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Vad är ”kvant” i kvantmekanik?
 Att något är kvantiserat betyder att det inte kan anta vilka värden som helst. Inom kvantmekaniken betyder det till exempel att den minsta energi som ljus av en viss frekvens kan ha är 𝐸 = ℎ𝜈 Det betyder också att hel- och halvtal naturligt kommer in i ekvationerna om ett visst antal hela eller halva våglängder måste få plats inom ett visst område. Konstigare är det inte!
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Vad är spektroskopi?
 Spektroskopi är studier av övergångar mellan energinivåer där en foton absorberas eller emitteras. Bara vissa övergångar är spektroskopiskt tillåtna, alltså kan orsakas av eller orsaka fotoner urvalsregler För olika grenar av spektroskopin (rotations, vibrations, Raman, elektron, kärnmagnetisk resonans…) gäller olika urvalsregler. Gemensamt för all spektroskopi är att molekylen som studeras har ett (åtminstone tillfälligt) dipolmoment. Storheten som måste vara skild från noll för att detta ska vara uppfyllt kallas övergångsdipolmomentet.
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Fleratomiga molekylers vibrationer Begränsat antal oberoende vibrationer = normalvibrationer (kallas även vibrationsmoder). Sker så, att tyngdpunkten ej rubbas. Antal? Molekyl med N st atomer har 3N - 6 st, om linjär 3N - 5 st. Bevis: N st. atomer ger 3N oberoende rörelser 3N Tyngdpunkts rörelse (translation) 3 st koordinater – 3 Rotation kring tyngdpunkt (3 axlar) – 3 Återstår 3N – 6 En linjär molekyl har bara 2 rotationsaxlar ⇒ 3N - 5 oberoende vibrationer. Ex. HCl: 2 atomer, linjär (förstås!) ⇒ 1 st vibration Ex. CO2 linjär, 3 atomer ⇒ 4 st oberoende vibrationer Ex. H2O vinklad, 3 atomer ⇒ 3 st oberoende vibrationer
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Elektronspektroskopi
 • Elektronövergångar studeras
 • Stora energiskillnader jämfört med rotations- och vibrationsspektroskopi (∆E = 2⋅10-19 - 2⋅10-18 J/molekyl = 120 - 1200 kJ/mol)
 • Energier motsvarar kort IR + Synligt ljus + UV, λ = 1000 - 100 nm (synl. 400 - 700 nm)
 Elektronabsorptionsspektrum av klorofyll i det synliga området. Notera att det är blått och rött ljus som absorberas, inte grönt!

Page 6
						
						

Elektronövergångar
 Ofta övergång HOMO → LUMO ⇒ någon bindning försvagas (jmf. fotokemi och fotolys i kinetiken). ∆E = ∆Eel + ∆Evib + ∆Erot kombination av många toppar som breddas ut av: • Otillräcklig upplösning hos spektrometern • Livstidsbreddning (vätskeprover) Användning: • Studier av atom- och molekylenergier (orbitaler) • Kvantitativ analys, Beer-Lamberts lag. • Strukturanalys (IR och NMR vanligare).
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Beer-Lamberts lag
 Används för kvantitativa studier baserade på elektronabsorptionsspektrum.
 𝐼 = 𝐼0 ⋅ 10−𝜀⋅𝑐⋅𝐿 Eller om storheten absorbans införs:
 𝐴 = log𝐼0𝐼 = 𝜀 ⋅ 𝑐 ⋅ 𝐿
 En annan storhet som ibland används är transmittans som definieras:
 𝑇 =𝐼𝐼0
 I=intensitet för transmitterat ljus I0=intensitet för inkommande ljus ε=extinktionskoefficient c=koncentration L=kyvettlängd

Page 8
						
						

Elektronövergångar sker ”rakt upp”: Vibrationsfinstruktur
 Frank-Condon principen säger att eftersom kärnor väger så mycket mer än elektroner går elektronövergångar mycket fortare än hur atomkärnorna rör sig. Absorptions-spektra ger info om vibrationstillstånd i det elektronexciterade tillståndet.
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Elektronspektra från homodiatomära molekyler
 Paritet hos symmetriska (homoatomära) molekyler. Inversion: Punkten (x,y,z) → (-x,-y,-z)
 Vänster molekylorbital (MO) har jämn paritet (g). Höger MO har udda (u).
 Kuriosa Beteckningarna g och u kommer från tyskan och står för ”gerade” och ”ungerade”
 Om vågfunktionen är oförändrad jämn paritet Om vågfunktionen byter tecken udda paritet Total paritet: produkten av alla elektroners pariteter där g×g=g, u×u=g och u×g=u Alla grundtillst. med parvis fyllda MO blir g (u x u = g)
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Paritet hos andra molekyler
 Osymmetriska diatomära molekyler som H-Cl, C≡O saknar paritet. Större molekyler med symmetricentrum, t.ex. oktaedrisk som för SF6 har paritet.
 Svavelhexafluorid har paritet
 Väteklorid och koloxid saknar paritet
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Laportes regel
 För diatomära molekyler av samma atomslag samt även större molekyler som har inversionscentrum gäller: Endast övergångar som innebär byte av paritet är tillåtna Regeln kan upphävas av vibrationer som bryter symmetrin. Sådana kallas vibroniskt tillåtna elektronövergångar och resulterar i relativt svaga toppar.
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Elektronspektra för polyatomära molekyler: Ligandfältsplittring och d-d övergångar
 I en atom är alla d-orbitaler degenererade (har samma energi) men i ett komplex där det ingår en d-metal bryts symmetrin och tre orbitaler får lägre energi och två får högre energi, ∆O = ligandfältsplittring.
 Exempel: Titan(III)hexahydratjonen
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Elektronspektra för polyatomära molekyler: Laddningsövergångar
 Ett d-metal komplex kan absorbera strålning som resultat av att en elektron överförs från ligand till centralatom. I en sådan laddningsövergång förflyttas elektronen långt så att övergångsdipolmomentet blir stort och absorptionen blir effektiv. Denna process är anledningen till den intensivt violetta färgen hos permanganatjonen. Elektronen migrerar från en orbital som är lokaliserad till syre till en som är lokaliserad till mangan. Detta är ett exempel på ligand-to-metal charge-transfer transition (LMCT).
 Det omvända kallas metal-to-ligand charge-transfer transition (MLCT). Ett exempel är överföring av en d-elektron till antibindande π orbitaler hos en aromatisk ligand. Detta exciterade tillstånd har lång livstid om elektronen är delokaliserad över flera aromatiska ringar och kan delta i fotokemiskt inducerade redoxreaktioner. Kaliumpermanganatlösning
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Elektronspektra för polyatomära molekyler
 Exempel på övergångar i polyatomära atomer
 Absorption av en foton kan ofta hänföras till en viss grupp i en molekyl. Grupper med karaktäristiska absorptionsvåglängder kallas kromoforer och närvaro av sådana ger ofta ämnen deras färger. Två vanliga övergångar är ππ* och nπ*.
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Exempel på övergångar för polyatomära molekyler: ππ* och nπ*
 ππ* övergång π är en bindande och π* en antibindande molekylorbital.
 nπ* övergång n är en orbital som huvudsakligen är lokaliserad till en viss atom.
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Elektronspektra för polyatomära molekyler: ππ* övergångar
 Absorption av en C=C dubbelbindning resulterar i excitation av en π elektron till en antibindande π* orbital. Kromoforaktivieten beror alltså av en π π* övergång ( ‘π till π-stjärna). Energin motsvarar absorption vid 180 nm (ultraviolett). Om dubbelbindningen är del av ett konjugerat nätverk ligger orbitalernas energier närmre och absorption sker vid längre våglängder, ibland ända in i det synliga området. Ett viktigt exempel på sådana övergångar är syn hos människor och djur.
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Cirkulär dikroism
 Planpolariserat ljus. Cirkulärpolariserat ljus åt höger respektive åt vänster.
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Cirkulär dikroism
 Optiskt aktiva (kirala) molekyler molekyler absorberar cirkulärpolariserat ljus åt vänster och höger olika mycket. Skillnaden kallas cirkulär dikroism (CD) och utgör ett effektivt sätt att studera kirala molekyler. Det är till exempel möjligt att säga vilken enantiomer som befinner sig i ett prov, vilket vore omöjligt med vanlig absorbtionsspektroskopi i UV eller synliga området.
 En CD spektrometer av den typ som finns vid IFM.
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Cirkulär dikroism: studier av proteiners sekundärstruktur
 Proteiner är kirala molekyler och ger en CD signal. Dessutom är sekundärstrukturelement i sig kirala och ger olika CD signaler vid olika våglängder. CD spektroskopi är därför ett viktigt verktyg för att undersöka ett proteins sekundärstruktur och hur de förändras.
 Dessa proteiner ger olika CD spektrum
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Cirkulär dikroism: studier av proteiners sekundärstruktur
 -10
 -5
 0
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 Återveckat protein
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 -5
 0
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 Nativt protein
 Slutsats: Calmodulin kan denatureras och återveckas.
 Calmodulin
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Cirkulär dikroism: studier av proteiners sekundärstruktur
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 Scan nativt med 10 ekv Ca
 Scan nativt med 5 ekv Ca
 Scan nativt utan Ca
 Slutsats: Calmodulins sekundärstruktur ändras inte nämnvärt då kalcium binder
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Cirkulär dikroism: studier av proteiners sekundärstruktur
 -2000
 -1500
 -1000
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 0
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 -7-6-5-4-3-2-10
 0 20 40 60 80 100Temperatur (C)
 Våglängdsscan vid 25 grader Celsius Temperaturscan vid 222 nm
 Slutsats: Kinaset S6K2 har en ”smältpunkt” på 60°C.
 Kinaset S6K2
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Vad händer med exciterade molekyler?
 1. En strålande återgång är en process där molekylens excitationsenergi avges som en foton.
 2. I en icke-strålande återgång, avges överskottsenergin som vibrations-, rotations-, eller translationsenergi till omgivande molekyler. Excitationsenergin övergår till värme.
 3. En exciterad molekyl kan också reagera kemiskt, t.ex. fotolys. I fluorescens emitteras en foton spontant inom några nanosekunder efter att excitationsstrålningen stängts av. I fosforescens emitteras efter längre tid, normalt någon sekund men molekylen kan i extremfall vara exciterad i minuter eller timmar. Fluorescens är således en snabb omvandling av absorberad strålning till emitterad foton medan fosforescens innebär att energi lagras i en reservoir den sakta läcker från.
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Jämförelse av tidsberoende för fluorescens och fosforescens
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Fluorescens
 Notera: 1) Absorption sker normalt vid kortare våglängd än fluorescens. 2) Absorptionsspektrat ger info om vibrationer i det elektronexciterade
 tillståndet. Fluorescensspektrat ger info om vibrationer i elektrongrundtillståndet.
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Fluorescens: skift pga lösningsmedel
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Fluorescens: studier av biomolekyler
 Fluorescence är en viktig teknik för studier av proteiner Förutom vissa kofaktorer, fluorescerar även amonisyrorna tryptofan (λabs ≈ 280 nm and λfluor ≈ 348 nm in water), tyrosin (λabs ≈ 274 nm and λfluor ≈ 303 nm in water), and fenylalanine (λabs ≈ 257 nm and λfluor ≈ 282 nm in water). En aminosyrasekvens som fluorescerar extremt är oxiderade formen av serine–tyrosine–glycine (λabs ≈ 394 nm and λfluor ≈ 509 nm) som sitter i Green fluorescent protein (GFP). I fluorescensmikroscopi, sätts fluorescerande molekyler på proteiner eller DNA och det går på så sätt att lokalisera var i cellen de befinner sig och vad de interagerar med.

Page 28
						
						

Fluorescens: green fluorescent protein
 Oxiderade formen av Ser-Tyr-Gly Varianter av GFP (BFP, YFP etc)
 En aminosyrasekvens som fluorescerar extremt är oxiderade formen av serine–tyrosine–glycine (λabs ≈ 394 nm and λfluor ≈ 509 nm) som finns i green fluorescent protein (GFP). Upptäckten av GFP belönades med Nobelpriset i kemi 2008.
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Fluorescens: identifiering av aggregat och olika celltyper
 Från Peter Nilssons hemsida
 Tiofeners fluorescens-spektrum förändras då de binder aggregerade proteiner
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Singlett- och triplettillstånd
 Singlett
 Triplett
 De olika möjligheterna för triplettillstånd
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Fosforescens
 Fosforescens är möjlig på grund av att spin-orbit koppling gör den förbjudna övergången TS (svagt) tillåten. Eftersom övergången endast är svagt tillåten är processen inte så effektiv. Processen är alltså vanligast för atomer som har stark spinn-orbit koppling och den är vidare mest effektiv för fasta ämnen där energiöverföring är mindre effektiv.
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Fluorescens-Fosforescens
 Jablonski diagram för naftalen
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Dissociation
 Ett anat öde för exciterade molekyler är dissociation (fotolys). Dissociation kan ses i ett absorptionsspektrum genom att vibrationsstrukturen avbryts vid en viss energi. Över denna gräns absorberas energi i ett kontinuerligt band eftersom som rörelseenergin hos de uppkomna fragmenten är okvantiserad.
 Metoden kan användas för att avgöra dissociationsenergin.
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Lasrar
 LASER = Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
 Laserstrålningens egenskaper: 1) Monokromatisk (en väldefinierad våglängd) 2) Koherent (alla fotoner i fas) 3) Välkollimerad (ljuset divergerar inte) 4) Hög effekt inom liten yta 5) Kan vara pulserande 6) Kan vara polariserad
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Stimulerad emission
 hν
 E0
 E1 ⇒
 hν hν ⇒
 hν
 Absorption Stimulerad emission
 En foton kan orsaka såväl absorption som emission!
 Einsteins uttryck för hastighet för emission (spontan + stimulerad):
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Populationsinversion
 Om vi ska få ut fler fotoner än vi skickar in måste fler molekyler befinna sig i det exciterade tillståndet än i grundtillståndet.
 E0
 E1 ⇒
 Populations-inversion Önskad
 fördelning
 Normal Boltzmann-fördelning
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Tre- och fyranivålasrar
 Trenivålaser:
 hνlaser
 X
 I Strålningsfri relaxation
 A hνp
 ”Pump” hνlaser
 hνlaser
 (νp ≠ νlaser så hνp kan inte emissions- stimulera övergången A → X.)
 hνlaser
 Strålningsfri relax.
 hνp Nästan tom ⇒ Stor pop.- inversion
 hνlaser
 hνlaser
 Strålningsfri relax. (snabb)
 Fyranivålaser:
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Laserkonstruktion
 Spegel (halvgenomskinlig)
 ⇒
 Spegel

Page 39
						
						

Exempel på lasrar
 hνlaser
 Annat spinntillstånd
 hνp
 694 nm (röd)
 Fast fas: Rubinlaser Al2O3 dopad med Cr3+ d-orbitaler på Cr3+
 hνlaser
 överföring via kollisioner
 hνp 633 nm (röd)
 He Ne
 Gasfas: He-Ne laser
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Användningsområden:
 • mätteknik (exempelvis IR/Raman-spektrometrar, femtosekund-spektroskopi, avståndsmätning),
 • skära saker (från biltillverkning till kirurgi), • inducera fotokemiska reaktioner, • isotopanrikning, • sikten för projektiler • IT (DVD/CD-spelare, laserpulser i fiberoptik,
 optronik)
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Fotoelektriska effekten
 Om 𝜈 < 𝜈0 frigörs inga elektroner. Det spelar ingen roll om ljusets intensitet ökar.
 Om intensiteten vid en fix frekvens, 𝜈 > 𝜈0 , ökar, ökar antalet frigjorda elektroner men inte deras kinetiska energi.
 Om 𝜈 > 𝜈0 ökar de frigjorda elektronernas kinetiska energi linjärt med ökad frekvens..
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Fotoelektronspektroskopi
 Här studeras energin hos utslungad elektron snarare än våglängd och intensitet av emitterad/absorberad foton. Fotoelektriska effekten
 ℎ𝜈 = 𝐼𝑖 +𝑚𝑒 ⋅ 𝑣𝑒2
 2
 ν är ljusets frekvens Ii är joniseringsenergin me är elektronens massa ve är den utslungade elektronens hastighet

Page 43
						
						

Fotoelektronspektroskopi
 hν
 e−
 ++++++
 − − − − − −
 Avböjningen ∼ 1/hastigheten för elektronen
 } Detektor
 εi
 0
 Ii
 E
 Joniseringsenergin (Ii) för elektronen i = −molekylorbitalens energi (−εi ) enligt Koopmans teorem.
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Fotoelektronspektroskopi
 Finstruktur p.g.a. vibrationsövergångar
 Fotoelektronspektrum för N2 Fotoelektronspektrum för Br2
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UPS (Ultraviolet Photoelectron Spectroscopy)
 hν i UV-området ( λ∼100 nm, ν∼1015 Hz, hν∼10 eV) medför att valenselektroner joniseras (HOMO-orbitaler etc kan studeras)
 hν i Röntgenområdet (λ∼3 nm, ν∼1017 Hz, hν∼400 eV) medför att inre-skalselektroner (core electrons) joniseras och att sådana orbitaler kan studeras.
 ESCA (Electron Spectroscopy for Chemical Analysis) • Inre-skalselektronernas orbitalenergier skiftar
 något beroende på kemisk omgivning ⇒ • Atomer i olika föreningar har olika “fingeravtryck” • Används främst för ytstudier.
 C(1s)
 XPS (X-ray Photoelectron Spectroscopy)
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Kärnmagnetisk resonans (NMR)
 Radiovågor motsvarar energi för kärnspinntillståndsövergångar
 )1( += llL
 värden)12(
 ,,,+
 +−==l
 llz llmmL
 z
 r p
 L L = r × p
 z
 Lz L L
 Rörelsemängdsmomentet är kvantiserat L:s z-komponent är också kvantiserat
 Spinn: inneboende (intrinsic) rörelsemängdsmoment hos partikel
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Klassisk förklaring till sambandet mellan kärnspinn och magnetiskt moment
 Obs! Att spinn och NMR är kvantmekaniska fenomen och att resonemanget inte är helt korrekt utan syftar till att ge en intuitiv bild. Roterande laddning = elektriskt ström ⇒ magnetiskt fält Kärnan har laddning samt rörelsemängdsmoment ⇒ Kärnan uppför sig som en magnetisk dipol Magnetiskt moment 𝜇 för kärnan: 𝜇 = 𝛾𝐿 Dess z-komponent µz: 𝜇𝑧 = 𝛾𝐿𝑧 Konstanten γ är den gyromagnetiska kvoten och är olika för olika atomkärnor
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Interaktion med ett yttre magnetiskt fält, B
 S
 N
 N S B
 z
 Epot = −µz·B
 Klassiskt:
 BmEBE Imz Iγµ −=⇔⋅−=
 BEEE γ=−=∆ +− 21
 21
 21
 21 ±=⇒= ImI
 mI = −½,+½
 B = 0
 E
 B > 0
 mI = −½
 mI = +½ 𝐸½ = −½𝛾𝛾𝛾
 𝐸−½ = ½𝛾𝛾𝛾
 Kvantmekaniskt:
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Interaktion med ett yttre magnetiskt fält, B
 BEEE γ=−=∆ +− 21
 21
 πγν2
 BL = mI = −½,+½
 B = 0
 E
 B > 0
 mI = −½
 mI = +½ 𝐸½ = −½𝛾𝛾𝛾
 𝐸−½ = ½𝛾𝛾𝛾
 πγνγνν2
 BBhEh =⇒=⇔∆=
 Larmorfrekvensen
 I NMR spektroskopi studeras övergångar mellan tillstånd med olika värden på ml. Urvalsregel: ∆ml = ± 1
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Larmorfrekvensens två tolkningar
 1. Den frekvens på elektromagnetisk som erfordras för att inducera övergångar mellan energinivåer med olika värden på mI
 2. Den frekvens med vilken magnetiseringsvektorn kommer vrida sig runt det externa magnetfältet
 Urvalsregler för NMR spektroskopi:
 Δ𝑚𝐼 = ±1
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Kemiskt skift
 Det visar sig att en viss atomkärnas exakta resonansfrekvens beror på dess omgivning. Denna egenskap, samt att NMR signalers linjebredd är extremt
 liten gör att det är möjligt att få en unik signal för varje atomkärna även i en komplex molekyl som ett protein.
 Kemiska skiftet beror på att cirkulerande elektroner inducerar fält som förändrar det ”upplevda” fältet olika för olika atomkärnor. Definition av kemiskt skift:
 𝛿 =𝜈 − 𝜈𝑟𝑒𝑟𝜈𝑟𝑒𝑟
 × 106 ppm
 där 𝜈𝑟𝑒𝑟 är en referensfrekvens.
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NMR experimentet
 Vid jämvikt: Fler atomkärnor i den lägre energinivån betyder nettomagnetisering som pekar i riktning med det externa magnetfältet. Denna nettomagnetisering kan manipuleras med pulser av radiofrekvent strålning.
 Radiofrekvent strålning i riktningen B1 gör att magnetiseringen vrids runt denna riktning. Beroende på hur länge strålningen är på vrids magnetiseringen olika mycket. Vanligast är vinklar på 90° och 180°.
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NMR experimentet
 Efter en 90° puls kommer magnetisering att rotera runt z-axeln med Larmorfrekvensen. Ett roterande magnetfält betyder att en spänning kan induceras i en spole. Detta är NMR signalen.
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NMR signalen och NMR spektrumet
 Fouriertransformering
 Den primära NMR signalen för etanol.
 Spektrumet för etanol som erhålls efter Fouriertransformering.
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NMR spektrometern
 600 MHz spektrometer vid IFM 500 MHz spektrometer vid IFM
 NMR spektrometern består av: 1. Supraledande magnet 2. Konsol med elektronik 3. Prob för att ge pulser och
 detektera signal 4. Dator för att styra experimentet
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Proteiner har så många atomkärnor att ett endimensionellt spektrum ger för mycket överlapp. Tvådimensionella experiment används därför. Information i ett protein NMR spektrum • Proteinets storlek • Sekundärstruktur • Tertiärstruktur • Folding • Dimerization • Aggregation • Interactions • Dynamik på olika tidsskalor …
 2D NMR spektrum av proteinet TPMT
 Protein NMR
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Andrésen et al., unpublished
 Användning av NMR: Beräkning av proteinstrukturer
 NMR spektrum för tioredoxin-domänen från proteinet Grx3
 Strukturen av tioredoxin-domänen från proteinet Grx3 beräknad från NMR spektrats utseende

Page 58
						
						

Användning av NMR: Utveckling av läkemedel
 Process som leder till infarkt (stroke) vid syrebrist i hjärnan Tänkbar strategi
 för att hindra processen och minska stroke-sympton
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Inbindning till PDZ1-2 inducerar random coil β-strand övergång för läke-medelskandidaten.
 Båda PDZ domänerna binder läkemedels-kandidaten
 • Dimeric inhibitor in presence of PDZ1-2
 • Dimeric inhibitor in absence of PDZ1-2
 PDZ1-2
 Läkemedelskandidaten binder båda PDZ domänerna och ändrar då sin struktur
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Inbindning får proteinet att bli mer kompakt
 τ=18.3 ns τ=18.2 ns τ=14.6 ns τ=13.6 ns
 PDZ1-2 w/o dimeric peptide PDZ1-2 w/ dimeric peptide
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Läkemedelskandidaten minskar infarktsvolymen och symptom vid syrebrist i hjärnan i musmodeller
 Infarktvolymen minskar Greppstyrkan och dess symmetri förbättras
 Bach et al., PNAS 2013
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