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Spektrometria T-jump
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Kanoniczna funkcja podziatu i prawo Boltzmanna

Funkcje podziatu opisujg statystyczne wiasciwosci uktadu w rownowadze termodynamicznej. W
rzeczywistosci istnieje kilka roznych typoéw funkcji podziatu, z ktérych kazdy odpowiada réznym
typom zespotdéw statystycznych (lub, rbwnowaznie, r6znym rodzajem energii swobodnej).
Kanoniczna funkcja podziatu ma zastosowanie do zespotu kancnicznego, w ktérym system moze
wymienia¢ ciepto z Srodowisko o statej temperaturze, objetosci i liczbie czastek,

W przypadku zdegenerowanych poziomoéow energii funkcje podziatt mozemy zapisac¢ pod
wzgledem udziatu pozioméw energii (indeksowanych przez j ) w nastepujacy sposob:
Ej
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gdzie g; jest wspétczynnikiem degeneraciji, czyli liczbg stanéw kwantowych s, ktGre maja ten sam
poziom energii okreslony przez E; = Es.

Prawo Boltzmanna:
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Rownowaga A = B z perspektywy mechaniki statystycznej

Stata rownowagi dla reakcji A <~ B moze by¢ zapisana jako:

z warunkiem zachowania masy:

Wprowadzajac utamki molowe

otrzymujemy:
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Ze standardowej termodynamiki mamy: K=exp ( — ﬁ)

gdzie AG’=gy—gi ,a g% jeststandardowa energia Gibbs'a na mol X.

- gOA \
zatem: 1 t,xp = __T )
A: ~~ 0 = 0 0
L&(.I g . g
Hrexpl~gr) expl—gr+exp(-gr)
I ' O 0
AG
exp (- g7 exp(~ g
fo= — = _ :
’ AG 0 o

Zatem standardowe swobodne energie Gibbsa mozna traktowac jak poziomy energii
w mechanice kwantowej.



Prawo Boltzmanna dla substratow i produktéw reakcji
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Temperature-Jump System, TJ-64
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System skoku temperatury TJ-64 firmy
TgK Scientific to przyrzad wykorzystujacy
metode ogrzewania Joule'a, w ktorej
wytadowanie elektryczne powoduje
szybka zmiane temperatury 100 pl
objetosci reakcji, zaburzajgc w ten sposéb
jej rownowage. Przyrzad ten umozliwia
skoki temperatury do 10°C w ciagu kilku
mikrosekund.

System sktada sie z termostatowanrgo naczynka potagczonego
bezposrednio z uktadem optycznym z mozliwoscia detekcji absorpcji i
fluorescencji. System wykorzystuje zasilacze magazynujace energie pod
wysokim napieciem w kondensatorach. Energia kondensatorow jest
szybko roztadowywana poprzez badana prébke.



A Nan OSECOI‘Id Tem peratu rE'Ju m p Apparatus (z ogrzewaniem Joule'a, za pomoca kabla koncentrycznego*)

G. W. Hoffman Measuring cell
. High Pressure Grating
Charakterystyka roztadowania kabla koncentrycznego arc tamp || Monochromator = = Photomultiplier
nie jest taka sama jak w przypadku zwyktego =1 == combyniation el
kondensatora, poniewaz kabel ma zaré6wno e volume 40100 ul | | . 1
wiasciwosci indukcyijne, jak i pojemnosciowe. W samplevoume SN E\:&*‘r Nesdipe Cathode
przypadku kabla bezstratnego najwazniejszymi | 77 S Follower
parametrami jest impedancja Z, okreslona przez E ”/ ]
_ 1/2 Hign Voltage \ |
Z=(L/C) Coaxial Cable L é , Oscilloscope
4 " ]
oraz predkos¢ propagacji v, dana wzorem é
V= (LC )— 1/2 Z h Rev. Sci. Instr., 42:1643-1647 (1971)
gdzie L to indukcyjnosé kabla na jednostke dtugosci, a C to Eé h

pojemnos$¢ na jednostke dtugosci. Dla kakia koncentryczneqo

High Voltage

-
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L=(u/27)-In(b/a) and C=(2me)[in'bla)]" 100kV

gdzie ai b to promienie edpowiednio wewnetrznego i zewnetrznego
przewodnika oraz gdzie 1 to przenikalnosé magnetyczna, a € to stata
dielektryczna izciatora. Zatem

Z=01/2x)(ul€e)*In(bla) "\ i ve={ue)™?

Czas t, przestania fali elektromagnetycznej wzdtuz kabla o
dtugosci s wyraza sie wzorem t,=s /v -

Gdy ]eden kf)mec !(a_bla jest obquon)_/ rezystancja R, Forma impulsu pradu roztadowania (R=50 Q, Z=28 Q). Skala
wspotczynnik odbicia r na tym konicu jest okreslony wzorem pozioma 50 ns/dz. Zatem wymég dopasowania nie jest bardzo
krytyczny. Wewnetrzny przewodnik jest tadowany do napiecia do
r= (R -7/ ) /(R + Z) 100 kV. Jest on odizolowany od naczynka prébki za pomoca

iskiernika wysokoci$nieniowego. Wytadowanie nastepuje poprzez
Zatem, gdy R>Z, odbicie nastepuje z tg sama faza (r>0), a gdy R<Z zaw6r magnetyczny uwalniajacy to cisnienie (okoto 10 atm).
nastepuje z odwroceniem fazy (r<0). Dla R=Z, r=0 i nie ma odbicia.  *kabel koncentryczny sktada sie z wewnetrznego przewodnika
Jest to stan pozwalajgcy na najszybsze roztadowanie kabla o danej otoczonego koncentryczna ostong przewodzaca, przy czym oba te

diugoéci. Warunek dopasowania R=Z nie jest krytyczny. elementy sa oddzielone dielektrykiem (materiatem izolacyjnym).
Predkos¢ propagaciji, z jaka sygnat elektryczny moze roschodzi¢ sie

w kablu jest poréwnywalna zpredkoscia Swiatta.



E KALIBRACJA SKOKU TEMPERATURY PRZYRZADU T-

JUMP TJ-64 Z UZYCIEM TRIS/CZERWIEK: FENOLOWA
TgK Scientific, 7 Long’s Yard St Margaret’s
Street, Bradford on Avon BA15 1DH
United Kingdom
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W celu skalibrowania ohserwowanych zmian temperatury odpowiadajacych przytozonym
napieciom wytadowania zbadario sprzezona reakcje Tris/lczerwien fenolowa za pomoca analizy
amplitudy relaksacji. Czerwien fenolowa jest powszechnie stosowanym wskaznikiem pH z
dobrze okreslong zmiana koloru podczas protonowanialdeprotonowania. Tris jest buforem o
dziataniu znaczaco zaleznym od temperatury, z pKa. rownym 8.21 w 21 °C (Tris:ApK.JAT = —
0.027/°C; czerwieii fenolowa: ApK./AT = —0.006/°C). Lewa: Zaleznos¢ pH absorbancji czerwieni
fenolowej w 100 mM roztworze Tris w temperaturze 25 °C. Prawa: Absorbancja przy 555 nm
wykreslona w funkcji dopasowania pH (czerwona linia) do:

AUmin o AUmax

1+10PH_pKa
z pKa =7.73 £ 0.01 pomiary z uzyciem spektrometru Varian's Cary 50.

AUSSS — AUmax +




Phenol red, 40 uM in cell culture medium (DMEM)

+
HO OH
/ pH 6,0 6,2 6,3 6,4 6,5 6,6
SO3 = \ . i
3 \ ‘ )
pH 6,7 6,8 6.2 7,0 71 1.2
pH 7,3 7,4 7,5 7,6 7,7 8,0

Jako wskaznik pH stosuje sie roztwor czerwieni fenolowej: jej barwa wykazuje stopniowe
przejscie od 26ttego do czerwonego w zakresie pH 6,8 do 8,2. Powyzej pH 8,2 czerwien
fenolowa zmienia kolor na jasnor6zowy (fuksja). W postaci krystalicznej oraz w roztworze w
bardzo kwasnych warunkach (niskie pH) zwigzek wystepuje w postaci jonu obojnaczego, jak w
strukturze pokazanej powyzej, z grupa siarczanowa natadowang ujemnie i grupa ketonowa
niosgca dodatkowy proton. Jesli pH wzros$nie (pKa = 1.2), proton z grupy ketonowej zostaje
utracony, w wyniku czego powstaje z6tty, ujemnie natadowany jon. Przy jeszcze wyzszym pH
(pKa = 7.7), grupa wodorotlenkowa fenolu traci swéj proton, w wyniku czego powstaje
czerwony jon.



Autojonizacja (autodysocjacja) wody ...

. to reakcja jonizacji w czystej wodzie lub roztworze wodnym, pcdczas ktorej
czasteczka wody, H:0, traci jadro jednego ze swoich atomow wodoru, stajac sie
jonem wodorotlenkowym, OH". Jadro wodoru, H*, natychmiast protonuje inna
czasteczke wody, tworzac jon hydroniowy, H:0*. W 1 dm wody okojetnej znajduje sie
Srednio 2,5-10% jonéw H* i tyle samo jonéw OH-. Kazda czasteczka wody dysocjuje
raz na 11 godzin.

H,O(l)e>H "(aq)+OH ~(aq)

K,=[H'][OH"] KX ‘=10 pH=-log,,[H "]

w

The ionic product of water
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W przyblizeniu co 0,5 ms czasteczka wody w rozpuszczalniku ,tapie” proton, ,zatrzymuje” go przez 1 ps, a
nastepnie ,,przekazuje” go sasiedniej czgsteczce wody (mechanizm Grotthusa, publikacja z 1806 r. , Teoria

rozktadu cieczy przez prad elektryczny”.). wikipedia



rownowagi kwasowo-zasadowe

|AH |
p-H':_logilO[-H L]| pKa:_loglO[Ka]
N\, A~ AG”
PH:PK\a‘HOgloﬁEPKaHOglO exp( RT ))

AG° wywiedzione z powyzszego rownania jest funkcja pH.

Rownanie Henderson’a-Hasselbach’a.



HI{TIEICH TEMPERATURE CALIBRATION OF T-JUMP INSTRUMENT TJ-64
USING TRIS/PHENOL RED

TgK Scientific, 7 Long’s Yard St Margaret’s
Street, Bradford on Avon BA15 1DH
United Kingdom
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Lewa: Widima absorbancji czerwieni fenolowej w 100 mM Tris, pH 7,7 (w 25 °C) mierzone w
réznych temperaturach.

Prawa: Zaleznosé temiperaturowa absorbancji deprotonowanej formy czerwieni fenolowej przy
555 nm. Nachylenie, dAUsss/dT, wynosi -0.0123 + 0.0004 AUsss/°C

d AU
—555-T+AUO

AU555(T): dT
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TEMPERATURE CALIBRATION OF T-JUMP INSTRUMENT TJ-64

TgK Scientific, 7 Long’s Yard St Margaret’s USING TRIS/PHENOL RED
Street, Bradford on Avon BA15 1DH
United Kingdom
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Pomiary zmian absorbancji Yoztworu Tris/fenol przy skoku temperatury przeprowadzonego

przy roztadowaniu napieé w zakresie od 5 do 12 kV.

Lewy: Krzywe relaksacji T-Jump czerwieni fenolowej w 100 mM Tris, pH 7,7, od 20 °C, mierzone
przy roznych napieciach roztadowania w TJ-64. Zmiany absorbancji przeksztatcono na zmiany
temperatury, korzystajac z nachylenia wykresu z poprzedniego slajdu.

Prawy: ZaieznoS$¢ pomiedzy wielkoscig skoku temperatury (AT) a napieciem roztadowania.
Nachylenie okreslone metoda regresji liniowej wynosi +0.0603 +0.0008 °C/kV?



Pomiar amplitudy relaksacji w doswiadczeniu skoku T

Napiecie fotopowielacza jest proporcjonalne do natezenia Swiatta padajacego: P o I.

A=2 eicil;  A=log,[I/I];  I=1,10 "=I exp|~2.303 A

AP=P—P Al=i-1  AA=A-A Ac,=c,—cC,
A=2 e =2, e +Ac|I=)) €, cl+ ), € Ac]I=A+AA

I=I,exp|—2.303 Al=1I,-exp|—2.303( A+A A||=1,-exp(—2.303 A|-exp|—2.303 A A

I=T-exp(—2.303AA| ale rowniez: T=T+AI



I+TAI=eXp(—2.303AA) = In 1+% =—2.303A A
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Wprowadzimy zmiane temperatury do ostathiego wyrazenia ...



P« I'; Pl o« I': AP°=P —P'oc T'--I'=AT°;

o o o o 50
AP AL AP AL 5303A4° = AA% = ---—M—,—_
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- 2.303:(dA/dT)-P
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Wptyw temperatury na absorpcje UV d(C-G)sT4(C-G)s w buforze.
Zmiany absorpcji wynikaja z przejScia uporzadikowanej struktury
spinki do witoséw o podwdjnej helisie do stanu zdenaturowanego

lub losowych, niesparowanych pasm spinki do wtoséw. [ rﬁ:]
Pochodzenie wzrostu absorpcji nazywa sie efektem s
hiperchromicznym, Zaobserwowane zmiany absorpcji 53 zgodne z A

zaleznosScia amplitud skokéw T od temperatury, pokazang na
prawym dolnym rysunku,

Prawy goérny: Relaksacji T-jump dla d(C-G)sT4(C-G)s w buforze,
pokazana dla dwdch skal czasu (skok od 81.1 to 81.9°C,265 nm, Az =
0.96). Linia ciagta przedstawia dopasowanie funkcji monoeksponen-
cjalnej metoda najmniejszych kwadratéw z czasem relaksacji 351 ps.
Prawy dolny: Amplitudy relaksacji Al dla skokéw temperatury w
funkcji temperatury T dia trzech r6znych stezen nukleotydéw
[absorbancja (265 nm, 1 cm, 21°C) 0.45, 0.96, and 1.53]. Linie ciggte
przedstawiaja dopasowanie metoda najmniejszych kwadratéw zgodnie
z rbwnaniem:

zmiana natezenia Swiatta Al jako funkcja zmiany entalpii
AH, stalej stabilnosci K, zmiany temperatury AT, catkowitej
zmiany natezenia Swiatta odpowiadajgcej 100 % przejsciu
Al; oraz temperatury bezwzglednej T (R= stata gazowa).

AH®-K-AT-Al,
R-T*(1+KY

Al=

o= Y
0
/
0 0.9 10 15
SRR D= P ' i
n 20 40 60
t{ms]

x

sha, 7 ‘4. | 359, | 36M.
T[K]
Biopolymers, 27:1319-1327 (1988)



Time-resolved methods in biophysics. 9. Laser temperature-jump methods for
investigating biomolecular dynamics, Photochem. Photobiol. Sci., 2009, 8, 499-512;

Jan Kubelka Uzycie lasera w eksperymentach T-jump
Q-switched Nd:YAG laser Riediith GOVErIor <600 pai D zaproponowano juz w latach 60-tych XX wieku,
L °) { & B wkroétce po pojawieniu sig laserdw impulsowych.
N Bea;;,’,’,';,;er i i j Bezposrednie ogrzewanie wodnego rozpuszczal-
g nika wyinaga impulsdéw bliskie) podczerwieni o
i . energii kilku mJ w zakresie od 1300 do 2100 nm,
s ek S E=ld sise - aby wizbudzié nadton rozciagajaceqo pasma OH.
P I & Podobnie dla D,0O, wzhudzenie nadtonu drgania
e | - { rozciac:gajqcego OD wymaga impulséw w zakresie
” =5 — 1900-2200 nm.
CW frequency doubled ¥ [k Intensywne impulsy laserowe o pozadanych
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Temperature ! z przetaczaniem Q.

controllgr
Cigital
Oscilloscope ||
fEREEey

W ciggu ostatniej dekady opracowano okoto
tuzina laserowych przyrzadéw do wykonywa-
nia skokéw temperatury. Uktady te sg podo-

. bna do siebie, réznice dotycza gtéwnie reje-

i stracji zmian zachodzacych w roztworze po
skoku temperatury.
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Schematyczny ukiad laserowego instrumentu do pomiaru skoku temperatury Narodowego
Instytutu Zdrowia (NIH). \Phctochem. Photobio!. Sci., 8:499-512 (2009)

Laserowy aparat T-jumip (przedstawiony powyzej), zostat zaprojektowany do pomiaréw kinetyki fatdowania
biatek przy uzyciu tlucrescencji tryptofanu (Trp) jako sondy. Skok temperatury jest generowany przez laser
Nd:YAG z przetaczaniem Q (Continuum Surelite 1), ktéry wytwarza impulsy 7 ns, 300 mJ przy 1064 nm. Moc
wyjsciowa lasera Nd:YAG jest przesuwana przez komérke Ramana (Light Age, Inc.) wypetniona D, pod
ciSnieniem 500 psi, wytwarzajgca ~15 mJ na impuls przy 1562 nm. Impuls jest rozdzielany na dwie przeciw-
biezne wigzki, skupiane na kuwecie prébki, powodujac skoki temperatury od 15 K (przy ~293 K) do 10 K (przy
~333 K). Fluorescencje Trp wzbudza sie przy 284 nm przy uzyciu lasera kryptonowego CW (Lexel). Lasery
kryptonowe moga emitowaé swiatto widzialne w poblizu kilku ré6znych dtugosci fal, zwykle 406,7 nm, 413,1 nm,
415,4 nm, 468,0 nm, 476,2 nm, 482,5 nm, 520,8 nm, 530,9 nm, 568,2 nm, 647,1 nm i 676,4 nm.



Eksperymentalne profile wiazek bliskiej podczerwieni
(ogrzewanie) i UV (sonda) w spektrometrze T-jump z
poprzedniego slajdu. Skok temperatury w H.O mierzono za
pomoca zaleznej od temperatury fluorescencji N-
acetylotryptofanuamidu (NATA).

Profil UV mierzono technika krawedzi noza, profil bliskiej
podczerwieni mierzono jako skok temperatury w NATA
poprzez skanowanie wiazki UV przez profil bliskiej
podczerwieni. Symbole to punkty danych
eksperymentalnych, linie ciagte odpowiadajg funkcjom
Gaussa o potowie szerokosci o. Skok temperatury
odpowiada pojedynczemu ramieniu przeciwbieznej
geometrii wiazki bliskiej podczerwieni na rysunku.
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Photochem. Photobiol. Sci., 8:499-512 (2009)
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Czasowy profil zmian temperatury w spektrome-
trze T-juimp pokazanym na poprzednim slajdzie.
Temperature kalibrowano za pomoca fluores-
cencji NATA. Gwiazdka oznacza eksperymentalny
artefakt (,,kolec”). Temperatura pozostaje w
przyblizeniu stata przez okoto 3 ms, a probka jest
skutecznie schtadzana do temperatury poczatko-
wej przez ~100 ms. Aby zapewnié catkowita
relaksacje termiczna, jak réwniez optymalna
wydajnosé ognhiwa Ramana, doswiadczenie
przeprowadza sie z czestotliwoscia 1,67 Hz. Aby
zredukowacé fotouszkodzenie Trp przez promie-
niowanie UV, stosuje sie szybka migawke, ktéra
blokuje wigzke UV pomiedzy rejestracjami dla
kolejnych skokéw temperatury. Aby jednak
catkowicie wyeliminowaé utrate sygnatu na
skutek fotowybielania, pomiary prowadzi sie ze
specjalnie opracowang kuwetg przeptywowa.
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Wyznaczanie profilu wigzki laserowej metoda ostrza noza. (A) Schemat techniki krawedzi
noza; (B) Zmierzona moc hapromieniowania w funkcji przemieszczenia krawedzi noza przy
odlegtosci szczeliny szczeliny pomiedzy wiéknem lasera a miernikiem mocy wynoszacej 2
cm, wraz z dopasowaniem wielomianowym;



Laser Nd:YAG Nd:YAG (granat itrowo;aluminiowy domieszkowany neodymem; Nd:Y3AI5012)
" to krysztat stosowany jako osrodek laserowy w laserach na ciele statym.
Domieszka, potréjnie zjonizowany neodym, Nd(lll), zazwyczaj zastepuje
niewielka frakcje (1%) jonow itru w strukturze krystalicznej macierzystego
granatu itrowo-glinowego (YAG), poniewaz oba joriy majg podobna wielkosé.
To jon neodymu zapewnia aktywnos$¢ laserowa w krysztale. Dziatanie lasera
Nd:YAG po raz pierwszy zademonstrowali JE Geusic i in. w Bell Laboratories
w 1964 r. Impulsowe lasery Nd:YAG sq zwykle obstugiwane w tak zwanym
trybie przetaczania Q: przetacznik optyczny jest wkiadany do wneki lasera i
czeka na maksymalng inwersje cbsadzen jondw neodymu, zaniim sie otworzy.
Nastepnie fala Swietlna moze przejs¢ przez wneke, wyludniajac wzbudzony
osrodek laserowy przy maksymalnej invwwersji obsadzein, W tym trybie
przetaczania Q osiagnieto moc wyjsciowa 250 megawatow i czas trwania

A \ impulsu od 10 do 25 nangsekund. Impulsy o wysokiej intensywno$ci mozna
A efektywnie podwoié czestotliwosé, aby wygenerowaé Swiatto laserowe przy
532 nm fub wyzsze harmoniczne przy 355, 266 i 213 nm.
. ip
A F3,'2

o

1064 nm

Y b

Y

Jony neodymu w réznych typach krysztatow jonowych, a takze w szklach,

dziatajg jako oSrodek wzmocnienia lasera, zazwyczaj emitujgc Swiatto o Granat itrowo-aluminiowy (diamonair, cyrolit, YAG)
dtugosci fali 1064 nm z okreSlonego przejscia atomowego w jonie neodymu,

po ,wpompowaniu” do wzbudzenia ze zrédta zewnetrznego. Neodym jest

pierwiastkiem chemicznym o symbolu Nd i liczbie atomowej 60.

wikipedia



b - = eq.328 K
3.20 )
4
11  eq.337 K \r=\r= =
3.00 T
”’0\“-‘
- *‘hﬁ\? T L\
NE 2.95 \w <50\ &%fa*‘:\'ﬁ
|3 ﬂ _ ;a
e [2.90 1 r S \48% /‘f,
x 4
1 < 280
2.85
2.75
2.80 0 100 200
| i . tirneltns] .
0 1 2 3 4 5 6 7
time (us)

36 aminokwaswe biatko Villin Headpiece HP35 oraz kinetyka relaksacyjna jego rozwijanialzwijania w
spekirometrze T-jump opisanyn pirzez Kubelke (slajd 20).

(a) Model wstegowy HP35 (PDB 1yrf) z wyréznionym Trp23 (sonda fluorescencyjna) i wygaszaczem
(His27), wprowadzonym do sekwencji, aby fluorescencja Trp monitorowata proces zwijania.

(b) Relaksacja fluorescencji Trp po skoku T z 328 do 337 K. Chwilowy spadek intensywnosci
fluorescencji wyrnika z wewnetrznej zaleznosci wydajnosci kwantowej Trp od temperatury.
PézZniejszy wzrost wynika z przerwania kontaktu pomiedzy Trp23 i wygaszaczem His27, monitorujac
ogollne rozwiniecie struktury biatka w odpowiedzi na podwyzszong temperature. Czarna krzywa jest
dwuwyktadniczym dopasowaniem do danych. Wstawka pokazuje szczegéty szybkiej (~70 ns) fazy
kinetycznej.



Spektrometr T-jump
opracowany przez M. Gruebele
| wspéip. Z Uniwersytetu
lllinoisz, z detekcja fluore-
scencji. Wykorzystuje konwer-
sje Ramana podstawowego
modu Nd:YAG (1064 nm) do
1542 nm, co umozliwia
podgrzanie wody. Wzbudza
fluorescencje Trp za pomoca
ciggu impulséw o dtugosci fali
280 nm i 62,5 MHz z lasera
Ti:Sapphire o potréjnej czesto-
tliwosci z synchronizacja
modoéw. Po kazdym impulsie
mierzony jest petny zanik
fluorescencji Trp za pomoca
szybkiego wzmacniacza PMT z
czasem narastania 0,6 ns i
analizowany jest slad czasowy
poszczegdlnych zanikow
fluorescenciji.

Spektrometr skoku T zbudowany z wielomodowego lasera Nd:YAG z przetgczaniem Q, ktory jest uzywany do
pompowania oghiwa Ramana o dtugosci 2 m zawierajgcego metan pod wysokim ciSnieniem,
samosynchronizujgcego sie lasera tytanowo-szafirowego w nieliniowych krysztatach boranu baru i naczynka
pomiarowego.

(Martin Gruebele, University of lllinois, Urbana-Champaign, USA)
and J. Mol. Biol. (2006) 359, 55-65



Twierdzenie o ekwipartycji

W klasycznej mechanice statystycznej twierdzenie o ekwipartycji wiaze temperature uktadu z jego
Srednimi energiami. Twierdzenie o ekwipartycji jest rowniez znane jako prawo ekwipartyciji,
ekwipartycji energii lub po prostu ekwipartycji. Pierwotna koncepcja ekwipartycji zaktadata, ze w
réownowadze termicznej energia jest rozdzielana rGwnomiernie pomiedzy wszystkie jej rézne
formy; na przyktad Srednia energia kinetyczna na stopien swobody w ruchu transiacyjnym
czasteczki powinna by¢ ré6wna energii kinetycznej w ruchu obrotowyni.

Energy transfer within the hydrogen bonding network of water following resonant
terahertz excitation,

H. Elgabarty et al., Sci. Adv., 6:eaay7074/1-8 (2020): W tej pracy rezonansowo wzbudzamy
kolektywne obrotowe stopnie swokody wody intensywnymi impulsami THz* i badamy wynikajaca z
tego anizotropie optyczna w konfiguracji efektu THz Kerra** (TKE").

Schemat eksperymentu TKE. Intensywne, iiniowo
spolaryzowane pole elektryczne THz wzbudza wodeg

-
podwadjnie destylowang. Nastepnie mierzona jest ¢« %0, ? h
indukowana przez pompe dwojtomnos$é optyczna PU'“P “0¢ — e -
An(t) za pomoca impulsu sondy (800 nm, 2 nJ, 8 fs), < :’ pad L
ktérego polaryzacja liniowa nabiera eliptycznosci w prﬂUE : d,u: N
wyniku przejscia przez préobke. Z powodu dziatania 45% Wap - On A
pola pompy, spolaryzowanego wzdtuz x, impuls i 5 : o
sondy, spolaryzowany pod katem 45° wzgledem X, - 0

E

napotyka przejsciowa réznice An=n,—ny pomiedzy
wspoétczynnikami zatamania Swiatta w kierunkach x
1 y. W rezultacie polaryzacja liniowa nabiera
eliptycznosci poprzez przechodzenie przez prébke.

*Promieniowanie terahercowe miesci sie pomiedzy promieniowaniem podczerwonym a promieniowaniem mikrofalowym w widmie elektromagnetycznym, 330-3.3 cm™
**Efekt Kerra to zmiana wspotczynnika zatamania $wiatta materiatu w odpowiedzi na przytozone pole elektryczne.
**Dwojomnos¢ to whasciwos¢ optyczna materiatu o wspotczynniku zatamania Swiatta zaleznym od polaryzacji i kierunku propagacji Swiatta.
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A: Zmierzony sygnat TKE wody (pompowanej z czestotliwoscia ~1 THz) w naczynku pomiarowym, w
temperaturze pokojowej. Jest to sygnat dwublegunowy, ktérego ogon relaksuje sie z czestotliwoscia 500 *
20 fs. Kwadrat pola. THz jest okreslony przez cyjanowa linie.

B: PrzejSciowa dwoéjtomnos¢ wody po wzbudzeniu optycznym, a takze wzbudzeniach przy ~19 i ~3 THz.
Wszystkie sygnhaly TKE wody i jej optyczny sygnat efektu Kerra maja ksztatt jednobiegunowy ze wzglednie
stabym “ogonem relaksacyjnym”. Wszystkie sygnaty uzyskiwane sg w temperaturze pokojowej, gdzie
pomiedzy tylna szklang $cianka naczynka a membrana z azotku krzemu o grubosci 150 nm stanowigca okno
wejsciowe utrizymywana jest warstewka ciektej wody o grubosci 100 pm. Chociaz rotacje pojednynczych
czasteczek wody, takie jak w fazie gazowej, sa w stanie ciektym catkowicie wyttumione, to istniejag one w
postaci utrudnionego obrotu przy czestotliwosciach powyzej ~ 10 THz. W ten sposo6b jednobiegunowy
sygnat TKE wody z pompy THz przy ~19 THz (ryc. B) bezposrednio odnosi sie do dodatniego znaku
anizotropii polaryzowalnosci wody w fazie ciekiej. OKE = optyczny efekt Kerra.

Sci. Adv., 6:eaay7074/1-8 (2020)
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Wiele obecnych laserowych spektrometréw

T-jump wykorzystuje absorpcje podczerwieni
jako sonde

Ten spektrometr T-jump wykorzystuje laser sondujacy o czestotliwosci 10 kHz i
2synchronizowany z nim laser pompujacy o czestotliwosci 1 kHz, przyciety przez “chopper” do
500 Hz. Laser pompujacy to uktad OPO (optyczny oscylator parametryczny) pompowany przez
granat itrowo-aluminiowy domieszkowany neodymem (Nd:YAG). Laser sondy to tytanowo-
szafirowy wzmacniacz impulsowy o mocy 20 W, o czestotliwos$ci powtarzania 10 kHz i czasie
trwania impulsu <50 fs. Swiatto sondy skupia sie na pompowanym obszarze prébki w plamce o
Srednicy 50 pm (znacznie mniejszej niz wigzka T-jump). Rejestrowane jest widmo dla kazdego
impulsu lasera sondy. Poniewaz czestotliwos¢é powtarzania sondy do pompy wynosi 20:1, na
kazdy skok temperatury uzyskuje sie grupe 20 widm. Dla kazdej grupy ustalany jest czas
impulsu pompy w stosunku do poczatkowego impulsu sondy i rejestrowany jest grzebier
impulséw sondy. Pierwsza sonda podazajaca za impulsem pompy jest rejestrowana z
opéznieniem x ns, a widma kolejnej sondy rejestrowane sg z x + 100 ps, X + 200 ps, X + 300 ps
itd. Po usrednianiu przez kilka sekund, pompa-sonda opéznienie jest zmieniane. Daje to zestaw
danych z pomiaréw od nanosekund do milisekund po skoku temperatury. . Pierwsze 19
impulséw sondyjest wykorzystane jako dane opd6znienia czasowego od 0,0 do 1,9 ms, a
koricowy impuls sondy (1,9-2,0 ms) jest uzyty do obliczenia znormalizowanych widm
ré6znicowych. Nazywamy to metoda spektroskopii wielosondowej z rozdzielczosciag czasowa
(TRMPS). Redukcja czestotliwos$ci wiazki pompy pozwala na dtuzszy czas odzyskiwania prébki
(2 zamiast 1 ms) i stwarza wazng mozliwos¢ usuwania szuméw. Nazwane to jest TRMPS/2.

Applied Spectroscopy 74:720-727 (2020)



Dynamics of the RNA Hairpin GNRA Tetraloop

M. Menger, F. Eckstein, and D. Porschke

(dekonwolucja funkcji odpowiedzi instrumentu)

Dynamike tetrapetli RNA o strukturze spinki do wioséw typu GNRA
[sekwencja G — dowolny rybonukleotyd (N)-puryna (R)-A] analizowano
metoda spektroskopii fluorescencyjnej oraz metoda relaksacji skoku
temperatury wykrywana przez fluorescencje, stosujac oligomery RNA
z 2-aminopuryna ( 2AP) podstawiony w dwéch réznych pozycjach

sekwencji petli, Gp2APpApA (HP1) i GpAp2APpA (HP2), jako
wskaznik.
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Relaksacja HP1 po skokiu temperatury rejestrowana przez
pomiar fluorescencji. Skok temperatury od 2 do 8,1°C (7,1

MM HP1). Linia oznaczona kétkami reprezentuje sygnat
referencyjny do dekonwolucji. Dopasowania
wyktadniczego (tc = 22,1 ps) nie mozna odréznié¢ od
danych eksperymentalnych. (bufor = 0,1 M NaClO, i 50
mM kwas kakodylowy/Tris, pH 7,2)

Biochemistry, 39:4500-4507 (2000)
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Relaksacja HP2 po skoku temperatury rejestrowana przez
pomiar fluorescencji. Skok temperatury od 2 do 8,1°C (7,1
MM HP2). Linia oznhaczona kétkami reprezentuje sygnat
referencyjny do dekonwolucji. Eksponencjalny fit (t¢, =
5.2 ps, 1= 41.3 ps) nie moze by¢ odrézniony od krzywej
doswiadczalne;.



Analysis of transient emission curves by a convolved autoregressive model
Keiji Sasaki and Hiroshi Masuhara

Zjawiska nastepujace po zaburzeniu rdwnowagi w eksperymencie relaksacyjnym zwykle podiegaja prostym
réwnaniom rézniczkowym, tak ze ich profile czasowe mozna wyrazic jako krzywa wialowyktadnicza:

M
Xo(t):Z Aiexp\(-—t/ri)
i—1

where gdzie Ti i Ai to i-ty czas relaksacji | odpowiadajaca mu amplituda relaksacyjna. Wartosci tych
parametrow wyznacza sie aby scharakteryzowac ilosciowo dynamike sbseiwowanej reakcji. Niestety, krzywej
Xo(t) nie mozna zmierzy¢ bezposredrio, poniewaz wzhudzajgcy impuls swietlny ma skonczona szerokosé
impulsu, a odpowiedz detektora nie jest natychmiastowa. Obserwowana krzywa zaniku x(t) jest dana przez
splot xo(t) z funkcja odprowiedzi instrumentalnej y(t) (<ky) w nastepujacy sposob:

x(e)=[ x,(t)y(e—t)de' = xxy

Krzywa y(t) mozna wyznaczy¢ oddzielnie, na przyktad mierzac profil czasowy Swiatta rozproszonego na

rozpuszczalniku lub dwéjtomrios$é rozpuszczalnika. Nastepnie problem sprowadza sie do oszacowania Ti i A;
na podstawie danych x(t) i y(t).

Wikipedia: W matematyce (w szczegdlnosci w analizie funkcjonalnej) splot jest operacja
matematyczna ha dwéch funkcjach (f i g), w wyniku ktérej powstaje trzecia funkcja (f*g),
ktéra wyraza, w jaki sposéb ksztait jednej jest modyfikowany przez druga.

Applied Optics, 30:977-980 (1991)



Slow Folding-Unfolding Kinetics of an Octameric B-Peptide Bundle
G. L. Montalvo, F. Gai, H. Roder, and W. F. DeGrado

Badano kinetyke zwijania i rozwijania 12-aminokwasowego 3-peptydu, Acid-1Y, ktéry w rozitworze wodnym
tworzy oktameryczna wiazke peptydow w konformacji znanej jako 14-helisa. Poniewaz stabilnos¢ Acid-1Y
zalezy od stezenia i temperatury, wykorzystano obie te zmienne do zmiany frakcji foldameru* w stanie
oktamerycznym i scharakteryzowania jego asocjacji/fatdowania oraz dysocjacjilrozwiniecia, a takze uzyto
konwencjonalnych spektroskopii CD i fluorescencji do pomiaru kinetyki zwijania i rozwijania tego septydu.
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Roztwor oktameru Acid-1Y, o stezeniu 60 uM, ogrzano do 90°C, powodujgc jego dysocjacje i rozwiniecie
struktury. Pozostawiono zdestabilizowany -peptyd do szybkiego ochtodzenia do 12°C, co spowodowato
reasocjacje |l zwijanie do formy natywnej. Zachodzenie tych proceséw monitorowano za pomoca pomiaru CD
(czarne kropki) i fluorescencji Tyr (niebieskie kropki). Do kazdej krzywej postepu reakcji dopasowano
funkcje monoeksponencjalng. Otrzymane state szybkosci (k) ustalono na réwne 0,00275 s-1 (czas relaksacji
T wynosi 364 s lub 6 min). Dopasowania do CD i fluorescencji Tyr przedstawiaja, odpowiednio, zielona linia

ciagta i czerwona przerywana.
ACS Chem. Biol., 9:276-281 (2014)

*Foldamery — syntetyczne oligomery wykazujgce silng tendencje do przyjmowania okreslonej struktury tréjwymiarowej (wikipedia)j



Wikipedia: Beta-peptydy (B-peptydy) to peptydy pochodzace z B-aminokwasow, w ktérych grupa aminowa
jest przytaczona do wegla B (tj. wegla oddalonego o dwa atomy od grupy karboksylanowej). Macierzystym [3-
aminokwasem jest B-alanina (H.NCH.CH.CO:H), powszechnie wystepujgca substancja naturalna. B-peptydy
zwykle nie wystepuja w organizmach zywych. Badane sa antybiotyki na bazie B-peptydéw jako sposoby na
unikniecie opornosci na antybiotyki.
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Wikipedia: Poniewaz dostepne sg dwa atomy wegla do podstawienia, B-aminokwasy maja cztery miejsca do
przytaczenia organicznej grupy reszt, w porownaniu do dwoch w a-aminokwasach. Odpowiednio, istnieja dwa
gtéwne typy B-aminokwasow rozniacych sie w zaleznosci od tego, do jakiego wegla jest przytaczona reszta: te z
resztg organiczng (R) obok aminy nazywane sa 3, a te z pozycja obok grupy karbonylowej nazywane sa B2. B3-
peptyd moze sktadac sie tylko z jednego rodzaju tych aminokwasow (B2-peptydy i B3-peptydy) lub moze
stanowié¢ kombinacje tych dwéch. Ponadto B-aminokwas moze tworzy¢ pierscien, wykorzystujgc oba swoje
miejsca, a takze moze zostaé¢ wigczony do peptydu.
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