylacyjne o

degeneracji gv = 1 i rotacyjne o degeneracji gs = 2J + 1]:

Ni = NogiZ texp(-Ei/kT) gv = 1 (oscylacyjne) gy =2J + 1 (rotacyjne)

Z = Yiexp(-Ei/KT).
Calkowita energia ukladu czgsteczek jest w tym przyblizeniu rowna U = 2;NiEi.

Rozktad Boltzmanna tylko czesciowo (degeneracja Qi) uwzglednia efekty
kwantowe 1 Sciste statystyki kwantowe: Fermiego-Diraca dla fermionéw, czyli czastek 0
spinie rownym nieparzyste] wielokrotnosci 1/2 i Bosego-Einsteina dla bozonow, czyli
czastek 0 spinie rownym parzyste] wielokrotnosci 1/2. Statystyki kwantowe moga

wplywa¢ na strukturg rotacyjng widm Ramana homojadrowych czasteczek dwuatomowych

(patrz dalej).

Analiza oddzialywan czasteczki z promieniowaniem elektomagnetycznym
pozwala zdefiniowa¢ pojecia i parametry spektroskopowe, prawdopodobienstwa
zachodzenia  proceséw  spektroskopowych oraz  dokona¢ podziatu  technik

spektroskopowych. Zagadnienie sprowadza si¢ do rozwigzania metodg rachunku zaburzen

zaleznego od czasu rownania Schrédingera z okresowo zmiennym zaburzeniem Hai(t) w
postaci fali elektromagnetycznej, czyli periodycznie zmienne w czasie z czestoscig o =
2nv pole elektryczne o natezeniu E(t) i prostopadte do niego pole magnetyczne o indukcji
B(t) (P.W. Atkins Molekularna mechanika kwantowa). W wyniku oddziatywania z
kwantem o odpowiedniej czgstosci czasteczka moze [PLANSZA 12]:

(@) pochtong¢ kwant promieniowania o czestosci dopasowanej do rdznicy
poziomdOw energii i przej$¢ na wyzszy poziom energetyczny odlegty o AE = ho = hv, w
wyniku wzbudzenia jednego lub kilku typow ruchéw w procesie ABSORPCJI;

(b) wyemitowa¢ kwant promieniowania W procesie EMISJI WYMUSZONEJ i
przejs¢ na nizszy poziom energetyczny odlegly o AE =hw = hv;

(c) rozproszy¢ promieniowanie, gdy hv # AE®, gdzie AE® jest roznicg energii
poziomow elektronowych, z trzema mozliwymi typami ROZPROSZENIA: elastyczne
rozproszenie Rayleigha bez zmiany energii czasteczki i czgstosci promieniowania
rozpraszanego vo, nieelastyczne rozproszenie (efekt) RAMANA ze zmiana energii
rotacyjnej lub oscylacyjno-rotacyjnej czasteczki i odpowiadajacej tej zmianie obnizeniu

czestosci promieniowania rozproszonego v < vo (linie stokesowskie) LUB podwyzszeniu
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czestoSci promieniowania rozproszonego v > vo (linie antystokesowskie), jesli czasteczka
znajdowala si¢ przed rozproszeniem na wyzszym niz poziom docelowy, wyjsciowym
poziomie rotacyjnym lub oscylacyjno-rotacyjnym.

Poniewaz wszystkie stany wzbudzone czgsteczki nie sg stanami stacjonarnymi lecz
quasistacjonarnymi czasteczka NIE MOZE przebywaé na takim poziomie nieskoficzenie
dhugo. Poziom wzbudzony ulega dezaktywacji z prawdopodobienstwem:

P(t) = exp[-(L/o)t]
scharakteryzowanym przez s$redni czas zycia poziomu wzbudzonego t0. Czas 1o
warunkuje ,,rozmycie” czyli skonczona szeroko$¢ (rozmycie) poziomu OE zgodnie z
zasadg nieoznaczonos$ci Heisenberga:

T00E > h/2.

Dezaktywacja bezpromienista stanéw wzbudzonych zachodzi w wyniku dyssypacji
energii ~ wzbudzenia ~w  ukladzie  molekularnym  poprzez ~ oddziatywania
wewnatrzczgsteczkowe 1 miedzyczasteczkowe: konwersja wewngtrzna IC  (internal
conwersion), relaksacja termiczna (wibracyjna) VR (vibrational relaxation) i przejscie
miedzysystemowe ISC (intersystem crossing). Czasteczka przechodzi na nizszy poziom
energetyczny takze w procesie EMISJI SPONTANICZNEJ kwantu promieniowania o
czestosci odpowiadajgcej roznicy energii poziomu dezaktywowanego i docelowego. Oba
typy procesow, emisja spontaniczna i dezaktywacja bezpromienista, sag konkurencyjne, a
relacja wzajemna migdzy prawdopodobienstwami ich zachodzenia zalezy od:

- zakresu czgstosci odpowiadajgcej energii przejscia,

- struktury chemicznej czasteczki 1 jej oddzialywan z otoczeniem.

Prawdopodobienstwo przejscia miedzy dwoma poziomami energetycznymi n
oraz m na jednostke czasu jest wyrazone W postaci tzw. zlotej reguly Fermiego

[PLANSZA 14: oddzialywanie promieniowania elektromagnetycznego z

czasteczkami]:

Whem = 2n/h(<n|H1%|m>)2p(Ekon)
gdzie w nawiasie wystepuje element macierzowy Hi® niezaleznej od czasu czesci
hamiltonianu zaburzajacego Ha(t), a p(Ekon) jest gestoscia stanéw koncowych, czyli
iloscig stané6w energetycznych ukladu czasteczkowego i/lub promieniowania na
jednostkowy przedziat energii (czgstosci). Diugos¢ fali promieniowania nadfioletowego i
bardziej dlugofalowego jest znacznie wigksza niz rozmiary czgsteczki wigc przy obliczaniu

elementu macierzowego (catkowaniu) zaburzenia w S$cistej postaci (ktorej nie podaje)
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mozna zastosowac¢ tzw. przyblizenie dlugofalowe. Daje to mozliwo$¢ postugiwania si¢
zaburzeniem w postaci iloczynu skalarnego:

Ha(t) = —d-E(t)
wektora natezenia pola elektrycznego E(t):

E(t) = E(t)u = 2uEocos(wt)
0 polaryzacji wyznaczanej przez wektor jednostkowy u w laboratoryjnym ukladzie
wspotrzednych  oraz wektora-operatora ELEKTRYCZNEGO MOMENTU
DIPOLOWEGO:

d = Xiqiri
Wektor-operator d elektrycznego momentu dipolowego definiuje si¢ klasycznie* w
dowolnym kartezjanskim uktadzie wspotrzednych jako sume po wszystkich tadunkach q;
jader i elektronéw mnozonych przez wektory ich potozen, zamienianych nastgpnie na
wektory-operatory potozenia ri = (Xi,Yi,zi), ktore dziataja na funkcje falowe:

xit¥ = xi'¥ yit =yi¥ zi'¥ = zi¥Y
Warto zauwazy¢, ze skladowe wektora elektrycznego momentu dipolowego czasteczki dx,
dy i d; transformujg si¢ zgodnie z reprezentacjami nieprzywiedlnymi grupy symetrii

tej czasteczki jak wspolrzedne x, y, i z; patrz tablica charakterow [PLANSZA 5].

Prawdopodobienstwo na jednostke czasu absorpcji i emisji przy dowolnym ustawieniu
czgsteczki wzgledem pola E przyjmuje wtedy posta¢ [PLANSZA 14]:
Whem = Bamp(vam) = (1/6&0h%)(<n|d|m>)2p(vnm)
= (1/Bech?){(<nldxm>) + (<nldy|m>)® + (<ndzIm>)} p(vom)

gdzie &o - stata dielektryczna prozni (uktad Sl), p(vam) - gesto$cig promieniowania dla
czestosci przejscia vam, Bnm - wspoétezynnik Einsteina absorpcji lub emisji wymuszonej,

wyrazony poprzez kwadrat elektrycznego momentu dipolowy przejscia n <— m. Einstein

* Dla zdefiniowania klasycznego momentu dipolowego d = (dx, dy, d;) przeprowadza sic rozwinigcie

multipolowe potencjatu elektrostatycznego V od rozktadu tadunkow p(x') w punkcie x, |x| >> |X'|, z

wykorzystaniem harmonik sferycznych (J.D. Jackson Elektrodynamika klasyczna).

V() = V(r, 0, 0) = [p(x)x - xldx = 3 3 45 g YUOO .y sieaynniki qim = [ v (@0) Fp(x)dx

i=om=—1 21 +1 r'

s3 wyrazone przez momenty multipolowe: qoo= (1/+/4x )q, q - tadunek catkowity; i1 = —(+/3/8x )(dx — idy),

011 = (V3/8n )(dx + idy), Q10 = (+3/4n )d;, i kolejno sktadowe tensora momentu kwadrupolowego, itd.
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wykazal, ze rownowaga termodynamiczna uktadu (molekularnego) z promieniowaniem
elektromagnetycznym wymaga obok emisji wymuszonej zachodzenia takze emisji
spontanicznej. Wspoétczynnik Einsteina dla emisji spontanicznej Amn mozna wyrazi¢ przez
wspoétczynnik Bnm {Zadanie 7} i jest on zalezny jak trzecia potega od czestosci przejécia
Vnm -

Amn = (8h/C®)vam®Bnm
Ze wzgledu na zalezno$¢ prawdopodobienstwa emisji spontanicznej jak czestos¢ w trzeciej

potedze obserwuje si¢ ja dopiero po wzbudzeniach w_ zakresie widzialnym i

nadfioletowym, gdzie nosi nazwe¢ fotoluminescencji: fluorescencji i fosforescencji

[PLANSZA 12]. W zakresie IR i MV zdecydowanie dominujg procesy dezaktywacji

bezpromienistej uniemozliwiajace zachodzenie dezaktywacji stanow wzbudzonych na

sposob promienisty. Powstaje problem uzycia takiego samego hamiltonianu zaburzajacego

przy wyznaczaniu prawdopodobienstwa emisyjnych przejs¢ spontanicznych i przejsé
wymuszonych. Emisja spontaniczna zachodzi w wyniku oddziatywania czasteczek z
fluktuacjami prozni (zerowe drgania pola elektomagnetycznego).

Energia zaabsorbowanego lub wyemitowanego promieniowania przez uktad
czasteczkowy w jednostce czasu czyli natezemie I(v) jest proporcjonalne do
prawdopodobienstwa Whem, do ilo$ci czasteczek w stanie wyjSciowym Nm (rozktad
Boltzmanna) oraz do energii niesionej przez pojedynczy kwant hv [PLANSZA 14]:

Ihm = WhemNmhv

Momenty (dipole) magnetyczne czasteczki (spiny i momenty orbitalne elektronéw)
moga oddziatywaé ze sktadowa magnetyczna promieniowania o indukcji B, natomiast z
polem E mogg takze oddzialywa¢ momenty multipolowe wyzszych rzedoéw, np.
kwadrupolowe. Jednak prawdopodobienstwa przej§¢ wywolanych tymi oddzialywaniami
sa znacznie nizsze, rzedu odpowiednio 10~° (magnetyczne) i 108 (kwadrupolowe)
prawdopodobienstwa przejs¢ dipolowych elektrycznych i nie sa one obserwowalne w

widmach spektroskopii przej$¢ dipolowych elektrycznych.

Podsumowujac, w wyniku oddzialywania promieniowania elektromagnetycznego,
zaleznie od dtugosci A lub czgstosci v fali, A-v = ¢, z elektrycznym momentem dipolowym

czasteczki mozne zaj$¢ wzbudzenie ze zmiang réznych rodzajow energii [PLANSZA 12]:

- czysto rotacyjnej w zakresie mikrofal MW (microwave), A ~ cm i mm, v ~ 10° =+ 10'2Hz
(nie zaznaczone na PLANSZY),
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- oscylacyjnej i rotacyjnej w zakresie podczerwieni IR (infrared), L ~ um, v ~ 102 =
10YHz;

- elektronowej, oscylacyjnej i rotacyjnej w zakresie widzialnym VIS (visible) i
nadfioletowym UV (ultraviolet), A = 100 nm =+ 800 nm, v ~ 10'* + 10°Hz.

W pewnych zakresach dlugosci fal (poza zakresem absorpcji dipolowej elektrycznej)
obserwuje si¢ przejscia spektroskopowe wywotane oddzialywaniem momentow
magnetycznych z oscylujgcym polem magnetycznym, w silnym, statycznym,
zewnetrznym polu magnetycznym o indukcji ok. 2 + 22T (tesli):

- spektroskopia magnetycznego rezonansu jadrowego (NMR, nuclear magnetic
resonance): oddziatywanie momentéw magnetycznych jader z polem magnetycznym o
czestosci megaherzowej MHz (fale dtugo$ci metrowej),

— spektroskopia elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR, elektron
paramagnetic resonance): oddzialywania spinowych momentéw magnetycznych
elektrondw z polem magnetycznym o czestosci gigaherzowej GHz (fale dlugosci

centymetrow).
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WYKEAD 3

Proces rozpraszania w ujeciu kwantowym jest zjawiskiem z udziatem dwu
fotonéw. Poprzez oddzialywanie z fotonem rozpraszanym o energii hwo = hvo nastgpuje
przejicie czasteczki na quasi-stan przejSciowy o czasie zycia ok. 10 s, ktéry nie jest
stanem wlasnym czgsteczki,, W rozproszenie Rayleigha, oddziatujac z fotonem
rozproszonym o tej samej czgstos$ci czgsteczka wraca na wyjsciowy poziom. W efekcie
Ramana, w wyniku rozproszenia fotonu o innej czgstosci, nastgpuje powrdt na wyzszy
poziom rotacyjny lub oscylacyjno-rotacyjny, a jesli wyjsciowy poziom mial wyzsza
energi¢ niz docelowy, zachodzi powrdt na nizszy poziom rotacyjny lub oscylacyjno-
rotacyjny. Do obu etapoéw stosuje si¢ rachunek zaburzen zalezny od czasu do rozwigzania
réwnania Schrodingera. W ujeciu klasycznym oscylujace pole elektryczne E indukuje w
czasteczce zmienny w czasie elektryczny moment dipolowy d [PLANSZA 14]:

d=aE
gdzie o jest symetrycznym TENSOREM POLARYZOWALNOSCI czasteczki. Nie

tracac na ogo6lnosci mozna zagadnienie uprosci¢ do rozpraszania elektromagnetycznej fali
ptaskiej E; = Eocoswot przez czasteczki dwuatomowe o0 jednej skladowej tensora
polaryzowalnosci oz = a. Polaryzowalnos¢ jest okresowo zmienna w czasie wskutek
drgan i obrotow czasteczki, co prowadzi do pojawienia si¢ czestosci zmian dipola
indukowanego wo, ® = wo + ®v i ® = wo + 20, gdzie wy jest czgstoscig oscylacji czasteczki
a or jest czestoscig rotacji wokot osi prostopadiej do osi z {Zadanie 8}. Czynnik 2 przy
rotacjach wynika z faktu, ze polaryzowalno$¢ czasteczki osigga ponownie swg warto$¢ po
wykonaniu przez czgsteczke polowy obrotu, a kwantowo jest konsekwencja spelniania
reguly wyboru dla rotacyjnej liczby kwantowe;.

Prawdopodobienstwo przejscia Ramana na jednostke czasu migdzy dwoma
réoznymi stanami rotacyjnymi lub oscylacyjno-rotacyjnymi dla czgsteczki przypadkowo
zorientowanej w stosunku do pola elektrycznego wyraza si¢ przez sumeg elementéw
macierzowych sktadowych tensora polaryzowalnosci. W konsekwencji, $wiatto
rozpraszane o nat¢zeniu Ip ma po rozproszeniu ($wiatto rozproszone) nat¢zenie lnm:

Inm = (m?/£0%) lo(Vo % Vam)*Xpe<n|otps|M>(<N|otps|m>)* P,C=XY,Z
gdzie gwiazdka oznacza sprzezenie zespolone. Skladowe tensora polaryzowalnosci

transformuja si¢ zgodnie z reprezentacjami nieprzywiedlnymi grupy symetrii tej
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czasteczki jak funkcje: X2, y?, 22, xy, Xz, yz, co jest uwidocznione na tablicy charakteréw
[PLANSZA 5].

Przej$cia miedzy r6znymi poziomami energii zwigzane z procesami absorpcji,
emisji (wymuszonej i spontanicznej) i rozproszenia Ramana zachodzg wigc 1 moga by¢
rejestrowane w postaci odpowiednich widm spektroskopowych przy spehianiu
warunkow:

(1) dopasowanie roznicy energii Em i En poziomow do czgsto$ci promieniowania v:

AE = |Em — En|=ho = hv;

(2) rézne od zera prawdopodobienstwo przejScia przynajmniej dla jednej sktadowe;j
elektrycznego momentu dipolowego przejScia (absorpcja, emisja) lub tensora
polaryzowalno$ci przejscia (rozpraszanie):

<n|dilm> =0 dlai=x,y,z

<Napsim>=0  dlap,c=x,y,z
(3) rozna od zera skladowa wektora d wzdluz Kkierunku pola E przy absorpcji i emisji
wymuszonej (oddziatywanie ma charakter iloczynu skalarnego), co zawsze jest spetnione
dla przypadkowej orientacji czasteczek w stanie ciektym i gazowym.

Istnienie réznych od zera elementéw macierzowych d i o jest uwarunkowane
wlasno$ciami funkcji falowych poziomow [n> 1 |m> migdzy ktorymi zachodzi przej$cia, m.
in. ich wlasno$ciami symetrii. Stad wynikaja warunki na réznice liczb kwantowych tych
funkcji zwane REGULAMI WYBORU. Przejscia spektroskopowe zgodne z regutami
wyboru sg tzw. przejsciami dozwolonymi. Przyktadem reguly wyboru dla przejs¢ ze
wzbudzeniem elektronowym jest zakaz zmiany multipletowos$ci pozioméw:

AS =0 - dozwolone sa tylko przejscia singlet-singlet i triplet-triplet
W jezyku symetrii czasteczki iloczyn kroneckerowski reprezentacji nieprzywiedinych
[PLANSZA 6] wedtug ktorych transformuja si¢ funkcje [n>, jm> i sktadowe d lub funkcje
[n>, |m> 1 skladowe o musza zawiera¢ reprezentacje pelnosymetryczng w sumie prostej
rozktadu na reprezentacje nieprzywiedlne [PLANSZA 4].

Wozbroniony charakter przejscia niekoniecznie oznacza jego brak na widmie.
Funkcje falowe czasteczki majg charakter przyblizony. Sa uzyskane przy zatozeniach
upraszczajacych hamiltonian: np. separowanie poszczegélnych typow ruchow lub ich
uproszczenie, np. przyblizenie oscylatora harmonicznego, obroty w przyblizeniu bryty
sztywnej. Uwzglednienie w hamiltonianie cztonéw mieszajgcych rdzne typy ruchéw i/lub

bardziej ,,realistyczne” modele dynamiki czasteczki daje w konsekwencji mozliwosc¢
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zachodzenia tzw. przej$é¢ wzbronionych ze wzgledu na okreslone reguty wyboru. Zwykle
jednak intensywnos$ci przej$¢ wzbronionych sg (znacznie) nizsze w poroéwnaniu z
intensywnos$ciami przej$¢ dozwolonych. Przyktadami przejs¢ wzbronionych sa:

- fosforescencja: przejécia emisyjne elektronowo-oscylacyjno-rotacyjne ze zmiang

multipletowosci (tryplet—singlet), w wyniku oddzialywania spin-orbita [PLANSZA 12];

- nadtony: przej$cia absorpcyjne w podczerwieni ze zmiang oscylacyjnej liczby

kwantowej Av > 1, w wyniku anharmonicznos$ci potencjalu opisujacego drgania jader.

WIDMO SPEKTROSKOPOWE [PLANSZA 15: parametry widmowe]

czgsteczki czyli zalezno$¢ intensywno$ci promieniowania rejestrowanego W wyniku

jego oddzialywania z czasteczkami w eksperymencie spektroskopowym w funkcji

czestosci v, dlugosci fali A lub liczby falowej (odwrotnosci dtugosci fali) v =1/ zalezy
od szeregu czynnikdéw:

- zakresu czgstosci (dtugosci fali lub jej odwrotnosci), czyli rodzaju poziomoéw
energetycznych miedzy ktérymi zachodzi przejscie;

- typu przej$cia migdzy poziomami: absorpcyjne, emisyjne, ramanowskie, NMR, EPR;

- stanu skupienia uktadu czasteczkowego (gazowy, ciekty, staty, pojedyncza czasteczka)

- struktury czasteczki.

Mozna jednak wprowadzi¢ ogolne parametry opisujace waska lini¢ lub szerokie pasmo
okreslonego przejscia spektroskopowego.

(A) Polozenie linii widmowej okreslone przez czgstosé v, dtugosci fali A lub odwrotno$ci

dhugosci fali v w maksimum intensywnosci. Przy szerszych pasmach okresla si¢ przedziat
(zakres) czesto$ci [vi vo] dlugosci fali [A1 A2] lub liczby falowej. Potozenie jest
uwarunkowane roéznicg energii pozioméw miedzy ktorymi zachodzi przejscie: AE = hv.
(B) Intensywnos$¢ promieniowania rejestrowanego w maksimum linii widmowej Imax lub
intensywnos¢ integralna dla pasma:

W _ .
J.I(v)dv i analogicznie dla A, v, po uwzglednieniu: Av =¢, v = 1/A
Vi

jest zwykle wyznaczana i okres$lana w jednostkach wzglednych, zaleznie od typu widma.
Absorpcja probki przez ktorg przechodzi promieniowanie jest opisana prawem

Lamberta-Beera, Zmiana natezenia wigzki [ po przejsciu drogi L w probce jest
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proporcjonalna do L, do ilosci czasteczek absorbujacych w jednostce objetosci Nj oraz do
wspolczynnika ekstynkcji k(v) charakteryzujacego czasteczki o wymiarze [m?]:

—dl/dt = Nj I k
Rozwigzanie rownania {Zadanie 9} pozwala wyrazi¢ mierzony W spektrometrze stosunek
nat¢zenia promieniowania po przejsciu przez probke I do natezgnia promieniowania
padajacego na probke I, czyli transmisje:

T=1/l
lub logarytm jej odwrotnosci czyli absorpcje (ekstynkcje):

A =—logT =k(v) LN;
od parametrow zwigzanych z uktadem absorbujacym: typ czasteczki K(v), ilo$¢ czasteczek
(Ni) 1 dlugos¢ drogi optycznej (L). Dla roztworéw substancji absorbujacych w
nieabsorbujacym rozpuszczalniku o stezeniu ¢ = Ni/(10°Na) [mol/litr] i drodze optycznej L
[cm]; Na= 6,02252-10%% mol* liczba Avogadro:

A=—logT =¢(v) Lc

g(v) = (10/In10)Nak(v) - wspétczynnik ekstynkeji molowej [cm™-litr-mol™]

Prawo Lamberta-Beera mozna wyprowadzi¢* z réwnan elektrodynamiki Maxwella.

* Szkic wyprowadzenia (J. Ginter Wydzial Fizyki UW). Czastki absorbujace w postaci oscylatorow n-

elektronowych o tadunku q, czgstosci wlasnej wo, masie m i thumieniu I Spetniaja rownanie ruchu:

d?x/dt? + T dx/dt + me?x = (F/m)exp(-iwt), gdzie sita wymuszajaca |F| = |Eo|q jest oddzialywanie z polem
elektrycznym promieniowania E(r, t) = Eq(r)exp(—iwt). Rozwigzanie w rezonansie o = o przy przesunieciu
fazowym potozenie/sita exp(ip) = i: X = (E.q/mI’ w)iexp(—imt), a stad v = dx/dt = (Eoq/mI")exp(—iwt)
Zachodzi wyktadnicze wnikanie promieniowania do o$rodka fadunkéw o gestosci N i stalej dielektrycznej
€x, Z wzbudzeniem pradu powierzchniowego kosztem absorpcji.

Indukowana gestosé pradu: J(r, t) = qNv = (i°N/mI)E  E = Esexp(—iwt)

Z réwnah Maxwella J = oE, statyczne przewodnictwo przy absorpcji (rezonans) wynosi o = (q?N/mr),

a z kolejnych rownan na rotE i na rotB, przy div Eo(r) = 0 dla fali ptaskiej (0, 0, Eo(z)), wynika réwnanie:
AE, = —[(0%€/C? + ipowo]Eo, gdzie A oznacza laplasjan.

Rozwiazanie: Eq(z) = Ecexp(-ixz), k = K + io, zawiera rozdzielone cztony wygaszania (absorpcji) i
oscylacji: Eo(z) = exp(—az)exp(—iKz). Wspotczynnik wygaszania o = oG wigze si¢ z przewodnictwem o.

Dla matych stezen: pomo << w?e«/c? zespolony wyktadnik k rozwija sie w szereg i zachowuje dwa pierwsze
wyrazy uzyskujac: o = (CLoG)/(2 /Eoo ) = (1eCq2N)/(2uT e oo )
Rachunki sg $ciste dla czgstosci rezonansowej, czyli absorpcja jest funkcja o i wprowadzajac jej inny zapis

otrzymuje sie: oz = g(w)cl, gdzie droga optyczna (wnikania) z = L, a zamiast N jest stezenie molowe c.

21



Mierzony na widmach absorpcyjnych wspotczynnik ekstynkcji molowej wiaze si¢ z
teoretycznie okreslanym wspolczynnikiem Einsteina Bii zalezno$cia:

g(v) = (10Nahv/cIn10)Bxi(v)
Ponadto, wprowadza si¢ bezwymiarowg wielkos¢ charakteryzujgca intensywnos$¢

przejscia, tzw. site oscylatora (moc oscylatora) fi:

fi = (4eomh/e?) S vBiidv = 4,33-10° [ v g(v )dv
gdzie catkowanie zachodzi po pasmie absorpcji, o wartosci fki = 1 dla elektronu (0 masie m
1 fadunku e) oscylujacego harmonicznie w trzech wymiarach:

(C) Szerokosé¢ potéwkowa linii czyli roznica czgstosci Ovip, dhugosci fali SAipe,

odwrotnosci dtugosci fali v 12, odpowiadajgca potowie intensywnosci maksymalnej. Jest
ona uwarunkowana przez wlasnos$ci fizyczne uktadu oddzialujacego z promieniowaniem,
na co naklada si¢ rozdzielczo$¢ przyrzadu rejestrujgcego (zdefiniowana w dalszej czesci
tego wyktadu). Kazdy poziom wzbudzony czasteczki izolowanej ma skonczony czas zycia
To, ktory wyznacza naturalng szeroko$¢ polowkowa linii odpowiadajacej przejsciu z
udzialem tego poziomu:
dvie = 1/(2mo)

Naturalna szeroko$¢ potdéwkowa linii waha sie od 10° Hz dla mikrofal do 10" Hz dla
zakresu UV-VIS.

Ze wzgledu na chaotyczny ruch translacyjny czasteczek w stanie gazowym czestos¢
promieniowania jest inna dla czasteczki o masie M poruszajacej si¢ w kierunku Zrodta i od
zrodla $wiatta ze wzgledu na efekt Dopplera. Przy maxwellowskim rozktadzie predkosci w

temperaturze T daje to tzw. dopplerowskie poszerzenie linii:

dvie = (vic)\/(BRTIn2)/M

gdzie R = Nak = 8,3143 J/(mol-deg) jest stalg gazowa. Jest to czgsto gléwny czynnik
warunkujacy szerokosci linii czgsteczek rozrzedzonych gazdéw w niskich temperaturach, od
10* Hz dla MW do 10® Hz dla UV-VIS.

Wszelkie procesy ktore skracajq naturalny czas Zycia pozioméw powoduja
poszerzenie linii widmowych - przede wszystkim oddzialywania miedzyczasteczkowe
oraz konwersja wewnetrzna IC. Zderzenia sprgzyste 1 niesprezyste w gazach powoduja
dalsze poszerzenie cisnieniowe linii przy cisnieniu p i temperaturze T:

Svire = o102 ?pTY? ok - przekroje czynne na zderzenie; p - masa zredukowana
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W probkach cieklych i statych wskutek silnych oddziatywan obserwuje si¢
szerokie pasma widmowe powstajace z nalozenia ,rozmytych” poziomow
energetycznych, z calkowicie lub cze$ciowo zatartg strukturg rotacyjng (absorpcja IR,
absorpcja UV-VIS, Raman) i oscylacyjng (absorpcja UV-VIS, fotoluminescencja).
Wyjatek stanowi spektroskopia NMR gdzie granica migdzy wysoka zdolnosciag

rozdzielcza a szerokimi liniami przebiega miedzy fazg ciekla a stalg (szczegdly przy

omawianiu spektroskopii NMR).

(D) Polaryzacja przejscia, czyli w przypadku widma absorpcyjnych i emisyjnych kierunek
wektora elektrycznego momentu dipolowego przejscia w ukladzie wspoirzednych
zwigzanym z czgsteczka. Wielkosci zwigzane z polaryzacja $wiatta emitowanego (widma
emisyjne) lub rozpraszanego (widma Ramana) mierzone w uktadzie laboratoryjnym:
stopien polaryzacji, stopien depolaryzacji, anizotropia fluorescencji bgda podane przy

szczegblowym omawianiu widm.

Ogoélny schemat aparatury do Kklasycznej rejestracji widm spektroskopowych
[PLANSZA 16: schemat aparatury spektroskopowej] jest podobny dla wszystkich

typow spektroskopii i obejmuje:

(@) zrodlo promieniowania: lampa, laser, termoelement, nadajnik mikrofal; $wiatlo ze
zrédta moze by¢ rozdzielane w spektrometrach absorpcyjnych na dwie wiazki:
przechodzacg przez probke i1 wigzke odniesienia (aparaty dwuwigzkowe) lub bez
rozdzielania (aparaty jednowigzkowe);

(b) uklad rozszczepiajacy wigzke biatg na rozne dhugosci fali czyli monochromator, np.
pryzmat lub czgsciej siatka dyfrakcyjna o okreslonej rozdzielczosci;

(c) detektor pomiaru intensywnosci promieniowania, charakteryzujacy si¢ okreslong
czulos$cia, czyli minimalng intensywnoscig rejestrowanego sygnatu powyzej szumow;

(d) inne elementy specyficzne dla danego typu spektroskopii lub eksperymentu, np.:

- drugi monochromator w fotoluminescencji (fluorescencja i fosforescencja),

- polaryzatory w eksperymentach wykorzystujacych efekty polaryzacyjne, np.
spektroskopia dichroizmu kotowego CD, VCD, pomiary polaryzacyjne fluorescencji,

- przystawki do pomiaréw kinetyki proceséw molekularnych metoda zatrzymanego

przeptywu (stopped flow).

Widmowg zdolno$¢ rozdzielczg (rozdzielczo$¢) monochromatora [PLANSZA 17:

monochromator vs. interferometr] mozna zdefiniowa¢ jako minimalng roéznice dhugosci
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fali AL = A1—A2, czestoSci Av = vi—vo, lub odwrotnosci dlugosci fali A\;, dla srodkow

dwoch linii widmowych ktore sg jeszcze odseparowane, czyli tworzg dwie osobne linie.

Realna zdolno$¢ rozdzielcza jest wyznaczana przez dyspersje katowa do/dL elementu
rozszczepiajacego swiatlo pod katem 0 oraz aperture a uktadu optycznego, wyznaczong
przez rozmiary elementéw optycznych ograniczajacych szerokos$¢ wiagzki, w tym szczeliny
(W. Demtrioder Spektroskopia laserowa):
MAN = (a/3)d6/dA

Przyktadowo: dla soczewki a = nsina; n - wspotczynnik zatamania os$rodka, o - polowa
maksymalnego kata Swiatta skupionego w punkcie (lub padajacego z punktu na przyrzad).
Zdolno$¢ rozdzielcza jest limitowana przez efekty dyfrakcyjne. ktore wyznaczajg tzw.
granice dyfrakcyjng. Wspotczesne techniki specjalne pozwalaja na zej$cie w niektorych
przypadkach z rozdzielczo$ciag ponizej szerokosci dopplerowskich, najczesciej jednak

szerokos$ci linii widmowych w standardowych eksperymentach sg uwarunkowane przez

rozdzielczos¢ przyrzadu pomiarowego.
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WYKEAD 4

Dwa aspekty techniczne zrewolucjonizowaly szereg metod spektroskopowych i

pozwolity na modyfikacje lub wrecz samg mozliwo$¢ wykonania niektoérych
eksperymentow: LASERY jako zrddla spdjnego promieniowania i wykorzystanie
TRANSFORMACJI FOURIERA w spektroskopii fourierowskiej zamiast klasycznej, w
ktorej stosuje si¢ monochromatory.

Swiatto laserowe charakteryzuje si¢ cennymi spektroskopowo zaletami:

- duza gestos¢ promieniowania p(v) = dE/dv (energia na jednostkowy przedziat
czestoSci), przewyzszajgca o kilka rzedow wielko$ci gestosci zrodel niespdjnych,
umozliwia podwyzszenie czutosci detekcji przez redukcje szuméw detektora i
promieniowania tla oraz wykonywanie nowych eksperymentow, np. absorpcja
wielokwantowa;

- mala rozbiezno$¢ wigzki daje poprawe biegu wigzki zapewniajacg dluga droge absorpcji
w pochtaniajgcej probee i1 redukcje tta rozproszeniowego;

- mata szeroko$¢ spektralna czyli wysoka monochromatycznos$¢ wiazki.

Pelne wykorzystanie tego ostatniego efektu (z wyjatkiem zwyktego widma Ramana) jest
mozliwe jedynie w przypadku dysponowania laserami strojonymi (przestrajalnymi), czyli
emitujacymi §wiatto laserowe o zmieniajacej si¢ czgstosci. Ciagle strojenie mozna uzyskad
dla laserow polprzewodnikowych w spektroskopii absorpcyjnej IR oraz w laserach
barwnikowych w spektroskopii w zakresie VIS. W tym ostatnim przypadku nie mozna
jednak uniknaé stosowania monochromatoréw do wycigcia przedzialu czgstosci z
szerokiego zakresu widmowego barwnika. W UV mozna uzyskiwa¢ wzbudzenia
wykorzystujagc mieszanie czgstosci w osrodku nieliniowym. W zwyktych widmach
Ramana wystarczy laser monochromatyczny ale do uzyskania rezonansowych widm
ramana (RR) trzeba dysponowaé laserem strojonym. Przyktady nowych typow
eksperymentéw spektroskopowych mozliwych dzieki wykorzystaniu laserow beda
omawiane gtownie w czesci VI. ,,Wspodiczesne techniki spektroskopowe”.

Transformata Fouriera [PLANSZA 18: spektroskopia fourierowska] funkcji

f(x) zmiennej rzeczywistej X, najogolniej zespolonej i catkowalnej (w sensie Lebesgue’a)

jest funkcja zespolona F(y) zmiennej rzeczywistej y:

F(y) = Tf (X) exp(—2mixy)dx
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W  fourierowskiej spektroskopii absorpcyjnej w spektrometrach IR zamiast
monochromatora wykorzystuje si¢ interferometr Michelsona [PLANSZA 17]. W

spektroskopii NMR zasady rejestracji widm metodg fourierowska sg nieco inne (szczegdty

przy omawianiu NMR). Wigzka ze zrodta o liczbie falowe v [cm™] jest rozktadana na

dwie jednakowe wiazki przez zwierciadto potprzepuszczalne, z ktorych jedna odbija si¢ od

nieruchomego zwierciadta a druga od ruchomego. Po przesunigciu zwierciadta 0 X/2

réznica faz obu wiazek wynosi 2t v X. W wyniku interferencji obu wigzek rejestrowana

intensywnos$¢ 3(X) [PLANSZA 18] w funkcji przesuniecia X czyli interferogram oraz

widmo I(\_/) zwigzane s3a przez transformacje Fouriera, prosta i odwrotng
(wyprowadzenie zaleznosci: W. Demtroder Spektroskopia laserowa). Wstawienie
absorbujacej probki przed detektorem modyfikuje interferogram, a powstajace w
rezultacie widmo probki jest cze$cig rzeczywista odwrotnej transformacji Fouriera

interferogramu z doktadnoscia do statego wspodtczynnika «:

I(v) = k Re[*9(x)exp(-2ni v X)dx
Rejestracja widma odbywa si¢ przez wykonanie kilkucentymetrowego przesuniecia czyli
»scan’u” zwierciadta M2 z potozenia 0 do X/2 z szybkoscig V. W trakcie scanu

przetwornik analogowo-cyfrowy A/D rejestruje interferogram zgodnie z teorematem

probkowania w kolejnych punktach czasowych tk odlegtych o 1/(2\_/max) , gdzie Vinex jest
zakresem rejestrowanego widma. Interferogram zapisuje si¢ w M komodrkach pamieci
komputera i dokonuje jego dyskretnej transformacji Fouriera:

I( v i) = x Yk=0M9(tk)cos(4n v i Vi)

Obcigcie (apodyzacja) transformaty do skonczonego przesuniecia X/2 skutkuje

skonczong rozdzielczoscig linii widmowych 6\_/1/2 = 0.7/X. Teoretycznie, przy

odpowiednio duzym X mozna by zejs¢ w probkach gazowych do dopplerowskiej

szerokosci potowkowej, ale aberracje optyczne i niedoktadno$ci mechaniczne praktycznie

ograniczaja rozdzielczo$¢ do ok. 0.1 cm’

. Oprocz wysokiej rozdzielczosci zalety
spektrometréw fourierowskich IR to:

- jednoczesna rejestracja calego zakresu widmowego w krotkim czasie;

- znacznie wieksza §wietlno$¢ interferometru Michelsona ze wzgledu na brak szczelin w

porownaniu z klasycznym monochromatorem o podobnej rozdzielczosci;
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- wielokrotne powtarzanie rejestracji i dodawanie kolejnych interferogramow daje
mozliwo$¢ rejestracji bardzo stabych pasm, ktore w konwencjonalnym spektrometrze
nie wystaja ponad szumy; stosunek sygnalu do szumu S/N rosnie jak pierwiastek
kwadratowy z ilo$ci scan’ow.

Transformacja Fouriera jest kluczowa relacja czas/czestosé (time domain/frequency
domain) sygnatow. Przyktadowo:

- delte Diraca mozna przedstawic jako:

d(y) = Texp(—Znixy)dx

-0
- dla kwadratowego impulsu o statej intensywnosci w skonczonym przedziale czasowym
jego rozktad widmowy jest funkcja ,,dzwonowa” {Zadanie 10}.

- dla sygnatu o eksponencjalnym zaniku czasowym f(t) = exp(-at) jego zalezno$¢ w

domenie czgstosci jest krzywa Lorentza:

F(v) = 5 55 (patrz: L. Schwartz Metody matematyczne w fizyce).

a“ +4r°v

Metody spektroskopowe [PLANSZA 19: zestawienie metod spektroskopowych]

mozna podzieli¢ na absorpcyjne, emisyjne oraz rozproszeniowe. Metody omawiane na
wykladzie (na PLANSZY zaznaczone na czerwono) mozna zestawi¢ od najdtuzszych do
najkrotszych dtugosci fali A:

- magnetyczny rezonans jadrowy NMR: rezonansowe przejscia momentow
magnetycznych jader miedzy poziomami skwantowanymi w silnym, statycznym polu
magnetycznym o indukcji B ~ 2 + 23 T; roznice energii ok. 10%V, v ~ MHz (A ~ m);

- elektronowy rezonans paramagnetyczny EPR: rezonansowe przej$cia momentow
magnetycznych niesparowanych elektronéow miedzy poziomami w silnym, statycznym
polu magnetycznym o indukcji B ~0.1 + 6 T; roznice energii ok. 10%eV, v ~ GHz (A ~
cm);

- absorpcja w zakresie mikrofal MV i rozproszenie Ramana swiatta widzialnego: przejscia

miedzy poziomami rotacyjnymi o réznicach energii ok. 10V, liczby falowe v ~107 -

102 cm? (v ~ 10° - 102 Hz, A ~ mm i cm); nie beda szczegdlowo omawiane, a krotkie

informacje beda podane przy okazji omawiania widm oscylacyjno-rotacyjnych;
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- absorpcja w zakresie podczerwieni IR, przejscia miedzy poziomami oscylacyjno-

rotacyjnymi o réznicach energii ok. 10eV, liczby falowe v ~10*- 10% cm't (v ~10%? —
10%Hz, A ~ um);

- wibracyjny dichroizm kolowy VCD (vibrational circular dichroism), przejscia w
zakresie IR, mierzona roznica ekstynkcji §wiatta spolaryzowanego kotowo w przeciwnych
kierunkach

- rozproszenie Ramana i rezonansowe rozproszenie Ramana RR (resonance Raman)
Swiatta widzialnego, przejscia miedzy poziomami oscylacyjno-rotacyjnymi jak w IR;

- rozproszenie z pomiarem aktywnosci optycznej Ramana ROA (Raman optical
activity), przejscia migdzy poziomami oscylacyjno-rotacyjnymi jak w zwyklym
rozproszeniu Ramana z pomiarem réznicy intensywnosci wigzek spolaryzowanych kotowo
w przeciwnych kierunkach;

- absorpcja w zakresie widzialnym i bliskiego nadfioletu UV-VIS, przej$cia migdzy
poziomami elektronowo-oscylacyjno-rotacyjnymi o réznicach energii ok. 10 eV: zakres
widzialny A = 400 nm = 800 nm i nadfiolet UV A = 100 nm =+ 400 nm (v ~ 10 + 10" Hz,

v ~105%m* + 10%cm™):

dichroizm kotowy CD (circular dichroism) w zakresie widzialnym i nadfioletowym;
dichroizm liniowy LD (linear dichroism) w zakresie widzialnym i nadfioletowym, z
pomiarem roznicy absorpcji dla $wiatla spolaryzowanego liniowo w kierunkach
prostopadtym 1 réwnolegtym do osi zorientowania (uporzadkowania) czasteczek;

- fotoluminescencja (fluorescencja i fosforescencja): emisja spontaniczna po
wzbudzeniu elektronowym w zakresie widzialnym i1 nadfioletowym z przej$sciami migdzy
poziomami elektronowo-oscylacyjno-rotacyjnymi;

- metody spektroskopowe w zakresie promieniowania rentgenowskiego (elektronowa XPS)

i promieniowania y (spektroskopia Mdssbauera), nie bed¢ omawiane.

SPEKTROSKOPIA ABSORPCYJNA | RAMANOWSKA W ZAKRESIE
PODCZERWIENI (IR) CZASTECZEK DWUATOMOWYCH, a wigc najprostszych,
pozwala wprowadzi¢ podstawowe pojecia i modele, ktore moga by¢ nastepnie uogoélnione
na bardziej skomplikowane przypadki czasteczek wieloatomowych. Po dokonaniu
podzialu energii na czes$¢ elektronowa 1 jadrowa mozna z kolei t¢ ostatnig podzieli¢ na

rotacyjng E' i oscylacyjng EY [PLANSZA 10]. Transformacja do uktadu wspotrzednych w

srodku masy czasteczki ztozonej z ,,atomoéw” o masach M1 i M2, potozonych w punktach

28



R: i R2 i odrzucenie jako nieistotnego dla spektroskopii ruch translacyjnego o ciagtej
energii (zalezny od wektora srodka masy) daje dwa oddzielne rownania Schrodingera: dla
ruchu rotacyjnego i dla ruchu oscylacyjnego (wyprowadzenie: W. Kolos Chemia
kwantowa). Obroty czasteczki sg opisane przez dwie wspotrzedne katowe 0 i ¢ wektora
taczacego jadra R = |R1— R2|, a oscylacje sg opisane przez jedng wspotrzedng drgan jader,
czyli odchylenia warto$ci R od polozenia réwnowagi Re, X = |R — Re¢| (dla czasteczki
liniowej AN -5=6-5=1).

W pierwszym przyblizeniu energie rotacyjna E" wyznacza si¢ dla kwantowego
modelu rotatora sztywnego, gdzie funkcjami wtasnymi sa harmoniki sferyczne Y’m(0, ¢)

scharakteryzowane przez dwie liczby kwantowe [PLANSZA 20: widma oscylacyjno-

rotacyjne czgsteczek dwuatomowych]:

- rotacyjna liczba kwantowa J = 0, 1, 2, 3,...; okre$la wartos¢ kwadratu catkowitego

momentu pedu czasteczki h2J(J + 1)

- liczba kwantowa M =J,J — 1, ..., -J + 1, -J okresla warto$¢ rzutu momentu pedu hM na

08, zwykle przyjmowang jako o$ z.

Skwantowane (liczba kwantowa J) poziomy energii rotacyjnej o degeneracji g = 2J + 1:
Ey=®m%20)J0+1) J=0,1,2,..
| = uRe> moment bezwtadnosci wzgledem osi prostopadtej do osi potozenia jader
p =M1 M2/(M1 + M2) masa zredukowana czasteczki

Poniewaz potozenie linii absorpcyjnych i ramanowskich w zakresie IR wyraza si¢ w

liczbach falowych \_/[Cm'l] wiec wygodnie jest wprowadzi¢ stalg rotacyjna B w tych
samych jednostkach:
B = h/(8r%cl)
i wyrazaé energie W [cm™] jako:
FQ)=BJUJ +1)
Warunkiem absorpcji kwantu promieniowania jest posiadanie przez czasteczke trwalego
momentu dipolowego, czyli absorpcja moze ona zachodzi¢ jedynie dla czgsteczek
heterojadrowych, np. HCI, a nie moze zachodzi¢ dla czasteczek homojadrowych, np. No.
Regula wyboru dla rotacyjnej liczby kwantowej, ktéra wynika z nie-zerowania
elektrycznego momentu dipolowego przejscia migdzy dwoma poziomami o réznym J jest:
AJ=+1 dla przejs¢ absorpcyjnych
Warunkiem rozproszenia jest posiadanie przez czasteczke trwatej polaryzowalnos$ci, co

jest spelnione dla prawie kazdej czasteczki dwuatomowej, a w szczegdlnosci duzymi
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warto$ciami trwatej polaryzowalnosci charakteryzuja si¢ czasteczki homojadrowe. Reguly
wyboru dla rotacyjnej liczby kwantowej, ktora wynika z nie-zerowania polaryzowalnos$ci
przejscia miedzy dwoma poziomami o réznym J:
AJ =12 dla przej$¢ ramanowskich (linie stokesowskie ,,+” i antystokesowskie ,,-”
AJ =0 dlarozproszenia Rayleigha (bez zmiany czg¢stosci promieniowania)
Potencjalem dla drgan jest energia elektronowa [PLANSZA 10] (z wkladem
rotacyjnym h2J(J+1)/2uR?) w funkcji R, czyli np. krzywa Morse’a [PLANSZA 11]. W

pierwszym przyblizeniu energi¢ oscylacyjna EY wyznacza si¢ w przyblizeniu oscylatora
harmonicznego czyli z potencjatem:

V = (1/2)f(R — Re)? = (1/2)fx?

f=02V/0x? statasitowa
gdzie funkcje wilasne sa wyrazone przez wielomiany Hermite’a, a niezdegenerowane
poziomy energii oscylacyjnej sa opisane oscylacyjng liczba kwantowg v:

EY = hvose(v + 1%) v=0,1,2,..

Vosc = (1/27) \/m czestos¢ drgan {Zadanie 11}
Podobnie jak w przypadku energii rotacyjnej wygodnie jest wyraza¢ energie oscylacyjng w
[cm™]:

G(V) = @we(v + %)

We = Vosc/C
Warunkiem absorpcji promieniowania jest posiadanie przez czasteczke trwalego
momentu dipolowego (czasteczki heterojadrowe), a rozpraszania Ramana trwalej
polaryzowalnos$ci (wickszo$¢ czasteczek, szczegblnie o wigzaniach niejonowych). Reguta
wyboru w przypadkach obu typow widm jest:

Av =41

Obserwowane linie absorpcyjne i ramanowskie w zakresie IR wynikaja z réznic
energii poziomow osylacyjno-rotacyjnych miedzy ktérymi zachodzi przejscie. Liczby
kwantowe poziomu wyjsciowego oznaczane sg zwykle dwoma ,primami” a poziomu
docelowy jednym ,,primem”. Zgodnie z regulami wyboru na zmiany oscylacyjnej liczby
kwantowej v i rotacyjnej liczby kwantowej J otrzymuje si¢ jedno przejscie oscylacyjne dla

widm absorpcji IR i ramanowskich, z towarzyszaca temu przej$ciu strukturg rotacyjna,
r6zng dla widma absorpcji i widma Ramana, , czyli uklad linii widmowych v [cm™]:

v =[G(v") +F(")] - [G(v") + F(J™)]
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Av=v —v’ =+1
AJ=J —-J’=+1  dlalinii absorpcyjnych
A=) -J’=0,+2 dlalinii ramanowskich
W warunkach standardowych eksperymentow spektroskopowych w temperaturze zblizonej

do pokojowej (i nizszych), zgodnie z zasadg Boltzmanna [PLANSZA 13] i przy czynniku

KT ~ 200cm™, czasteczki znaczaco obsadzaja poziom v = 0, tzw. oscylacyjny poziom
zerowy. Szereg pozioméw rotacyjnych o niewielkich wartosciach J, zwigzanych z
podstawowym poziomem oscylacyjnym, jest obsadzanych boltzmannowsko, a maksimum
obsadzenia przypada dla J > 1 ze wzglgdu na liniowy czynnik degeneracji 2J + 1, ktory
przewaza nad czynnikiem eksponencjalnym dla matych J. Stad, w przyblizeniu oscylatora
harmonicznego obserwuje si¢ jedno przejscie v'=1 <« v’=0 (1<0) w widmie
absorpcyjnym IR i ramanowskim, zwigzane ze zmianami energii oscylacyjnej, ktéremu w
przyblizeniu rotatora sztywnego i braku sprzezenia ruchu oscylacyjnego i

rotacyjnego towarzyszy struktura rotacyjna rownoodlegtych linii (0 2B w absorpcyjnym i

0 4B w ramanowskim):
galezie Ri P (AJ=+11iAJ=-1) [PLANSZA 21: widmo absorpcyjne IR czasteczki HCI]
galezie S i O (AJ = +2 i AJ = -2) oraz galaz Q (AJ = 0) [PLANSZA 22: widmo

ramanowskie czgsteczki N2]

Przejscia Av = —1 czyli linie antystokesowskie w widmie Ramana sg z reguty bardzo stabe.

Dotychczasowe rozwazania byly prowadzone przy zaniedbaniu elektronowego
momentu pedu, co jest sluszne dla wielu czasteczek, w ktorych rzut elektronowego
momentu pedu (2cosA@) na o$ czasteczki A = 0 (stany singletowe). Dla czasteczek, w
ktorych A # 0, np. tlenek azotu NO, calkowity moment pedu sktada si¢ z momentu pedu
jader oraz elektrondw i takie czasteczki trzeba traktowac jak baki symetryczne:

F(J) =BJJ + 1) + (A — B)A?

A =h/(8n%cla)  la- moment bezwtadnosci elektronow wokot osi czasteczki.
Poniewaz catkowity moment pedu nie moze by¢ mniejszy od Swojego rzutu, zachodzi
relacja: J = A, A + 1, A + 2,...., i struktury rotacyjne widm absorpcji i Ramana ulegaja
modyfikacji:

- poziomy energetyczne sg przesunigte o statg wartos¢ i brak w widmie linii J < A;
- w widmie absorpcji IR pojawia si¢ dodatkowa gatagz Q, zgodnie z regutg wyboru AJ = 0;
- w widmie Ramana pojawiajg si¢ dodatkowe galezie: R (AJ = +1) oraz P (AJ = -1).
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Stosunki intensywnosci linii w galeziach (ksztalt galezi) zaleza od temperatury
ze wzgledu na zalezne od temperatury obsadzenie poszczeg6lnych poziomoéw rotacyjnych

J przez czasteczki. Jesli oba jadra czgsteczek homojadrowych sg tym samym izotopem o

spinie |, rozne obsadzenie poziomow rotacyjnych dla J parzystego i J nieparzystego,
wynika ze statystyki jadrowej. Catkowita funkcja falowa ¥ = O°ff'y" czasteczki
homojadrowej przy permutacji (zamianie oznaczen) jader Pn = (1, 2) spetnia zalezno$¢:
PhW=+1Y jeslijadra sag bozonami
PhW=-1% jeslijadra sag fermionami
Permutacja musi korelowa¢ z operacjami dziatajacymi na poszczegdlne funkcje w
iloczynie. W rezultacie wagi statystyczne poziomow o parzystym J sg rézne od wag
statystycznych poziomdéw o nieparzystym J i stosunek wag w obu przypadkach wynosi:
(I+2)/1.
W konsekwencji, np. dla czasteczki 1*N; ze spinami jader azotu I = 1 obserwujemy, ze cO

druga linia w widmie ramanowskim jest dwukrotnie mniej intensywna {Zadanie 12}.

32



WYKEAD 5

Lepszym modelem odtwarzajacym zaobserwowane potozenia linii dla przej$é
oscylacyjno-rotacyjnych jest czasteczka jako rotator niesztywny i oscylator

anharmoniczny [PLANSZA 20]. W rotatorze niesztywnym uwzglgdnia si¢ zmiang

momentu bezwladno$ci wraz z energia rotacji w wyniku dziatania sity od$rodkowe;:

Fodsr = po’R
co prowadzi do pojawienia si¢ we wzorze na energi¢ F(J) cztonéw wyzszego rzedu od
liczby rotacyjnej J ze stala rotacyjng D. Uwzglednienie anharmonicznosci drgan
(zaburzenie):

V = (1/2)fx? + gx3 — jx*
prowadzi do pojawienia si¢ we wzorze na energie G(v) cztonéw wyzszego rzedu od liczby
oscylacyjnej v. Dodatkowo, nalezy uwzgledni¢ wzajemny wplyw oscylacji i rotacji.
Podczas drgan ulega zmianie moment bezwladnosci. Poniewaz okres drgan jest krétki w
poréwnaniu z okresem obrotu mozna wprowadzi¢ Srednie stale rotacyjne By i Dy dla
danej liczby oscylacyjne v (<>y oznacza usrednienie) i wartosci tych statych zaleza od
stanu (poziomu) oscylacyjnego czasteczki:

FU)=BWE+1) - DWJ?J + 1)%+ ... Bv = (h/(8n’c)<1/I>y, Dy <10“By

G(V) = @e(V + 14) — WeXe(V + 12)? + weYe(Vv + 15)° + ...
Wspodtezynniki przy czlonach G(v) wyzszego rzedu przyjeto oznaczaé w formie
dwuliterowej: weXe | weye. Z& Wzrostem energii F(J) i G(v) poziomy ulegaja zaggszczeniu i

w granicy dysocjacji czasteczki przechodzg w widmo ciggte [PLANSZA 11].

Anharmonicznos$c oscylatora [PLANSZA 20] powoduje pojawienie si¢ w widmie

absorpcyjnym IR obok przejscia podstawowego 1«0, stabszych nadtonéw ktore
odpowiadaja zmianie oscylacyjnej liczby kwantowej Av = +2, +3 itd. W widmie
ramanowskim nadtony sg najczgéciej zbyt stabe do zaobserwowania w poréwnaniu z
podstawowym (a ten z kolei jest staby w porownaniu z linig Rayleigh’a). Obserwowane
czestosci oscylacyjne maja wigc postac (z doktadnoscia do drugiego rzedu):

\_/V’(): G(v’) — G(0) = @o v’ ~moXo(V’)? + WoYo(V’)®

Wo = We — WeXe + 3/4weYe +....

WoXo = WeXe — 3/2WeYe

WoYo = WeYe
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Obserwowana czestos¢ podstawowa o jest nieco mniejsza od czesto$ci drgan we. Obie
galezie rotacyjne R 1 P w widmie absorpcyjnym maja posta¢ wynikajaca z roznicy F(J’) —
F(J*’) {Zadanie 13}:

AJ=+1 VR= vyo+ 2B+ (3Byv—B W+ (Bv—B )P 1=1=0,1,2,3,..

AJ=—1 vp=vyo—(Bv+B ) + (B —B)J 1=1,2,3,.

Trzy galezie rotacyjne w widmie ramanowskim S, O i Q (nierozdzielona) majg postac:

AJ=+2 vs=vo+ 6B+ (5B — B + (B'y— B7)J2 1=0,1,2,3,.
AJ=-2 Vo= vo+2B\+ (3B =B + (B — B2 1=2,34, ..
AJ=0 vo=vo+(Bv—B W)+ (By—B)J 1=0,1,2,3,..

Odleglosci migedzy liniami struktury rotacyjnej odbiegaja wigc od 2B w widmie absorpcji
IR i od 4B w widmie Ramana.

Czysto rotacyjne widma absorpcyjne czasteczek heterojagdrowych (trwaly moment
dipolowy) i ramanowskie wigkszosci czasteczek (trwata polaryzowalno$¢) obserwuje sie
w zakresie mikrofal MW a potozenia linii mozna tatwo okresli¢ z roznicy energii

rotacyjnych F(J*) — F(J*”) przy analogicznych regutach wyboru dla AJ.

WIDMA  ABSORPCYJNE | RAMANOWSKIE W ZAKRESIE
PODCZERWIENI (IR) CZASTECZEK WIELOATOMOWYCH wynikaja z uktadu
poziomdéw  oscylacyjno-rotacyjnych, podobnie jak w przypadku czasteczek
dwuatomowych, ale z mozliwoscia silniejszego sprzgzenia oscylacji i rotacji. Ruch
drgajacy dowolnej czasteczki N-atomowej (N > 2) mozna rozpatrywa¢ w przyblizeniu
matych drgan (harmonicznych) przyjmujagc 3N bezwymiarowych wspoirzednych
kartezjanskich qi wychylen atomow z potozenia rownowagi (ai bi ¢i) [PLANSZA 23: ruch

drgajacy czgsteczki wieloatomowej]:

0= /M, (1 —a1), 2= m, (y2—b), gz = \/m, (z1 1), Ga = /M, (X2 - a2), ...,
gsn = \/m_N(ZN—CN)

Rozwigzujac uklad réwnan Lagrange’a:
d(8T/a q)/dt + oVIag =0 i=1,23, .. 3N

qi = dap/dt
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3N .
dla energii kinetycznej: T = 1/22 (qK)?

k=1

3N 3N
dla energii potencjalnej: V =Vo+1/2>" (aV/aqi)qi+ 1/2 z (82V/12qiaq;)qig;j =
i=1 i.j=1
3N
=1/2>" fijgio

i1
fij =fji = 82V/aqiaqj|qi=o,qj =0 stale silowe
uzyskuje sie uktad rownan rézniczkowych drugiego stopnia:
(1) 3N
Qi+z fijlq; =0 i=1,23, .. 3N
=1

plus 3 rownania (warunki) na zachowanie pedu w kierunku x:

Jmiag +/magg +...+mydgn_p =0

i podobnie dla sktadowych y oraz dla z,
oraz 3 warunki na zachowanie momentu pedu dla czasteczek nieliniowych lub 2 warunki

na zachowanie momentu pedu dla czasteczek liniowych; w kierunku x:

Vymy (bya3 —c102) +mz (b2Gg —C205) +...+ My (DNA3N —CNOA3N-1) =0
i podobnie dla sktadowych y oraz dla z.
Wstawiajac rozwigzanie w postaci periodycznej: gi = Aicos(2nvt + @) otrzymuje si¢ uktad

rownan algebraicznych:

3N
2 (fij —=A8;)A; =0 j=1,2,..,3N
i-1

czyli zagadnienie wlasne. Przyrownanie do zera wyznacznika (wickowego) uktadu daje
3N wartosci wlasnych A i 3N wektoréw wlasnych A = (A1, Az,..., Asn). Z uzyskanych
wartosci wlasnych, 6 w przypadku czasteczek nieliniowych i 5 w przypadku czasteczek

liniowych jest rowne zeru i odpowiadajg one ruchom nieperiodycznym (translacyjnemu i

rotacyjnemu), a pozostate 3N — 6(5) stopni swobody przypada na drgania. Wartosci
wlasne wyznaczaja czestosci drgan vk a wektory wlasne ustawione w kolumnach

wyznaczaja macierz przeksztalcenia liniowego od wspotrzednych kartezjanskich ¢ do

WSPOLRZEDNYCH NORMALNYCH Q:

3N

Qk= Z Lkjq; = Kkcos(2mvit + k)

=
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Amplituda drgan K i faza ¢« sa3 wyznaczane z warunkow poczatkowych na potozenia i
predkosci w chwili t = 0. Wspoélrzgdna normalna opisuje drganie normalne jako
kolektywny ruch atomow drgajacych z ta sama czestoscia i w tej samej fazie.
Analogicznie mozna rozwigzywac¢ to zagadnienie startujac z ,naturalnych” dla
czgsteczki 3N — 6(5) wspoélrzednych wewnetrznych Sk zmian dtugos$ci wigzan i katow
migdzy nimi w stosunku do wartosci rownowagowych {Zadanie 14}. Jednak wtedy

energia kinetyczna ma bardziej skomplikowana postac:
IN-6(5) .
T=1/2 Z gijSiSj
i,j=1

w ktorej wspétezynniki gij zalezne od mas i parametrow strukturalnych czasteczek sa
stabelaryzowane. Mozna je wyznaczy¢ metoda Wilsona (E.B. Wilson Jr., J.C. Decius,
P.C. Cross Molecular Vibrations) dla poszczegélnych typéw fragmentow dwu-, trzy- i
czteroatomowych. Energia potencjalna ma posta¢ podobng jak poprzednio (sumowanie do
3N — 6 lub 3N — 5). Maksymalna ilo$¢ réznych stalych sitowych fjj = fji wynosi:

(3N — 6)(3N —5) - czasteczka nieliniowa

(3N -5)(3N —4) - czasteczka liniowa
Jesli w czasteczce wystepuja jakie§ elementy symetrii ilos¢ stalych sitowych ulega
redukcji. Drgania normalne sg niezalezne od siebie i moga by¢ niezaleznie wzbudzane

[PLANSZA 24: drgania normalne czasteczek: dwutlenk wegla CO2, i amoniak NHs].

Kilka réznych drgan normalnych moze by¢ zdegenerowane czyli mie¢ t¢ sama czgstosc,
np. drgania ,,zginajace” czasteczki CO.. Degeneracja zwykle wynika z wystgpowania
elementow symetrii czasteczki.

Separacja ruchu drgajacego czasteczki na niezalezne drgania normalne pozwala
przedstawi¢ kwantowa energie ruchu drgajacego w przyblizeniu harmonicznym jako

sume energii poszczegolnych drgan normalnych:

3N=6(5)
EVLV2.. = z hvk(vk + %)

k=1

3N-6(5)
G(viva,...) = Y (we)k(vk + ¥2) [PLANSZA 23]:

k=1

a przejscia absorpcyjne i ramanowskie mi¢dzy poziomami oscylacyjnymi zachodza dla
wzbudzenia jednego typu drgania Qx przy regule wyboru na oscylacyjne liczby
kwantowe:

Avk =+1, Avj=0dlaj=k
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Anharmoniczno$¢ powoduje mieszanie wspolrzegdnych normalnych i pojawienie si¢
nadtonow i tondow ztozonych czyli ogélnie przej$é kombinacyjnych typu:
v=kvk+ivitjvi+.. Kk i,J=0,+1, +2,...

Przej$cia kombinacyjne sg zwykle stabsze niz tony podstawowe [PLANSZA 25: widmo

absorpcyjne IR czgsteczki amoniaku NHs]. Przypadkowa degeneracja dwoch poziomow
wzbudzonych, np. jednego odpowiadajacego wzbudzeniu (tonowi) podstawowemu i
jednego kombinacyjnego (przypadkow moze by¢ wigcej) moze by¢ zniesiona przez
anharmoniczno$¢, jesli odpowiadajace im funkcje falowe maja jednakowe wilasnos$ci
symetrii. Prowadzi to do pojawienia si¢ dwoch rozseparownych pasm widmowych w
zjawisku rezonansu Fermiego. Ton kombinacyjny ma wtedy podobng intensywnos¢ jak

podstawowy.

Mieszane funkcje falowe zachowuja okre$lony typ symetrii. Wszelkie ustalenia
wplywu symetrii na widma pozostaja w mocy rdwniez przy uwzglednieniu
anharmoniczno$ci. Kazde drganie normalne charakteryzuje si¢ okreSlonym typem
symetrii, czyli jego funkcja falowa transformuje si¢ zgodnie z jedng z
nieprzywiedinych reprezentacja grupy symetrii do ktorej nalezy czasteczka; naczej
moéwige: jest funkcja bazowa, ktora rozpina te¢ reprezentacje. Pozwala to okresli¢ na
podstawie analizy tablicy charakteroéw {Zadanie 15}, ktére drgania sa aktywne w

podczerwieni, czyli daja rejestrowane pasma absorpcyjne i ramanowskie IR.

W  odréznieniu od homojadrowych czasteczek dwuatomowych, wysoce
symetryczne czasteczki jak metan CHs (grupa symetrii Tq) sze$ciofluorek siarki SFe (grupa

symetrii On) czy dwutlenek wegla CO2 [PLANSZA 24], chociaz nie maja trwalego

momentu dipolowego moga absorbowaé¢ w podczerwieni, gdyz asymetryczne drgania
normalne Qk zmieniajg warto$¢ elektrycznego momentu dipolowego:
ad/oQk=0
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WYKLEAD 6.

Jednym z kluczowych zagadnien spektroskopii w podczerwieni jest wyznaczenie
statych sitowych z obserwowanych czestosci drgan, czyli tzw. odwrotne zadanie
wibracyjne. W ogolnym przypadku, z wyjatkiem najprostszych czasteczek (dwuatomowe,
trojatomowe typu H20), ilos¢ mierzonych doswiadczalnie czgstosci drgan jest
niewystarczajaca. Przyktadowo, dla widma amoniaku (N = 4) z zaobserwowanych 4
czestosci whasnych [PLANSZA 24; PLANSZA 25] trzeba wyznaczy¢ 6 statych sitowych.

Trudnosci te usuwa sig:
- stosujac podstawienie jader w czasteczce izotopami o innej liczbie masowej, co daje
zmiang obserwowanych czestos$ci drgan przy niezmienionych statych sitowych, a stad
dodatkowe rownania w zalezno$ciach v <> fij;
- upraszczajac forme¢ energii potencjalnej ruchu drgajacego czasteczki, np. w metodzie
wigzan walencyjnych VFF zaktada si¢ znaczace sity wzdluz wigzan i1 te zwigzane ze
zmianami katow plaskich i torsyjnych a zaniedbuje si¢ cztony mieszane; inne uproszczone
modele pola sitowego, np. UBFF oraz modyfikacje VFF i UBFF s3 oméwione w
podreczniku J. Konarski Teoretyczne podstawy spektroskopii molekularnej.
Ogolnie bioragc, mozna aktualnie oblicza¢ czestosci drgan IR dla niezbyt duzych
czagsteczek metodami kwantowymi ab initio i przez poréwnanie z czgstoSciami
doswiadczalnymi weryfikowac teoretyczne wartosci statych silowych (symulacja widm
absorpcyjnych IR i Ramana).

»Racjonalne” wyniki otrzymywane metoda wigzan walencyjnych sugeruja, ze

jednakowe uktady jader atomowych potgczone takimi samymi wigzaniami i znajdujace si¢

w roznych ,,otoczeniach chemicznych”, tzn. w réznych miejscach czasteczki lub na
réznych czasteczkach, beda si¢ charakteryzowaty bliskimi warto$ciami statych sitowych, a
stad czestosci drgan rozciagajacych wigzania i, w mniejszym stopniu, drgan zmieniajacych
katy miedzy wigzaniami. Prowadzi to do pojecia CZESTOSCI GRUPOWEJ lub inaczej
CZESTOSCI CHARAKTERYSTYCZNEJ, podobnej dla okreslonego fragmentu
strukturalnego czasteczki. To zatozenie prowadzi do mozliwos$ci podzialu czasteczki na
niezaleznie (niesprze¢zone) drgajace fragmenty strukturalne, analogicznie jak podziat
na drgania normalne, ALE oczywiscie bez fizycznej $cistosci podzialu na drgania
normalne. Taki obraz drgan czgsteczki jest podstawa jakoSciowej analizy widm IR i
wykorzystania spektroskopii IR w chemii, np. do okreslania struktur czasteczek oraz w

biofizyce molekularnej.
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Warunki podzialu czasteczki na fragmenty o dobrze okreslonych czestosciach
grupowych sa nastepujace {Zadanie 16}.
(A) Drgania maja charakter:
- rozciagganie jednego lub kilku jednakowych wigzan;
- deformacja katéow miedzy wigzaniami typu: zginanie czyli zmiana kata ptaskiego
migdzy wigzaniami, skrecenie grupy wokot wigzania czyli zmiana kata dwusciennego,
wahanie lub kotysanie czyli wychylenia grupy atomow z ptaszczyzny.
W przypadku rozciggania kilku jednakowych wigzan np. w grupie —NH2 lub —CH3
wystepuje kilka czgstosci grupowych o podobnych wartoéciach, odpowiadajacych
drganiom o roznej lokalnej symetrii (ale nie globalnej symetrii czasteczki), np.
symetryczne i antysymetryczne drganie rozciggajace grupy aminowe;.

Sciste odseparowanie drgan rozciaggajacych i deformujacych zachodzi w czasteczkach

liniowych.

(B) Czestosci grupowe sa dobrze zdefiniowane dla rozciggania i zginania wigzan atomu

»ciezkiego” z wodorem: — C — H, — N — H, — O — H. Ze wzgledu na matg mase¢ protonu:

jadro H drga jak gdyby w potaczeniu z nieskonczong masa.

(C) Czestosci grupowe sa dobrze scharakteryzowane dla grup atomoéw ciezszych niz H, np.

C=0,C=C,C=N,C=C, C-Cljesli zachodza odpowiednio duze réznice mas i/lub

stalych silowych dla tych fragmentéw w poréwnaniu z fragmentami otaczajacymi.

(D) Czgstosci grupowe sa dobrze scharakteryzowane dla drgan pierscieni np. benzen.
Uzasadnienie koncepcji czestoSci grupowej w Swietle Scistego obrazu drgan

normalnych mozna przedstawi¢ na przyktadzie liniowej czasteczki acetylenu H — C = C —

H [PLANSZA 26: porownanie czestosci normalnych i grupowych w acetylenie]. Przy

siedmiu drganiach normalnych czasteczka ma pigé czestosci wlasnych:

- 3374 cm™ drganie Y¢*: symetryczne rozciggajace C — H

- 3287 cm™ drganie Y.u*: asymetryczne rozciggajace C — H

- 1974 cm™ drganie Y¢*: rozciggajace C=C

- 612 cm* drganie Ig: zginajace C=C - H

- 729 cm! drganie Iy: zginajace C=C — H

Wartosci czgstosci grupowych podaje [PLANSZA 27 zestawienie czestosci grupowych].

Struktura rotacyjna widm oscylacyjno-rotacyjnych wymaga rozwazenia
roznych typéow rotatorow. MOMENT BEZWLADNOSCI czasteczki N-atomowej o0

masach atomow m; jest tensorem symetrycznym 3x3:
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"N , N N ]
2mily; +z7) = 2 miXjy; - > MiX;z;
i1 i1 i1
N N . N
=[] = | =2mixjyi  2mi(Xy +z7) -2 mjyiz;
i1 i1 i1
N N N .
— > MiX;z; -2 miyizi 2 mi(X{ +yy)
|:1 |:1 |:1 .

Macierz reprezentujgca ten tensor w dowolnym uktadzie wspotrzednych (xyz) zwigzanym

Z obracajaca si¢ czasteczkg moze by¢ zdiagonalizowana. W ukladzie osi gltéwnych

tensora (XYZ) wyrazy diagonalne wynosza: Ixx, lvy, Izz i dla uproszczenia sa oznaczane

odpowiednio jako Ix, ly, 1z (pozostate wyrazy sa réwne zeru) [PLANSZA 28: moment

bezwladnosci i energia rotacji czasteczki]. Ze wzgledu na relacje miedzy sktadowymi
tensora czasteczke klasyfikuje sie jako jeden z mozliwych przypadkow: bak liniowy, bak
symetryczny, bak sferyczny i bak asymetryczny. Kwantowe rownanie Schrodingera
obrotu czasteczki (bryly sztywnej) w laboratoryjnym, nieruchomym uktadzie
wspotrzednych (Enl) we wspolrzednych katowych Eulera (o, B, y) lub katow (0, o)
(obrot uktadu XYZ wzgledem &nl) pozwala wyznaczyé energie i funkcje wlasne
pozioméw rotacyjnych (L.D. Landau, E.M. Lifszyc Mechanika kwantowa).
Uwzgledniajac niesztywno$é rotatora i wzajemny wplyw oscylacji i rotacji otrzymuje
sie, w [em™]:
(1) rotator (bak) liniowy; szczegblny przypadek to oméwiona juz czasteczka dwuatomowa:

Ix=Iv=1,12=0

energia: F(J) = BWJ(@J + 1) - DWJ?(J + 1) + ...

funkcje wlasne: harmoniki sferyczne Y m(0, ¢)

By = h/(8n’cl) degeneracja poziomu gy =2J + 1

(2) rotator (bak) symetryczny {Zadanie 17}:

Ix=Ily#lz
energia: F(J,K) = BW(J + 1) + (Av - B\/)K2 — DvJJZ(J+1)2 - DVJKJ(J+1)K2 - DukK?* +...
K=0,+1, ..., 1]

funkcje wlasne: dla K =0 /(21 +1)/8n2 D’wo(a, B, 7)
dlaK=0  ~(20+1)/872 {Duk(a, B, 7) + Dwx(a, B, 1)}

V(23+1) /82 {Dmk(a, B, 7) — D'm«(at, B, 1)}
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B = h/(8n’clx), A =h/(8rn’clz) degeneracja poziomu g; =2(2] + 1)
(3) rotator (bak) sferyczny:
Ix=Ilyv=1z=1

energia: F(J) = BJ(J + 1) - DWJ?(J + 1) + ...

funkcje wlasne: uogélnione funkcje kuliste +/(2J+1)/8n2 Dwk(a, B, v):
LZzDvk = hMD’mk L% D'vk = hKDwmk

B = h/(8n’cl) degeneracja poziomu g; =(2J + 1)?
funkcje falowe, tzw. uogodlnione funkcje kuliste, sg inne niz dla rotatora liniowego,
(4) rotator (bak) asymetryczny:
Ix = ly # 1z
Energie poziomow F(J) o r6znych J nie majg jednego wzoru analitycznego i wyznacza si¢
je niezaleznie dla kazdego J z rownan algebraicznych po podstawieniu funkcji falowej w
postaci kombinacji liniowej uogoélnionych funkcji kulistych do rownania Schrodingera.
Energia oscylacyjno-rotacyjna czasteczki wieloatomowej jest suma energii drgan
anharmonicznych i energii rotacyjnej niesztywnego rotatora, z uwzglednieniem sprzezenia
osylacji i rotacji wynikajacych z ODDZIALYWANIA CORIOLISA [PLANSZA 29:

sprzezenie osylacji i rotacji; podwojenie ] opisanego sita:
Feor = 2mVx@m, gdzie V predkos¢ liniowa masy m w uktadzie obracajagcym si¢ z
predkoscig katowa ®.

W Scistym ujeciu ruchu drgajacego obracajacej] si¢ czasteczki z uwzglednieniem

niepotencjalnej sity Coriolisa (E.C. Kemble The Fundamental Principles of Quantum

mechanics) przechodzi si¢ do hamiltonianu kwantowego*. Jadra oscylujace w uktadzie

* H = (Lx — px)22lx + (Ly — pv)¥2ly + (Lz = p2)221z + (112) 2P + 2uQi%,  Pi= (Wi)(810Q); Ak =
(2nvi)?. Dla px = py = pz =0 (brak drgan zdegenerowanych) zachodzi podziat na energie sztywnego rotatora
i nicobracajacego sie rotatora Hrig = (Lx)%2lx + (Lv)2/2ly + (L2)%/21z + (1/2)ZkPi? + 2iQi. Roznica obu

hamiltonianéw H — Hrig daje (prawdopodobnie; podaje za: J. Konarski Teoretyczne podstawy spektroskopii

molekularnej) hamiltonian Coriolisa jako zaburzenie: Hc = -2 fﬂ QiPk Za(1/210a) E%ILa
Of%
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obracajacej si¢ czasteczki nie poruszajg si¢ po liniach prostych i powstaje sie¢ wibracyjny

moment pedu po, ktéry sktada si¢ z momentem pedu obrotu catej czasteczki La. TO

prowadzi do mieszania oscylacji (wspéirzednych normalnych) przez rotacje:

Pa = Z &% (QxP1 — QiPx) a =X, Y, Z uktad osi gléwnych tensora |

k<l
gdzie Qj- wspoétrzedna normalna, Pj = (1/1)(6/8Qj) odpowiadajacy jej ped, £% tzw. stala

Coriolisa zalezna od mas jader, geometrii czasteczki i statych sitowych. W szczeg6lnoscei,

mieszanie moze dotyczy¢ skladowych tego samego drgania zdegenerowanego. Obok

niewielkiego wktadu do warto$ci statych rotacyjnych By i Dy, sprzezenie Coriolisa (jako
zaburzenie) moze prowadzi¢ do rozszczepienia pozioméw (usunigcie degeneracji) drgan
zdegenerowanych dwukrotnie, w przypadku czasteczek liniowych 1 bakow
symetrycznych, oraz zdegenerowanych trzykrotnie, w przypadku bakow sferycznych.

Struktura rotacyjna pasm absorpcyjnych i ramanowskich czasteczek
wieloatomowych bgdzie omawiana w skrocie z zasygnalizowaniem réznic w stosunku do
czasteczek dwuatomowych.

(1) Czasteczki liniowe. Wprowadza si¢ liczb¢ kwantowg 1 wibracyjnego momentu pedu:
l=v,v-2,..,0lub 1 v - oscylacyjna liczba kwantowa

i poziomy oscylacyjne drgan zdegenerowanych klasyfikuje si¢ jako £ (L =0), IT (L = 1), A

(L=2), itd.

(a) Struktura rotacyjna pasm niezdegerowanych (réwnolegtych) = (L = 0), jest taka
jak w czasteczkach dwuatomowych; obserwuje si¢ dwie gatezie P i R w widmach
absorpcyjnych IR i trzy gatezie S, O i Q w widmach ramanowskich.

(b) Przejscia miedzy poziomami oscylacyjnymi drgan zdegenerowanych | = 0
(prostopadte) w przeciwienstwie do niezdegenerowanych maja zmodyfikowang regule
wyboru:

- absorpcja IR AJ = 0, £1; trzy gatezie: P, R i dodatkowa Q
- Raman AJ =0, £1; £2, pi¢¢ gatezi: S, Q, O i dwie dodatkowe P i R
(c) Podwojenie L na przyktadzie czasteczki CO2 [PLANSZA 29]. Ruch obrotowy

wokot osi czgsteczki wynika ze zlozenia dwdch wzajemnie prostopadtych oscylacji Iy
przesunietych w fazie o m/2. Jedno z drgan lezace w plaszczyznie rotacji sprzega si¢
poprzez oddziatywanie Coriolisa z drganiem asymetrycznym X, powodujac

rozszczepienie poziomu Iy na dwie sktadowe.
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(2) Czasteczki typu baka symetrycznego. Pasma oscylacyjne (podobnie jak w przypadku
poprzednim) dzielimy na rownolegle || (moment dipolowy przejscia w kierunku osi
symetrii 0 najwyzszej krotnosci) i prostopadle L (moment dipolowy przejscia w kierunku
prostopadtym do osi symetrii), réznigce si¢ strukturg rotacyjng.

(a) Pasma absorpcyjne IR:
- rownoleglte, AK =0, AJ =0, £1 dla K = 0 oraz AJ = +1 dla K = 0; trzy galezie P, QiR z
rozszczepieniami ze wzgledu na rozne K, [PLANSZA 25] i {Zadanie 18}.

- prostopadte, AK = +1, AJ = 0, £1 [PLANSZA 30: pasmo prostopadle baka

symetrycznego]; na tle nierozdzielonych linii P i R tworzy si¢ seria linii Q oddalonych o
(W przyblizeniu):

2[AV(1 - &) —By] € - stala Coriolisa
Dla czasteczki amoniaku obserwuje si¢ dodatkowo tzw. podwojenie inwersyjne

[PLANSZA 25] (rozszczepienie 36 cm™) dla pasma absorpcyjnego drgania vz

»Sprzyjajacego” inwersji czyli tunelowaniu azotu przez ptaszczyzne wyznaczong przez trzy

protony [PLANSZA 24].

(b) Pasma ramanowskie w najogolniejszej postaci:
AK=0,11, AJ=0, 1, £2
struktura rotacyjna uwarunkowana symetrig konkretnej czasteczki.
(3) Czasteczki typu baka sferycznego:
- pasma absorpcyjne AJ = 0, +1, trzy galezie P, Qi R
- pasma ramanowskie AJ =0, £1, +2, pie¢ galezi S, P, Q, R i O.
Mozliwa modyfikacja odstgpow miedzy liniami struktury rotacyjnej przez oddziatywanie

Coriolisa, np. przyktad CHs [PLANSZA 31: struktura rotacyjna pasma vs metanu]

(grupa symetrii Tq); odlegtos¢ linii w galeziach P i R (w przyblizeniu B’y =B”’\):
2By(1-¢)

(4) Czasteczki typu baka asymetrycznego:

- pasma absorpcyjne AJ = 0, +1, bez przejscia J =0 <> J = O, trzy galezie P, Qi R

- pasma ramanowskie AJ = 0, £1, +2, pie¢ galezi S, P, Q, R i O.

WIDMA WIBRACYJNEGO DICHROIZMU KOLOWEGO (VCD). Wiazke
$wiatla spolaryzowanego liniowo mozna przedstawi¢c [PLANSZA 32: wibracyjny
dichroizm kolowy VCD (widma L-Ala-L-Ala i L-Ala-D-Ala, Roberts et al. J. Am.
Chem. Soc. 110, 1749, 1988] w postaci superpozycji dwoch wigzek spolaryzowanych
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kotowo w przeciwnych kierunkach. W o$rodku optycznie czynnym, np. roztwor
czasteczek dyssymetrycznych (chiralnych), fala spolaryzowana liniowo porusza si¢ w ten
sposob, ze jej sktadowe spolaryzowane kolowo majg rézne predkosci (dwodjtomnosc).
Wynikajgca stad rdznica predkosci katowych wektorow elektrycznych Er i EL daje
skrecenie ptaszczyzny polaryzaciji o kat o okreslony przez iloczyn skrecalnosci wiasciwej
[a].T zaleznej od dlugosci fali A i temperatury T, dtugosci drogi optycznej L i stezenia
molowego ci:
a=[a]2" Lci

W obszarze pasma absorpcyjnego skrecalno$¢ wlasciwa zmienia si¢ w sposob anomalny i
zachodzi r6znica absorpcji obu sktadowych spolaryzowanych kotowo:

Ae=¢gL—¢er~ 107

czyli dichroizm kolowy mierzony w funkcji odwrotnoéci dhugosci fali v jako widmo
wibracyjnego dichroizmu kotowego VCD (vibrational circular dichroism). Po przejsciu
przez aktywny osrodek absorbujgcy swiatto uzyskuje polaryzacje eliptyczng. Podobnie jak
wspotczynnik ekstynkcji molowej € jest wyznaczony przez elektryczny moment dipolowy
przejscia <n|djm> migdzy stanami oscylacyjnymi czasteczki [m> i |n>, dichroizm kotowy
Ag(v) jest uwarunkowany przez iloczyn elektrycznego d i magnetycznego p momentu
dipolowego przejécia. Odpowiednikiem mocy oscylatora charakteryzujgcej intensywno$é
pasma (prawdopodobienstwo przej$cia absorpcyjnego) jest w spektroskopii VCD sila
rotacyjna:

Rmn = [(37Ce0In10)/10xNa)][(Ae/v)dv = Im(<njdjm><m|m|n>) Im - cze$¢ urojona
Powigzanie struktury czgsteczek z widmami VCD (jakosciowe) ujmujg teorie FPC (Fixed
Particle Charge) oraz LMO (Localized Molecular Orbital) (L.A.Nafie Advances in
Infrared and Raman Spectroscopy vol. 11, 1984)

Z poréownania widm dipeptydow: L-Ala-L-Ala i L-Ala-D-Ala, w ktorych jeden z

aminokwasoéw rézni si¢ stereoizomerig podstawnikéw przy weglu Ca, wida¢ odwrotny

przebieg sygnatow w zakresie drgan deformacyjnych C — H [PLANSZA 27].

WIDMA AKTYWNOSCI OPTYCZNEJ RAMAN (ROA). CzasteczKi
dyssymetryczne (chiralne) wykazuja rowniez efekt aktywnos$ci optycznej Ramana ROA
(Raman optical activity):

(a) réznice intensywnosci promieniowania rozproszonego dla wiazki spolaryzowanej

kotowo w lewo- i w prawo (ICP, incident circular polarization)
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(b) pojawienie si¢ spolaryzowanej kolowo sktadowej w wigzce rozproszonej dla $wiatta
niespolaryzowanego (SCP, scattered circular polarization).

Mierzalny efekt (przyktadowo) dla ICP [PLANSZA 33: widmo ROA czasteczki L-
Ala—L-Ala (Hecht & Barron Faraday Discuss. 99, 35, 1994)] uzyskuje si¢ przy

rejestracji rozproszenia ,,do tylu” (backscattering) w stosunku do wiagzki padajacej a nie
pod katem prostym, i okresla jako CID (cicular intensity difference)

A=(rR=I)/(Ir+ 1)
gdzie Ir i IL sg intensywnosciami promieniowania rozproszonego dla spolaryzowanej w

prawo i w lewo wiazki wzbudzajacej — rozpraszanej.
Z widm VCD i ROA mozna uzyska¢ informacje strukturalne dla matych

czasteczek, nicosiggalne dla innych metod spektroskopowych; przez poréwnanie widm

mierzonych doswiadczalnie i liczonych teoretycznie metodami kwantowymi ab initio.
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WYKEAD 7

SPEKTROSKOPIA ABSORPCYJNA | EMISYJNA W ZAKRESIE UV-VIS
CZASTECZEK DWUATOMOWYCH be¢dzie potraktowana w Sposob skrotowy,
jedynie dla scistego wyjasnienia poje¢ niezbednych dla zrozumienia bardziej ztozonych
uktadéow molekularnych, czyli czasteczek wieloatomowych. Przejscia absorpcyjne i
emisyjne w tzw. bliskim ultrafiolecie UV (A ~ 150 + 400 nm) i w zakresie widzialnym

VIS (A ~ 400 + 800 nm) wiaza si¢ ze zmianami wszystkich trzech sktadowych energii

czasteczki (wyrazonej w cm™): elektronowej T, oscylacyjnej G i rotacyjnej F:
\_/ - {T, _ T,,} _"_ {G’(V’) _ G’,(V,’)} + {FV’ (J’) _ Fv”(J’ 7)}
W dalekim ultrafiolecie ponizej 100 nm obserwuje si¢ tzw. serie Rydberga o odmienngj

strukturze (nie _beda omawiane). Wzbudzenie elektronowe jest rzadzone ZASADA
FRANCKA - CONDONA [PLANSZA 34: zasada Francka - Condona]. Ze wzgledu na

znacznie wolniejsze ruchy jader w poréwnaniu z ruchami elektrondw przej$cia
elektronowe zachodza przy ustalonej konfiguracji jader, co jest obrazowane na
PLANSZY przez strzatki pionowe. Konfiguracja jader (struktura czasteczki) moze si¢
zmieni¢ dopiero po pewnym czasie przebywania czasteczki w stanie docelowym. Zasada
F.-C. oraz nakrywanie si¢ oscylacyjnych funkcji falowych w réznych stanach
elektronowych miedzy ktoérymi zachodzi przejscie:

[dv*dy-dx X =|R — Re|, wychylenie odleglosci miedzyjadrowej z potozenia

rownowagi (wspotrzedna normalna)

warunkuje intensywnos¢ linii w strukturze oscylacyjnej widma. Z kolei nakrywanie to
jest uwarunkowane ksztattami potencjatow (krzywe Morse’a), a przede wszystkim
potozeniami miniméw energii czyli odleglosciami miedzyjadrowymi w obu stanach. W
kazdym przypadku zmiana oscylacyjnej liczby kwantowej jest dowolna, z reguta
wyboru: Av =0, £1, +2, + 3, ... itd. (a nie Av =+ 1, jak dla przej$¢ w przypadku oscylatora
harmonicznego w IR).

Poziomy elektronowe s3g klasyfikowane wedlug nieprzywiedlnych reprezentacji

grup symetrii Cov | Dwh jako X, TT, A, @,... [PLANSZA 5], ktorych funkcjami bazowymi

sa wieloelektronowe funkcje falowe czgsteczki. Klasyfikacja ta jest rownowazna
wartosciom rzutu wypadkowego, orbitalnego momentu pedu elektronéw L na oS
czgsteczki, oznaczany jako A =0, 1, 2, 3,... Klasyfikacj¢ komplikuje wypadkowy spin S
uktadu elektronowego, ktory tylko w stanach %, czyli A = 0 jest zachowany. Dla A>0
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wewngtrzne pole magnetyczne orbitalnego ruchu elektronéw L prowadzi do sprzezenia
spin-orbita ze spinem S i zachowany jest tylko rzut S na o$ czgsteczki, oznaczany jako X
(UWAGA ! nie myli¢ z orbitalnym stanem A = 0 oznaczanym X). Wypadkowy rzut
elektronowego momentu pgdu Je na o$ czgsteczki: Q jest rOwniez zachowany. Sprzezenie
spin-orbita warunkuje odmienny sposéb klasyfikacji pozioméw elektronowych
zaleznie od typu czasteczki i powoduje rozszczepienie jej poziomow energetycznych.
W czasteczkach z lekkimi jadrami (odpowiednik sprzezeniu Russela-Sandersa w

atomach) spin S sprzega si¢ z osig a nie z catym elektronowym momentem orbitalnym L i

poziomy klasyfikuje si¢ jako 25*'Aq, gdzie Q = |A + X|, a 2S+1 jest multipletowoscia
poziomu. Dla Q = 0 czgsto pomija si¢ QQ w oznaczeniu i dodaje dodatkowe oznaczenia
»teoriogrupowe”, stosownie do symetrii funkcji falowej, + lub — przy odbiciach w
plaszczyznie zawierajacej oS czasteczki, oraz g lub u przy inwersji dla czasteczek
homojadrowych (12*, 1%g, 3Iy,). W czasteczkach z ciezkimi jadrami (odpowiednik

sprzezenia jj w atomach) zachodzi sprz¢zenie migdzy momentami L i S i zachowany jest

jedynie rzut Q catkowitego momentu pedu elektronéw Je na o$ czasteczki. Stany sa

klasyfikowane z podaniem wartosci 2, z dodatkowymi oznaczeniami symetrii
. .. . 1
elektronowej funkcji falowej +/— oraz g/u, np. (E)’, 0%y. PrzejScia spektroskopowe

[PLANSZA 35: struktura oscylacyjna: AgCl (900°C), CO i rotacyjna: AIH przej$cia

elektronowego]) mozna klasyfikowaé (przyktadowo) w sposéb nastepujacy:

Al « XIz* zwykle AA =0, +1 jesli Q =0 w obu stanach
Duzymi literami (A, X) oznacza si¢ poziomy singletowe S = 0, a matymi (a, b) poziomy
trypletowe S = 1. Przejscie singlet « tryplet jest zasadniczo wzbronione, ale moze
wystepowaé dzigki sprzezeniu spin-orbita, ktoére miesza singletowe i trypletowe,
elektronowe funkcje falowe.

Podane klasyfikacje maja jedynie charakter przyblizony gdyz nie uwzgledniaja
sprzegania elektronowego momentu pedu z jagdrowym momentem pedu. Ztozenie obu
momentow, elektronowego Je i jadrowego N, daje wypadkowy moment pedu czasteczki
J, ktéry najczesciej wystepuje we wzorach na energie rotacyjng czasteczki. Regutly
wyboru dla zmian rotacyjnej liczby kwantowej J przy przej$ciach elektronowo-
oscylacyjno-rotacyjnych sg nastepujace:

AJ =0, £1 przy zakazie przejscia] =0~ J =0

AJ=+1  je$li w obu stanach elektronowych Q =0
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Rozréznia si¢ cztery podstawowe typy sprzezen migdzy elektronowym momentem
pedu i jadrowym momentem pedu, okreslane jako przypadki (a), (b), (c) i (d) Hunda*.

Rzeczywiste czasteczki nie stosujg si¢ $cisle do poszczegdlnych przypadkéw Hunda.

Odstepstwa rosng ze wzrostem energii rotacji 1 mogg prowadzi¢ do zaburzen struktury
rotacyjnej widm, np. podwojenie A** o warto$ci rozszczepienia Av = gqJ(J + 1), na drodze
od przypadku Hundta (a) do przypadku (d). Efekt jest podobny do podwojenia |
[PLANSZA 29], a q mozna wyznaczy¢ Z obliczen kwantowych.

Linie w widmach absorpcji i emisji wymuszonej [PLANSZA 35] wzbudzonych

termicznie czasteczek dwuatomowych (AgCl) uktadaja si¢ w charakterystyczne progresje
pasm struktury oscylacyjnej, ktore zageszczaja si¢ ku falom dlugim (rosnie v’’) lub
krotkim (ro$nie v’) ze wzgledu na roznice warto$ci statych sitowych i anharmonicznosci w
roéznych stanach elektronowych. Pasma absorpcyjne z poziomu v’’= 0 ( czasteczka C = O)
zaggszczaja si¢ przy wysokich v’ i przechodzg w widmo ciggle. Linie rotacyjne w
gateziach P, R i ew. Q (czasteczka AlIH) uktadajg si¢ w tzw. parabole Fortrata ze wzgledu
na duze réznice statych rotacyjnych w obu poziomach elektronowych, co przy duzej

wartoéci cztonu z J2 [PLANSZA 20] daje zageszczenie linii, powstanie gtowicy pasma i

zawrdcenie nastepnych linii w przeciwnym kierunku na osi v (gataz R w widmie AlH).

* Przypadek (a) Stabe oddzialywanie jadro-elektron; momenty L i S sprzegaja si¢ z "osig"; A, X i Q sg
dobrymi liczbami kwantowymi. Klasyfikacja pozioméw elektronowych 25**Aq przy stabym sprzezeniu spin-
orbita. Moment pedu czgsteczki (bak symetryczny) J = Q + N; termy rotacyjne: Fy(J) = BJ[J(J + 1) — Q7.

Przypadek (b) S stabo sprzega si¢ z osig (najczesciej S = 0, A= 0), Q jest niezdefiniowany. A i N dajg K,
K+S=J,J=K+S§ K+S-1, ., |[K=-§|, K=A, A+ 1, ..itd. Dla terméw rotacyjnych F\(K) brak jednej
formuty dla wszystkich stanoéw elektronowych. Dla S = 0 przypadek (b) = przypadek (a), K =J.

Przypadek (c) L + S = Je (A i X niezdefiniowane). Rzut na o$ elektronowego momentu Je tworzy z N
moment wypadkowy J (przypadek (a)). Termy: Fy(J) = By[J(J +1) — Q?]; klasyfikacja poziomoéw Q"

Przypadek (d) Stabe sprzg¢zenie L z osia, silnezN, K=L+ N, K=R+L, R+L—-1,..,|R—L|. N jest
skwantowane wzdluz osi prostopadtej do czasteczki z liczbg kwantowa R. Stabe sprzezenie KiS,J=K + S.

Termy rotacyjne Fy(R) = By [R(R + 1)], gdzie kazdy term jest rozszczepiony na 2L + 1 sktadowych.

** Podwojenie A dla poziomu 1. Tylko jedna ze sktadowych, I1*, miesza si¢ ze stanem 'X* podczas gdy
T~ pozostaje niezmienione. Przyczyna to szybki ruch jader, przy ktorym ruch elektrondow w ptaszczyznie
prostopadtej do osi obrotu nie nadaza i funkcja falowa IT* nabiera charakteru '=*. Natomiast funkcja falowa
M1~ ma ptaszczyzne weztowa prostopadle do osi obrotu. Mieszanie 1 z !T* daje odpychanie obu

pozioméw, a w konsekwencji rozszczepienie 1.
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Klasyfikacje stanow czasteczek dwuatomowych (AB) mozna takze przeprowadzié¢
w przyblizeniu LCAO MO, w ktorym jednoelektronowe orbitale molekularne (MO)
tworzy si¢ jako kombinacje liniowe dwoch orbitali atomowych (LCAO) s, p, d.,..., 0
jednakowym typie symetrii wzgledem transformacji grupy Cewy lUD Doon oraz o zblizonych
warto$ciach energii {Zadanie 19}. Uzyskuje sie w ten sposob jednoelektronowe orbitale
molekularne o, w, 3, ..., ktorym odpowiadaja rzuty orbitalnych momentéw pedu
pojedynczych elektronow, A = 0, 1, 2,... Moga one mie¢ charakter orbitali wigzacych
jadra, z rézng od zera gestoscig elektronowsg miedzy jadrami A i B wzdhuz osi z, lub
oznaczane ,,gwiazdkami” orbitale antywiazace c*, n*,... z zerowg gestoscig elektronowa
miedzy jadrami A i B wzdtuz osi z:

oc=1sa+1se o*=1sa—1sB T = 2Pax + 2PBx * = 2Pax — 2PBx
Po obsadzeniu kolejnych pozioméw po 2g elektronéw o przeciwnie skierowanych spinach
kazdy (g jest stopniem degeneracji poziomu), otrzymuje si¢ typ wieloelektronowej
funkcji falowej, zgodnie z dodawaniem orbitalnych momentéw pedu A = 2xhlk, czyli
tworzeniem  iloczynéw  prostych  reprezentacji  rozpinanych  przez  orbitale
jednoelektronowe. Klasyfikacje¢ poziomow  jednoelektronowych czasteczek

dwuatomowych wykorzystuje si¢ w analizie widm elektronowych czasteczek

wieloatomowych.

PRZEJSCIA ELKTRONOWE W ZAKRESIE BLISKIEGO NADFIOLETU |
WIDZIALNYM (UV-VIS) CZASTECZEK WIELOATOMOWYCH analizuje si¢ W
przyblizeniu z wykorzystaniem pojecia CHROMOFORU. Struktura rotacyjna widm
UV-VIS nawet w fazie gazowej z regulty nie jest widoczna, z wyjatkiem prostych

czasteczek, np. NHs. Duze momenty bezwtadnosci daja zazwyczaj mniejsze odstepy linii

w strukturze rotacyjnej niz szerokosci potowkowe tych linii. Struktura oscylacyjna
pasma elektronowego moze by¢ widoczna zarowno w fazie gazowej jak i (zwykle
czesciowo) W roztworze. Jest ona uwarunkowana przez zasade Francka-Condona

[PLANSZA 34], czgstosci wzbudzanych drgan oraz ksztalt i wzajemne potozenie

minimow hiperpowierzchni energii elektronowej w funkcji wspotrzednych normalnych
(potencjatu dla drgan). Zmiana oscylacyjnej liczby kwantowej wzbudzanego drgania jest
dowolna: Av = 0, +1, £2, £3,...itd. Analizujac widma elektronowe czasteczek mozna
zaobserwowac, ze rOzne czasteczki zawierajgce t¢ samag grupe atomoéw 1 wigzan

charakteryzujg si¢ podobnymi widmami absorpcji (fluorescencji) pod wzgledem ilosci,
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polozen oraz intensywnosci pasm. Inaczej méwiac, przejécie elektronowe w czasteczce
jest w gtdwnym stopniu zlokalizowane w obrebie tej wydzielonej grupy czyli chromoforu,
w przypadku emisji okreSlanej takze jako fluorofor. Oznacza to, ze udzial orbitali
atomowych spoza chromoforu w rozwinieciu LCAO jednoelektronowych orbitali
molekularnych czasteczki wyjsciowego 1 docelowego, zwigzanych z przejSciem
elektronowym, jest w przyblizeniu zaniedbywalny:
Qe = 2aCa)a Ca# 0 dla ya zlokalizowanych na atomach chromoforu
Ca = 0 dla y« zlokalizowanych na atomach poza chromoforem

Atomy 1 grupy atomow z otoczenia chromoforu, tzw, auksochromy, modyfikuja poprzez
rozne efekty parametry absorpcyjne chromoforow; w szczegodlnosci mogg przesuwac
pasmo w kierunku fal dluzszych,czyli powodowac efekt batochromowy, lub w kierunku
fal krotszych, czyli powodowac efekt hypsochromowy. Przyktady chromoforow to grupa

aldehydowa C=0, pierscien benzenu, wigzania podwojne C=C, N=N. Jednoelektronowe

orbitale molekularne chromoforéw mozna klasyfikowaé, a odpowiadajace im poziomy
energii przedstawia¢c na DIAGRAMIE KASHA [PLANSZA 36: diagram Kasha].

Wida¢, ze chromofory maja najczesciej plaszezyzne symetrii i zawieraja jedno wigzanie
podwodjne lub sprzezony uklad wigzan podwdjnych. Stad jednoelektronowe orbitale
molekularne o wiasnos$ci antysymetrycznych wzgledem odbicia w tej plaszczyznie,
obsadzone przez zdelokalizowane elektrony, definiuje si¢ jako orbitale (i odpowiadajace
im poziomy): wiazace 7 i antywiazace n*. Pozostale orbitale (nie 7) sg zlokalizowane
albo na wigzaniach pojedynczych i okreslane jako o i 6*, albo sg orbitalami wolnych par
elektronowych okreslane jako n. Klasyfikacja ta bierze pod uwagg jedynie lokalna
symetrie chromoforu, a nie catej czgsteczki i jest $cista dla czgsteczek dwuatomowych.
W  przypadku czasteczek wieloatomowych ma jedynie charakter przyblizony.
Dozwolonymi przejsciami spektroskopowymi, absorpcyjnymi i emisyjnymi sg 6* «<— o i
* < 7, a czeSciowo dozwolonymi c* <— n i n* < n, w ktorych jeden elektron jest
wzbudzany do orbitalu antywiazacego z zachowaniem multipletowosci. Poréwnanie
$cistych oznaczen teoriogrupowych orbitali (grupa symetrii Cay) i przej$é z oznaczeniami

Kasha dla czasteczki formaldehydu CH2=O podaje [PLANSZA 37: przejscia

elektronowe w formaldehydzie]. Oba przejscia w formaldehydzie, ©* < © z maksimum
185 nm i ©* <« n z maksimum 295 nm, sg takze obserwowane w innych aldehydach i

ketonach.
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Czasteczka moze zawiera¢ kilka izolowanych chromoforéow i jej widmo jest
natozeniem widm poszczegolnych chromoforow. Jesli ruch elektronowy w sasiadujacych
chromoforach jest sprzezony, upada zalozenie chromoforow niezaleznych i powstaje jeden
nowy chromofor, np. kilku skondensowanych pierécieni benzenowych w naftalenie,
antracenie, fenantrenie. Benzen jest chromoforem, waznym takze z punktu widzenia
interpretacji widm innych czasteczek aromatycznych, w ktorym sze$¢ orbitali 2p;
prostopadtych do ptaszczyzny xy pierscienia i wytaczonych z hybrydyzacji sp?, tworzy w
wyniku 6 orbitali molekularnych typu n i =n*, z ktoérych 3 sg obsadzone szescioma

elektronami (poziom podstawowy *Aig; [PLANSZA 5]). Trzy przejScia n* « =

[PLANSZA 38 pasma absorpcyjne benzenu w nadfiolecie] mozna oznaczyé S$cisle

wedtug teorii reprezentacji grupy Den lub ,,zwyczajowo”:

Amax = 185 nm; pasmo B lub 1B 1« Ay
Amax = 200 nm pasmo p lub L, 1By « A
Amax = 250 nm pasmo o lub Ly 1By < *Aig

Kondensacja pierscieni benzenowych daje w wyniku przesunigcie batochromowe
(niejednakowe) poszczegolnych pasm wskutek wzrostu rozmiaréw zdelokalizowanego
uktadu m-elektronowego. Uklad ten mozna rozpatrywac jako ptaska, kolista, kwantowg
studni¢ potencjatu w prostym modelu FEMO (free electron molecular orbital), ktory daje
bliskie energie przej$¢ absorpcyjnych {Zadanie 20}.

Rozpatrujac absorpcj¢ elektronowo-oscylacyjno-rotacyjng warto pamigtaé o
szeregu efektow, ktore moga rzutowac na analize widm.
(A) Symeria czasteczki w elektronowym stanie wzbudzonym moze by¢ inna niz w
stanie podstawowym:
- etan CoHs wzbudzony w zakresie 170 — 250 nm nie jest ptaski;
- cjanowodor HCN wzbudzony w zakresie 170 — 200 nm nie jest liniowy;
- amoniak po wzbudzeniu 160 nm tworzy strukture plaska.
(B) Silne oddzialywania miedzyczasteczkowe mogg prowadzi¢ do pojawienia si¢
nowych pasm absorpcji, np. typu przeniesienia ladunku (charge transfer, CT). W
uktadzie dwoch sktadnikéw X 1Y, jesli X ma potencjat jonizacji znacznie nizszy niz Y t0
moze utworzy¢ si¢ kompleks elektronowo-donorowo-akceptorowy (EDA) XY~
Dodatkowe pasmo CT kompleksu XY™, nieustrukturowane i przesunigte batochromowo w
stosunku do pasm absorpcyjnych sktadnikow X i Y, mozna zaobserwowaé np. w ukladzie
heksametylobenzen (donor)/jod (akceptor) w CCla.
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(C) Pojawienie si¢ pasm wzbronionych ze wzgledu na symetri¢, dozwolonych poprzez
oddziatywanie wibronowe*. Przyktadem jest pasmo benzenu n* < w przy A = 250 nm,
ktore w $cistym ujeciu teorii reprezentacji grupy symetrii Den mozna sklasyfikowac jako
1Boy < A1q. Widaé [PLANSZA 5], ze zadna ze wspdtrzednych x, y, z, ktore transformuja
si¢ jak sktadowe dx, dy i dz, nie transformuje si¢ zgodnie z reprezentacjg Bou. Przejscie to
jest dozwolone wibronowo, tzn. jesli jednocze$nie ze wzbudzeniem elektronowym nastgpi
wzbudzenie drgania o okreSlonej symetrii, czyli zajdzie sprzezenie wibronowe stanow
elektronowych przez drganie normalne. W przypadku przejécia A = 250 nm w benzenie
jest to drganie exq. Przej$cie wzbronione, dozwolone wibronowo, odbywa si¢ jak gdyby
kosztem innego pasma, catkowicie dozwolonego (*E1 < *Aig), przy spetnionym warunku,
ze 1iloczyn kroneckerowski reprezentacji Ew®Ba®ezgq zawiera reprezentacje

petnosymetryczng Aig. Analiza struktury oscylacyjnej [PLANSZA 39: struktura

oscylacyjna pasma o benzenu] przejscia absorpcyjnego A = 250 nm w benzenie jest

wykonywana na ¢wiczeniach {Zadanie 21}.

* Wibronowe stany elektronowo-oscylacyjne ®¢(r; Ro)dpv(Q) maja symetri¢ iloczynu prostego reprezentacji

I*®Irv (r, Q - oznaczenie wspotrzednych elektronowych i normalnych, r = Ro dla Q = 0). Hamiltonian
elektronowy Hel = HO% + Xi(0He/0Qi)oQi + ... zawiera zaburzenie, ktdre miesza funkcje elektronowe |e> 1 |s.>
ze stalg sprzezenia wibronowego standéw elektronowych przez i-te drganie normalne hles = <e|oHe/0Qils>.
Zgodnie z rachunkiem zaburzen |e'> = |e'0> + Ce2eleo™>. Dipolowy moment dla przejscia €' <— €" wynosi
<g|dle"> = <e'od|e"o> + ZeC*e<eo|dle"o>, gdzie c. = ZiQi(E% — E%)'<eq|0He/0Qile's>. Jesli istnieje
dozwolone przejscie e < e" to wzbronione przejscie e' «— €" jest dozwolone wibronowo jesli ce = 0, czyli

jesli iloczyn prosty T*®I'®I® zawiera reprezentacje petnosymetryczng (0He/0Qi, transformuje sig jak Qi).
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WYKEAD 8

Energia uzyskana przez czasteczki wieloatomowe w procesie absorpcji w zakresie
UV-VIS z podstawowego stanu elektronowego, zwykle ale nie zawsze singletowego Se°,

do n-tego wzbudzonego stanu elektronowego [PLANSZA 12] ze wzbudzeniem v’

kwantéw oscylacji SnY” [PLANSZA 40 dezaktywacja stanéw wzbudzonych czasteczki]

jest oddawana przez czgsteczke W procesie dezaktywacji. Najczesciej, bezpromieniste
procesy konwersji wewnetrznej (IC, internal conversion) i termicznej relaksacji (TR,
termal relaxation) lub tylko termicznej relaksacji (przy wzbudzeniu do pierwszego,
najblizej potozonego poziomu elektronowego w stosunku do poziomu podstawowego)
przeprowadzaja czasteczki wzbudzone do pierwszego, najnizszego elektronowego
poziomu wzbudzonego z zerowymi oscylacjami S:°. Konwersja wewnetrzna polega na
przejsciu czasteczki ze stanu Sp'i do nizej potozonego stanu elektronowego Sm'j (En > Em;
v’i < v’j) jesli energia wibronowa (oscylacyjno-rotacyjna) przypada w obszarze przecigcia
hiperpowierzchni obu standéw elektronowych Sy i Sm. Termiczna relaksacja jest dyssypacja
energii wzbudzenia na oscylacyjne, rotacyjne i translacyjne stopnie swobody uktadu
molekularnego, m. in. w wyniku zderzen migdzyczasteczkowych. Procesy IC i TR
zachodza kaskadowo w czasie ~107* + 10 s, Ze stanu Si:° moga zachodzi¢ trzy
konkurujace procesy z szybko$ciami scharakteryzowanymi przez czasy ~10° - 107 s:
(1) S1° = So""+ hv FLUORESCENCJA; emisja  spontaniczna  kwantu  hv
(dezaktywacja promienista) z przejsciem czgsteczki na wzbudzone

oscylacyjne poziomy elektronowego stanu podstawowego (v’’);

(2) S1°— S’ bezpromienista dezaktywacja do stanu podstawowego w procesach
ICiTR;
(3)S1°—> To¥ przejscie interkombinacyjne (ISC, intersystem crossing) do stanow

trypletowych; proces analogiczny do IC ale z udziatem stanu
singletowego i trypletowego
Po zajsciu procesu ISC, konwersja wewnetrzna i termiczna relaksacja przeprowadzaja
czasteczke do najnizej potozonego elektronowego stanu trypletowego Ti° z zerowym
drganiami, skad mogg zajs¢ dwa konkurujgce procesy w skali czasowej ~102 - 10 s:
(1) T So"’+ hv FOSFORESCENCJA; emisja spontaniczna kwantu hv
(dezaktywacja promienista) z przejsciem czasteczki na wzbudzone

oscylacyjne poziomy elektronowego stanu podstawowego (v’’);

53



(2) T:°— S¢° bezpromienista dezaktywacja w procesach IC i TR.
Dodatkowo, na kazdym etapie wzbudzona czasteczka (donor D) moze przekazaé energi¢
wzbudzenia na inng czasteczke¢ lub inny fragment tej samej, duzej czasteczki (akceptor A)
poprzez wygaszanie zderzeniowe:

D*(SnY) + A — D( S¢°) + A*
Lub moze zaj$¢ reakcja fotochemiczna do produktu lub kilku produktow:

D(Sn) —> P1+ Pz +..
Zaleznie od czasteczki i warunkow Srodowiska dominuje jeden z mechanizméw, tzn.
mozna Zzaobserwowa¢ fluorescencj¢ w roztworze dla wielu zwigzkow, np. benzen,

fluoresceina, tryptofan i tyrozyna , ale inne zwiazki nie fluoryzuja.

W wyjatkowych wypadkach fluorescencja moze powstawa¢ w wyniku promienistej
dezaktywacji stanu innego niz S$:°. Na przyktad w czasteczce azulenu (skondensowane dwa
piericienie aromatyczne: siedmiocztonowy i pigciocztonowy) fluorescencj¢ obserwuje si¢

w wyniku dezaktywacji stanu S;°. Przejscia fluorescencyjne zachodza zgodnie z reguty

Francka-Condona [PLANSZA 34] na kolejne poziomy oscylacyjne stanu So, a
intensywnos$ci poszczegélnych linii struktury oscylacyjnej sa okreslone przez catki
nakrywania oscylacyjnych funkcji falowych [d,*¢.-dQ, gdzie Q jest wspotrzedna
normalng drgania. Stad wynika regula Stokesa: pasmo fluorescencji jest przesunigte w
kierunku dtuzszych fal w poréwnaniu z pasmem absorpcji dla przejscia migdzy tymi

samymi poziomami elektronowymi So <> Si [PLANSZA 41: poréwnanie widm

absorpcji i fluorescencji]. Uktad linii oscylacyjnych fluorescencji odzwierciedla uktad

pozioméw oscylacyjnych elektronowego stanu podstawowego a uktad linii oscylacyjnych

absorpcji analogiczny uktad, ale pozioméw oscylacyjnych wzbudzonego stanu
elektronowego {Zadanie 22}. Wspdlng linig dla absorpcji i fluorescencji jest przejscie
00 migdzy zerowymi poziomami oscylacyjnymi obu stanéw elektronowych. W
niektorych przypadkach udaje si¢ wzbudzi¢ lini¢ absorpcyjng z niskopotozonego
wzbudzonego stanu oscylacyjnego v =1 a fluorescencja zachodzi do stanu v = 0. Wtedy
linia fluorescencyjna 0<>0 moze leze¢ przy krotszych dlugosciach niz linia 0<—1 absorpcji:
fluorescencja antystokesowska. Wspolna linia 0<>0 nie musi si¢ pokrywa¢ wskutek
efektow solwatacyjnych {Zadanie 22}.

Wkitad do emisji daje tylko czasteczka, ktora zaabsorbowata kwant

promieniowania. Konkurencja innych proceséw zachodzacych w stanie wzbudzonym
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powoduje, ze ilos¢ kwantow emitowanych jest mniejsza od ilosci kwantow

zaabsorbowanych. Definiuje si¢ wydajnos¢ kwantowg fluorescencji [PLANSZA 42:

parametry widmowe fotoluminescencji] jako ilo$¢ kwantow wyemitowanych do iloSci
kwantow zaabsorbowanych w jednostce czasu:

®r=Ie/la  le - natezenie emisji, Ia - natezenie absorpcji w [einstein - 5]
1 einstein oznacza liczb¢ Avogadro Na kwantow. Korzystajac z tej definicji mozna
wyprowadzi¢ {Zadania 23} prawo Lamberta-Beera dla emisji roztworu zawierajgcego
substancje fluoryzujaca 0 stezeniu molowym ci, ktora absorbuje na drodze optycznej o
dtugosci L:

le = 0.1In10®rlog(v) Ci L
Btad wynikajacy z zachowania jedynie dwu pierwszych wyrazow rozwinigcia funkcji exp

przy wyprowadzeniu daje odstgpstwa od liniowo$ci nat¢zenia emisji w funkcji stezenia

czyli efekt filtru (wewngetrznego).
Widmo fluorescencji Ie(v) rejestruje si¢ w takiej geometrii uktadu optycznego

[PLANSZA 16], ktory zapewnia rozdzielenie wigzki emisji od wiazki wzbudzajacej, np.

pod katem prostym (ale sg takze inne geometrie). Wzbudzenie zachodzi w jednej dtugosci
fali z obszaru absorpcji [PLANSZA 41], a intensywnos$¢ emisji rejestruje si¢ W funkcji

czestosci v lub dlugosci fali A promieniowania emitowanego. Rejestrujac catkowitg
emisje w funkcji czestoSci promieniowania wzbudzajacego przy stalym nat¢zeniu
wzbudzenia lp otrzymuje si¢ (prawo Lamberta-Beera dla emisji) widmo wzbudzenia
Ie(v):

I’E(v) = e(V)DE v - czgstos¢ promieniowania wzbudzajacego
Jesli wydajno$¢ kwantowa ®@r nie zalezy od czestosci wzbudzenia, widmo wzbudzenia
pokrywa sie¢ z widmem absorpcji. Jesli wydajnos¢ fluorescencji zmienia si¢ Z czgsto$cia

wzbudzenia pojawiajg si¢ réznice migdzy obu rodzajami widm. Przy rejestracji widm

fluorescencii w roztworze obserwuje sie linie ramanowskie rozpraszajacych czasteczek

rozpuszczalnika (1).

Dezaktywacja promienista (zanik fluorescencji) stanu wzbudzonego przy
wzbudzeniu  impulsem Swiatta ma w  najprostszym  przypadku  postac
monoeksponencjalng  przy  braku  konkurencyjnych  proceséw  dezaktywacji
bezpromienistej, [PLANSZA 42].

d[S1]/dt = —ke[S1] [S1] - stezenie czasteczek w stanie wzbudzonym

[S1] = [S1]°exp(—ket)
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le ~ d[S1]/dt I = [Ig]%xp(—Krt)

1/kr = tr radiacyjny czas zycia stanu wzbudzonego
Otrzymano szereg wzorOw wigzacych radiacyjny czas zycia z widmem absorpcji lub
widmem emisji. Bardziej "wyrafinowany" (zgodny z wynikami doswiadczalnymi) wzor
Birksa-Dysona (C.A.Parker Photoluminescence of Solutions) wyraza odwrotnosé¢
radiacyjnego czasu zycia przez catki po pasmie fluorescencji F(V )oraz absorpcji g(v) w
funkcji odwrotnosci dtugosci fali v w um:
[FO)dV e(v)dv

1/7r = 2880(Sg¢/Se)(NF3/Na) 3 -
[Fv)v=Sdv® v

gdzie S oznacza multipletowos$¢ poziomu podstawowego (g) i wzbudzonego (e), a n $redni
wspotczynnik zatamania solwentu w zakresie pasma fluorescencji (F) i absorpcji (A).

W obecnosci konkurencyjnych proceséow dezaktywacji do stanu podstawowego ze
statymi szybkosci: konwersji wewnetrznej kic, przejécia intersystemowego kisc |
wygaszania zderzeniowego kq W obecnosci akceptora o stezeniu [A] czas zaniku stanu
wzbudzonego wyraza si¢ jako:

1/t = ke + kic + kisc + kq[A]

Przy cigglym wzbudzaniu |a:

d[Sz)/dt = 1a — (kr + kic + kisc + kq[A])[S1]

i przy rownowadze absorpcji i emisji d[Si]/dt = 0, korzystajac z definicji wydajnosci
kwantowej, otrzymujemy:

®r = Ke/(kr + kic + kisc + kq[A])

T = 1 DF
W warunkach braku akceptora [A] = 0 mozna wprowadzi¢ wydajno$¢ kwantowa ®g° oraz
czas zycia To 1 uzyska¢ liniowa zalezno$é Sterna-Volmera na dynamiczne wygaszanie
fluorescencji w funkcji stezenia wygaszacza A:

O/Dr = 1%l =1 + Ksy[A]  stata Sterna-Volmera Ksy = Kqto
Kq - dwuczasteczkowa stala wygaszania okreSlajaca wydajnos¢ wygaszania, inaczej
wzajemng ,,dostepnoéé” fluoroforu i wygaszacza lub czestosé ,,zderzen” (~101°M-1s™),
Przy wygaszaniu dynamicznym, stan wzbudzony ulega dezaktywacji i jego czas zycia
ulega skroceniu. W przypadku tworzenia si¢ niefluoryzujacych (ciemnych) kompleksow
fluorofor S - wygaszacz A w stanie podstawowym zachodzi wygaszanie statyczne. Czes¢
czasteczek substancji fluoryzujacej jest usuwana z procesu wzbudzenia i1 otrzymuje si¢

zaleznos$¢ podobng do Sterna-VVolmera, ale bez skrocenia czasu zycia stanu wzbudzonego:
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S+ A ©AS  stata asocjacji Kas = [AS]/([A][S])
IEO/IE =1+ Kas[A]

Gdy zachodza oba procesy zalezno$¢ Sterna-Volmera odbiega od liniowosci.

Oddzialywanie spin - orbita* (so) umozliwia zachodzenie wzbronionych przejsé¢
singlet <> tryplet, zarowno promienistych jak i bezpromienistych. Sprzezenie spin-orbita
ro$nie ze wzrostem liczby masowej jader czasteczki i powoduje mieszanie funkcji
wlasnych stanow singletowych i trypletowych. Z analizy przejicia singlet <> tryplet przy
uzyciu rachunku zaburzen (oddzialywanie SO jako zaburzenie) mozna wykazaé, ze
intensywnos$¢ do tego przejscia jest jakby ,,zapozyczana” z dozwolonych przejs¢ singlet <>
singlet, podobnie jak w przypadku wzbronionych przej$¢ absorpcyjnych, dozwolonych
wibronowo. Fosforescencja zachodzi z poziomu T:° na kolejne poziomy oscylacyjne
elektronowego stanu podstawowego So zgodnie z regula Francka-Condona. Pasmo
fosforescencji jest wigc jeszcze bardziej przesunigte w strong fal dlugich w stosunku do
pasma absorpcji niz pasmo fluorescencji. Trypletowy charakter stanu czasteczki
fosforyzujacej udowodniono na podstawie jej paramagnetyczmosci W zamrozonym
szkliwie np. metoda EPR oraz przez wykazanie mozliwosci znaczacego, 30% obsadzania
stanow T1 w antracenie po inwersji obsadzen do poziomu S: btyskiem laserowym i po
procesie ISC. W konsekwencji, mozliwe byto zarejestrowanie przej$cia absorpcyjnych Th
« T1 przy jednoczesnym spadku absorpcji singlet - singlet. Dtugo zyjace czasteczki w
stanie trypletowym mogg tatwo utraci¢ energi¢ w wyniku przej$s¢ bezpromienistych, np.

wskutek zderzen z czgsteczkami o niesparowanych elektronach (czasteczki tlenu) i dlatego

* Hamiltonian oddziatywania spin-orbita Hso = Z z er dv
=la=1 dr Ja

jadrowego V); C - stafa.; rjo - odlegltoéc¢ elektronu j od jadra o; l;, Sj - momenty spinowy i orbitalny elektronu.
<o [HyPed > |

lisj (zatozenie sferycznej symetrii potencjatu

Funkcja falowa stanu T1 w pierwszym rzedzie rachunku zaburzen: 3¥; =30°% + Y[ 300 1-0 170,
i ["E]—"E; |
1 0 3,0
<0 [Hg"O7 > 5 ¢
Funkcja falowa stanu So w pierwszym rzedzie rachunku zaburzen W, = + [ 1-0 3.0 i
i I"E{ —"E; |

gdzie ®°;, E°; funkcje i energie niezaburzone. Przy zatozeniu braku zaburzenia stanu So i silnego mieszania
tylko jednego stanu singletowego S, ze stanem T, elektryczny moment dipolowy przej$cia singlet-tryplet:
0 3 0
p|Hsl"®

<'® 71 150 (4la0
<IoldPYs> = [ | EO T 0| <Oy |df e, >
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fosforescencja w ukladach cieklych w temperaturze pokojowej jest rzadko
obserwowana (np. biacetyl CH3—C(=0)-C(=0)-CHs). W o$rodkach sztywnych o

obnizonej temperaturze dezaktywacja bezpromienista zachodzi znacznie wolnej i w tych

warunkach liczne substancje wykazujg fosforescencje. Prawdopodobienstwo zachodzenia
przejscia intersystemowego okresla sie przez wydajnos¢ procesu ®@isc, réwng stosunkowi
ilosci czasteczek, ktore przeszty w stan Ti do ilosci czasteczek ktore zaabsorbowaty
promieniowanie w przejsciu S «— So:

®isc = kisc/(kr + kic + kisc + kq[A])
Kinetyka fosforescencji jest opisana analogicznymi réwnaniami jak dla fluorescencji.
Wydajno$¢ kwantowa fosforescencji ®@r to stosunek iloéci kwantéw wyemitowanych do
ilosci kwantow zaabsorbowanych w przejsciu singlet <> singlet i z rownan kinetycznych
mozna otrzymac:

®p = kpDisc/(kp + K’ic + Ka + Kq[A])

kp - szybkos¢ dezaktywacji stanu T1; Kp = 1/t’, T’y — radiacyjny czas zycia T1

ka - szybkos$¢ termicznej aktywacji stanu T1 do stanu singletowego S: (proces

odwrotny do ISC)

k’ic szybko$¢ bezpromienistej dezaktywacji stanu T
Czas zycia stanu trypletowego:

1t =kp + K’ic + Ka + Kq[A]

Op/Disc =7/t

Oddziatywania czasteczek wzbudzonych D*(S1) i D*(T1) z innymi czasteczkami
moga prowadzi¢ do wzbudzen fotoluminescencji sensybilizowanej (sensitised):

D*(Sn) + A(So) = D(So) + A*(S1) > A(So) + hve

D*(Tn) + A(So) = D(So) + A*(T1) > A(So) + hvp
Proces termicznej (wtornej) aktywacji ze stanu T1 do S; moze wywotaé z kolei wtorng
fluorescencje S1 — So tzw. fluorescencja opozniona typu E (delayed fluorescence type
E). Fluorescencja wtorna innego typu P moze by¢ generowana w wyniku anihilacji stanu
trypletowego:

Ti+T1—>S1+ So
Widma fluorescencji opdznionej sg takie same jak zwyklej, ale czas zaniku jest tak diugi

jak dla fosforescencji, a wydajno$¢ kwantowa @ silnie zalezy od temperatury.
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W wyniku zderzen molekuly w stanie elektronowym podstawowym i w stanie
elektronowym wzbudzonym moga utworzyé si¢ stabilne asocjaty wzbudzone,
ekscypleksy; przy stechiometrii 1:1 noszg réwniez nazwe ekscymery (wzbudzone
dimery). Ekscypleksy mogg fluoryzowa¢ dajac szerokie, nieustrukturowane pasmo
przesunigte batochromowo w stosunku do pasm monomeruoéw, ale nie maja pasma
absorpcji. Przykladami moze by¢ zmiana barwy fluorescencji pirenu (cztery
skondensowane pierécienie benzenowe ® w ukladzie "dwoch naftalenéw") w alkoholu z
niebiesko-fioletowej na niebiesko-zielong przy wzroscie stezenia lub fluorescencja
heteroekscymeru w mieszaninie perylenu (5 symetrycznie skondensowanych pierscieni
benzenowych @) z N,N-dimetyloaniling (CH3)>—N—-®.

Widma CT sa przyktadem tzw. fluorescencji dualnej (dual fluorescence), gdy

emisja zachodzi z dwoch réznych poziomdéw wzbudzonych jednej czasteczki
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WYKEAD 9

Procesy transferu energii wzbudzenia elektronowego i ,,towarzyszacej” energii
oscylacyjnej:
(a) wygaszanie dynamiczne,
(b) fotoluminescencja sensybilizowana,
(c) fluorescencja opdzniona typu P,
majg charakter bezpromienisty, tzn. nie polegaja na emisji i reabsorpcji kwantu
promieniowania, 1 rezonansowy, polegajacy na dopasowaniu energii wibronowej
wzbudzenia obu czasteczek. Klasyczny mechanizm procesu FRET (fluorescence
resonance energy transfer) jako rezonansowego sprze¢zenia dwoch dipoli elektrycznych
podal Forster, a jej kwantowe rozszerzenie Dexter; teoria Forstera — Dextera

[PLANSZA 43: rezonansowy transfer energii wzbudzenia FRET]. Ze zlotej reguly

Fermiego prawdopodobienstwo na jednostke czasu dla transferu D* + A — D + A*:
Wprsa = (27/h)|(PoralH1|Poar)Pp = (2r/h)B2p
Hi=1/ri2 - oddzialywanie Coulomba elektronéw donora D i akceptora A
odlegtych o ri2 w stanach opisanych przez funkcje falowe:
Pora= (1/3/2 ){Po+(1)PA(2) — ¥or(2) Pa(1)}
Won= (12 ){¥o(1)¥ax(2) — Po(2)¥ar(1)}
Catka rezonansowa [ jest sumg dwoch cztonéw: kulombowskiego Bc i wymiennego Bex:
Bc = (Wo=(1)Wa(2)|1/r12|¥p(1) P ax(2))
Bex = —(¥o+(1)Pa(2)[1/r12|¥p(2) ¥ ax(1))
Po rozwinieciu potencjat 1/ri2 W szereg i wyliczeniu calek otrzymuje si¢ szybkos¢
(prawdopodobienstwo) transferu k®px_a dla mechanizmu kulombowskiego (C), ktoéry
dziata dla wigkszych odleglosci r miedzy donorem i akceptorem; s = 6 dla oddziatywania
dipol-dipol. Kwantowy mechanizm wymienny (EX) dziata dla krotszych odlegltosci r ze

kEX

stalg szybkosci transferu K="p=-a.

Kpxsa = 1(Ro/r)6
T

1
K™ proa = —expl=y(r—Ro)]

gdzie 1 jest czasem zycia poziomu wzbudzonego donora w nieobecnosci transferu;
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Ro jest tzw. odlegloscia (krytyczng) Forstera, dla ktorej prawdopodobienstwo transferu
FRET jest réwne prawdopodobienstwu spontanicznego zaniku wzbudzenia donora
(wydajnos¢ transferu 0,5):

Ro® = (9000In10k?®p)/(1287°Nan)[F p(A)ea(L)A%dA
- wspbtezynnik orientacji obu dipoli ? = (sin@psin@acosd — 2c0sBpcosOa)?, gdzie Op, Oa to
katy migdzy dipolami i wektorem taczacym donor z akceptorem, a ¢ jest katem miedzy
plaszczyznami wyznaczanymi przez dipole i wektor tgczacy donor z akceptorem;
- ®p 0znacza wydajnos¢ kwantowa donora w nieobecnosci akceptora
- n jest wspotczynnikiem zatamania roztworu
- A jest dlugoscia fali w nm;
- Najest liczbg Avogadro [mol-!]
- F’p(A) to unormowana intensywno$¢ fluorescencji donora (bez akceptora) Fp(A)
- ea()) to wspotezynnik ekstynkcji molowej akceptora [litr mol~tcm]
Oznaczajac J(L)= ([Fo(L)ea()A4dL)/(JFo(L)dA) [litr mol-*cm=tnm?], po skroceniu [mol™] i
po wyrazeniu wszystkich dtugoséci w [A] otrzymuje sie:

Ro = 0.211[«? n*®pJ(L)]¥® [A]
Dla roztworéw przyjmuje si¢ k> ~ 2/3 oraz n ~1,4. a wydajny przekaz zachodzi dla

odleglosci r nie przekraczajacych ok. 10 nm. Wydajnos¢ E transferu energii FRET z

donora D* na akceptor A definiuje si¢ jako stosunek szybkosci tego procesu Kp+—»a dO
catkowitej szybkosci dezaktywacji 1 + Kp*—>a Stanu wzbudzonego donora:
E= _1kD—*A =1-FpalFp=1-1/t
T +Kpesa
gdzie Fp i Fpa sg intensywno$ciami fluorescencji donora, odpowiednio przy braku i w
obecnosci akceptora. Analogicznie t i t' sg czasami zycia (czasami zaniku fluorescencji)
donora, odpowiednio przy braku i w obecnosci akceptora. FRET umozliwia wyznaczenie
odleglosci miedzy donorem i akceptorem ze stacjonarnych lub czasowo-rozdzielczych

pomiarow fluorescencji, z reguty zaktadajac tylko mechanizm Forstera {Zadanie 24}.

W przypadkach udzialu mechanizmu wymiennego: y ~ I Fo(v)ea(v)dv

Polaryzacja emisji. Swiatlo fotoluminescencji czasteczek w roztworze czyli
przypadkowo zorientowanych w przestrzeni, niezaleznie czy wzbudzane wigzka

niespolaryzowana czy wigzka spolaryzowang liniowo (wektor E wzdluz osi z uktadu
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laboratoryjnego), jest czesciowo spolaryzowane, tzn. obok sktadowej Iel réwnolegtej do

osi z uzyskuje sktadowg prostopadlg Iet [PLANSZA 44: polaryzacja emisji]. Definiuje

si¢ stopien polaryzacji p uwarunkowany przez wzajemng orientacj¢ dipoli elektrycznych

przejscia absorpcyjnego i emisyjnego czasteczek i polaryzacje §wiatla wzbudzajacego:
p= (= IR/ + 1Y)

Dla nierotujacych czasteczek, maksymalne wartosci stopnia polaryzacji wynoszg

odpowiednio: p = 1/2, przy wzbudzeniu $wiattem spolaryzowanym liniowo, oraz p = 1/3,
dla wzbudzenia swiatlem niespolaryzowanym. Jesli w wyniku rotacji czasteczki kierunki
wektoréw elektrycznych momentoéw dipolowych absorpcji i emisji nie pokrywaja sig, to p
ulega zmianie, maksymalnie dla kata 90 deg miedzy obu momentami dipolowymi:
= -1/3 dla wzbudzenia swiattem spolaryzowanym liniowo

p =-1/7 dla wzbudzenia swiattem niespolaryzowanym
W rozwazaniach dynamiki molekul cz¢sciej uzywa si¢ parametru anizotropia emisji:

r=(lel - 1/ 1l + 21h)

Standardowe metody spektroskopii emisyjnej sa oparte na dwoch rodzajach
eksperymentow.
(A) EKSPERYMENTY STACJONARNE przeprowadzane sg W warunkach rownowagi
wzbudzenia i emisji. Rejestrowane sg potozenia linii lub pasm emisyjnych i ich
intensywnosci (widma fluorescencji i fosforescencji) oraz wydajnosci kwantowe, a przy
zastosowaniu polaryzatordOw wyznacza si¢ stopien polaryzacji/anizotropi¢ emisji. Stosujac
detekcje fluorescencji w eksperymentach zatrzymanego przepltywu (stopped- flow)
mozna S$ledzi¢ kinetyke procesow (stale szybkosci) zachodzacych w skali czasowej
milisekund i dtuzszej, takich jak reakcje chemiczne, enzymatyczne, tworzenie i rozpad
komplekséw molekularnych, zmiany konformacyjne.
(B) EKSPERYMENTY CZASOWO-ROZDZIELCZE [PLANSZA 45: foto-

luminescencja niestacjonarnal umozliwiajag pomiar czasow zycia standw wzbudzonych
10! do 107 s (pikosekundowe i nanosekundowe). Wykorzystujac pewne efekty
kwantowe przy wytwarzaniu laserowych impulséw femtosekundowych (107°s) mozna
probkowaé procesy nawet w skali attosekundowej (10728 s) (H. Niikura et al. Nature 421,
826, 2003). W czasowo-rozdzielczych technikach impulsowych wzbudza si¢ uktad
molekularny krotkim blyskiem $wiatta lampy lub impulsem laserowym 1 rejestruje

czasowy zanik $wiecenia g(t), ktory jest splotem impulsu h(t) i zaniku fluorescencji Ig(t):
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g(t) = [h(t)lg(t—t)dt
0

Znajac czasowg zalezno$¢ impulsu mozna rozwikta¢ splot i wyznaczy¢ funkcje lg, zwykle

w postaci wieloeksponencjalnej:
IE(t) = Zai EXp(—t/’Cl)

poprzez fitowanie do punktow doswiadczalnych, a stad okresli¢ wartosci amplitud o |
czasow zycia ti. Czasowa zalezno$¢ anizotropii emisji r wynika z braku pokrywania si¢
elektrycznych momentow dipolowych absorpcji i emisji. Dla roéznicy orientacji obu
wektorow 0 kat 3 wartos$¢ r okresla wzor Perrina (kilka réznych wzoréw funkcjonuje pod
ta nazwa):
r = (2/5)(3/2cos?p — 1/2) < [0.4,-0.2]

Depolaryzacj¢ wywotuje obrot czasteczki w stanie wzbudzonym. W ogdlnym przypadku
czasteczki jako (sztywnej) elipsoidy z trzema osiami gléwnymi obrot prowadzi do

eksponencjalnej zalezno$ci 1(t) Z pigcioma statymi czasowymi &;
5
r=) Iy exp(t/&;)
i=1

ktore wyrazaja si¢ przez 3 czasy korelacji t.i rzedu nano- i pikosekund.

Innym sposobem wyznaczania czasowych przebiegow zaniku fluorescencji Ig(t) i
anizotropii r(t) bez stosowania impulséw wzbudzajacych jest wykorzystanie wzbudzenia o
modulowanej intensywnosci z czestoscia modulacji:

ow=1r T - czas zycia stanu wzbudzonego
Z powodu opdznienia w czasie emisji wzgledem absorpcji, emisja jest przesunieta fazowo
o kat ¢o | ma modulowang amplitude me. Obie mierzone wielkosci ¢o | Mo zaleza od
czasu zycia stanu wzbudzonego. Dla zaniku monoeksponencjalnego:

t9do = o1

Mo = (1 + 0?t?)2
Dla zaniku wieloeksponencjalnego czasy zycia otrzymuje si¢ z fitowania ¢ | Mo W catym
zakresie warto$ci . Podobnie, anizotropie r(®) mozna wyznaczy¢ Z ¢o | Me W ustawieniu
réwnoleglym i prostopadtym w stosunku do kierunku polaryzacji liniowo spolaryzowanej,
modulowanej wigzki wzbudzajacej:

I‘((D) = (A(;) — 1)/(Ao) + 2) A(o = mm”/ mmj‘
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(C) FLUORESCENCJA KORELACYJNA FCS (Fluorescence Correlation
Spectroscopy) jest technikg badania dynamiki i asocjacji/dysocjacji molekut poprzez
rejestracje fluktuacji intensywnosci fluorescencji Ig(t), ktore wynikajg z dyfuzyjnych
ruchow Browna fluoroforu w bardzo matej, mikrometrowej (~um) objgtosci ogniskowania
wigzki laserowej L. Poprzez wyznaczenie funkcji autokorelacji (ACF) sygnatu Ig(t)
mozna, z jej zaniku ze stalg czasowa 1/t, wyliczy¢ wspélezynnik dyfuzji translacyjnej:
D~L%
ktory jest miarg dynamiki (i wielkosci) fluktuujacych czasteczek 1 kompleksow

molekularnych.

DICHROIZM KOLOWY CD w zakresie UV-VIS mozna ujaé w analogiczny
sposob jak wibracyjny dichroizm kotowy VCD [PLANSZA 32]. Przypominam: w osrodku

dwdéjlomnym, optycznie czynnym (roztwor czasteczek dyssymetrycznych), zachodzi
skrecenie plaszczyzny polaryzacji $wiatla spolaryzowanego liniowo. Skladowe
spolaryzowane kotowo w przeciwnych kierunkach poruszaja si¢ z réznymi predkosciami, a
wynikajaca stad roznica predkosci katowych wektorow elektrycznych Er i EL daje
skrecenie ptaszczyzny polaryzacji o kat o = [o]s” L ci. Skrecalnoéé wiasciwa [a]r" zalezy
od dlugosci fali A (dyspersja rotacyjna ORD, optical rotatory dispersion) i temperatury T; L
jest dtugoscia drogi optycznej, a ci stezeniem molowym. W obszarze pasm absorpcji [o]."
Zmienia si¢ w sposob anomalny 1 wystepuje rdznica absorpcji obu skladowych
spolaryzowanych kotowo: Ae = gL — gr ~ 10°¢ czyli dichroizm kolowy, mierzony w
funkcji czestosci v (lub dlugoscei fali 1) jako widmo dichroizmu kolowego CD (circular
dichroism). Wielkos$cia cze$ciej mierzong bezposrednio niz réznica ekstynkcji Ag jest
eliptyczno$¢ molekularna [@]. Dla matych wartosci eliptycznosci ¢ i dla roztworow o
stezeniu molowym c;j spetniajacych prawo Lamberta-Beera zachodzi:
[®] = ¢/(100 cil) = 3298A¢

gdzie kat ¢ jest bezposrednig miarg polaryzacji eliptycznej swiatla po przejsciu przez
absorbujacy osrodek dwojtomny; tge jest rowny stosunkowi osi elipsy polaryzacji.
Zazwyczaj, ze wzgledu na nakrywanie si¢ kilku pasm absorpcji chromoforu (kilku
chromoforow) czasteczki, widmo CD ma do§¢ skomplikowany przebieg, ktory
charakteryzuje si¢ okresleniami dodatni (Ae > 0) i ujemny (Ae < 0) efekt Cottona, np. dla
pochodnych uracylu [PLANSZA 46: widmo dichroizmu kolowego CD].
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Wyznaczenie sity rotacyjnej Rmn pasma CD [PLANSZA 32] mozna wykona¢ w

oparciu o dwie teorie na gruncie mechaniki kwantowe;j.

(A) Teoria Kuhna-Kirkwooda jest kwantowym rozszerzeniem klasycznej teorii, w ktorej
czasteczke opisuje si¢ jako uklad sprzezomych oscylatoréw. Wkiad do aktywnosci
optycznej daja sprzezenia elektrycznych momentéw przej$¢ sasiednich grup atomow
(oscylatorow).

(b) W ujeciu teorii jednoelektronowej (Condon, Altor, Eyring) aktywnos$¢ optyczna
wynika z zaburzenia przejScia jednoelektronowego w nieaktywnym optycznie
chromoforze przez asymetryczne pola atoméw otaczajacych.

Szczegblnie wiele wysitkow wlozono w badanie CD i interpretacje na gruncie teorii
jednoelektronowej widm sztywnych, wielopier§cieniowych sterydow z chromoforem C=0,
co pozwolilo sformutowaé tzw. regule oktantéw. Regula daje mozliwos$¢ przewidzenia
znaku efektu Cottona w zaleznosci od struktury (konfiguracji) atomdéw otaczajacych
chromofor. Sytuacja komplikuje si¢ w przypadku zachodzenia réwnowag
konformacyjnych, niemniej CD jest nieoceniong metodg analizy réznic
konformacyjnych podobnych zwigzkéw, a takze przy $ledzeniu zmian konformacji pod

wpltywem zmiany warunkow (np. temperatura).

DICHROIZM LINIOWY LD (Linear Dichroism) polega na rejestracji roznicy
wspotczynnikoéw absorpcji Ae = g — €1 dla $wiatta spolaryzowanego liniowo, odpowiednio
réwnolegle 1 prostopadle, do osi przestrzennego ukierunkowania molekut. Ukierunkowanie
to uzyskuje si¢ albo przez adsorpcj¢ w warstwach btony (filmu) polimerowego albo przez
przylozenie silnego impulsu pola elektrycznego porzadkujacego ustawienie czasteczek.
Spektroskopia LD daje mozliwos¢ wyznaczenia m. in. polaryzacji pasm dla przejs¢

elektronowych i szybko$ci reorientacji molekut w roztworze.

We podanym poprzedni wzorze [PLANSZA 14] na prawdopodobienstwo

zachodzenia rozpraszania Ramana [PLANSZA 47: rezonansowy efekt Ramana RR]:

Inm = (szlgoz)lo(Vo + Vnm)42pc<n|(X,pc|m>(<n|(1,pc|m>)* p,o=X,VY,Z
mozna wyznaczy¢ elementy macierzowe tensora polaryzowalnosci przejscia w drugim
rzgdzie rachunku zaburzen:

<n|dc|k><k|dp|m>+<n|dp|k><k|dc|m>

<njotpelm> = (1/h) Y { }

1
Oy — O +§Fk O, + O, +§Fk
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gdzie I'k = 1/t, a sumowanie odbywa si¢ po wszystkich poziomach ponad podstawowych
(elektronowo-oscylacyjno-rotacyjnych) o czasach zycia tx. W zwyktym zjawisku Ramana

wo rozni si¢ zasadniczo od wkn I okm. Przy zastosowaniu laserow strojonych mozna

osiggna¢ warunek rezonansu o ~ ®km. czyli dopasowania czg¢sto$ci promieniowania

rozpraszanego i absorpcji [PLANSZA 12]. Przy zblizaniu si¢ wartosci obu czestosci

najpierw obserwuje si¢ selektywny wzrost intensywnosci promieniowania
rozproszonego wkm (preresonans Raman scattering), ktory w warunkach rezonansu
(resonans Raman scattering) moze osiagna¢ czynnik kilka tysiecy (niewielka wartos¢
mianownika w pierwszym utamku we wzorze na <n|aps|[m>. REZONANSOWY EFEKT
RAMANA (RR) jest niekiedy nazywany fluorescencja rezonansows i z fizycznego punktu
widzenia jest rozproszeniem z czasem zycia stanu posredniego ~107° s bez zachodzenia

absorpcji. Wzrost intensywnosci dotyczy tylko drgan, ktére obejmuja chromofor,
szczegolnie tych, ktore sprzyjaja zmianom geometrii towarzyszgcym Wzbudzeniu
elektronowemu. Na przyktadowych widmach UMP (D.L Ziegler et al. Biopolymers 23,
2067, 1984), w zaleznosci od dhugosci fali wzbudzenia: 266 nm (pierwsze pasmo
absorpcyjne UV) i 212.8 nm (drugie pasmo absorpcyjne UV) [PLANSZA 47], silnemu

wzmocnieniu ulegaja pasma C=0 (1630 cm! i 1680 cm™) oraz drgania pierécieniowe
(1232 cm™).

Intensywnos¢ rozpraszania RR* mozna uzyskaé zaniedbujaCc poziomy rotacyjne
(male roznice energii) 1 drugi cztlon we wzorze na polaryzowalno$¢ przejscia (wkm =~ o)

oraz rozwijajac czeéci elektronowe momentoéw dipolowych di¥ (i = X, y, z) w szereg Tylora

* Rozwiniecie di® w szereg Tylora. <g|di®'|e> = [di®]ge = [di¥']%e + Zs2u[di"]%s (N'es/Awdes)Qi + ..., gdzie hles =
<e|oH/8Q)|s>|aiz0; Ams= wes—e; |g> elektronowy stan podstawowy; |e> elektronowy stan wzbudzony dla
rezonansu; [s> pozostate elektronowe stany wzbudzone. Intensywnos¢ rozpraszania rezonansowego
Ramana: IRR = const x (A + B + C + D). Oznaczamy stany oscylacyjne subskryptami stanéw elektronowych.

<Ng|Ke ><kg Mg >
CZ;IOH Francka-COI’ldona A= (l/h)ch[dpel]oge [do‘el]oeg z

Wek,gm ~®p +§rek

<n ke ><Kg |mg >
Czton Herzberga-Tellera:  B=(1/h)Xpo{Xsze[dp®']%s[do®]%q(N'se/ Acdse) D g [Q1 1k e | Mg

Wek,gn —®o + E Fex

<nglke ><ke [Qp[mg >

¥

+ 25¢e[dpel]Oge[dUEI]Osg(hles/A(Des) Z
k ®ek,gm — D0 +Erek
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z ograniczeniem do pierwszego wyrazu rozwiniecia. Wzor przeksztatca sig¢ do sumy
czterech sktadnikow, z ktorych dwa najistotniejsze to czlon Francka-Condona i czton
Herzberga-Tellera. W zaleznosci od:

- prawdopodobienstwa absorpcji elektronowej z poziomu podstawowego |g> na
wzbudzony |e> odpowiadajacy rezonansowi;

- sprzezenia wibronowego stanéw elektronowych przez oscylacje ze stala sprzezenia
hles=<e|0H/0Q|s>|qi=0 Wzbudzonych stanéw elektronowych |e> (rezonans) i s> (inne stany
wzbudzone) przez drganie normalne Q;

- nakrywania oscylacyjnych funkcji falowych réznych stanéw elektronowych;

dominuje badz czlon Francka-Condona i obserwuje si¢ porownywalng intensywno$¢
tonu podstawowego i nadtonéw (Av dowolne) lub czton Herzberga-Tellera i obserwuje
si¢ duza intensywnos$¢ tonu podstawowego (Av = +1). Ponadto, czynnik Boltzmanna nie
decyduje juz o intensywnos$ciach i linie antystokesowskie moga by¢ silniejsze od
stokesowskich.

Dla czasteczek w fazie gazowej pasma oscylacyjne wzbudzane waska czgstoscia

pokazuja niewielka ilo$¢ linii struktury rotacyjnej (nie omawiam szczegdtow) a mata
zmiana czestosci wzbudzajacej (rezonans z innym poziomem rotacyjnym) moze silnie

zmieni¢ t¢ strukture.
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WYKEAD 10

Zjawisko MAGNETYCZNEGO REZONANSU JADROWEGO NMR (nuclear
magnetic resonance), odkryte w materii skondensowanej w r. 1945 (nagroda Nobla z
fizyki w 1952 r. dla F. Blocha Univ. Stanford USA i E.M. Purcella MIT) wykorzystuje
magnetyczne wilasnosci jader atomowych o niezerowym spinie | # 0 i jest niezwykle

szeroko stosowane [PLANSZA 48: zastosowania NMR] nie tylko jako technika

spektroskopowa w fizyce, chemii, biofizyce molekularnej i biochemii, ale takze w
obrazowaniu Klinicznym (MRI, magnetic resonance imaging) a nawet ,,egzotycznych”
probach konstrukcji komputeréw kwantowych. Trzy dalsze nagrody Nobla: w 1991 r. z
chemii za zastosowanie transformacji Fouriera w spektroskopii NMR i opracowanie
podstaw teoretycznych technik dwuwymiarowych (R. Ernst z ETH, Zurich), w 2002 r. z
chemii za opracowanie wielowymiarowych metod NMR do wyznaczania struktur
przestrzennych biatek (K. Wiithrich z ETH, Zurich), z fizjologii i medycyny za MRI
(2003, P. Lauterbur z Univ. NY USA, i P. Mansfield z Univ. Nottingham UK). Zjawisko
rezonansu jadrowgo wiaze si¢ bezposrednio z eksperymentem Sterna-Gerlacha
[PLANSZA 49: eksperyment Sterna - Gerlacha (1921)], w ktorym wykazano

przestrzenna kwantyzacje momentéw magnetycznych a nastepnic samo istnienie
jadrowych momentéw magnetycznych. Warto§ci momentdw wyznaczano technikg

rezonansowg w wigzkach atomowych od 1938 r.

Zjawisko NMR w UJECIU KWANTOWYM [PLANSZA 50: teoretyczne

podstawy NMR (ujecie kwantowe)| izolowanego jadra 0 niezerowym spinie | i

wspélczynniku Zyromagnetycznym 7y jest oparte na oddziatywaniu jego momentu
magnetycznego n = yil (liczba spinowa | = 0) z dwoma polami magnetycznymi:
(1) Silnym, statycznym polem magnetycznym o indukcji Bo ~ 2 + 22 T [tesli] wzdtuz osi

z, ktore roznicuje energie skwantowanych pozioméw jader [PLANSZA 51: rezonans

magnetyczny jadra o spinie | = 1/2]. Wartosci energii poziomoéw wynikajg z rozwigzania

czesSci stacjonarnej rownania Schrodingera z hamiltonianem H = —u*Bo = —yhBolz.
Em=—|yJABom m=-,-1+1,...,+]

a modut we wzorze wynika z mozliwych dodatnich i ujemnych wartosci wspotczynnika vy.

(2) Wzbudzajacym polem magnetycznym o indukcji B: ~mT [militesla], wirujacym

prostopadle do Bo z cze¢stoscig o i dostarczanym (w jedynej juz w chwili wersji NMR z
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wykorzystaniem transformacji Fouriera) w postaci krotkiego (rzedu mikrosekund) impulsu

prostokatnego {Zadanie 10}. Jesli czgsto$¢ pola Bi jest dopasowana do roznicy energii

dwoch sagsiadujacych poziomoéw zachodzi zjawisko rezonansowego pochloniecia energii

pola B1 z przejsciem na wyzszy poziom {Zadanie 25} i regula wyboru Am = +1:
Emi1—Em=hwo czesto$¢ rezonansowa wo = |y|Bo

Zalezne 0od czasu réwnania Schrodingera:

hamiltonian H = —pu+B = —pu+(Bo + By):

i OV~ ool + o(Icosot + lysinat)}¥ o1 = Iy[B:

ot

rozwigzuje si¢ dla ruchu momentu magnetycznego u(t) w obecnos$ci pola statycznego Bo
oraz pola B: wirujacego z czestoscia o wokot osi z, czyli kierunku pola Bo, poprzez
transformacje do uktadu (x’y’z) wirujacego z czestoscia . Uzyskuje si¢ W ten sposob
funkcje falowsa:

Y(t) = exp(iotlz)exp(iQtn-1)¥(0)

Q= ~(L)[(o— 0)? + w4

|7l

n = (sin®, 0, cos®) tg® = w1/(wo— ®)
gdzie Q jest czgstoscig precesji momentu p wokot pola efektywnego Ber W wirujgcym
uktadzie wspotrzednych:

Bet = (Bo+ ®/y) + B1

Rozwigzanie umozliwia obliczenie prawdopodobienstwa przej$cia mi¢dzy poziomami w
postaci tzw. formuly Majorana*. Dla spinow I = Y4:
Py, v, = sin?@sin?(2Qt) = {m?/[(wo — )2 + 01?]}sin?(4Qt)

Moment p w_nieobecno$ci pola Bi: podlega precesji z czestoscia Larmora wokoét pola

statycznego Bo. [PLANSZA 51]. Wiaczenie pola Bi wirujacego z czgstoscia @ = —oi;

(wektor czestosci w kierunku osi z; i, - wektor jednostkowy) zmienia kierunek precesji, tak

ze zachodzi wokot pola Bef z czgstoscig Q [PLANSZA 50]. Ruch p nie ulega zmianie jak

* Formule Majorana uzyskuje si¢ rozwijajac W(t) = XZmam(t)]l, m> oraz wyrazajac prawdopodobiefistwo
przejscia  Prem = [an(t)? = |<I, n|®(1)>F = |<I, nlexp(iQto-D|I, m>]2, P(0) = am(0)|l, m>, przy warunku
[am(0)? = 1, |an(0)] = 1 n # m, a nastepnie przeprowadzajac dekompozycje na katy Eulera (o, B, v):
exp(iQta-I)= exp(ial,)exp(iBly)exp(iyly) (P.L. Corio Structure of High-Resolution NMR Spectra)
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dhugo czesto$¢ o jest daleko od warunku rezonansu: o # wo = |y|Bo (B1 << Bo). Przy
czesto$ci o = wo pole efektywne Ber pokrywa si¢ z polem By, tzn. w uktadzie wirujagcym

.znika” pole Bo i p precesuje wokél Bi pod katem prostym do Bo. Powr6t na nizszy(e)

poziom(y) energetyczne zachodzi w procesach RELAKSACJI, w ktorych jadro (juz nie

izolowane !) przekazuje energi¢ pozostatym jadrom oraz otoczeniu molekularnemu uktadu

jadrowego, tzw. sieci. PLANSZA 51 prezentuje schematyczne podsumowanie prostego

eksperymentu NMR dla jadra I = 1/2. Przy polach o stosowanych obecnie indukcjach Bo
od ok. 2 do 22 T czgsto$ci rezonansowe odpowiadajg falom radiowym mo ~10 +~ 900 MHz
dla najczesciej wykorzystywanych typow jader [PLANSZA 52: parametry jader w
spektroskopii NMRY].

Formalna odpowiednio$¢ kwantowego opisu precesji momentu magnetycznego
u(t) i rozwigzanie klasycznego rownania ruchu* dla p umozliwia zastosowanie

prostszego, klasycznego opisu rezonansu makroskopowego uktadu jader w probcee. Probka

wewnatrz nadprzewodzacego magnesu spektrometru NMR [PLANSZA 53: aparatura

NMR] zawiera makroskopowa ilos¢ n jader, ktore oddziatujg z zewngtrznymi polami
magnetycznymi, oraz ze sobg i z otaczajacg jadra siecig molekularng w procesach
relaksacji. W polu o indukcji Bo (nat¢zeniu Ho = [1/(0)]Bo, po - przenikalnos¢ prozni, p -

przenikalno$¢ osrodka) w probce pojawia sie makroskopowa magnetyzacja M = > j
]

czyli paramagnetyzm jadrowy [PLANSZA 54: makroskopowy uklad jader (ujecie

klasyczne)]. M jest generowana przez niewielkie roznice obsadzen przez jadra

skwantowanych pozioméw m o réznych energiach, zgodnie z rozktadem Boltzmanna:

* Rozwigzanie klasycznego réwnania ruchu* na ruch momentu magnetycznego p.

(:j—ltlz Y X B =yu x (Bo + B1)
0 -1 0 0 —Ccos® 0
p(t):exp(—lmtm)exp(—LQtn’)p(O) k=1 0 O n’=|cos® 0 —-sin®
71 7] 0 0 0 0 sin®@ 0

jest rownowazne rozwigzaniu kwantowemu. Wynika to z postaci rbwnania operatorowego Heisenberga:

Ldu _

i [H, u] =—y[B-u, ] Po rozpisaniu rownania dla sktadowej z-towej:

i

1d . . . .

T% = —Y[B-p, pz] = —y{Bx[px, Hz] + By[py, pzl} = %(u X B),, i podobnie dla sktadowych X i y uzyskuje
d

sig: d_tl =yuxB a stad warto$¢ oczekiwana <u(t)> spetnia rownanie klasyczne.
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|
> mexp(ymaH, /KkT)
M = nyh o= = xHo
> exp(yhmH, /KT)

m=-1

_ my?r210+)
3kT

Réwnania Blocha opisujg ruch magnetyzacji M w zewnetrznym polem magnetycznym B

podatno$¢ magnetyczna probki

oraz relaksacje, czyli dyssypacje energii wzbudzonego rezonansowo uktadu jader,
scharakteryzowang przez dwa tzw. czasy relaksacji: czas relaksacji podluznej (spinowo-
sieciowe]) T1 i czas relaksacji poprzecznej (spinowo-spinowej) To:

dM M, +M,i, (M, -My)i,

—=yMxB -
dt T, T,

Mo = yHo réwnowagowa warto§¢ M w polu statycznym

Rozwigzanie réwnan Blocha uzyskuje si¢ przechodzac do ukladu wspotrzednych

wirujgcego z czestoscig o, w ktorym spoczywa pole B1. Dla M’ = (My’, My’ M;) zachodzi:

) — (0— wo)YB1T22M0
1+[Ty (o~ 030)]2

krzywa dyspersji

X

My’ = — ¥ _ BTLM, > krzywa absorpcji Lorentza;
|7 [1+[T,(0— )]
szerokos¢ potowkowa sygnatu: Avip = 1/(nT2) [Hz]

po uwzglednieniu niejednorodnosci ABo pola Bo  Avip* = 1/(nT2*)
1UTy* = 1/T2 + (1/2)yABo

_ 1+ [(CO_COO)Tz]ZMo
C 1+[Ty(0- )P

a w uktadzie laboratoryjnym:

My = My’cos(wt) + —ﬁ My’sin(wt)
Y

M, = —ﬁ My’sin(et) + My’sin(et)
Y

Po przytozeniu mikrosekundowego impulsu pola Bi (rf; radio frequency) z
czesto$cig rezonansowg o magnetyzacja obraca sie o pewien kat 6 wokot By, np. dla
czasu impulsu t, = 7/(2yB1) kat 0 = n/2 (yB1 ~10°Hz). Powstajaca w ten sposob wirujaca,
prostopadta do Bo skladowa magnetyzacji Mx=M,i, +M i, [PLANSZA 55:
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eksperyment 1D NMR] zanika wskutek procesow relaksacyjnych generujac w cewce
odbiorczej sygnat rezonansowy FID* (free induction decay). Sygnat jest probkowany
cyfrowo co 1/(2SW) sekundy przez przetwornik ADC (analog-to-digital converter) i
zapisywany w pamigci komputera. SW jest zakresem wzbudzanych czestosci ~kiloherzow.

Dyskretna transformacja Fouriera sygnalu FID [PLANSZA 18] daje widmo NMR:

intensywnosci sygnalow jader danego typu w funkcji czestosci. Przy najprostszym,
monoeksponencjalnym sygnale FID transformata Fouriera jest krzywa Lorentza (str. 27)
W eksperymencie z jednym impulsem o okreslonej czestosci rejestruje sie widmo
jader jednego typu, np. *H NMR, C NMR, gdyz réznice czestoéci rezonansowych miedzy
jadrami sg ~MHz i impuls wzbudza tylko jeden typ jader. Czgstosci rezonansowe jader

tego samego typu w zakresie SW (kHz) wynikaja z r6znic lokalnych pél magnetycznych

wokot jader (przesunigcie chemiczne; definicja w dalszej czg$ci wyktadu). Eksperymenty
z wieloma impulsami (wieloimpulsowe) o réznych czestosciach rezonansowych, w tym
widma wielowymiarowe (patrz dalsza cze¢$¢ wykladu), dostarczajg zréznicowane
informacje o uktadach jadrowym czasteczek oraz sprzezeniu jader z siecig molekularna.

Warto zaznaczy¢, ze mozliwy jest takze kwantowy opis makroskopowego

uktadu N jader w czgsteczce o st¢zeniu N poprzez rozwigzanie rOwnania Liouville’a—von

Neumanna na macierz gestosci p uktadu jadrowego, Ktory ulega ewolucji w czasie pod
wplywem oddzialywan z impulsami wzbudzajagcymi pola Bi, polami zewngtrznymi
(przesunigcie chemiczne), innymi jadrami (sprz¢zenia skalarne) i relaksacji (Superoperator

R) [PLANSZA 56: makroskopowy uklad jader (ujecie kwantowe)]. Transformacja

Fouriera tzw. obserwabli My(t) i My(t) (zbiorczo oznaczana Myy(t)) daje widmo dla
dowolnego eksperymentu NMR. Rozwigzanie réwnania Liouville’a—von Neumanna
pozwala symulowa¢ widma dowolnego eksperymentu NMR i porownywaé z widmami

doswiadczalnymi, np. program komputerowy SPHINX dla szerokiej klasy eksperymentow

* Sygnal rezonansowy FID podlega detekcji fazowej za pomocg dwoch detektorow przesunietych w fazie o

n/2, wzgledem sygnatu odniesienia o czestosci ays: ustawionej w Srodku zakresu widma SW. Czyli rejestruje

sie My(t) oraz My(t): My + iMy = M[cos(® — ot + isin(o — omt] = Mexp(iQt), +Q =+|w— orfl.

Daje to rozréznienie czgstosci "na prawo" (+Q) od czestosci "na lewo" (—Q) od czestosci odniesienia er.
Bez uwzglednienia relaksacji (dla uproszczenia) sygnatl rezonansowy po transformacji Fouriera:

(o) = _[Mexp(iQt)eXp(—(x)it)dt = MIexp[i(Q —o)t]dt = 8(Q — ®), gdzie & oznacza delte Diraca.

Czyli sygnat jest potozony przy o = +Q = dla +|® — axf| (brak sygnatu —Q).

Przy detekcji monofazowej nie ma rozréznienia miedzy +Q ze wzgledu na parzystos¢ funkcji cosinus.
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dwuwymiarowych (wraz z programem LINSHA naktadania na sygnaty odpowiednich
ksztattow linii widmowych; H. Widmer, K. Wiithrich Journal of Magnetic Resonance).
Chociaz odpowiednio$¢ opisu klasycznego 1 oraz kwantowego pozwala analizowaé

eksperymenty NMR w pogladowym ujeciu klasycznym, to klasyczne podejscie okazuje si¢

w niektorych przypadkach niewystarczajace.

Czestoéci rezonansowe jader jednego typu, np. ‘H NMR [PLANSZA 52]

pokrywaja pewien zakres SW rzedu kiloherzow (kHz), gdzie rdézne protony majg nieco
inne czgstosci rezonansowe, ale kwadratowy impuls B1 o krotkim czasie trwania wzbudza
jednolicie wszystkie jadra (protony) w tym zakresie {Zadanie 10}. Efekt zréznicowania
czestosci powstaje  wskutek ODDZIALYWAN JADRO-ELEKTRON i JADRO-
JADRO [PLANSZA 57: oddzialywania jadro-jadro i jadro-elektron; widma w ciele

stalym]. W spektroskopii NMR zachodzi zasadnicze rozréznienie pomigdzy widmem w
formie ,,SZEROKIEJ LINII” (broad line) rejestrowanej dla probki w ciele stalym

(monokrysztal, polikrysztal, forma amorficzna) 1 widmem tzw. WYSOKIEJ
ZDOLNOSCI ROZDZIELCZEJ (high resolution) w roztworze (cieczy) i gazie. W
pierwszym przypadku obserwuje sie jedna, szeroka (10° + 10° Hz), stabo ustrukturowana
linig, ktora pokrywa caly zakres widmowy danego typu jader. Dla probek ptynnych
widmo NMR sklada si¢ z szeregu waskich linii, z ktorych kazda reprezentuje

zasadniczo jedno jadro lub grupe jader rownowaznych [PLANSZA 55| (przyktady

widm pokaze w dalszej czesci wyktadu). Kazda z takich linii ma okreslong, nieco inng
czgstos¢ rezonansowa 1 szeroko$¢ polowkowa, od dziesiatych czesci Hz do
kilkudziesigciu Hz, zaleznie od trzech czynnikow:

(a) masa czasteczkowa: wzrost powoduje poszerzenie sygnatu;

(b) lepkos¢ roztworu (w mniejszym stopniu): wzrost powoduje poszerzenie sygnatu,

w obu przypadkach wskutek mniejszej ruchliwosci czgsteczek, a w konsekwencji spadku
wartosci czasu relaksacji T2 [PLANSZA 54];

(c) niehomogenicznos¢ (niejednorodnosc) pola Bo W obszarze probki 0 objetosci ok. 1 ml.
Stwarza to unikalng mozliwos¢ (w stosunku do innych technik spektroskopowych)
patrzenia na kazdy ,,atom” w strukturze chemicznej czasteczki poprzez sygnal na

widmie po dokonaniu przyporzadkowania sygnalow na widmie jadrom w czasteczce

(podobnie jak w obrazie dyfrakcyjnym promieniowania rentgenowskiego przepuszczanego

przez monokrysztat molekularny).
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Postawowym problemem w spektroskopii NMR jest mala czulo$é (w stosunku do
innych technik spektroskopowych). Intensywno$¢ sygnalu rezonansowego:
(a) jest proporcjonalna do ilosci jader czyli stezenia molarnego czasteczek w probee;
(b) jest proporcjonalna wartosci 1 momentu magnetycznego jader,
(c) jest proporcjonalna do réznicy obsadzen pozioméw migdzy ktorymi zachodzi przejscie
rezonansowe (czynnik Boltzmanna exp(-yABom/kT)), a w konsekwencji do wartoSci
indukcji pola Bo.
(d) zalezy od czasu T2 warunkujgcego szerokos$¢ potowkows sygnatu; szersze linie
szybciej ,,znikaja” w szumach detektora.
Pomimo stalego postepu w podnoszeniu czuloSci detekcji poprzez usprawnienia
aparaturowe: stosowanie coraz silniejszych pdl Bo i kriosond z detektorem chtodzonym
do temperatury ciektego helu (redukcja szumow), eksperymenty NMR wymagaja w
przypadku najlepszych spektrometréw stezen ~10 mikromoli (standardowo ok. 1 mM). W
pozostatych technikach spektroskopowych takich jak absorpcja IR, UV-VIS i
fluorescencja wymagane stezenia probek sa co najmniej o rzad do kilku rzedow
wielkoS$ci nizsze (zaleznie od wspotczynnikow ekstynkceji, wydajnosci kwantowych itp.)
Dodatkowg trudno$¢ stwarza rejestracja widm jader o niskim poziomie zawarto$ci
izotopowej (abundancji), takich jak *C czy ®N [PLANSZA 52]. NMR stosuje technike

fourierowska, co pozwala dodawa¢é rejestrowane sygnaly, jednak przy rejestracji widm

bardzo duzych czasteczek lub stabej rozpuszczalnosci zwigzkéw trzeba stosowal

wzbogacenie izotopowe, zwiazki znakowane, np. *3C i/lub ©°N.
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WYKEAD 11

Kazde jadro atomowe w czgsteczce znajduje si¢ w otoczeniu innych jader (tego
samego typu i innych typoéw) obdarzonych momentami magnetycznymi oraz w otoczeniu
elektroné6w posiadajacych momenty magnetyczne zwigzane ze spinami i orbitalnymi
momentami  pedu. Oddzialywania magnetyczne jadro-jadro | oddzialywania
magnetyczne jgdro-elektron* decyduja o postaci rejestrowanych widm NMR. Sgsiadujgce
z danym jadrem momenty magnetyczne generuja lokalne pola magnetyczne Biok ~10*Bo.
W ich wyniku powstajg szerokie i slabo ustrukturowane linie (broad line) w ciele
stalym o szeroko$ciach kiloherzowych [PLANSZA 57].

(1) Bezposrednie oddzialywania magnetyczne dipol-dipol (dipolarne) miedzy jadrami

odlegtych o r jest opisane przez hamiltonian:

_Hohz Z{uqup 3(p‘q )Euprqp)

4n a<p rqp ap

Hbp } Lo - przenikalno$¢ magnetyczna prozni

Oddziatywanie powoduje powstawanie linii o szerokosci ~10% + 10°Hz uwarunkowanej
wartoscig sprzezenia dipolowego App. Nie tracac na ogélnosci, dla prostego przypadku
dwu jader odlegtych o ri2, rozwigzanie rownia Schrodingera z hamiltonianem Hpp we
wspotrzednych sferycznych (r, 0, @) daje (po zaniedbaniu czeSci czlondow) dwie

naktadajace si¢ linie rezonansowe:

L=UVot %ADD(3C0329 —1) 0 -kat miedzy wektorem ri2 a kierunkiem pola Bo

n* - o
App = “Z_ VYol stala sprzezenia dipolowego
T

* Oddzialywania magnetyczne jgdro-elektron momentow jader pg Z momentami spindw Sk i momentami
orbitalnymi Iy elektronéw moze byé wyznaczone z rachunku zaburzen (A. Abragam The Principles of
Nuclear Magnetism). Po rozwinieciu i zaniedbaniu szeregu (duzych) czlonow otrzymuje si¢ 7 cztonow
matego zaburzenia: orbitalny i spinowy Zeemana elektronow w polu Bo, orbitalny, spinowy i Fermiego
sprzgzenia jadra-elektrony, jadro-Bo oraz jadro-jadro za posrednictwem elektronéw. W pierwszym i drugim
rzedzie rachunku zaburzen cztony dwuliniowe w Bo i pq warunkujg przestanianie jader przez elektrony,
opisane przez tensor ekranowania o. Czlony dwuliniowe w pq i gp warunkuja sprzezenie skalarne migdzy
jadrami q 1 p przez elektrony wigzan, opisane tensorem J. Dla jadra | > 1 (potozonego w r = 0) zachodzi
oddzialywanie elektrostatyczne jego momentu kwadrupolowego Q z gradientami pdl elektrycznych Vg, =

(6?VIoaob)=o potencjatu elektronowego V(xyz) a, b=x,y, z.
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(2) Przestanianie (ekranowanie) jader przez elektrony jest opisane przez hamiltonian
,.,chemical shift”

Hcs = pqgoBo
Tensor ekranowania o = oE + ocsa jest suma niezaleznej od orientacji czasteczki czesci
skalarnej (E - macierz jednostkowa) i czesci bezsladowej ocsa (chemical shift anisotropy:

WZOru nie przytaczam):

6 =Tr(o) = 1/3(c11 + 622 + 633)  Gjj - sktadowe tensora w uktadzie osi gldéwnych
Tensor o warunkuje powstawanie w ciele statym szerokich linii rezonansowych ~5-10° +
10*Hz, a elementy macierzowe czesci bez§ladowej sa proporcjonalne do wyrazenia
(3c0s?0; — 1), gdzie 6j sa katami miedzy osiami gtéwnymi tensora o i wektorem Bo. Tensor
ocsa moze wykazywac asymetrycznos¢ 0 <n < 1.

(3) Jadra o spinie | > 1 majg niezerowy moment kwadrupolowy Q, ktéry oddziatuje z
gradientami pol elektrycznych otaczajacych elektronéw d2V/dz2. O$§ z jest osia glowna
symetrycznego tensora Q skierowang pod katem 6 do Bo. To oddziatywanie dominuje jako

czynnik warunkujacy szerokosci linii, 0 ksztalcie analogicznym jak dla dwujadrowego

przypadku oddziatywania dipol-dipol, ale ze stalg sprzezenia kwadrupolowego Ag:

2
ro= 398V s e
4 h dz

W przypadku odstgpstwa od symetrii osiowej tensora 0 < n < 1 pojawia si¢ dodatkowy
wklad nsin?0cos2¢ do czestosci v, w ktorym katy 0 i ¢ opisuja orientacje wektora Bo w
uktadzie osi gtdéwnych tensora Q.

W roztworach, cieczach i gazach zachodza szybkie ruchy molekularne: dyfuzja
rotacyjna (i translacyjna, mniej istotna z punktu widzenia NMR) [PLANSZA 58: widma

w gazach, cieczach i roztworach]. Zaktadajac model izotropowej reorientacji czasteczek

W przestrzeni, opisanej przez katy polarne 6 i @ mozna wykazaé, ze {Zadanie 26}:
<3c0s%0 — 1>60 = 0

gdzie <>¢, Oznacza usrednienie po wszystkich orientacjach czasteczki (wektora

zwigzanego z czasteczka). W konsekwencji [PLANSZA 57], oddzialywanie dipol - dipol

usrednia si¢ do zera, podobnie jak anizotropowa cze$¢ tensora ekranowania CSA
oraz izotropowe oddzialywanie kwadrupolowe. Rejestruje si¢ waskie linie rezonansowe
(high resolution), ktore pokrywaja caty rejestrowany zakres widmowy. ,,Szeroka linia” jak
gdyby ,,rozpada sie” na uktad waskich sygnatow [PLANSZA 59: widmo ‘*H NMR kwasu

bromopropionowego]. Dla jader | > 1, ze wzgledu na mozliwo$¢ wystapienia anizotropii
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oddzialywania kwadrupolowego n # 0, usrednienic moze nie zachodzi¢ do zera i w
wielu przypadkach linie rezonansowe tych jader sa silnie poszerzone NAWET w
warunkach wysokiej zdolnosci rozdzielczej. Stad rezonans np. *N NMR (I = 1) raczej
rzadko jest wykorzystywany w badaniach w roztworze, a stosuje sic *°N NMR (I = ')
mimo, ze naturalna zawarto$é izotopu °N wynosi tylko 0.3%. W badaniach w ciele statym
szeroko$¢ linii nie ma znaczenia i wykorzystuje si¢ *N NMR.

Istniejg techniki NMR, ktore umozliwiajg rejestracje waskich linii NMR w ciele
stalym, m. in. technika CP MAS (cross-polarization magic angle spinning). Widma "high
resolution" w ciele staltym uzyskuje si¢ przy szybkim wirowaniu probki (kilka do
kilkadziesigciu tysigcy obrotow na sekundg) ustawionej pod tzw. katem magicznym 3 =

54.7deg w stosunku do pola Bo (cos? = 1/3) {Zadanie 27}.

Izotropowa cze$¢ tensora ekranowania usrednia si¢ do stalej ekranowania

[PLANSZA 57], bedacej Sladem macierzy: o = 1/3(c11 + 622 + 633). Poszczegolne jadra w

czasteczce znajdujg si¢ w zmodyfikowanym polu magnetycznym [PLANSZA 58]:
B = Bo + (—oBo)

I sygnaly NMR poszczegolnych jader j w roznych otoczeniach chemicznych sg w rozny
sposob ekranowane, a wigc majg nieco inne czestosci rezonansowe [PLANSZE 59, 58]:

®j = [y[B =|(1-0j)Bo

Ten efekt nosi nazwe przesuniecia chemicznego. Potozenia poszczegélnych sygnatow
czyli ich przesuniecia chemiczne 6j w widmie NMR wysokiej zdolnos$ci rozdzielczej nie sg
z reguly mierzone w bezwzglednych wartosciach czestosci w Hz, ale w jednostkach
wzglednych ppm (parts per million) w odniesieniu do jadra wzorca chemicznego,
d(wzorzec) = 0:

o(jadro) — o(wzorzec)
w(wzorzec)

o=

x10° [ppm]

Jako wzorce stosuje si¢ standardowo rozne zwigzki, zwykle o pojedynczym, silnym
sygnale rezonansowym, np. tetrametylosilan Si(CHz)s (TMS), jako odniesienie dla
sygnatéw H i 3C. Teoretyczna analiza odziatywan jadro-elektron w drugim rzedzie
rachunku zaburzen pozwala uzyska¢ wzory na przesunigcia chemiczne i szacowacé (tylko!)
ich warto$ci dla konkretnych jader i czasteczek. Mozna pokazaé, ze na przesunigcie

chemiczne (stalg ekranowania) sktada si¢ szereg wkladow:
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- lokalnych, diamagnetycznego (d) i paramagnetycznego (p), pochodzacych od
bezposredniego otoczenia danego jadra, czyli elektronow obsadzajacych orbitale
molekularne LCAO atomu zawierajgcego rozpatrywane jadro i jego najblizszych
sasiadow;

- dalej potozonych grup anizotropowych atomoéw i pradow pierscieni w - elektronowych;

- oddzialywan miedzyczasteczkowych z rozpuszczalnikiem, wigzan wodorowych , itp:

& = dd(lok) + Sp(l0K) + Sanizotropia + Soddziatywania
Atomy polarne, wigzania wielokrotne i uklady m-elektronowe S$ciggaja elektrony,
odstaniaja jadra i daja wigksze warto$ci przesuni¢¢ chemicznych (w stosunku do
niepolarnych wzorcoéw), czyli mniejsze przestanianie. Wartosci przesuni¢¢ moga by¢ tez
bardzo silnie modyfikowane przez reagenty przesuniecia chemicznego, czyli
paramagnetyki, np. jony lantanowcow (Eu*®) lub jony lantanowcéw koordynowane
chemicznie przez zwigzki organiczne.

Oproécz oddziatywan bezposrednich dipol-dipol ,,przez przestrzen”, jadra oddziatujg
rowniez ze sobg poprzez elektrony wigzan chemicznych. Moment magnetyczny jednego
jadra pg polaryzuje chmure elektronowa, ktora z kolei indukuje pole magnetyczne w
miejscu polozenia drugiego jadra pp. Hamiltonian oddzialywania, tzw. skalarnego
sprzezenia mig¢dzy jadrami Hsc (scalar coupling) ma postaé:

Hsc = pa J pp
Tensor sprzezenia skalarnego J mozna roztozy¢ na cze$¢ skalarng i bezsladowa (podobnie
jak tensor ekranowania o). W warunkach szybkich ruchéw molekularnych w roztworze

czes$¢ bezsladowa usrednia sie do zera 1 hamiltonian oddziatywania przybiera postac:

Hsc = Jop pa-pp
gdzie Jop jest stalg sprzezenia skalarnego wyrazang w Hz. Sprz¢zenia skalarne wywotuja
rozszczepienia (subtelne) linii rezonansowych jader w widmach wysokiej zdolno$ci
rozdzielczej, jesli jadra te sgsiadujg z innymi jadrami (aktywnymi magnetycznie) poprzez

niewielkg ilo$¢ wigzan chemicznych [PLANSZA 59]. Typowe wartosci stalych

sprzezenia jader oddzielonych jednym wigzaniem chemicznym 1) sg rzedu od
kilkadziesieciu do ok. 200 Hz, chociaz obserwuije si¢ sprzezenia *°F—3'P rzedu 1 000 Hz.
State 2J przez dwa wiazania (geminalne) i 3J przez trzy wiazania (wicynalne) mieszczg sie
w granicach od 0 do ok. 20 Hz zaleznie od typu sprzezonych jader, od struktury
chemicznej i geometrii (konformacji) fragmentu czasteczki, ktory zawiera sprzegajace si¢

jadra. State dla jader oddzielonych przez wigcej niz 3 wigzania sg zwykle bliskie zeru, tzn.
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maja wartosci ponizej szerokosci potdéwkowych linii widmowych. Ciekawym faktem,
zaobserwowanym stosunkowo niedawno, jest zaobserwowanie sprzegan skalarnych
miedzy jadrami przez wiazania wodorowe, oznaczane jako ™J, gdzie n jest iloscia wiazan
dzielacych jadra, w tym jedno wodorowe. Swiadczy to o niewielkim, kowalencyjnym
charakterze wigzania wodorowego.

W przeciwienstwie do przesuni¢¢ chemicznych wartosci statych sprzezenia mozna

stosunkowo doktadnie wyliczaé metodami kwantowymi. Zwykle decydujacy wkiad do

stalej sprzezenia daje kontaktowy czton Fermiego w drugim rzgdzie rachunku zaburzen
(prawie wylacznie dla sprzezen H-'H), ale w przypadku sprzezen z udziatem °F
pozostate czlony mogg przewyzsza¢ kontaktowy. Do obliczen stosuje si¢ najczesciej
metode zaburzenia skonczonego FPP (finite perturbation method) Iub nowszg metode CP-
DFT (coupled perturbation density functional theory), gdzie unika si¢ problemu

wyznaczania energii stanéw wzbudzonych.

Potozenia poszczegdlnych linii rezonansowych uzyskuje si¢ z rozwigzania
réwnania Schrodingera dla uktadu N jader w czasteczce w polu Bo = Boiz Z niezaleznym od

czasu hamiltonianem (wyrazonym w Hz) [PLANSZA 60: podstawy teoretyczne widm

,high resolution”]:

N
hH = —(1/2m) 3 v By —o0 )+ > > Julili =
=L

k<l

N
1 +y- -1+
= Zvj|2j+zz{‘]kllzklzl+§‘]kl(|kll +Ikll )}
=1

k<l

.
IE =1 il

gdzie vj jest przesunigciem chemicznym j- tego jadra wyrazonym w Hz, a funkcje wiasne
hamiltonianu sa kombinacjami liniowymi iloczynowych funkcji bazowych:
12, m>[l2, m2>...>In, mn> 121, mj> = 1(l; + 1)|1j, m;>
lj jest spinowg liczbg kwantowa pojedynczego jadra a mj warto$cig rzutu lj na o$ z.
Kazda funkcja sktadowa (iloczynowa) jest funkcjg wilasng rzutu catkowitego spinu F

uktadu na o$ z:
N

Fo= )1y komutator [H, F;] =0
j=L

Fz|l1, m1>|l2, mp>.. . >[In, my> = M|ly, m>|l2, me>.. . >|In, my>
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M=>m
j

]
Prawdopodobienstwo (na jednostk¢ czasu) przejécia Wwmrn«wmn» miedzy poziomami
energii Ewmn, czyli wartoéciami wiasnymi hamiltonianu h™*H uzyskuje si¢ traktujac

hamiltonian H' zwigzany z polem wirujagcym B1 jako mate zaburzenie w stosunku do H:

N
H'= Zijl(l—oj)(lijOSmt— lyisinwt)
j=1
Stosujac ztotg regute Fermiego lub postepujac jak przy obliczaniu prawdopodobienstwa
przejscia dla pojedynczego jadra (w pierwszym rzedzie) otrzymuje si¢:
N

Warnemns ~ [<M°, ' [FM2, 0> F= )

|
=1

]

Zgodnie z regula wyboru AM = M’ — M’ = —1 polozenia linii rezonansowych v dla
przejs¢ M’n’«<~M”’n’’ 0 intensywnos$ciach proporcjonalnych do Warn«m o> Wynosza:
v = (1/h)(Emn — Emon)

i uzyskuje sie je z diagonalizacji hamiltonianu h™*H. Widmo wyliczone (komputerowo)
przy wstepnie zadanych parametrach: przesunigciach chemicznych, statych sprzezenia
skalarnego 1 szeroko$ciach potéwkowych linii, poréwnuje si¢ z widmem rejestrowanym
doswiadczalnie. Procedury iteracyjne pozwalaja uzyska¢ doktadne warto$ci parametrow
widmowych po osiagnieciu nakrywania si¢ linii wyznaczanych z widma i liczonych

teoretycznie. PrzejScia majg charakter jednokwantowy. Przejscia wielokwantowe

uzyskuje si¢ poprzez wzbudzenie uktadu jadrowego odpowiednimi sekwencjami impulsow
rf (eksperyment wieloimpulsowy, dwuwymiarowy) i posrednig detekcje, np. eksperyment
(DQC) double-quantum correlation spectroscopy .

W ogélnym przypadku widma sktadajg si¢ z linii odpowiadajacych [PLANSZA 59]:

- rezonansowi pojedynczych jader; jedna linia lub rozszczepiony przez oddziatywania
skalarne multiplet o wzglednej intensywnosci rownej 1;

- rezonansowi grup jader rownowaznych magnetycznie ze wzgledu na symetri¢ i/lub
odpowiednio szybkie obroty wokol wiazan pojedynczych (przej$cia konformacyjne);
jedna linia lub rozszczepiony przez oddziatywania skalarne multiplet o wzglednej
intensywnosci réwnej ilosci jader w grupie, a w sygnatach nie ujawniaja si¢ sprz¢zenia
mie¢dzy jadrami nalezagcymi do grupy;

- przejsciom ,kombinacyjnym” kilku jader: jedna lub kilka linii w strukturze

multipletowej o0 wzglednej intensywnosci sygnatu ponizej 1.
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W ogolnym przypadku rzut spinu mj pojedynczego jadra na o$ z nie jest ,,dobrg”
liczbg kwantowa, ale staje si¢ taka w przypadku gdy stosunki stalych sprzezenia do
roznic przesunie¢ chemicznych miedzy nimi (wyrazonych w Hz) staja sie dostatecznie
male (tzw. "przyblizenie X"). Tak jest zawsze gdy sprzegaja si¢ jadra réznych typow,
protony z weglami, wegle z azotami itp.:

Jal(vk—v1) > 0
W hamiltonianie uktadu jader mozna wtedy zaniedbaé %Jk,(I;I[H;Ir) i energie

poziomow oraz reguta wyboru przyjmujg form¢ [PLANSZA 60]:

h™E = ZN:vjmj +>. Jumm,
=l

k<l
Amj =11 Amg = 0 dla wszystkich k = i
Obserwuje si¢ przejscia odpowiadajace TYLKO pojedynczym jadrom lub grupom jader
roéwnowaznych oraz brak jest linii kombinacyjnych. Przesunig¢cia chemiczne przypadaja

w srodkach pasm, a stale sprzezenia odpowiadaja roznicom polozen linii w

multipletach [PLANSZA 59]. Brak stosowalnosci "przyblizenia X" jest problemem w
przypadku rezonansu *H NMR, 3P NMR i 1¥*C NMR czasteczek o 100% zawartosci jader

13C, rzadziej w przypadku °F NMR i ®N NMR czasteczek wzbogaconych °N.
Wprowadza si¢ oznaczenia uktadow jadrowych {Zadanie 28}, ktore decydujg o
postaci widma, ze wzgledu na zalezno$¢ widm od typu ukladu spinowego oraz na
mozliwe dwa rodzaje rownowaznosci jader w grupie.
Roéwnowazno$¢ magnetyczna: wszystkie jadra w grupie maja te same przesunigcia
chemiczne 1 kazde z nich sprzega si¢ identycznie z jadrami spoza grupy, jesli
jednoznacznie oznaczymy caty uktad jadrowy. Przyktad: uktad AsX> protonow CHz i CH>
(tryplet - kwartet) alkoholu etylowego lub A2X> protonow CH>—CH> (dwa tryplety) kwasu
bromopropionowego, ze wzglgdu na szybki obrét wokot C — C (usrednienie sprzezen).
Réwnowazno$¢ chemiczna: wszystkie jadra w grupie maja jednakowe przesunigcia
chemiczne ze wzgledu na symetri¢, ale inaczej sprzegaja si¢ z jadrami spoza grupy.
Przyklad: uklad AA’XX’ protonow w orto-dibromobenzenie [PLANSZA 61: widmo *H
NMR o-dibromobenzenu; Castellano & Kostelnik Tetrahedron Letters (1967) 5211].

W uktadzie rownowaznym magnetycznie AxXz [PLANSZA 59] widmo miatoby postac

dwach trypletow.
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WYKEAD 12

Analiza widm NMR wysokiej zdolnoSci rozdzielczej prowadzaca do
przyporzadkowania (assignment) sygnalow na widmie poszczegélnym jadrom w

czgsteczce oparta jest na podstawach teoretycznych [PLANSZA 60], ktore pozwalaja

wyliczy¢ teoretyczne widma dla dowolnego uktadu jadrowego, oraz poprzez stosowanie
pewnych ,,automatycznych” (dla spektroskopisty NMR) regut postepowania. W wyniku
przyporzadkowania uzyskuje si¢ zestaw warto$ci przesuni¢¢ chemicznych oS¢ jader
analizowanego ukladu i stalych sprzezenia miedzy jadrami Ju. Przyporzadkowanie

widm(a) jadrom czgsteczki jest warunkiem koniecznym zastosowania spektroskopii NMR

w analizie molekularnej w tym identyfikacji struktur chemicznych {Zadanie 29}
zwigzkow organicznych, okreslaniu struktur przestrzennych czasteczek {Zadanie 30} i
wyznaczaniu warto$ci parametrow opisujacych oddzialywania molekularne.
Skoncentrujemy si¢ na rozwigzywaniu widm jader o spinie I = %. Jadra o spinach |
> 1 moga dawac poszerzone linie w warunkach ,,high resolution” i sg relatywnie rzadziej
wykorzystywane.
(A) Jadra o spinie | > 1 w czasteczce podlegaja z reguly silnej relaksacji

kwadrupolowej (0 _mechanizmach relaksacyjnych w dalszej czeSci wyktadu) i nie

ujawniajg sprzezen (np. Br) na widmach jader o spinie I =% [PLANSZA 59].

(B) Ze wzgledu na niskie prawdopodobienstwo pojawienia si¢ w czasteczce jadra
o niskiej zawarto$ci (abundancji) izotopow I = %4 (**C, °N) nie wykazuja sprzezen na
widmach jader o wysokiej abundancji izotopow I = % (*H, 3P, 1°F), ani sprzezen na
widmach innych rzadkich jader (czyli sprzezen 3C-°N, 3C-13C, ®N-°N). Natomiast na
widmach ¥C i ®'N NMR pojawiaja sie sprzezenia od jader o wysokiej zawartosci (*H, 3P,
19F), Wszystkie sprzezenia z jadrami o niskiej zawartoéci wida¢ w widmach zwiazkow
wzbogaconych izotopowo.

(C) Przy rejestracji widm H NMR stosuje sie standardowo rozpuszczalniki
deuterowane w celu wyeliminowania silnego sygnatu protonéw rozpuszczalnika. W
roztworze ciezkiej wody ?H,O na miejsce protondéw przylaczonych do tlendw i azotow
(grupy —OH, —NH2, =N-H), czyli tzw. protonéw wymienialnych, wchodza deutery i
odpowiadajgce protonom tych grup sygnaty znikaja z widma (stezenie molowe wody

wynosi 55 M, a zwiazku rozpuszczonego ~10-2 M). Przy badaniu czasteczek, w ktérych
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istotna jest informacja o polozeniu sygnatoéw protonéw wymienialnych, np. N-H biatek,
rejestruje si¢ widma *H NMR w zwyklej wodzie i thumi silny sygnal wody.

(D) Widma obrazuja struktur¢ chemiczng albo czasteczek ,,sztywnych”, albo
czgsteczek w formie ,usrednionej” z konformeréw w réwnowadze dynamicznej

[PLANSZA 7]. Warunkiem powstania widma usrednionego jest szybka wymiana miedzy

konformerami w skali NMR, gdy czasteczki przechodza z konformacji i-tej do konformacji
J-tej ze stata szybkosci Ki-j spetniajaca warunki:

ki >> |vi — vj |, Kiosj >> Jij Ki-j = 1/
gdzie 7 jj jest srednim czasem zycia stanu i-tego ze wzgledu na przej$cie do stanu j-tego.

Obserwowane (obs) na widmie przesunigcia chemiczne i stale sprz¢zenia sg $rednimi

wazonymi z wartosci dla poszczegdlnych konformerdéw o, 8o 1 J%i, z wagami réwnymi
populacjom pq tych konformerdw.

80 = Yo Pada I = Xo Pa %

Przyktadem jest rotacja grupy metylowej —CHsz. Przy powolnych w skali NMR
przejs$ciach miedzy konformerami:

Kisj << [vi—vj |, kinj << Jjj
obserwuje si¢ sygnaly niezaleznie od kazdego konformeru.

(E) Obok mierzenia odlegtosci miedzy liniami istnieja bezposrednie metody
okreslania, ktore jadra sa ze sobg sprzgzone. Jedng z nich jest odsprzeganie jednych jader
od innych. Obok impulsu wzbudzajagcego Bi mozna przylozy¢ do uktadu staby, tzw.
selektywny impuls B2 o czgstosci rezonansowej (przesunigciu chemicznym) okre$lonego
jadra. Moc sygnatu nalezy tak dobra¢ aby zlikwidowaé sprzg¢zenia tego jadra w
multipletach innych jader ALE jednocze$nie nie zaburzy¢ sasiednich sygnatow.
Przyktadowo, przy selektywnym naswietleniu jader CHz tryplet CHz zamieni sie¢ w
singlet. W podobny sposob, ale stosujac odsprzeganie szerokopasmowe (odsprzgganie
catego zakresu widmowego jader) mozna odsprzegac jadra jednego typu od jader innego
typu, np. wszystkie wegle 3C od wszystkich protonéw {Zadanie 31}. Odsprzeganie
szerokopasmowe likwiduje zarowno sprzezenia skalarne jak i sprzezenia dipol - dipol w
ciele stalym. Bezposrednig metoda okreslania jader sprzezonych jest robwniez rejestracja

wielowymiarowych widm korelacyjnych (dalsza cz¢$¢ wyktadu).

Zmiana otoczenia magnetycznego jader w trakcie rezonansu czyli WYMIANA

CHEMICZNA wewatrz- lub miedzyczasteczkowa wskutek zmian struktur molekularnych

miedzy N > 2 stanami moze zachodzi¢ z roznymi szybkosciami w skali NMR. PrzypadKki
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szybkiej i powolnej wymiany w skali NMR zostaly omowione. W przypadku szybkosci
posrednich w skali NMR:
Kisj ~ [vi—vj|, Kisj ~ Jij

pojawiajg si¢ dodatkowe efekty na widmach [PLANSZA 62: NMR przy wymianie

chemicznej miedzy dwoma stanami (bez i ze sprzezeniem); VVasavada et al. J. Inorg.
Biochem. 21, 323, 1984]. Analiza na gruncie rozszerzonych rownan Blocha, tzw. réwnan
McConnell’a pozwala wysymulowac¢ ksztalty linii i wyznaczy¢ wartosci szybkos$ci
(czasow) wymiany Kij (T ij).

Standardowe widma wysokiej zdolnoS$ci rozdzielczej rejestruje si¢ dla czasteczek
matej 1 sredniej wielkos$ci, nie przekraczajacej masy czasteczkowej ok. 40 kDa. W miarg
wzrostu masy czasteczkowej spowolnienie ruchow molekularnych powoduje poszerzanie
linii rezonansowych prowadzi do zatarcia struktury subtelnej (zanik sprzezen skalarnych) a
nastepnie do catkowitego rozmycia sygnatu w szumach. Specjalne techniki typu TROSY
i CRINEPT (wyklad "Biofizyka doswiadczalna'), skuteczne w bardzo wysokich polach
magnetycznych Bo (aparaty > 900 MHz), pozwalaja na zahamowanie tej tendencji i
teoretycznie nie ma ograniczenia na maksymalna mase czasteczek, dla ktorych mozna
rejestrowa¢ widma wysokiej zdolnosci rozdzielczej (kompleksy molekularna o masie

czasteczkowej ~1 min Da).

RELAKSACJA JADROWA jest procesem dyssypacji energii w ramach
wzbudzonego uktadu jadrowego. Prowadzi do zaniku prostopadtej do pola Bo sktadowe;j
magnetyzacji Myy z czasem T» wskutek dekoherencja spinéw, czyli do wymiany energii
wewnatrz wzbudzonego uktadu jader oraz niezaleznie do powrotu sktadowej magnetyzacji
M; rownoleglej do Bo do wartosci rownowagowej Mo z czasem Ty, czyli do przywrocenia

boltzmannowskiego rozkladu obsadzen poziomow [PLANSZA 54]. W tym drugim

procesie energia jest przekazywana do sieciowych stopni swobody: translacje, rotacje,
drgania molekul. Prawdopodobienstwo zaj$cia emisji spontanicznej czy wymuszonej z
poziomu wzbudzonego rezonansowo jest znikomo mate (odpowiednio 1072°s i 101%s™),
Mechanizm relaksacyjny polega na oddzialywaniu uktadu wzbudzonych jader z

lokalnymi, przypadkowo zmiennymi w czasie (fluktuujacymi) polami magnetycznymi h(t),

wywotywanymi przez otaczajagce momenty magnetyczne 1 ladunki elektryczne.
Usrednienie h(t) daje lokalne pola statyczne, warunkujace pojawianie si¢ przesunie¢é

chemicznych:
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<h(t)>av = Biok = 46(o)
a posrednio takze sprzezen skalarnych. W przypadku jader I > 1 pojawia si¢ mechanizm
relaksacyjny wywotywany oddziatywaniem momentéw kwadrupolowych jader z
fluktuujacymi polami elektrycznymi. W modelu dyfuzyjnym [PLANSZA 9] szybkosci

ruchéw molekularnych mozna scharakteryzowaé przez podanie wartosci czaséw korelacji

Tc. Fluktuacje charakteryzuja sie ciaglym rozktadem czestosci v od zera do tct.

co
generuje przypadkowe, niekoherentne (w przeciwienstwie do rezonansu) przej$cia jader
miedzy zeemanowskimi poziomami tych jader w polu Bo.

Kluczowym zagadnieniem w analizie procesow relaksacyjnych jest powigzanie
mierzonych do§wiadczalnie czasow relaksacji T1 i T2 z parametrami dynamicznymi uktadu
molekularnego (sieci) i uzyskanie w ten sposéb wgladu w dynamike procesow
molekularnych. Dla cieczy i roztworéw brak odpowiednich modeli kwantowych

spowodowat rozwinigcie potklasycznej teorii relaksacji, omowionej m. in. w ksigzce:

J.l. Kaplan, G. Fraenkel NMR of Chemically Exchanging Systems) [PLANSZA 63:

podstawy relaksacji jadrowej]. W_skrécie, na hamiltonian zaburzajacy, ktory sprzega
uktad jadrowy z sieciag molekularng sklada si¢ szereg typéw oddziatywan, tzw.
mechanizmow relaksacyjnych. Uwarunkowany przez pojedynczy mechanizm
hamiltonian Hi opisuje si¢ za pomocg kwantowych operatoréw AY oraz klasycznych,
przypadkowo zmiennych w czasie funkcji Fi(t), uzyskiwanych na gruncie modelu dyfuzyji
rotacyjnej:

Ha(t) = 2 A9 F4(1)
Prawdopodobienstwa na jednostke czasu przejs¢ relaksacyjnych migdzy stanami
wilasnymi uktadu jadrowego opisanymi przez funkcje |o> i |B>uzyskuje si¢ w postaci sumy
wyrazow typu:

Wap = [<alAB>[)(wap)

J(wop) = +J?O< F()F(t + ) > exp(wqpr)de

—0
Odwrotnosci mierzonych czaséw relaksacji 1/T1 i 1/T, sg uwarunkowane przez
prawdopodobienstwa Wop, co pozwala wyrazi¢ je poprzez czasy Korelacji tc, ktorych
znajomosc¢ jest Z kolei celem analizy dynamicznej czasteczek.

Mozna wymieni¢ szereg mechanizmow relaksacyjnych, ktore dominujg zaleznie od
typu jader, typu uktadow jadrowych w czasteczce i typu czasteczKi, i opartych na juz
poznanych oddziatywaniach jadro-jadro i jadro-elektron [PLANSZA 57]:
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- dipolowo - dipolowy (DD), dla jader H i innych jader blisko potozonych w stosunku do
protonow;
- anizotropia przesuniecia chemicznego (CSA) jako znaczacy wkiad do relaksacji jader
roznych od protonow, a dominujacy W przypadku odsprzggniecia protonow;
- kwadrupolowy (Q), absolutnie dominujacy w relaksacji jader 1 > 1;
- skalarny pierwszego rodzaju (SC1) w przypadku wymiany chemicznej
- skalarny drugiego rodzaju (SC2) w paramagnetykach, wskutek szybkiej relaksacji
elektronu potozonego blisko jadra.
Warunkujace wartos$ci czasu relaksacji T. mechanizmy relaksacyjne decydujg w znacznym
stopniu (poza niejednorodnoscia pola Bo) 0 szeroko$ciach linii widmowych NMR w
warunkach wysokiej zdolnosci rozdzielcze;j.

Pomiary czasow relaksacji wykonuje si¢ za pomocg eksperymentéw NMR, w
ktorych uktad jadrowy poddaje si¢ nie jednemu (jak w przypadku najprostszego
eksperymentu rejestracji widma) ale sekwencji impulsow oddzielonych S$cisle

okreslonymi odstepami czasowymi (eksperymenty wieloimpulsowe) [PLANSZA 64:

pomiar czaséw relaksacji]:

- pomiar T1 metoda ,,inversion recovery”

- pomiar T2 metodg echa spinowego ,,spin echo”, zmodyfikowang do sekwencji
CPMG,; Carr-Purcell-Meiboom-Gill.
Pomiary i analiza wynikow na gruncie prostego modelu dyfuzji rotacyjnej Debye’a obrotu
czasteczki jako sztywnej sfery z jednym czasem korelacji pokazuja charakterystyczne
przebiegi T1 i T2 w funkcji tc na wykresie log-log, w zalezno$ci od stanu skupienia probki
[PLANSZA 63].

JADROWY EFEKT OVERHAUSERA NOE [PLANSZA 65: NOE w ukladzie
dwuspinowym] jest uwarunkowany oddzialywaniem dipol - dipol (DD) mig¢dzy jadrami i

zalezy jak rij® od odleglosci miedzy jadrami. Rozpatrujac réwnania na z-owe sktadowe

magnetyzacji I, i S; uktadu dwu jader I = % o réznych przesunigciach chemicznych:

| -, - I, —1
d{ Z}/dt:{ Pr G'SH i 0} = R(M; — M)
S, -5 —Ps |[S,—S,

mozna z rownan kinetycznych na zmiany obsadzen pozioméw wyznaczy¢é wyrazy
macierzy relaksacji R przez prawdopodobienstwa przejs¢ relaksacyjnych W miedzy

czterema poziomami uktadu dwuspinowego (dwujadrowego):
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p1=1/Tu=2W1'"+Wo+Wa2; Ti — czas relaksacji podtuznej jadra I
ps = 1/T1s = 2W1S + Wo + W2 ; Tis — czas relaksacji podtuznej jadra S
ci1s=Wz2—-Wp

Dla dyfuzji rotacyjnej czasteczki w postaci sztywnej sfery z jednym czasem korelacji tc:

W' = (3/20)(uol4n)2y|2yszhzri,-‘ﬁ1 L i analogicznie W1° (zamiana I->S)
+

2.2
I ~c

Te

Wo = (1/10)(po/4m) 2yi2ys?h2rij —
1+ (o, —og) " 7T¢

Te

W2 = (3/5)(uo/4m)2y2ys?h2rij® >
1+ (o, + o) T,

Efekt Overhausera na jadrze | powstaje wskutek wyrownania boltzmannowskich
obsadzen pozioméw jadra S: S; = 0, i mozna go mierzy¢ w eksperymencie
jednowymiarowym poprzez zmiang intensywnosci sygnatu jadra | selektywnie wysycajac
impulsem o czgsto$ci vs przejscia rezonansowe jadra S (UWAGA: impuls jest na tyle
staby, ze nie powoduje odsprzegania). W warunkach stacjonarnych dl,/dt =0

(Wz B Wo)So
(W, + W, +W )1,

fi(S) =

W warunkach niestacjonarnych ,,budowanie” efektu NOE mig¢dzy jadrami I i S, jest

proporcjonalne do czasu tm trwania selektywnego impulsu wysycajacego o czestosci vs,

bezposrednio przed impulsem rejestrujgcym:
(S) = L= exp(ortm)] (Solo)
|

Efekt jest dodatni dla matych czasteczek, bliski zeru dla zakresu mas czgsteczkowych ~
800 + 2000 Da oraz ujemny dla makromolekut. Rownanie na czasowg zalezno$¢ M mozna
uogolni¢ do uktadu dowolnej ilosci N jader, z macierza relaksacji R o wymiarze N x N.
Mozna rowniez zastosowac bardziej ogolny model dyfuzji rotacyjnej, z trzema czasami
korelacji na obrét dowolnej bryly wokot trzech osi uktadu diagonalizujacego moment
bezwladnosci plus ruchy wewngtrzne.

W analizie makromolekut stosuje si¢ eksperyment dwuwymiarowy NOESY
(Nuclear Overhauser Effect SpectroscopY), ktory sktada si¢ z trzech impulsoéw; pierwszy i
drugi impuls oddzielone inkrementowanym czasem wzrastajacym o staty okres, a drugi i
trzeci sg oddzielone statym czasem tm mieszania (,,mixing” time) ,,budowania efektu NOE -

(spektroskopia wiclowymiarowa NMR bedzie omowiona na nastgpnym wyktadzie). Miarg
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efektu NOE sg intensywnosci ajj tzw. sygnalow pozadiagonalnych (cross-peaks) na
widmach NOESY':

aij(tm)= %[eXp(_Rtm )]ij M,

Zinj=N nj - ilo$¢ jader w j - tej grupie jader rownowaznych magnetycznie
Intensywnosci ajj rosng poczatkowo w funkcji wzrastajacego czasu tm, w ktorym powstaje
efekt NOE w wyniku oddziatywan DD, a nastgpnie maleja w wyniku procesu dyfuzji
spinowej, czyli ,,odptywu” magnetyzacji od pary oddzialujacych w NOE jader do
pozostatych jader (protonow) czgsteczki. Dla izolowanych par jader i/lub bardzo krotkich
czasOw tm (ajj ekstrapolowane do wartosci dla tm = 0) wyskalowana intensywno$¢ aij,
poprzez wyrazy Rj; macierzy relaksacji daje bezposrednio odleglosci jadro - jadro.
Mozliwe do wyznaczenia z NOE odlegtosci proton-proton zawieraja sic w zakresie od 2 A
(suma promieni van der Waalsa protonéw) do 6 A. Ostatnio zaczeto réwniez wyznaczaé
odlegtosci migdzy innymi jadrami w makromolekutach znakowanych 3C i N. Dla
dhuzszych czasow tm,, ktore zapewniaja wysoka intensywnos¢ sygnatow NOE, doktadne
wyznaczanie odleglosci wymaga uwzglgdnienia dyfuzji spinowej. Pakiety komercyjne do
wyznaczania struktur czasteczek zawieraja zwykle programy ortogonalizujace macierz R
(np. program MARDIGRAS Borgias & James J. Magn. Reson. 87, 475, 1990), co pozwala
wyznaczy¢ wartosci elementow Rjj, @ z nich intensywnosci ajj dla catego uktadu spinowego
czasteczki.

W zakresie $redniej wielkosci czasteczek, dla ktorych efekt NOE jest bliski zeru w
laboratoryjnym uktadzie odniesienia opracowano eksperyment ROESY (rotating-frame
Overhauser effect spectroscopy) pomiaru NOE w ukladzie wirujacym z zastosowaniem
pola spin-lock "zamykajacego" spiny jader. Piki pozadiagonalne ROESY sg dodatnie w
calym zakresie mas czasteczkowych, a metoda pozwala odrézni¢ bezposredni efekt NOE

od dyfuzji spinowe;j.
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WYKEAD 13

ELEKTRONOWY REZONANS PARAMAGNETYCZNEY (EPR, electron
paramagnetic resonance) jest technikg spektroskopows ,,blizniaczg” w stosunku do NMR.
W spektroskopii EPR rejestruje si¢ rezonans magnetyczny elektrondw o niezerowym
spinie wypadkowym S w silnym, statycznym polu magnetycznym Bo (0.1 + 6 T). Efekt
rezonansu mozna zarejestrowac dla nastgpujacych uktadéw molekularnych:

- wolne rodniki: czasteczki z jednym niesparowanym elektronem na orbitalu o lub na
orbitalu =;

- czagsteczki w stanie trypletowym T czyli z dwoma niesparowanymi elektronami o
zgodnych spinach;

- pierwiastki ziem rzadkich uktadu okresowego o nickompletnie zapetnionych powtokach
wewnetrznych 1 ich kompleksy;

- niektore izolatory i polprzewodniki, najczgéciej z nieregularno$ciami zawierajacymi
schwytane elektrony lub dziury.

Ze spinem elektronowym S zwigzany jest moment magnetyczny elektronu
[PLANSZA 66: spektroskopia EPRY]:

He = —YehS
Ye =—QeP/h wspolczynnik zyromagnetyczny elektronu; B - magneton Bohra,
czynnik Landego ge = 2.003 dla swobodnego elektronu

Hamiltonian swobodnego elektronu w polu o indukcji Bo ma dwie funkcje wtasne i
dwie odpowiadajgce im energie wilasne:

|o> = |V4, Vo> Eo = +V2yehBo

B> = |%, —Y5> Ep = —Y4yehBo
Zjawisko rezonansu elektronowego polega na wzbudzeniu elektronu na wyzszy poziom
kwantem energii pola Bi1 wirujacego w plaszczyznie prostopadiej do Bo z czesto$cia
rezonansowa W zakresie mikrofal (GHz):

®o = (gef/n) Bo= yeBo 9.5 GHzwpoluBo=0.34T
I z prawdopodobienstwem przejscia analogicznym jak dla jadra o spinie I = %. (podana
poprzednio formuta Majorana). Podobnie jak w NMR, roznice obsadzen poziomoéw Eo i Ep
generuja makroskopowa magnetyzacje elektronowa, ktorej ruch opisuja rownania Blocha

z cztonem oddziatywania magnetyzacji z polami zewn¢trznymi i cztonami relaksacyjnymi

(relaksacja podtuzna i poprzeczna) [PLANSZA 54].
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Struktura widma EPR [PLANSZA 67: widmo EPR wolnego rodnika] zalezy

od szeregu czynnikdéw:

(a) typu uktadu paramagnetycznego,

(b) stanu skupienia probki,

(c) otoczenia chemicznego (elektronowego) elektronu ulegajacego rezonansowi,

(d) jadrowego otoczenia elektronu.

W ogdlnym przypadku uktadu molekularnego warunek rezonansu [PLANSZA 66]

zachodzi dla pola Brez, ktore "przemiata™ caty zakres widmowy EPR przy stalej czestosci:
h
Brez = v g# Qe
ap

Technika przemiatania polem (odpowiednik zarzuconej w NMR techniki cw, continous
wave przemiatania czg¢stoscig) jest ciggle stosowana w spektroskopii EPR na rowni z
technikg wzbudzania impulsami i transformacjg Fouriera sygnatu. Czynnik Landego g
spetnia rol¢ analogiczna jak stata ekranowania (przesunigcie chemiczne) w spektroskopii
NMR. Zakres zmiennos$ci czynnika g (Ag) wynosi od 0,001ge w wolnych rodnikach do
0,3ge, Np. dla jonow zelaza w hemoglobinie. Widma EPR [PLANSZA 67] zapisuje si¢

inaczej niz widma NMR: pozioma 0§ nat¢zenia pola magnetycznego [Gs] i rejestracja
sygnalu dyspersji (a nie absorpcji), tak ze potozenie linii wyznacza przej$cie przez o$
poziomg (zero sygnatu). W przypadku rodnika na PLANSZY mamy do czynienia z

dwiema formami zwiazku, ktore daja dwa uktady linii rezonansowych.

W ogolnym ujeciu [PLANSZA 66] zjawiska rezonansu elektronowego w materii

skondensowanej czynnik g jest tensorem opisujagcym oddziatywanie z polem Bo:

H = BogS

g=gE +Ag E - macierz jednostkowa
Sygnaty EPR ulegaja dwu rodzajom rozszczepien.
(A) Rozszczepienia subtelne sa wynikiem bezposredniego oddzialywania dipol-dipol
(DD) miedzy momentami magnetycznymi elektronow pe w uktadach pozbawionych
szybkich ruchéw molekularnych.
(B) Rozszczepienia nadsubtelne s3 wynikiem oddzialywania DD momentéw
magnetycznych niesparowanych elektronow z momentami magnetycznymi otaczajacych
jader pk = yhl k; hamiltonian oddziatywania:

Hop = S-Acl
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W gazach, cieczach i roztworach, ze wzgledu na zachodzenie szybkich ruchow
molekularnych, nastepuje usrednienie Ag (i catego g) do skalara:

Ag = (1/3)TrAg
Jednak ,,waskie linie” EPR ~0.1 Gs, czyli 0.1 MHz (vs. Hz jak w NMR), sa znacznie
szersze niz linie NMR w warunkach ,high resolution” z powodu krotkich czasow
relaksacji elektronu T,. W cialach stalych linie EPR sg ok. 20 razy szersze, czyli ~2 Gs.
Podobnie, w gazach, cieczach i roztworach ,,znika” oddziatywanie DD elektron-elektron a
tensor rozszczepienia nadsubtelnego A ulega redukcji do skalara a:

Hop = aSlI
Hamiltonian elektronu paramagnetycznego dla czasteczek W roztworze w obecnosci jader
(czg$¢ jadrowa pominieta):

H = gBBoS: + 2kaklk-S sumowanie po otaczajacych jadrach z niezerowymi

spinami (1% = 0)

Ze wzgledu na to, ze drugi czton w H jest matym zburzeniem w stosunku do pierwszego
cztony mozna przyjac:

YralkS ~ YkaklS;
Energie rozszczepionych pozioméw elektronu i reguly wyboru dla przejs¢ miedzy
poziomami:

E =gBBoMs + 2kakMMs  Ms =-S, -S+1,...,S-1,S

MK =—IK 1+ 1,..., 1K= 1, ¥ dla kazdego k

AMs=+1  AMK=0

daja potozenia n linii w multiplecie [PLANSZA 67], duze rozszczepienie od N (I = 1),

mate od najblizej potozonych *H:

n=J]@I+1

J
Spektroskopia EPR uzyskuje coraz wigksze zainteresowanie w biofizycznych
zastosowaniach z wykorzystaniem znakowania spinowego sondami paramagnetycznymi,
np. MTSL (tiosulfonian metanu) lub tlenek azotu (N-O):
(a) analiza dynamiki czasteczek w szerokim zakresie czasow korelacji 7o ~103 s + 10 s;

(b) wyznaczanie odleglosci do 20A w bardzo duzych uktadach, np. biatka zakotwiczone w
btonach.
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WSPOLCZESNE TECHNIKI  SPEKTROSKOPOWE  wykorzystuja
nickonwencjonalne  podejScia ~w  analizie = oddzialtywania ~ promieniowania
elektromagnetycznego z czgsteczkami, z Wykorzystaniem osiggnie¢ w zakresie optyki i
elektroniki. Charakterystycznymi przyktadami mogg by¢ laserowe wzbudzenia dwu- i
wielokwantowe, z jednoczesng absorpcja wigkszej ilosci kwantéw oraz up-conversion (J.
Zhou et al. Chemical Reviews 115, 395, 2014) z sekwencyjng absorpcja dwu- lub wigkszej
ilosci kwantéw 1 emisjg fotonu o czestosci wigkszej niz czestos¢ wzbudzajaca (np.
konwersja $wiatta IR do VIS). Skoncentruje si¢ na dwoch zagadnieniach o charakterze
Luniwersalnym”, tzn. dotyczacym szerszej klasy metod spektroskopowych.

(A) SPEKTROSKOPIA WIELOWYMIAROWA bazuje na tzw. efektach nieliniowych
w optyce, W konwencjonalnych widmach jednowymiarowych 1D (intensywnos$¢ sygnatu
I(v) w funkcji czestosci promieniowania) rejestruje si¢ liniowg polaryzacje elektryczna
lub magnetyczng w rozwinigciu w szereg potggowy wzgledem natgzenia pola
elektrycznego E (tzn. moment dipolowy) lub indukcji B, jako odpowiedz uktadu
molekularnego na promieniowanie elektromagnetyczne w formie ciggltego wzbudzenia lub
wzbudzenia jednym impulsem. W technikach wielowymiarowych nD (n = 2, 3,...)
rejestrowana jest koherentna polaryzacja wyzszego rzedu indukowana przez sekwencje
impulsow, ktéora po transformacji Fouriera jest obrazowana w przestrzeni n + 1
wymiarowej (n osi czestosci plus o$ intensywnosci sygnatu).

(B) SPEKTROSKOPIA POJEDYNCZEJ CZASTECZKI (SMS; single molecule
spectroscopy) polega na rejestracji widm pojedynczych makromolekut, w przeciwienstwie
do dotychczas omawianych spektroskopowych metod rejestracji stanow ,,$rednich” (po

zespole statystycznym) makroskopowego uktadu molekularnego.

Poczatek METODOM WIELOWYMIAROWYM data wielowymiarowa
spektroskopia nD NMR (n = 2, 3, 4, ...) na przetomie lat 70-tych i 80-tych XX w. Proby
wykorzystania NMR-u do badan zlozonych biatek i kwasow nukleinowych, natrafity na
zasadnicze trudnoS$ci zwigzane z nakrywaniem si¢ sygnatow pochodzacych od duzej liczby
jader (najczgsciej protondw), co uniemozliwialo wykonanie przyporzadkowania sygnatow
na widmach nawet dla stosunkowo matych biomolekut, jak biatko BPTI (basic pancreatic
trypsin inhibitor), 58 aminokwaséw i ok. 230 protonéw [PLANSZA 55].

Pomiary czaséw relaksacji [PLANSZA 64] byty przyktadami zastosowania nie

jednego, ale sekwencji impulséw przyktadanych do wuktadu jadrowego w celu

wyznaczenia parametrow nieosiggalnych w prostym, jednoimpulsowym eksperymencie
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NMR. Projektowanie eksperymentow NMR wymaga analizy ewolucji uktadu jader w
statycznym polu Bo, oddzialujacych ze sobg i z otoczeniem sieciowym, pod wpltywem
zadanej sekwencji impulséw. Analiz¢ przeprowadza si¢ na gruncie trzech modeli:

(1) Jakosciowy model wektorowy (Blocha), w ktérym uktad jadrowy jest opisywany
klasycznie [PLANSZA 54], ale ktory zawodzi w przypadku niektorych eksperymentow.

(2) Rozwigzanie rownania ruchu na macierz gestosci [PLANSZA 56]. W tym modelu

uktad jadrowy jest opisywany kwantowo na gruncie fizyki statystycznej, a rozwigzanie
réwnania dla konkretnego eksperymentu pozwala wyznaczy¢ teoretycznie dowolne widmo
NMR. Jednak model kwantowy jest pozbawiony pogladowosci modelu klasycznego.

(3) Formalizm operatorow iloczynowych, ktory zachowuje $cisto§¢ analizy kwantowo-
statystycznej przy zachowaniu pogladowosci modelu wektorowego.

Zasadnicze punkty modelu wektorowego [PLANSZA 68 i 69: model wektorowy analizy

eksperymentow NMR] beda szczegdétowo omawiane na c¢wiczeniach. Na wektor
catkowitej magnetyzacji uktadu N jader czasteczki (w naszym przypadku N = 2) sktadaja
si¢ wektory o réznych czestosciach rezonansowych (czestotliwosciach precesji) wk, ktore
wynikaja z rdéznic przesunig¢ chemicznych i sprzezen skalarnych. Taki wektor
magnetyzacji czastkowej MX* K-tego jadra odpowiada dwom jego poziomom
rezonansowym, dla ustawien spinu jadra sprzezonego z jadrem K-tym: A = o (funkcja
falowa |5, 4>) lub B (funkcja falowa |/%, —%42>) (dla wigkszej ilosci jader wprowadza si¢
wiecej wskaznikow, A1, Ao,...itd.):
MK ~ AAP(K, L)is  s=Xx, Y, lubz; is-wektor jednostkowy, 9V - stezenie
(ilo$¢ jader; czasteczek) w probcee
Ap(K, A) - rdznica obsadzen poziomoéw rezonansowych jadra K

Nieselektywny impuls obraca cala magnetyzacj¢ o okreslony kat wokot osi przytozenia By,
np. x’ W uktadzie (x’ ,y’, z), wirujacym (wokot z) z czgstoscia wo odpowiadajaca srodkowi
calego zakresu widmowego SW przesuni¢¢ chemicznych (spectral width). Generuje si¢
magnetyzacja prostopadta do Bo, M1¥* = My//*, réwna sumie magnetyzacji czastkowych.
Kazda z nich ulega w uktadzie wirujacym precesji z czgstoscig o + @k lub wo — o,
zgodnie z przesunigciem chemicznym, sprzezeniami skalarnymi i relaksacja, dajac po
jednej linii na widmie NMR. Potozenie magnetyzacji w ukladzie wirujacym z
czestoScig wp w momencie rozpoczecia detekcji  (tzw. kwadraturowej) na poczatku
precesji, np. kat ¢ wzgledem 0si y’, wyznacza faze sygnahlu: "czysta" absorpcja ¢ = 0,

"czysta" dyspersja ¢ = 90deg, ujemna absorpcja (emisja) ¢ = 180deg, i ujemna dyspersja
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¢ = 270deg. Na gruncie modelu wektorowego mozna w prosty sposob wyjasni¢ np.
eksperyment INEPT (Insensitive Nuclei Enhancement by Polarization Transfer), ktory

pozwala rejestrowac ze zwiekszong czuto$cig widma jader o niskiej zawartos$ci izotopowe;j

(A = BN, 13C) jesli sprzegaja sic skalarnie z jadrami o wysokiej abundanciji (X = 'H)
{Zadanie 32}. Wzrost intensywno$ci sygnatéw jadra X w eksperymencie INEPT okres$la
glownie stosunek wspotczynnikow zyromagnetycznych obu typow jader yalyx i
wzmocnienie sygnatu wynosi ponad 4 razy dla jader A = 3C i ponad 10 razy dla jader A =
N (uwzgledniajac réznice w czasach relaksacji jader A oraz X).

Rozwinigciem idei eksperymentow wieloimpulsowych bylo rozciagniecie widma
'H NMR w dwoch wymiarach przesuni¢é¢ chemicznych z trzecia osia intensywnosci

sygnalow [PLANSZA 70: eksperyment dwuwymiarowy NMR: 'H, 'H NOESY].

Zwykle widmo 2D przedstawia si¢ w postaci dwuwymiarowych przekrojow
"poziomicowych" przez trzecig o$ intensywnosci sygnatu. Uzyskano w ten sposob:

- rozladowanie informacji przez rozciagniecie ,,zattoczonych” obszarow widma w dwoch
kierunkach;

- edytowanie informacji: zaleznie od typu eksperymentu (sekwencji impulséw) uzyskuje
si¢ sygnaly pozadiagonalne (cross-peaks), ktore niosg informacj¢ o oddzialywaniach
miedzyjadrowych i sg znacznie lepiej rozdzielone niz sygnaty na widmie 1D.

Widmo 2D uzyskuje si¢ rejestrujac n eksperymentow 1D, zwykle od n = 64 do n = 1024, w
ktorych czas t1 migdzy okre§lonymi dwoma impulsami rezonansowymi jest

inkrementowany o stata warto$¢ (t1 + nAti) od t; = 0 do t1 o dlugosci poréwnywalnej z

czasem to rejestracji sygnatu FID. Dwukrotna transformacja Fouriera sygnatu Myy(t1, t2)
daje sygnat zalezny od dwoch czestosci w1 i s :
S(o1, ©2) = [[Myy(t1, t2)exp(—imiti)exp(—iwatz)dtid t

W najprostszym homojadrowym eksperymencie dwuwymiarowym COSY (COrrelated
SpectroscopY) zlozonym z dwu impulséw o czestoscCi rezonansowej H oddzielonych
inkrementowanym czasem ti, pozadiagonalne sygnaty opisane przez dwa przesunigcia
chemiczne ok i & odpowiadaja dwom protonom k oraz 1 sprz¢zonym skalarnie Ji # O
{Zadanie 33}. W trojimpulsowym eksperymencie homojadrowym NOESY (Nuclear
Overhauser Effect SpectroscopY) z czasem inkrementowanym t; migdzy pierwszym i
drugim impulsem 1 stalym czasem ,,mixing” tm migdzy drugim i trzecim obserwuje si¢
cross-peaks odpowiadajgce parom protondéw sprzezonych dipolowo (efekt Overhausera)

[PLANSZA 65]. Nie wszystkie protony sa ujawnione na sygnalach pozadiagonalnych,
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a jedynie te sprzegajace sie, w COSY skalarne, a w NOESY dipolarnie. Na diagonali jest
widmo jednowymiarowe. Straty informacji wynikajace z edytowania sa rekompensowane
przez rozdzielenie sygnatow, tak ze dla matych biomolekut 0 masach czgsteczkowych do
ok. 10 + 12 kDa uzyskuje sie przyporzadkowania widm *H NMR zwykle powyzej 80%, na
podstawie eksperymentu COSY i jego modyfikacji (np. DQF-COSY, double-quantum
filtring COSY, TOCSY, TOtal Correlated SpectroscopY) oraz eksperymentu NOESY.
Niestety, homojadrowe eksperymenty 2D typu COSY i NOESY nie daja si¢ analizowaé¢ na
gruncie modelu wektorowego i wymagane jest zastosowanie (przynajmniej) formalizmu

operatow iloczynowych™.

* Formalizmu operatow iloczynowych w zastosowaniu do dwu-impulsowego (impulsy 90° wzdtuz osi X
uktadu wirujacego) eksperymentu COSY (1/2)x—ti—(n/2)x—t2(FID), dla dwu jader k oraz L (O.W. Serensen
et al. Progress in NMR Spectroscopy 16, 163, 1983). Operator macierzy gestosci p po ewolucji w okresach
czasu t pod wptywem propagatoréw exp(—Ht) wyznaczonych przez hamiltoniany H, przyjmuje wartosci:
przed pierwszym impulsem (réwnowaga boltzmannowska): po, = lkz + liz
po pierwszym impulsie, propagator exp{—i(n/2)(lkx + lix)}: p1=—lky — ly
przed drugim impulsem, po ewolucji t; z propagatorem exp{—it1(Qklxz + Quliz + ©d2lkzl2)}:

p2 = [lkyCosuds + lSinQuets — Lycosuts + lixsinCuti]cosmdiats + [21kxl12C0sQts + 21y lzSinCUuts +

2zl ixcosQuty + 2lkzlySinQuts]sinmdits
gdzie Qk, Qi przesuniecia chemiczne, a Jy stata sprze¢zenia jader K i L.

po drugim impulsie, propagator exp{—i(n/2)(lkx + lx)}, i przy zachowaniu tylko obserwabli:

p3% = [hosinQuty + lysinQuty]cosmliats — [21kylzcosQuts + 2lkzlySinQuts]sinmdiaty
Transformacje pod wpltywem kolejnych propagatorow (wyprowadzenie: C.P. Slichter Principles of
Magnetic resonance, 1963); przyktadowo dla impulsu obracajgcego magnetyzacje jadra k o kat B, B = n/2:

exp(—ip ) Ikexp(iflkx) = lkz COSP —lkySinB = —lyy
i podobnie dla jadra | oraz analogiczne dla pozostatych propagatorow
Interpretacja obserwabli (cztery cztony ps°®) prowadzacych do widma w okresie detekcji to:
- pierwszy czton daje dublety w obu kierunkach na diagonali (o1 = @ = Qx), gdzie obie linie kazdego
dubletu sa w fazie (zalezno$¢ cosinus od Ji).
- drugi czton daje dublety w fazie na diagonali (w1 = w2 = )
- trzeci czton daje cross-peak dla @y = Q, w2 = Qk z liniami w antyfazie (zalezno$¢ sinus od Ji).

- czwarty czlon daje cross-peak dla o1 = Qk, @ = 4 z liniami w antyfazie.
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WYKEAD 14 & WYKEAD 15

Analogicznie do dwuwymiarowych eksperymentéw homojadrowych 2D *H NMR
opracowano heterojadrowe eksperymenty dwuwymiarowe, w ktorych mozna
rejestrowaé korelacje par jader sprzgzonych skalarnie: jedno jadro to najczesciej proton, a
drugie to wegiel °C, azot ®N lub fosfor 3P [PLANSZA 71: eksperyment 2D

heterojadrowy]. Opracowano rézne wersje eksperymentow hetero-COSY, np. HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Correlation) {Zadanie 34} lub HMBC (Heteronuclear
Multiple-Bond Correlation). Na jednej osi widma dwuwymiarowego sga przesunigcia
chemiczne protonéw a na drugiej innego z wymienionych heterojader. Trzecia 0§ okresla
intensywno$ci. Widmo nie ma diagonali; a rzutowanie na kazda z osi daje cze$é
(edytowanie !) widma jednowymiarowego kazdego z jader.

Spektroskopie¢ dwuwymiarowa mozna rozszerza¢ na dalsze wymiary. Eksperyment

trojwymiarowy 3D NMR [PLANSZA 72: heterojadrowy eksperyment trojwymiarowy]

jest ztozeniem dwoch eksperymentéw dwuwymiarowych o dowolnej kombinacji. Po
trojwymiarowej transformacji Fouriera sygnatu FID, na kazdej z trzech osi jest
przesunigcie chemiczne dowolnego jadra sprzg¢gajacego si¢ (skalarnie i/lub dipolarnie) z
dwoma pozostatymi. Efektywne wykorzystanie metod 3D daja eksperymenty, w
ktorych przynajmniej jedna o$ jest osia przesuni¢é¢ chemicznych heterojadra (nie-
protonu). Jednak zwigzki muszg by¢ wzbogacane do duzej zawartosci rzadkiego
izotopu (N i/lub BC). Na takich widmach informacja zawarta w pikach
pozadiagonalnych widm dwuwymiarowych zostaje ,,rozciggnigta” na trzeci wymiar i
nakrywajace si¢ sygnaty dwuwymiarowe ulegaja rozseparowaniu w trzecim wymiarze, a
jesli to nie wystarcza takze w czwartym: 4D NMR. Techniki 3D i 4D pozwalaja na
wykonanie przyporzadkowania w podwoéjnie znakowanych 3C i *N biomolekutach o
masie czasteczkowej do ok. 30 kDa. Implementacja do eksperymentow nD wspomnianych
juz (Wyktad 11) technik TROSY i CRINEPT pozwala ,teoretycznie” rozszerzyé
stosowalnos¢ NMR , high resolution” na dowolnie duze uktady molekularne. W literaturze
opisanych jest ponad 500 eksperymentow wieloimpulsowych, ktore daja szeroki zakres
informacji o czasteczkach i umozliwiaja zastosowanie rezonansu NMR w innych celach

niz spektroskopia molekularna.

Wielowymiarowa spektroskopia oscylacyjna (IR i Ramana) i elektronowa (ES,

electronic spectroscopy), okreslane wspolnym terminem wielowymiarowa koherentna
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spektroskopia CMDS (Coherent MultiDimensional Spectroscopy), datuje si¢ od
eksperymentow w 1999 roku, ale jesli chodzi o wielowymiarowe metody IR i Ramana to
sag one bezposrednio zwigzane z technikg CARS (Coherent Anti-Stokes Raman
Spectroscopy) z lat 70-tych XX wieku. Niewatpliwy impuls dla rozwoju tych technik daty
eksperymenty wielowymiarowe NMR. Roznica polega przede wszystkim na
zdecydowanie lepszej rozdzielczosci czasowej technik optycznych w analizie dynamiki
i przeksztalcen strukturalnych czgsteczek, ktore osiagaja 100 fs dla spektroskopii
oscylacyjnej CMDVS (Coherent MultiDimensional Vibrational Spectroscopy) i 20 fs dla
elektronowej CMDES (Coherent MultiDimensional Electronic Spectroscopy).

W przyktadowym eksperymencie 2D IR echa wibracyjnego 2D IR VE (2D Infra
Red Vibration Echo; podobnie jak w NMR jest wiele rodzajéw takich eksperymentow)

roztworu wodnego NaBr jak na planszy [PLANSZA 73: wielowymiarowa spektroskopia

IR], zaobserwowano drgania rozciagajace O — 2H w czasteczkach HO?H. Eksperyment
sktada si¢ z trzech impulsow IR dostrojonych do pozadanej czestosci drgan O — 2H.
Pierwsze dwa impulsy w zmiennym (inkrementowanym) odstgpie czasu t ,,znakujg”
wyj$ciowy stan molekularny. Uktad ewoluuje w statym czasie Tw mi¢dzy drugim a trzecim
impulsem (odpowiednik czasu mixing w NMR). Podczas detekcji po trzecim impulsie w
czasie m, 0 < m < 1, powstaje sygnal echa dla ktorego rejestruje si¢ amplitude i faze

(heterodyne detection) przez ztozenie z dodatkowym, stabym impulsem LO (local

oscilator). Po dwuwymiarowej transformacji Fouriera powstaje widmo we wspotrzednych
o/ om, ktore zawiera sygnaly diagonalne i pozadiagonalne. Diagonalne odpowiadaja
drganiom rozciagajacym O — ?H czasteczek wody zwiazanych z anionami Br~ (wyzsza
czestos$€) 1 w wigzaniach wodorowych z tlenami innych czgsteczek wody (nizsza czestosc).
Sygnaty pozadiagonalne odpowiadaja wymianie chemicznej deuteru miedzy obu typami
czasteczek wody. Zalezno$¢ czasowa wzrostu pikow pozadiagonalnych i zaniku
diagonalnych w funkcji Tw dostarcza wartosci stalych szybkosci wymiany. Techniki 2D
IR umozliwiaja pomiar wzajemnych korelacji réznych modéw drgan czasteczki, co w
powigzaniu z odpowiednig analizg teoretyczng pozwala np. wyznaczy¢ odleglosci miedzy
tymi drgajacymi fragmentami. Jeszcze wigksze mozliwosci wgladu w dynamike molekut
dajg aktualnie rozwijane techniki 3D IR.

Podobnie jak spektroskopia 2D IR, spektroskopia elektronowa 2D wykorzystuje
trzy superkrotkie impulsy laserowe, oddzielone zmiennym czasem t (koherencji) i statym

T. Wzbudzenie tzw. odpowiedzi optycznej trzeciego rzedu polaryzacji uktadu
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molekularnego daje sygnal koherentnej emisji, ktorego detekcja (heterodyne - LO) w
czasie t, tzw. refazowania (rephasing), a nastepnie fourierowska transformacja daje widmo

elektronowe 2D o</ o [PLANSZA 74: wielowymiarowa spektroskopia elektronowa].

Sygnaly pozadiagonalne przy wzbudzeniu i emisji o réznych czestoSciach pozwalaja:

(@) identyfikowac¢ korelacje (sprzezenia) mi¢dzy stanami elektronowymi;

(b) okresla¢ drogi przeplywu energii wzbudzenia, a stad wyznacza¢ konfiguracje
przestrzenne przez probkowanie przejs¢ elektronowych (znaczace osiagnigcia W badaniach

fotosyntezy).

Badanie duzych polimeréw biologicznych i ich komplekséw mozna prowadzi¢ w
spos6b niestandardowy dla pojedynczej czasteczki. Opracowanie roéznych technik
obserwacji pojedynczych, duzych biomolekut przy uzyciu réznego typu mikroskopow
(mikroskopia sit atomowych AFM, mikroskopia elektronowa cryo-EM) oraz manipulacji
pojedynczymi molekutami (szczypce optyczne, szczypce magnetyczne, mikroskopia sit
atomowych AFM) zwrécito uwage na mozliwo$¢ analogicznego podejscia  w
spektroskopii. Aktualne metody SPEKTROSKOPII POJEDYNCZEJ CZASTECZKI
(SMS, single molecule spectroscopy) dotycza emisji fluorescencyjnych sond
przyczepionych do makroczasteczek. Technika SMS wymaga wyrafinowanych metod:

- wzbudzania matych obszaréw (redukcja tla),
- wydajnej optyki zbierania swiatta fluorescencyjnego,
- punktowych detektorow o duzej czutosci typu CCD (charge coupled device).

Szereg przyktadowych zastosowan fluorescencji w wersji SMS [PLANSZA 75:

spektroskopia SMS] obejmuje okreslenie nastepujacych parametrow.

(A) Lokalizacja pojedynczego fluoroforu z duza doktadnoscia. Punktowe w stosunku do
dhugosci fali zrodto emisji (fluorofor) daje plamke PSF (point-spread-function), ktorej
polozenie mozna zlokalizowa¢ z doktadnos$cia do ok. nanometra.

(B) Wzajemna lokalizacja makromolekut znakowanych sondami (odejmowanie PSFs)
(C) Sledzenie w czasie zmian konformacyjnych w pojedynczej czasteczce z dwoma
fluoroforami

oraz

(D) zmian w czasie wzajemnego polozenia dwoch makroczasteczek z réznymi sondami
fluorescencyjnymi (procesy asocjacji i dysocjacji). W obu przypadkach wykorzystuje si¢

efekt rezonansoweqgo transferu energii wzbudzenia FRET dla fluoroforéw odlegtych o ok.

2+8nm.
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(E) Orientacja momentu dipolowego przejscia czasteczki przyczepionej do podtoza

oraz

(F) stopien ruchliwo$ci momentu (orientational freedom). Informacje uzyskuje sie¢
poprzez modulacje polaryzacji $wiatta wzbudzajgcego.

(G) Wplyw parametréw otoczenia na makroczasteczki poprzez rejestracje zmian
$wiecenia i czasOw zycia fluorescencji. Przyktadowo, fluktuacje intensywnos$ci Swiecenia
fluoroforu przyczepionego do kanatu blonowego oddaje lokalne zmiany stezenia
przeptywajacych jonow.

(H) Laczenie kilku technik SMS, np. (C) i (G) daje informacje o zmianach

konformacyjnych kanatéw jonowych pod wptywem zmian przeptywu jonow.

Problem szeroko rozumianego wykorzystania metod spektroskopowych byt juz
poruszany wielokrotnie w trakcie catego wyktadu. Zakres zagadnien z fizyki (biofizyki),
chemii i biologii molekularnej, ktéore mozna bada¢ metodami spektroskopowymi jest

bardzo szeroki [PLANSZA 76: zastosowania spektroskopii] i wykracza poza

zagadnienia czysto molekularne.

(A) Oznaczanie zawarto$ci zwigzkow chemicznych w roztworach oraz wyznaczanie ich
stezen: absorpcja UV-VIS
(B) Wyznaczanie struktury chemicznej czasteczek organicznych (wzor strukturalny):
NMR, IR i Raman;
(C) Wyznaczanie parametrow struktury elektronowej
- klasyfikacja stanow elektronowych czasteczek: absorpcja UV-VIS, emisja
wymuszona, fluorescencja;
- drogi transferu energii wzbudzenia elektronowego: CMDES
(D) Wyznaczanie (ilosciowe lub jakosciowe) struktury przestrzennej czasteczek:
- dlugos$ci wigzan 1 katy ptlaskie: IR, Raman, NMR
- stereoizomeria: ROA, VCD, CD
- konformacje: NMR, EPR, fluorescencja (FRET), CMDS, CD, VCD, RR
(E) Wyznaczanie parametréw dynamicznych ruchow molekularnych:
- dyfuzji rotacyjnej: fluorescencja, NMR
- dyfuzji translacyjnej: EPR, fluorescencja FCS
- wymiany chemicznej, w tym przeksztatcen konformacyjnych: CMDS, NMR
(F) Sledzenie przeksztatcen konformacyjnych: absorpcja UV-VIS, CD, NMR
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(G) Wyznaczanie populacji konformerow i wysokosci barier energetycznych dla przejsé¢
konformacyjnych: NMR
(H) Analiza oddzialywan miedzyczasteczkowych:
- asocjacje w kompleksy stabilizowane przez wigzania wodorowe, stacking: IR,
Raman, NMR, CMDVS
- agregacje: ES, NMR
(1) Weryfikacja obliczen kwantowych: IR, Raman, NMR
(J) Wspomaganie technik mikroskopowych: fluorescencja, RR
(K) Sledzenie manipulacji pojedynczymi molekulami: SMS
(L) Nieinwazyjne obrazowanie w diagnostyce medycznej: NMR
(M) Komputery kwantowe: NMR
Juz w latach 60-tych XX wieku pokazano duze mozliwosci spektroskopii w
badaniach ODDZIALYWAN MIEDZYCZASTECZKOWYCH (punkt H), np. detekcja
IR  powstawania stabilizowanych przez wigzania wodorowe  kompleksow
komplementarnych zasad kwaséw nukleinowych w roztworze niepolarnym [PLANSZA
77: komplementarne parowanie zasad AT; absorpcja IR]. W klasycznej pracy Hamlin
et al. Science 148, 1734, 1965 zarejestrowano charakterystyczne pasma drgan

rozciagajacych —NH; dla 9-etylo-adeniny: 3416 cm™ i 3527 cm }[PLANSZA 27]. Wzrost

stezenia prowadzi do powstania dodatkowych pasm od drgan rozciagajacych N-H w
wigzaniach wodorowych N—H...N autoasocjatow: 3482 cm?, 3312 cm™® i 3255 cm™.
Podobnie w 1-cykloheksylo-uracylu wystepuje drganie rozciagajace N-H przy 3392 cm a
wzrost stezenia prowadzi do pojawienia si¢ dodatkowych pasm dla tej grupy w wigzanich
wodorowych autoasocjatéw N-H...O: 3210 cm™, 3110 cm, 3050 cm™t. W mieszaninie
obu zwiazkéw obserwuje si¢ nowe silne pasma przy 3490 cm i 3330 cm™ (stabsze
przy 3260 cm™ i 3200 cm™), odpowiadajace wigzaniom wodorowym N-H...N i N-
H...O miedzy adening i uracylem; zalezno$¢ stezeniowa pokazuje maksimum ich
intensywnosci dla stosunku 1:1 adeniny do uracylu, czyli dla dimeru.

Warto zwroci¢ uwage na wszechstronne wykorzystania spektroskopii NMR, m. in.
do okreslania struktury przestrzennej czasteczek organicznych o bardzo szerokim zakresie

mas czasteczkowych (D) [PLANSZA 78: wyznaczanie parametrow strukturalnych].

Mierzone parametry NMR: stale sprzezenia skalarnego 1 intensywnosci efektu
Overhausera daja bezposrednio lokalne parametry przestrzenne, odpowiednio katy
dwuscienne w fragmentach czteroatomowych i odleglosci jadro - jadro, a takze

informacje o globalnych orientacjach fragmentow biomolekul, na podstawie rejestracji i
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analizy tzw. resztkowych sprz¢zen dipolarnych RDC dla czasteczek czg§ciowo
zorientowanych wzdtuz okreslonej osi w przestrzeni (0mawiane na Wyktadzie "Biofizyka

doswiadczalna").

Zjawisko magnetycznego rezonansu jadrowego znalazlo bardzo interesujace
zastosowanie w DIAGNOSTYCE MEDYCZNEJ do nieinwazyjnego obrazowania
narzadow i tkanek MRI (magnetic resonance imaging) [PLANSZA 79: nieinwazyjne

obrazowanie MRI (magnetic resonance imaging)]. Zamiast magnesow z matg komora
dla probek spektroskopowych i1 polach magnetycznych Bo o duzych indukcjach ~20 T
stosuje si¢ magnesy o duzych komorach dla pomieszczenia catego pacjenta i stosunkowo
niewielkich indukcjach ~2 T. W technice obrazowania MRI wykorzystuje si¢ réznice
intensywnoéci sygnalow rezonansowych *H w zaleznoéci od:
- iloéci wody w tkance (czynnik dominujacy),
- ilo$ci tluszcezu,
- czasow relaksacji protonéw T1 i To.
Silny, ale zréznicowany sygnat NMR obserwuje sig od réznych tkanek migkkich a staby
od kosci i pluc (,,pusta” przestrzen). Zasada obrazowania polega na uzyskaniu zjawiska
rezonansu od niewielkich, Scisle zlokalizowanych przestrzennie fragmentdw na jakie
mozna podzieli¢ duzy obiekt; mozna uzyskac liniowa zdolnos¢ rozdzielcza rzedu mm w
kazdym z trzech wymiardéw. Zastosowanie liniowych gradientow pola:

Ox = 0Bo/OX X — 0§ przylozenia gradientu
powoduje zréznicowanie czestosci rezonansowych ® w zaleznosci od polozenia
fragmentu x zgodnie z warunkiem rezonansu:

® = y1(Bo + X0x)
i daje mozliwos¢ wyznaczenia potozenia tego fragmentu z czestosci sygnatu:

X = o/ (yH0x)
Przykladowo: dwa probniki z woda daja jeden wspolny sygnatl rezonansowy w
jednorodnym, stalym polu Bo a zastosowanie liniowego gradientu wzdtuz 0si ustawienia
probnikéw daje dwa sygnaly rezonansowe o intensywnos$ciach proporcjonalnych do ilosci
wody w probnikach i réznych czesto$ciach rezonansowych, ktore mozna przeliczy¢ na
potozenie probnikow (szczegoétowy opis technik obrazowania, sekwencji impulséw i

gradientow itp. mozna znalezé W_specjalistycznych opracowaniach). MRI umozliwia

(wymieniam tylko czg$¢ mozliwosci):
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- diagnozowanie nowotworow;
- analize czynnos$ci mozgu w wersji fMT]I (functional magnetic resonance imaging);
- Sledzenie metabolizmu w potgczeniu ze spektroskopig in vivo NMR;

- rejestracj¢ obrazéw mikroskopowych.

Na zjawisku NMR moze opiera¢é si¢ budowa KOMPUTEROW
KWANTOWYCH [PLANSZA 80: komputery kwantowe]. Jednostka informacji w

komputerze klasycznym czyli bit moze przyjaé¢ wartos¢ 0 lub 1. Bit kwantowy czyli gbit
odpowiada np. kwantowemu uktadowi dwoch poziomoéw energetycznych magnetycznego
momentu jadra I = % w polu Bo. Ustawieniu spinu o mozna przypisa¢ wartos¢ 0 a
ustawieniu B warto$¢ 1. Ale gbit moze istnie¢ takze jako kwantowa superpozycja ¢
stanéw O i 1:

9> = cija> + o>
scharakteryzowana przez wartosci zespolonych wspotczynnikoéw ci1 i C2 rozwinigcia funkcji
falowej |¢p>. Ta sytuacja odpowiada pojawieniu si¢ magnetyzacji uktadu jadrowego
prostopadiej do pola Bo. Klasyczny rejestr N bitow jest scharakteryzowany przez N liczb 0
i 1, natomiast rejestr kwantowy przez 2N liczb zespolonych. Wynika stad mozliwo$¢
jednoczesnego prowadzenia obliczen rownolegtych czyli paralelizacji. Przyktadowo,
kwantowy algorytm Shora faktoryzacji na czynniki pierwsze duzych liczb nie wymaga
eksponencjalnego wzrostu czasu operacyjnego wraz ze wzrostem ilosci znakéw liczby, co
ma istotne znaczenie zwigzane z tamaniem kodow kryptograficznych.

Realizacja bramki logicznej ,,warunkowego NOT” na dwubitowym komputerze
NMR opartym na uktadzie dwu jader 3C — 'H w czasteczce chloroformu CHClz wynika z
zastosowania sekwencji dwu impulséw obracajacych magnetyzacie *C o kat n/2 i
oddzielonych czasem t = 1/{23J(*3*C,*H)}. Zgodnie z modelem wektorowym magnetyzacja
13C ulega roztozeniu na dwie sktadowe, zaleznie od kierunku spinu protonu. Postaé
widma C : sygnal dodatni czy ujemny stanowi realizacje¢ bramki:

00 — 10 zero przechodzi w jeden jesli drugie jest zero

01 — 01 zero przechodzi w zero jesli druga jest jedynka.
Warunkiem dziatania komputera jest mozliwo$¢ manipulowania pojedynczymi jadrami
(gbit-ami) a nie makroskopowa magnetyzacja, tak aby jednoznacznemu stanowi na
wejsciu odpowiadat jednoznaczny stan na wyj$ciu. Wymagany efekt uzyskuje sie¢ przez

polaryzacje spinéw w niskich temperaturach. Czas pracy bramki jest uwarunkowany
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czasem relaksacji. Komputery wielobitowe wymagaja czasteczek z uktadami jader

sprzgzonymi sekwencyjnie (a nie kazdy z kazdym).

KOMPLETNE MONOGAFIE POSZCZEGOLNYCH DZIALOW
SPEKTROSKOPII MOLEKULARNEJ W JEZYKU ANGIELSKIM
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