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Тема 16. 2 год Квантово-механічні методи дослідження. 
Лазер
Бiльшiсть систем знахо​дить​ся у станi теплової рiвноваги, а це означає, що розподiл атомiв чи молекул за енергетичними станами, або заселе​нiсть енергетичних рiвнiв, пiдлягає закону, який носить назву розподiла Больцмана:
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змiст якого досить простий: iз збiльшенням енергiї кiлькiсть атомiв чи молекул в даному станi зменшується, тобто, якщо Em > En, то Nm < Nn. Це рівноважна заселеність енергетичних рів​нів.


Фотон з енергiєю hv = Em – En з рiвними ймовiрностями буде iндукувати переходи En ( Em та Em ( Еn. Кiлькiсть переходiв мiж рiвнями Em та En пропорцiйна заселеностi вихiдного рiвня. Завдяки тому, що Nn > Nm, поглинання зовнiшнього випромiнювання буде переважати примусове випромiнювання. Таким чином, зовнiшнє випромiнювання при проход​жен​нi через речовину, що знаходиться у станi теплової рiвноваги, послабляється. 


Підсилення зовнішнього випромінювання можна здiйс​ни​ти шляхом створення у речовинi зворотної, по вiдно​шенню до рiвноважної, заселеностi енергетичних рiвнiв, такої, що при Em > En маємо Nm > Nn. Подібна заселе​ность енергетичних рiвнiв зветься інверсною. У речовинi з iнверсною заселенiстю енергетичних рiвнiв примусове випромiнювання буде перевищувати поглинан​ня, внаслiдок чого зовнiшнє випромiнювання при проход​жен​ні через речовину буде пiдсилюватись.


Ця ідея була практично здiйснена при створенні  мазера – генератора  радiохвиль в мікрохвильовому дiапазонi та анало​гiч​ного прилада, який працює вже в оптичному дiапазонi – лазера. Його основою є речовина, що має метастабiльнi рiвнi. Робота лазера починається з використання зовнiшнього джерела енергiї для створення iнверсної заселеностi енергетичних рiвнiв. Цей процес називається “пiдкачкою”. При поглинаннi свiтла, яке атоми переходять у збуджений стан. При поверненні в основний стан  частка атомів переходять на промiжний рiвень, який являється метастабiльним. Завдяки малiй імовiрностi переходу з метастабiльного стану в основний та при достатнiй потужностi “пiдкачки” створю​ється iнверсна заселенiсть основного та метастабiльного рiвнiв. 
 
Фотон, що випромiнюється при спонтанному пере​ходi з мета​стабiльного стану в ос​нов​ний, викликає зрос​та​ючий потiк фотонiв у результатi iндукованих ви​промiнювальних пере​хо​дiв між цими рівня​ми. Створюється фотонна лавина високої iнтен​сивностi. 
Застосування лазерiв у медицинi базується на таких властивостях лазерного випромiнювання: високiй iнтен​сивностi, високiй монохроматичностi, когерентностi, вузос​тi пучка, малiй тривалостi випромiнювання у випадку iмпульс​них лазерiв. Деякі приклади засто​су​вання лазерiв у медицинi:

1. Безкровна хiрургiя. Розтинаючи тканину, лазерний промiнь викликає коагуляцiю бiлка, запобігаючи капiлярній кровотечі.

2. Офтальмологiя. Лазерний промiнь використовують для приварювання вiдшарованої сiтківки та для лiкування глаукоми – захворювання, пов’язаного з пiдвищенням тиску всерединi ока. “Протикаючи” лазерним променем мiкро​отвiр в склерi, створюють вiдтік рiдини, в результатi чого тиск всерединi ока зменшується.

3. Мiкрохiрургiя. Використання лазерного променя дозволяє вибiрково руйнувати клiтковi органели.

4. Гастроскопія. На основi гелiй-неонового лазера з використанням волоконної оптики створено гастроскоп – прилад, який дозволяє формувати голографiчне (об’ємне) вiдтворення внутрiшньої порожнини шлунка.
Електронний парамагнiтний резонанс, ядерний магнiтний резонанс 

Розглянемо систему парамагнiтних частинок, пара​маг​не​тизм яких зумовлений наявнiстю неспареного елект​рона (вiльнi радикали, iони змiнної валентностi). Парамаг​нетизм таких частинок має, як правило, спiновий характер, тобто зумовлений наявнiстю нескомпенсованого спiнового маг​нiт​ного моменту електрона

pms = g (в s,
 

де S – спiнове квантове число (для електрона S = 1/2), g – так званий “жи-фактор” (це є безрозмiрна величина, яка у випадку для вiльного електрона, дорiвнює 2.0023), (в = eћ/2m – магнетон Бора. 


При вiдсутності зовнiшнього магнiтного поля систему таких парамагнiтних частинок можна охарактеризувати деякою середньою енергiєю Е0. У зовнiшньому магнiтному полi енергiя парамагнiтної частинки змiнюється i стає рiвною


E = E0 + (Е,


де (Е – додаткова енергiя, зумовлена взаємодiєю магнiт​ного момента частинки з зовнiшнiм магнiтним полем. Ця енергiя пропорцiйна iндукцiї магнітного поля В і проекцiї магнiтного моменту Pms( на напрямок поля:


(Е = – Pms( B .

Проекцiя спiнового магнiтного моменту на напрямок зовнiшнього магнiтного поля може набувати значень, що визначаються формулою


Pms( = – g(В mS , 
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де ms – магнiтне спiнове число електрона (ms = +1/2, –1/2). Знак “–“ у формулі означає, що спiновi механiчний та магнiтний моменти спрямованi в протилежнi боки. 
Енергiя парамагнiтної частинки iз врахуванням сказаного набуває вигляду
E = E0 + g(B mSB. 


Таким чином, система iзоенергетичних частинок з енергiєю Е0 у зовнiшньому магнiтному полi розпадається на двi пiдсистеми з енергiями Е1 i Е2 вiдповiдно до двох можливих орiєнтацiй їх магнiтних моментiв вiдносно зовнiшнього магнiтного поля.


Мiж рiвнями Е1 i Е2 можливi переходи, тобто парамаг​нiтнi частинки можуть змiнювати орiєнтацiю свого магнiт​ного моменту. Однак ймовiрнiсть спонтанних, самодовiль​них переходiв частинок мiж рiвнями Е1 i Е2 дуже незначна. Такi переходи можна викликати (iндукувати) опромiненням системи високочастотним електромагнiтним полем (НВЧ-випромiнюванням) за умови, що квант НВЧ-випромiню​ван​ня задовольняє умовi hv= Е2 – Е1. 
Заселенiсть енергетичних рiвнiв Е1 та Е2 пiдлягає розподілу Больцмана, згiдно з яким при Е1 < E2 маємо N1 > N2, де N1 та N2 – заселеностi рiвнiв Е1 та Е2. У цьому випадку, як вже зазначалося в 9.4.1, кiлькiсть переходiв з поглинанням енергiї Е1 ( Е2 буде переважати кiлькiсть переходiв з випромiнюванням енергiї Е2 ( Е1. В результатi за умови


hv= Е2 – Е1 = g (в B 


буде спостерiгатись резонансне поглинання енергiї високо​частотного електромагнiтного поля (НВЧ-випромiнювання).

Вiдповiдно, умову резонансу можна здiйснити двома способами:

а) при постійному магнітному полі (B = const) варі​юється частота v;

.б) при незмінній частоті (v = const) варіюється індукція магнітного поля В.
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Спостерегають сигнал поглинання – магнiтними радiоспектрометрами. 
Схема радіоспектрометра: 
1 – джерело НВЧ-випромiнювання,
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2 – електромагнiт, 3 – хвильоводи, по яких до зразка пiдводиться НВЧ-випромінювання, 4 – резонатор (поглинаюча комiрка, що концентрує НВЧ-випромiнювання на об’єктi дослiдження – аналог оптичної кювети), 
5 – детектор – пристрiй, за допомогою якого НВЧ-випромінювання, яка вiдводиться вiд зразка, перетворюється в електричну напругу, 6 – пiдсилювач сигналу ЕПР, 7 – реєструючий пристрiй.


Лiнiї поглинання реєструються у виглядi кривої погли​нання Iпогл = f (B) (мал. а) або у виглядi першої похiд​ної вiд кривої поглинання dIпогл / dB = f (B) (мал. б).


Для одержання iнформацiї про дослiджувану систему розглядаються такі параметри спектра ЕПР:

1. Iнтегральна iнтенсивнiсть сигналу. Iнтегральною iнтенсивнiстю сигналу називають площу пiд кривою погли​нання. Вона є мірою кількості неспарених електронів (кіль​кості вільних радикалів або інших парамагнiтних части​нок), що знаходиться у дослiджуваному зразку.

2. Положення лiнiї поглинання в спектрi. Положення лiнiї поглинання в спектрi ЕПР визначається, згiдно з значенням g-фактора


g = hv /(BB .

Так, наприклад, при значеннях iндукцiї магнiтного поля B = 0.3 Тл та довжинi хвилi НВЧ-випромiнювання ( = 0.03 м, значення g-фактора для вiльного електрона дорiвнює 2.0023. Для рiзних вiльних радикалiв значення g-фактора коливається в межах g = 2.000(2.060. Таким чином, поло​жен​ня лiнiї поглинання в спектрi, що визначається значен​ням g-фактора парамагнiтної частинки, дозволяє iдентифi​кувати парамагнiтну частинку.

3. Ширина лiнiї та її форма. Ширина лiнiї та її форма дозволяє оцiнити рухливість парамагнiтної частинки в дослiджуваному зразку, а також характер та ступiнь її взаємодiї з навколишнім середовищем.

4. Надтонка структура (НТС) сигналу ЕПР. Надтон​кою структурою називається розщеплення сигналу ЕПР на декiлька компонентiв внаслiдок взаємодiї магнiтного мо​мен​ту неспареного електрона з магнiтними моментами ядер, які містяться в парамагнітній частинці. Серед ядер, що вхо​дять до складу органiчних молекул, ядернi магнiтнi момен​ти мають протони та ядро азоту.


Аналiз НТС, поряд iз значенням g-фактора, дозволяє iдентифiкувати вiльний радикал, встановити розподiл електрон​ної густини в молекулi, i, вiдповiдно, визначити її реакцiйнi центри.

Використовуючи метод ЕПР, бiологи та медики, якi працюють в областi теоретичної та клiнiчної медицини, можуть розв’язати такі основні задачі: 

1. Виявити та iдентифiкувати промiжнi сполуки вільно​радикальної природи у рiзних метаболiчних реакцiях.

2. Виявити та iдентифiкувати вiльнi радикали, що вини​ка​ють у бiологiчних тканинах пiд дiєю проникаючої радi​ацiї.

3. Дослiджувати обмiннi процеси в ракових клiтинах i у тканинах, що пiдлягали гiпоксiї.

4. Дослiдити структуру та функцiї бiологiчних мембран за допомогою методу спiнових мiток. Цей метод заслуговує особливої уваги.


Для вивчення структури i функцiй бiологiчних мембран з успiхом застосовується метод спiнових мiток, або спiно​вих зондiв.

Похiдну стiйкого вiльного радикала зв’язують ковалентним зв’язком з будь-якою функцiональною групою бiлка або лiпiду, а потiм таку спiн-мiчену молекулу вбудовують в лiпiдний бiшар мембран, утворюючи так званий “спiновий зонд”. Форма сигналу спiнової мiтки залежить вiд оберталь​ної рухливостi зонда або тiєї його дiлянки, до якої вона “пришита”. Оцiнка обертальної рухливостi дала можливiсть встановити, що мiкров’язкiсть лiпiдного бiшару в мембранi еритроцита приблизно дорівнює в’яз​костi рослинної олiї. 


Аналогiчним чином, шляхом введення в бiологiчнi мембрани спiн-мiчених жирних кислот або синтезованих на їх основi фосфоліпiдів було виявлено змiну структури мембрани при рiзних випадках патологiї, а також пiд дiєю лiкiв та iнших бiологiчно активних сполук. Так, було показано, що анестетики збiльшують плиннiсть всерединi лiпiдного бiшару мембрани, а холестерин i ДДТ зменшують її.


Методом ЕПР було вперше експериментально дове​дено iснування фосфолiпiдного перевороту. Був виявлений повiльний фосфолiпiдний переворот (flip-flop) в мембран​них везикулах – лiпосомах, або фосфолiпiдних бульбашках. Саме таким переворотом можна пояснити меха​нiзм пасивного транспорту деяких iонiв через бiологiчнi мембрани.


Найпершим клiнiчним застосуванням методу спiнових мiток був спiн-iмунологiчний метод (СIМ). Цей метод дозволяє встановити малi кiлькостi бiологiчно активних речовин (наприклад, нар​ко​тичних речовин) у рiдинах органiзму (сечi, слинi, кровi). 
Метод ядерного магнiтного резонансу

Ядра, що вмiщують непарну кiлькiсть нуклонiв (протонів і нейтронів), мають вiдмiннi вiд нуля спiновi i, вiдповiдно, магнiтнi моменти. Такi ядра є парамагнiтними частинками.


У разі протонного маг​нiт​ногорезонансу  (ПМР) магнiтний момент ядра дорiвнює


Pmя = gя (я J,

де J – спiнове квантове число ядра (для протона J = 1/2), (я – ядерний магнетон, gя – “жи-фактор” для ядра. 
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У зовнiшньому магнiтному полі система протонiв роз​па​дається на двi пiдсистеми вiдповідно до двох можливих орiєнтацiй магнiтних моментiв ядер вiдносно зовнiшнього поля (можливi значення магнiтного спiнового числа mj = +1/2, –1/2).


У реальнiй ситуацiї умова ядерного резонансного погли​нання має вигляд:

       hv = gя(я (В + Влок),



де Влок – додаткове локальне магнiтне поле, яке створюється у мiсцi знаходження резонуючого ядра оточуючими ядрами та електронами. Таким чином, Влок визначається хiмiчною структурою молекули.


Однiєю з основних причин виникнення таких полiв є ефект дiамагнiтного екранування: зовнiшнє магнiтне поле iндукує електроннi струми в молекулi, якi викликають появу магнiтних полiв, спрямованих за правилом Ленца протилежно зовнішньому магнітному полю, тобто


Влок = –(В,

де ( - стала екранування.


Таким чином, кожний протон знаходиться в деякому ефективному полi, яке характеризується iндукцiєю:


Веф = В – (В = В (1 – () . 


Вiдмiнностi в електронному екрануваннi протонiв, що входять до складу молекули, можуть бути зумовленi рiзною електронною густиною. 

Спектри ПМР реєструють, як правило, типово при зна​чен​нях В = 1.4 Тл та ( = 60 МГц (( = 5 м), що вiдповiдає радiохвильовому дiапазону.


Спектри ПМР рiдин складаються з порiвняно вузьких лiнiй, що вiдповiдають структурно-нееквiвалентним протонам, тобто протонам, що знаходяться в рiзних Влок . Якщо протони, що входять до складу молекули, еквiвалентнi, то спостерiгається одна лiнiя поглинання (наприклад, для молекули Н2О). У спектрi ПМР етанолу спостерiгаються три лiнiї, що вiдповiдають трьом групам структурно-еквiва​лентних протонiв – гiдроксильному (ОН), метиленовим (СН2) та метильним (СН3).

Для одержання iнформацiї про дослiджувані молекули використовують чотири параметри спектра ПМР:

1. Iнтегральна iнтенсивнiсть лiнiї, яка визначається площею пiд кривою поглинання і пропорцiйна кiлькостi протонiв, якi знаходяться в даному хiмiчному оточеннi.

2.Хiмiчний зсув, яке визначаєть​ся змiщенням лiнiї поглинання ((В) протонiв вiдносно лiнiї поглинання протонiв еталонної сполуки – тетраметiлсилану (ТМС). Величина хiмiчного зсуву вимірюється в безрозмiр​них одиницях, що називаються мiльйонними долями: 
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де В – значення iндукцiї магнітного поля для сигналу етало​на.

3. Ширина смуги, яка визначає, як i в методі ЕПР, характер молекулярного руху.

4. Спiн-спiнове розщеплення. При високiй розрiзню-вальній здатностi приладу лiнiї поглинання в спектрi етанолу розщеплюються на компоненти: СН2 – на чотири, СН3 – на три, ОН – на три. Таке розщеплення називається спiн-спiновим. Воно виникає внаслiдок збурен​ня системи ядерних спiнiв, для якої спостерiгається лiнiя поглинання, iншою спiновою системою. Можна показати, що система з n еквiвалентних протонiв розщеплює лiнiю iншої системи протонiв на (n + 1) компоненту.
Таким чином, данi про iнтегральну iнтенсивнiсть, хiмiч​ний зсув та спiн-спiнове розщеплення дозволяють одержати iнформацiю про наявнiсть в молекулi тих чи iнших функцi​ональних груп та їх кiлькiсть, а також про їх взаємне розмi​щення. Тому спектри ЯМР є “вiдбитком пальцiв” молекули. 
Поряд з цим, метод ЯМР є в наш час одним з найбiльш перспективних для вивчення мiжмолекулярних взаємодiй в бiологiчних системах, оскiльки мiжмолекулярнi взаємодiї як електростатичної природи, так i донорно-акцепторного ха​рак​теру приводять до перерозподiлу електронних густин на взаємодiючих молекулах, i, вiдповiдно, до змiни умов екра​нування, що викликає змiну хiмiчного зсуву.


Як i ЕПР, метод ЯМР успiшно застосовується для дослiд​ження бiологiчних мембран, оскiльки аналiз ЯМР- спектрiв мембран дозволяє не тiльки визначити, скiльки тих чи iнших функцiональних груп вмiщує досліджуваний об’єкт, але й встановити по ширинi смуг поглинання сту​пiнь рухливостi вiдповiдних груп в мембранах.


В останнi роки, поряд з рентгенiвською томографiєю, набув широкого застосовування метод ЯМР-томографiї, який забезпечує можливiсть вивчення рiзних частин макро​скопiчного об’єкту на основi вiдмiнностей сигналу ЯМР, зумовлених градiєнтами магнiтного поля в рiзних напрям​ках. Важливою перевагою ЯМР-томографiї є вiдсут​нiсть радiацiй​них пошкоджень та можливiсть одержати зобра​ження органiв всерединi черепа або грудної клiтини завдяки прозоростi повiтря i кiсткової тканини для радiохвиль. 

Контрольні питання
1. Квантові генератори. 

2. Лазер. Принципи роботи.

3. Засто​су​вання лазерiв.
4. Розщеплення енергетичних рівнів у магнітному полі. 

5. ЕПР.
6. Схема радіоспектрометра.
7. Параметри спектра ЕПР.
8. ЯМР.

9. Параметри спектра ПМР.
� EMBED Word.Picture.8  ���





� EMBED Word.Picture.8  ���





� EMBED Word.Picture.8  ���





� EMBED Word.Picture.8  ���








[image: image7.wmf] 

 

B

g

E

E

б

m

2

1

0

2

+

=

 

 

÷

ø

ö

ç

è

æ

=

2

1

s

m

 

 

B

g

E

E

б

m

2

1

0

1

-

=

 

 

÷

ø

ö

ç

è

æ

-

=

2

1

s

m

 

 

0

=

B

 

 

0

¹

B

 

 

0

E

 

 

ms

p

 

 

ms

p

 

[image: image8.wmf] 

 

1

 

 

3

 

 

4

 

 

5

 

 

2

 

 

7

 

 

6

 

 

підсилювач

 

[image: image9.wmf] 

 

÷

ø

ö

ç

è

æ

=

2

1

s

m

 

 

0

E

 

 

ms

p

 

 

ms

p

 

 

2

E

 

 

÷

ø

ö

ç

è

æ

-

=

2

1

s

m

 

 

1

E

 

 

n

I

 

 

dB

dI

n

 

 

a)

 

 

б

)

 

[image: image10.wmf] 

 

÷

ø

ö

ç

è

æ

=

2

1

s

m

 

 

÷

ø

ö

ç

è

æ

-

=

2

1

s

m

 

 

0

=

B

 

 

0

¹

B

 

 

0

E

 

 

n

I

 

 

B

 

_1064346217.unknown

_1695890594.doc
[image: image1.png]





 1







 3







 4







 5







 2







 7







 6







 підсилювач












_1695891033.doc
[image: image1.wmf]2


E


[image: image2.wmf]ms


p


[image: image3.wmf]0


E


[image: image4.wmf]÷


ø


ö


ç


è


æ


=


2


1


s


m


[image: image5.wmf]ms


p


[image: image6.wmf]1


E


[image: image7.wmf]÷


ø


ö


ç


è


æ


-


=


2


1


s


m


[image: image8.wmf]n


I


[image: image9.wmf]dB


dI


n


[image: image10.png]





 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 a)







 б)











_1068385160.unknown



_1068385201.unknown



_1068385216.unknown



_1068385253.unknown



_1068385169.unknown



_1068384826.unknown



_1068384857.unknown



_1068384681.unknown




_1695892709.doc
[image: image1.wmf]0


E


[image: image2.wmf]0


¹


B


[image: image3.wmf]0


=


B


[image: image4.wmf]÷


ø


ö


ç


è


æ


-


=


2


1


s


m


[image: image5.wmf]÷


ø


ö


ç


è


æ


=


2


1


s


m


[image: image6.wmf]n


I


[image: image7.png]





 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 B











_1068384704.unknown



_1068384776.unknown



_1068384826.unknown



_1068388500.unknown



_1068384740.unknown



_1068384681.unknown




_1695890041.doc
[image: image1.wmf]B


g


E


E


б


m


2


1


0


2


+


=


[image: image2.wmf]÷


ø


ö


ç


è


æ


=


2


1


s


m


[image: image3.wmf]B


g


E


E


б


m


2


1


0


1


-


=


[image: image4.wmf]÷


ø


ö


ç


è


æ


-


=


2


1


s


m


[image: image5.wmf]0


=


B


[image: image6.wmf]0


¹


B


[image: image7.wmf]0


E


[image: image8.wmf]ms


p


[image: image9.wmf]ms


p


[image: image10.png]





 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���







 � EMBED Equation.3  ���











_1068384704.unknown



_1068384776.unknown



_1068384857.unknown



_1068384897.unknown



_1068384826.unknown



_1068384740.unknown



_1068384559.unknown



_1068384681.unknown



_1068384431.unknown




_1064342107.unknown

