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Abstrakt: Pies dlouhé obdobi, kdy se studuji vibraéni spektra nukleovych kyselin, neni jesté
uspokojivé interpretovand fada vibra¢nich médi a jejich citlivosti na geometrii a slabé vazby.
Jednou z moZnosti, jak rozsitit experimentdlni data slouZzici k témto interpretacim, je srovnani
vibracnich spekter molekul s urcitou izotopovou zaménou. Zdéanlivé nejjednodussi je zaména
proton-deuteron. Pfi rozpu$téni molekul v tézké vod€ dochdzi sice k rychlé vyméné na
heteroatomech, ale ta je téméf soucasna pro fadu poloh a vysledkem je dynamicka rovnovdha
mezi fadou riznych izotopovych forem. Metody statistické analyzy casového vyvoje
Ramanovych spekter davaji vSak nyni principidlni moznost analyzovat spektra jednotlivych
forem a tim ziskat unikdtni experimentdlni data. U slozitéjSich usekl nukleovych kyselin je
pak tato technika perspektivni pro rozsiteni strukturnich informaci.

Predkladana diplomova prace predstavuje pilotni studii pro vypracovavani uvedené metodiky.
Jejim cilem bylo provést adaptaci Ramanova spektrometru pro dané typy experimentu
a provést prvni série mefeni, které by vyjasnily meze pouZitelnosti navrhovaného piistupu
s ohledem na citlivost méfeni, Casové konstanty pfisluSnych vymén a ndro¢nost metod
vyhodnoceni na dosaZenou presnost mefeni.
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Abstract: Although the nucleon acid oscillatory spectra have been studied for a long period
of time, many of oscillating modes have not been properly explained regarding their
geometric sensitivity and weak binding. One of the possibilities how to acquire experimental
data for interpretation of theese modes is to confront oscillating spectra of isotopes. The
simplest is proton - deutron exchange. When molecules dissolve in heavy water they rapidly
exchange the heteroatoms, but this is simultaneous for more stages, which leads to dynamic
equilibrium state among various isotope forms. Statistic analysis of temporal progression of
Raman spectra give us the possibility to analyze the spectra and to obtain unique experimental
data. This technique is very promising for more complex nucleon acid segments to gain more
structural information.

This diploma thesis represents pilot study of introduced methodics. The objective is to
implement adaptation of Raman spectrometr for given types of expiments and undertake first
series of measurements. The results should clarify application bounds of proposed method
refering to sensitivity, time constant of incident isotope exchange, severity of read-out in
comparasion of achieved accuracy of the measurement.
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1. Uvod

Pti studiu struktury a interakci nukleovych kyselin je vyznamnou metodou Ramanova
spektroskopie, kterd citlivé reaguje na zmény geometrického uspotfddani jednotlivych
molekuldrnich komponent. Jednim zklicovych bodi této metodiky je interpretace
Ramanovych spekter, tj. pfifazeni linii jednotlivym vibraénim médim. Vyznamnym zdrojem
informaci pii detailni analyze vibrac¢nich stavli pomoci teoretickych vypocti jsou spektra
slozek nukleovych kyselin s riznym izotopickym sloZenim, pfedevSim riznym obsazenim
vodikovych pozic protony nebo deuterony.

Doposud publikovand méteni vibranich spekter (napt. [13], [17], [18]) byla vétSinou
provadéna ,.staticky®, tedy tak, Ze byly nejprve pripravené formy slozek nukleovych kyselin,
napiiklad bazi, v rizn¢ deuterovaném stavu a potom byla zmétend jejich spektra. Tim bylo
mozné vedle spektra formy obsahujici pouze protony ziskat i spektrum formy se vSemi lehce
vymeénitelnymi vodiky nahrazenymi deuterony. Klehce vyménitelnym vodikiim patii
v ptipadé¢ nukleovych kyselin vSechny vodiky na aminoskupindch a iminoskupindch
dusikatych bdazi, didle na OH skupinich vribéze nebo deoxyribéze, ptipadné vodik
na fosfatové skupiné¢ u mononukleotidii. Vodiky kovalentné vdzané na uhlikové atomy bazi
a cukrt jsou naopak téZko vymeénitelné. V nékterych piipadech se podafilo pti dlouhodobém
vystaveni roztoku v t€zké vodé dosdhnout zdmény 1 na téchto pozicich, ale deuterace byla
pomérné nedokonala.

Na oddéleni fyziky biomolekul Fyzikalniho ustavu UK byla v poslednich letech rozpracovana
metodika vyuziti faktorové analyzy ke zpracovani sérii spekter Ramanova rozptylu,
umoziujici extrahovat spektra Cistych spektralnich forem ze spekter jejich smési, pokud se
jeji sloZeni definovanym zpisobem méni vlivem postupné modifikovanych vnéjsich
podminek. To vedlo k mySlence vypracovani origindlni metodiky ziskdvani spekter rtizné
deuterovanych forem slozek nukleovych kyselin na zdkladé zmén deuterace bud’ v Case pii
skokové zméné sloZeni poméru H,O a D,O v rozpoustédle, nebo pfi titraCnim experimentu pii
postupné zméné poméru H,O a D,O. VyuZiti méfeni kinetik proton-deuteriové vymeény
v Ramanové spektroskopii nukleovych kyselin zavedl ve svych studiich jiz G. J. Thomas Jr.
se svymi spolupracovniky (napt. [14], [15], [16]), ale v jeho pifipadé se pouZivala proton-
deuteronovd vymeéna zejména pro ziskdni informaci o prostorové struktuie velkych tsekil
nukleovych kyselin a byla zaloZena na analyze nékolika Ramanovych past. Nejednalo se tedy
o ziskavani kompletnich Ramanovych spekter.

Predkladana diplomova prace predstavuje pilotni studii pro vypracovavani uvedené metodiky.
Jejim cilem bylo provést adaptaci Ramanova spektrometru pro dané typy experimentu
a provést prvni série méteni, které by vyjasnily meze pouZitelnosti navrhovaného piistupu
s ohledem na citlivost méfeni, Casové konstanty piisluSnych vymén a narocnost metod
vyhodnoceni na dosaZenou presnost méfeni.

Pro dané experimenty byl uréen star§Si Ramantiv spektrometr ziskany darem ze zahrani¢niho
pracovisté. Prvnim tkolem prace bylo proto ovéfeni jeho funkci, doplnéni ptidavnymi kryty,
kalibracnim zdrojem a pfedevSim konstrukce termostatovaného drzaku kyvet. Druhym
ukolem bylo provedeni a vyhodnoceni pilotnich experimentt.



2. Teoreticka ¢ast

2.1 Klasicka teorie Ramanova rozptylu

Ackoliv klasicka teorie nedokdZe vysvétlit vSechny aspekty Rayleighova a Ramanova
rozptylu, nevystihuje kvantovani energetickych stavii molekul a jejich interakci a nedovede
vysvétlit napf. rozdil intenzit Stokesovy a anti-Stokesovy oblasti, dokdze uspokojivé vysvétlit
pfedevsSim frekvencni zdvislost a Caste¢né 1 vybérova pravidla [2].

Jak v klasickém, tak i v kvantové-mechanickém piistupu jsou za pivodce rozptyleného zatreni
povazovany oscilujici elektrické a magnetické multipélové momenty indukované v molekule
elektromagnetickym polem dopadajicich svételnych vIin. BéZné je nejdaleZitéjSim
multipélovym zdrojem oscilujici elektricky dip6l. Oscilujici magneticky dipdl a elektricky
o nékolik f4dl mensi ve srovndni s oscilujicim elektrickym dipdlem. Proto se zde omezime
pouze na oscilujici indukovany elektricky dip6l jako zdroj rozptyleného zéreni.

2.1.1 Vlastnosti kmitajiciho dip6lu

Elektricky dip6l, sestdvajici z dvojice bodovych ndboji —qg a +¢q vzdalenych od sebe R, je
charakterizovan dip6lovym momentem d definovanym jako

p=¢R (2.1.1.1)
. o . PR " . w
kde R je vektor mifici od —qg k +¢q. Jestlize takovy dipol kmitd s frekvenci V=2— nebo
V4
U % - C e e .
vlnoCtu v = —, potom emituje elektromagnetické zéreni o stejné frekvenci.
c

M¢jme elektricky dipdl v pocatku soustavy soufadné, ktery kmitd ve sméru osy z.

V tzv. vlnové zo6né, tj. pti splnéni podminky r> A (kde je vzdalenost bodu, ve kterém
vysetiujeme pole generované kmitajicim dipdlem od pocétku, a 4 je vinova délka) bude pro
intenzitu elektrické a magnetické komponenty pole generovaného dipdlem platit

E(r,t):M{R(t—fjxs}xs

4xr c
(2.1.1.2)
H(r,t)=—1 {R(f——jxs}
4rer c
kde
s=X (2.1.1.3)
B
je jednotkovy vektor definujici smér Siteni.
Poyntingiiv vektor potom mizZeme vyjadfit jako
Mo’ ami
S=ExH=E(r,t)=—2"—|R[t—— |xs | -s. 2.1.1.4
( ) 167[2ch[ ( cj } ( )



Jestlize
R:(0,0,Zocosa)t), (2.1.1.5)

potom

E= M[—6:)220 cos a)(t — zj 5.5.;—@’Z, cos a)(t —Lj 5,83’ Z, cos a)(t —Lj(sf +5? )j
c :

4xr c c
(2.1.1.6)
a
2 - 2 5
E*=EE=| 9 | | 7, cos a)(t——j (sisf +5257+(s2+57) ) =
Adzr c e
toa 2
0d 2 r 2,2, 2\(.2, .2
=|— | |wZ,cosw|t—— SCHS SIS +s) )= 2.1.1.7
(47[7"} |: 0 ( C]:| ( x y z)( X y) ( )
2 2
= 4 @’Z, cos a)(t —ij (sf + s2)
Arxr c ’
V poldrnich soufadnicich (r,,7%) miZeme jednotkovy vektor s vyjadit jako
s= (sx,sy,sz) = (cos @sin ;sin @sin J;cos D) . (2.1.1.8)
Potom
(52 +57)=(cos” p+sin® @)sin® ¥ =sin’ & (2.1.1.9)
a
2 2 .
Ezwsinﬂcos a)(t—ij ZMMCOS w(t_ij (2.1.1.10)
4rr c 4 r c
kde
Do =9Z, (2.1.1.11)
je amplituda dipélového momentu.
S uzitim vztahl pro vinové ¢islo a rychlost Sifeni elektromagnetického zareni
p=2%
A
1 (2.1.1.12)




potom dostdvame

2 .
E=&Mw{w(t—fﬂ=% Co{w(t_zﬂ, (2.1.1.13)
dre, r c c

kde Ey je velikost amplitudy intenzity elektrického pole oscilujiciho dip6lu

2 .

E, =Dk sin? (2.1.1.14)
drne, r

Analogicky pro vektor H:

H(r,7)= 4 (a)ZZOcos[a)(t—Lﬂsy;—a)ZZOco{w(r—ij}SY;Oj, (2.1.1.15)
dxer c c ’
7z ’ @’ ’
H?=9% %0 w[r—zj (sj+s2): P o a)(t—ij sin’ %, (2.1.1.16)
4xer c ? 4xer c
2 - 2 .
e 1 c ar r c c

(2.1.1.17)
kde Hj je velikost amplitudy intenzity magnetického pole oscilujiciho dip6lu
2 .
H, =Pk esnd (2.1.1.18)
ar  r
Pro Poyntingiiv vektor udavajici hustotu toku energie potom dostdvame
2 4

S=ExH =%cosz {w(t—%ﬂ[sx (s2452)ss, (s2+s)s, (s2+ sf)] =

,upzaf 5 r . pza)4 sin ¢, r (21119

=22 —cos” | @] t—— (sx;sy;s,)sm O=—"—-F—>—cos | @ t——||s
167°cr c : 16z g, c” r c

a pro Casovou stiedni hodnotu velikosti Poyntingova vektoru (stfedni hodnota energie
prenesené za jednotku Casu pies jednotkovou plochu)

2 _4 ) 2 4 )
<S>— D@ Sln2ﬂ<cos{a)(t—£ﬂ>— Do szﬂ' (2.1.1.20)

167°e,c> c 3R2re,c’ v

Budeme-li pouzivat, jak je v Ramanové spektroskopii obvyklé, namisto frekvence w vinocet v

p=_2 (2.1.121)



potom muzeme vztahy ( 2.1.1.13), (2.1.1.17 ), (2.1.1.20 ) psat ve tvaru

~2 .
E, vop, s1n19’
&, r
H, = zev’p, 502 (2.1.1.22)
r

_ mevip) sin® B
()=
0

Casova stfedni hodnota hustoty energie zafeni v daném bodé€ ve sméru Sifeni je

1 7V pe sin® ¥
<u>=E€0E02 :TOT' (2.1.1.23)
0

Rozd¢leni hustoty energie ma osovou symetrii s rotaéni osou mifici ve sméru kmitd dipdlu.
Ze vztahu ( 2.1.1.23 ) je zfejmé, Ze hustota energie je maximdlni v ekvatoridlni roviné
(rovina xy, ¥ = 7/2) a smérem k pélim klesd a dosahuje nulové hodnoty na pélech (¢ = 0).
Sttedni vykon (zéfivy tok) d®

~4 2 . 2 ~4 2
eV p, szﬂdA:MSinmdQ, (2.1.124)

d®=(S)dA=
2¢, r 2¢,

protozZe element prostorového thlu

dQ=—. (2.1.1.25)

smér Sireni

Obr. 1: Uhlové rozliSeni amplitudy E, (¢erné) a zafivosti / (Cerven¢) kmitajictho elektrického dipdlu p. Zdroj [2]



Celkovy vykon vyzafeny dipolem dostaneme z ( 2.1.1.24 ) integraci podle dQ =sinddd d¢

~4 2 ~4 227 & 3 5402
@:MISmZMQ:% | sin’ 9 dod dp =27V P (2.1.1.26)
2¢, 2¢, 920 520 3¢,
Pro zdfivost (irradiance) potom dostavame
2 542
1=92 TP Gy, (2.1.127)

dQ 2¢,

V redlném experimentu zpravidla detekujeme zafivy tok v konecném prostorovém thlu

2 ~4 2 O+AQ V+AY
=T ] sin wdvde. (2.1.1.28)

280 P—Ap D-AD

AP

V rozptylovych experimentech zavadime veliinu #cdinny priiez rozptylu (scattering cross-
section) ¢ jako pomér rozptyleného svételného vykonu (totdlniho, tj. do celého prostorového
uhlu) a plo$né hustoty zativého toku dopadajiciho zareni

3. (2.1.1.29)

(s)

Pro soubor rozptylujicich molekul zpravidla vztahujeme ucinny prafez na jednu molekulu
piipadné i na jednotkovy interval vinocti. Mimo to jesté¢ zavadime diferencidlni G¢inny priiez
rozptylu vztahem

o

do _d® 1 (2.1.130)

40 dQ(s)

2.1.2 Indukované oscilujici elektrické dipoly jako zdroje rozptyleného zareni

Jak v klasickém, tak i v kvantové-mechanickém pfistupu jsou za pavodce rozptyleného zareni
povazovany oscilujici elektrické a magnetické multipélové momenty indukované v molekule
elektromagnetickym polem dopadajicich svételnych vIn. BéZné je nejdalezitéjSim
multipélovym zdrojem oscilujici elektricky dipdl. Oscilujici magneticky dipdl a elektricky
o nékolik fadl mensi ve srovndni s oscilujicim elektrickym dipélem. Proto se zpocatku
omezime pouze na oscilujici indukovany elektricky dipdl jako zdroj rozptyleného zafeni.

Intenzita / (stfedni vykon vyzéteny oscilujicim dipélem indukovanym v molekule elektrickym
polem dopadajiciho zafeni o frekvenci w; do jednotkového prostorového uhlu ve sméru

svirajicim thel s osou dipdlu je dan vztahem plynoucim z ( 2.1.1.20)

d® 1

I S
dQ 327,

- @' p; sin’ 9=k, @ p; sin’ &, (2.1.2.1)

10



kde jsme oznacili

, 1
S 2.1.2.2

" 327te ( )

a po je amplituda indukovaného dipélového momentu s frekvenci ws, kterd je obecné

odliSnd od w; a c je rychlost svétla. Zde i v nasledujicim teoretickém popisu je

vhodné pouzivat thlovou frekvenci w . Avsak v pfipadech, kdy je kladen dtiraz na

polohy pést ve spektru, pouziva se ve shod¢ s béZnou praxi vlnocet

Pt (2.1.23)
27c

Vztah (2.1.2.1) Ize potom psat v alternativnim tvaru

I_”ZC‘;4 2 2 q gred 2 a2

=—V p,sin” ¥=k,V p;sin” ¥, (2.1.2.4)

2¢,

kde jsme oznacili
’c

ky="—. (2.125)
2¢,

Ukolem teorie rozptylu svétla je ukdzat, jak @, a po souvisi s vlastnostmi rozptylujici
molekuly a s frekvenci @, dopadajiciho elektromagnetického zafeni.
Frekvenc¢né zavisly indukovany dipélovy moment molekuly mé tvar

d=oE, (2.1.2.6)

kde E je vektor elektrické intenzity dopadajici rovinné monochromatické vlny o frekvenci @,

a o je tenzor polarizovatelnosti molekuly. Vztah ( 2.1.2.6 ) je systémem 3 linedrnich rovnic

d.X axx axy a)@ Ex
d, =\, o, o | E, |, (2.1.2.7)
dz azx azy ped EZ

kde 9 koeficientll &, tvoii komponenty tenzoru polarizovatelnosti a.

V piipadé nerezonanéniho rozptylu je tenzor polarizovatelnosti symetricky, §j. &,, =&,

potom ma pouze Sest nezavislych slozek.

Tenzor polarizovatelnosti molekuly si miiZzeme graficky vyjadrit jako elipsoid majici

v obecném piipad¢ tfi rizné poloosy. Ackoli tvar elipsoidu polarizovatelnosti molekuly
nezavisi na volbé soufadného systému, aktudlni hodnoty jeho slozek na orientaci os zavisi.
Pokud osy soufadného systému koinciduji s hlavnimi osami elipsoidu polarizovatelnosti,
nabyva tenzor polarizovatelnosti jednodussi diagondlni tvar, tj. vSechny nediagondlni slozky
vymizi a délky poloos elipsoidu budou
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(2.1.2.8)

I T

Ackoli jednotlivé slozky tenzoru polarizovatelnosti se pii rotaci soufadného systému ménd,
nckteré jejich kombinace jsou invariantni. V piipadé symetrického tenzoru polarizovatelnosti
existuji dva takové invarianty: stiedni polarizovatelnost a definovana vztahem

1
azg(a,xx+a)'y+azz) (2129)
a anizotropie y definovana vztahem
72 B _|:(a” _ayy )2 + (a _aZZ )2 +(azz _am )2 +6(a5} + ajz +a}2’z )j| . ( 2.1.2.10 )

Pro nesymetricky tenzor polarizovatelnosti existuje jesté tteti antisymetricky invariant o ,
definovany vztahem

2
a,—a, +

52:3(

; 2). (2.12.11)

2
axz _azx| +‘ayz _azy

Tyto invarianty ziskdvaji na vyznamu v piipad¢ souboru ndhodn¢ orientovanych molekul, kdy
je mohutnost rozptyleného zaieni ddna prostorovym stfedovanim ¢tvercti slozek tenzoru
polarizovatelnosti. D4 se ukazat, zZe stfedni hodnoty Ctvercu sloZek tenzoru polarizovatelnosti
mohou byt vyjadieny pomoci invarianti a a y

— 3 —2_45az+4}/2

P = = % 45
S =a = §,=£, (2.1.2.12)
) =5
450> -2y’
g o . =ao =a.o. =———=".
XX Yy XX 2 yy Z 45

2.1.3 Tenzorovy popis Rayleighova a Ramanova rozptylu

Tenzor polarizovatelnosti bude obecné¢ funkci jadernych soutadnic a tudiz bude zaviset i na
frekvencich vibraci molekuly

oa 1 o’
o, =\a, ) +0 P71 Q +— —2% 1 Q00 +-- (2.1.3.1)
P ( 14 )0 k;[ an ]0 k zg(ananJo k=]
kde (apa )0 je hodnota &, v rovnovazné konfiguraci molekuly, Ok, Q;, ... jsou normalni

soufadnice vibraci o frekvencich @,, @), ... a scité se pfes vSechny normalni soufadnice.
Index “0” u derivaci znamend, Ze jsou pocitany v rovnovazné konfiguraci. Omezime se pouze

12



na prvni dva ¢leny rozvoje, tj. zanedbdme ¢leny zahrnujici vyS$i neZ prvni mocninu Q . Tato
aproximace se nazyva harmonickd. Soustfed’me se pro zacatek pouze na jednu normalni
vibraci k Q . V tom piipadé miZeme vztah ( 2.1.3.1 ) psét ve tvaru

(“pa)k Z(“pa)k +(“;a)k O (2.13.2)

kde slozky derivace tenzoru polarizovatelnosti tvoii derivace polarizovatelnosti podle
normalnich soufadnic Oy

/7 aao‘
(), =( ank l- (2.133)

Vztah ( 2.1.3.2) plati pro vSechny sloZky tenzoru, a proto miizeme psat
a, =0,+a,0,. (2.1.34)

Uvazujeme-li jednoduchy harmonicky pohyb, potom mizeme zavislost Oy na Case vyjadfit
jako

0, =0,,cos(@+5,), (2.1.3.5)

kde Oy je amplituda normalni vibrace a o, je fazovy faktor.

Dosazenim ( 2.1.3.5 ) do ( 2.1.3.4 ) dostaneme Casovou zdvislost tenzoru polarizovatelnosti
vyplyvajici z k-tého vibraéniho médu

o, =a,+0,0,,cos(®1+0J,). (2.1.3.6)

Do rovnice ( 2.1.2.6 ) nyni dosadime frekvenc¢ni zdvislost dopadajiciho pole E danou vztahem

E=E cosat. (2.1.3.7)
Potom
d=0,E,cosmr+a,EQ, cos(@t+3,)cosa . (2.1.3.8)

Uzitim trigonometrické identity

cosAcosB=%[COS(A+B)+COS(A—B):| (2.13.9)

muzZeme vztah ( 2.1.3.8 ) vyjadfit ve tvaru
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d=d(a)+d(0-a)+d(a+0)=
=d®"*" cos oyt +dy*™ cos| (@ — @, )t =, [+d5™ cos| (@ + @, )1+ 6, |=

= ay* """ E, cos oyt + 4™ E, cos| (@, — @, )1 = 8, |+ 0™ E, cos[ (g4 + @, )1+, | =

= a,Y""E, cos @)t + %{a;QkOEO cos [(a)1 —-m,)t-4, } +a,0,E, cos I:( o +0,)t+6, ]}

(2.1.3.10)

Rayleigh Raman
yleig a «

Kosinové funkce definuji frekvence indukovanych dipdld, vztahy pro a
definuji klasické tenzory Rayleighova a Ramanova rozptylu.
Ze vztahu ( 2.1.3.10 ) je zfejmé, Ze indukovany linedrni dipél mé tfi sloZky o rtiznych

Mowe

frekvencich: d(@,), kterd je pfic¢inou zdfeni o stejné frekvenci jako je dopadajici zafeni
a vysvétluje pruzny Rayleighiiv rozptyl; déle slozku d(@ —@®,), kterd je pii¢inou zafeni

o frekvenci @ — @, a vysvétluje Stokesliv Raman@v rozptyl; a nakonec slozku d (@, + @, ),

MoV

kterd je pfi¢inou zdfeni o frekvenci @, +@, a vysvétluje anti-Stokesliv Ramanliv rozptyl.
Pov§imnéme si, Ze zatimco indukovany dip6l d(®,) ma stejnou fazi jako dopadajici vina,
indukované dipély d(@ @, ) jsou fazové posunuty vii¢i dopadajicimu vIn& o d . Tato

veli¢ina definuje relativni fazi normalni vibrace Q; vzhledem k dopadajici vin¢ a pro rtizné
molekuly mize byt riznd. Tento jednoduchy klasicky piistup ndm poskytuje uziteCny
kvalitativni obrdzek mechanismu Rayleighova a Ramanova rozptylu. Rayleighliv rozptyl
vznikd diky kmitim elektrického dipdlu o frekvenci w; indukovaného v molekule elektrickym
polem dopadajictho zéfeni, jeZ samo kmita s frekvenci w; . Ramaniiv rozptyl vznika diky
elektrickym dipdltim kmitajicim s frekvencemi w; + wy , které vznikaji nasledkem modulace
elektrického dipdlu kmitajictho s frekvenci ®; molekuldrnimi vibracemi s frekvenci oy .
Nezbytnou vazbu mezi pohybem jader a elektrickym polem zajistuji elektrony, jez sleduji
pohyby jader a zpusobuji harmonickou modulaci polarizovatelosti. UZijeme-li analogie
s hudbou, muzeme fici, Ze frekvence pozorované pifi Ramanové rozptylu jsou frekvence razt
mezi frekvenci zareni w; a frekvenci molekularni vibrace wy .

Je ztejmé, Ze nutnou podminkou pro existenci Rayleighova rozptylu je nenulovost a
JelikoZ vSechny molekuly jsou v mens$i ¢i vétsi mite polarizovatelné, klasicky rovnovdzny

tenzor a, bude vZdy mit n¢jaké nenulové slozky a tudiz a bude vZdy nenulovy.

Rayleigh

Rayleigh

Vsechny molekuly tedy vyvolavaji Rayleightiv rozptyl.
Analogickou podminkou pro existenci Ramanova rozptylu spojeného s molekulovou vibraci
o frekvenci wy je nenulovost a**™ . To znamen4, Ze alespoii jedna ze slozek derivace tenzoru

polarizovatelnosti @, musi byt nenulové. Podle vztahu ( 2.1.3.3) je (a;a )k derivaci po slozky

tenzoru polarizovatelnosti podle normdlni soufadnice QO v rovnovdzné konfiguraci jader.
Podminkou pro existenci Ramanova rozptylu tedy je, aby alespon pro jednu ze sloZek tenzoru
polarizovatelnosti méla jeji zdvislost na normdlni soufadnici v rovnovdzné konfiguraci
nenulovy gradient, tedy

4 aao‘
(ap")k:[ank l;to. (2.1.3.11)

s 2

Takovato vibrace je pak aktivni v Ramanové spektru. Vztah ( 2.1.3.11 ) odraZi citlivost
polarizovatelnosti molekuly na zmény konfigurace jader pti normélni vibraci Qy .
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2.2 Kvantova teorie Ramanova rozptylu

Kvantovy popis Ramanova rozptylu [1] vychdzi z feSeni Schrodingerovy rovnice pro pole
o dvou frekvencich. Pravdépodobnost P piechodu molekuly ze stavu 1 do stavu 2
mechanismem Ramanova rozptylu je v 1. fddu poruchové teorie pro optické frekvence
nulovd. Ve druhém tadu poruchové teorie dostivame pro pravdépodobnost tohoto ptechodu
spojeného s emisi fotonu o polarizaci €® do prostorového thlu dQ vztah

Pt 167
== [ef(a{;)ij eﬂFl';(v)v;IO, (22.1)
kde
(w.[p] e )(w,|D)|e,) (w.],|w ) (e [D]w)
+ (222)

R _
(a12)ij - s;z E -FE +l’lV0 E,-E _hVO

je tenzor Ramanova rozptylu pro prechod ze stavu 1 do stavu 2, e resp. e’ je jednotkovy
vektor ve sméru rozptyleného resp. dopadajictho zéteni, Fi popisuje tvar Ramanovy &éry

a D je operéator dip6lového momentu sklddajici se z elektronové D’ a jaderné D" &asti

N
D=D'+D"=—¢> r'+> Z R”, (223)
1

p=l1

kde r' jsou soufadnice elektronti, R” soutadnice jader a Z, je atomové &islo p-tého jddra.
Adiabaticka aproximace dava

¥ (r,R)=®, (r,R) 7" (R), (2.2.4)

kde @, (r,R) jsou elektronové a ! (R) jaderné vlnové funkce. Symboly m a u oznaduji

elektronovy vibra¢ni stav. Ddle se omezime pouze na pfechody mezi riznymi vibracnimi
stavy v zdkladnim elektronovém stavu g, nebot’ s jinymi pfechody se v molekuldrni
Ramanové spektroskopii prakticky nesetkavame.

Oznaéme tedy pocdteni stav 1=g{v,} a koneény stav 2=g{v,}. Za tohoto pfedpokladu
bude tada ¢lenti v sumaci ( 2.2.1 ) nulova bud’ z divodu ortogonality vinovych funkci, nebo
antisymetri¢nosti v n€které soufadnici. Ze sumace tak vypadnou stavy s = g{u}, ve kterych

se kombinuje zdkladni elektronovy stav s libovolnym vibraénim stavem u. Potom muiZeme
psat Ramanilv tenzor ve tvaru

A

(o) =Y <‘Pg{v2} Df‘lpe{u}><‘ye{u}‘D.f ‘Pg{v,}>+<‘1’g{vz} D, lPe{u}><‘1’e{u}
2l e E —E +hv, E,—E —hv,

s

lA)i‘\Pg{vl}>

(2.2.5)
kde suma probihd pres vSechny excitované elektronové stavy a pres vSechny vibracni stavy.
Jelikoz z divodu ortogonality elektronovych vinovych funkci plati
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(@, (nR) 27 (R)[R!|, (. R) 22 (R)) = (@, @) (2 (R)R![2:(R)) =0, (226)

vypadnou z vyrazu ( 2.2.5 ) vSechny cCleny obsahujici jadernou ¢&ést operatoru dipélového
momentu. K Ramanové rozptylu tak miize dochdzet pouze pfi interakci zéteni s elektronovym
obalem molekuly. Vazba na vibra¢ni pfechody je umoZnéna ptedevS§im tim, Ze elektrony
sleduji vibrace jader.

Vazbu mezi elektronovym a jadernym pohybem vyjadfuje zdvislost elektronové vinové
funkce na soufadnicich jader.

Ve vlnové funkci tak zbudou ¢leny

(@, (rR) 22 (R)|F| @, (rR) 2 (R)) = (27 [(D.) | ), = 0. (227)
kde
(D,),= (@, |br|e,) (22.8)

je maticovy element dipdlového momentu elektronového ptechodu g < e.

Pro malé vychylky jader z rovnovaZznych poloh Ize zavislost elektronové vinové funkce na
soutfadnicich jader aproximovat prvnimi dvéma cleny Taylorova rozvoje funkce ®(r, R)
v okoli hodnot vibra¢nich souradnic odpovidajicich rovnovdzné konfigurace jader R =Ry

@y (r)=@, (r)+(R-R,)grad, (r)‘ (2.2.9)

R=R,

Prvni ¢len rozvoje predstavuje tzv. Condonovu aproximaci elektronové vinové funkce a druhy
¢len, odpovédny za synchronizaci pohybl jader a elektront, tzv. Herzberg-Tellerovu
aproximaci. Potom se vyraz pro tenzor Ramanova rozptylu rozpadne na tii Cleny (termy)

(ar2), =(43), +(B2), +(Ct)

.. .. .0
u y u

(2.2.10)

kde prvni ¢len A zahrnuje pouze Condonovu aproximaci:

(A%),=2(D.), (De)jZ{C‘ZC‘f‘ + S } (22.11)

e {u} AE:l AEsz
kde

(De),- :<q)e(r,R0)‘ﬁf

®, (.R,)) (2.2.12)

je maticovy element dip6lového momentu elektronového prechodu e < g,
Ci, = (2 (R)| 2 (R)) (22.13)

je Condontiv prekryvovy integral vibrac¢nich funkci a
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e —
AE, =E, —E, +hv,,

. (2.2.14)
AEuZ = Egvz _Eeu _hVO ’
jsou rezonancni Cleny
E,-E, — hv, = AE:, =0,
‘ (2.2.15)

e
Esz -E, —>h,=>AE,—0.

Druhy clen B ptedstavuje Herzberg-Tellerovu opravu k elektronové funkci excitovanych
elektronovych stavil

(BS)” — ZZ((Ve)p )i (De)j Z[(szz)p C,, . C, (G:1 )p ]+

T W AE, AE,,
(22.16)
(G:) ¢ ci(Gn),
*LTOW,), N |
kde
((Vg),,)i :<—a¢3§$R) Dy |, (r,R)>R_R (2.2.17)
a
(G.), =<z£‘ (R|(R-R,) |7 (R)> (22.18)

je maticovy element operdtoru vychylky soufadnic jader mezi stavy eu a gv, pfiCemZz
(R-R, )p je vychylka p-tého jadra z rovnovazné polohy.

Tieti ¢len C je Herzberg-Tellerovou opravou k elektronové funkci zdkladniho elektronového
stavu

(6) ¢ c:Z(G;),,}
.

(c{i)fg;((U)p)l(De)j%{ Y
[(G;I) c:, c;I(G:Z)}
14 + 14 ,

(2.2.19)

TR0 (©),) T

J {u} AE;I AE;z

kde
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. 0D (rR
¢ L)> . (22.20)
R, [

Hodnota této opravy je zpravidla zanedbatelnd a proto tento Clen nebudeme v dalSi diskusi
uvazovat.

Vztahy ( 2.2.10 ) predstavuji vychozi vztahy pro vypocet intenzity Ramanova rozptylu
na daném vibra¢nim pfechodu. O tom, které ¢leny budou dominantni, rozhoduje kromé druhu
prechodu a symetrii zicastnénych vibraci 1 velikost frekvence budiciho zéfeni v, s ohledem

na vzdalenosti energetickych hladin molekuly.
2.2.1 Nerezonan¢ni pribliZeni

Je-li frekvence budiciho zareni dostatecné vzdalena od frekvenci odpovidajicich elektronové
absorpci dané molekuly, 1ze uZit tzv. nerezonanc¢ni piibliZeni.
V tomto pfiblizeni zanedbdvdme rozdily v energiich jednotlivych elektronové vibracnich

stava E,, a pfifazujeme jim jednu hodnotu Ee odpovidajici poloze maxima absorpéniho pasu
elektronového ptechodu.

AE, =E, -E, +hv, = E +hv,,
_ (2.2.1.1)
AE, =E, —E, —hv,=E, —hy,

Potom bude

(48), =20, (0) T £y o35 (0), T

’ () E +hV E —hv P’ ( ) hv {u

(22.1.2)
Protoze ale vibracni vlnové funkce daného elektronového stavu tvofi dplny ortogondlni
systém, bude platit

> cnCh = (2 (R)| 2 (R) 2 (R)| 2} (R))

{u} {u}

(2 (R)| 2 (R)) =5,

(2.2.1.3)
V nerezonancnim piibliZzeni je tedy clen (AS)“ pro Ramantiv rozptyl nulovy (nenulovy
ij
je pouze pro elasticky Rayleightiv rozptyl). V piipadé¢ Hezberg-Tellerova clenu (Bl'i)“
ij

dostavame

> (62) =Xz (R)|(R-R,),

{u} {u}

>.Ca(Gh) =z (R)

{u} {u}

2 (R) (7 (R)
7 (R)(z: (R)|R-R,),

2 (R))

 (R))
2 (R))=(z; (R)(R-R,) | ) (R))

(2.2.1.4)

(27 (R)|(R-R,),

a tedy v nerezonan¢ni aproximaci bude
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(8), =z;2—2[((ve>,,)i (D), +(p),((V),)

: (E)2 —Ehvo)

(22.15)
Prejdeme nyni od okamzitych vychylek AR k normélnim soufadnicim Q

AR? = Z L*Q, p=12,..., N (&slovani jader), i = x, y,z (€islovan{ soufadnic).
k

Unimoduldrni matice L uddva transformaci soufadnic jadernych vychylek na normdlni
vibra¢ni

soutfadnice plus 6 soufadnic uddvajicich polohu a orientaci molekuly jako celku a je tedy
Ctvercova.

Celkovy vibracni stav je souhrnem kvantovych ¢isel jednotlivych normélnich modu a celkova
vibraéni vlnova funkce soucinem vibracnich funkci normdlnich modd, tedy

zi=11¢ (). (2.2.1.6)

kde &' jsou vlnové funkce a-tého normdlniho médu, tj. linedrniho harmonického oscildtoru

proménné Q, o frekvenci f; v kvantovém stavu u, .

Potom
R) _ a a Pk ZEg
(82), = ;<I:I¢:g (.)leT1¢; (2. )>;L, ey [(),), (00, +(2) (v),) |
=3(s @)leds; (@)IT{s: )] (@ ));Lf@m[((v ), (20, +(2),((),) |

(2.2.1.7)
Tento vyraz ptipousti pouze fundamentalni prechody, tj. pfechody, kdy ‘vé‘ - vlk‘ =la

v =v, Va#k. (2.2.1.8)

Z vyrazu ( 2.2.1.7) je zfejmé, Ze v nerezonancnim piibliZeni je

Bj, =B, (2.2.19)
a
(B5),=(B2), (22.1.10)

tj. symetricky tenzor. Frekvence pfechodu se rozpadne na 2 C4sti:
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y=—"2_1 E - ; =f, |:(V1 +1) %}—f,{ [vlk +%}=fk Stokes (E,>E)
(2.2.1.11)

v=Eh_ . [vl" +%}—f,< {(vl" —1)+l} =f, antiStokes  (E, <E,)

2.2.2 Rezonan¢ni pribliZeni

P11 piiblizovani frekvence v, budiciho zafeni k frekvenci (E, —E},)/h elektronového piechodu

g <> h dojde ve vztazich pro Ramantv tenzor ( 2.2.9 ) ke sniZeni jmenovatelll nékterych ¢lenti
(tzv. rezonanéni ¢leny) termii A a B tykajicich se rezonan¢niho stavu h. U sledované Cary
nastane prudké zvySeni intenzity rozptylu, pokud je ucast dané vibrace v elektronové
vibraénich pfechodech g <> h povolena v Condonové aproximaci (A term) nebo je silnd
zavislost elektronové Casti vinové funkce molekuly ve stavu 4 na daném vibraénim pohybu

(B term).

V ostatnich ptipadech se intenzita C¢ary zietelné nezvySuje a Cara zanikd v pozadi jinych
rezonancné zesilenych linii. Celkové se tedy pii pfiblizovani frekvence budiciho zafeni
k absorp¢ni hran€ intenzita Ramanova rozptylu zvySuje a méni se i tvar spektra.

V rezonan¢nim pfibliZeni ( 2.2.1.2 ) nabyva tvar

cch

(AIZ )U =(D, )i (D,), {Zu}: E. —E, +hv, (2.2.2.1)
kde
Ch = (7 (R)| 7 (R)) (2222)

je Condoniv ptekryvovy integrdl vibrac¢nich funkci stavii u# (v rezonancnim excitovaném
elektronovém stavu i) a v (v zdkladnim elektronovém stavu g) a

(D,), = <cI> (r.R,)|Df |,

(r.R )> (2223)

r

je maticovy element dipdlového momentu elektronového prechodu g «» h, a ( 2.2.1.7 )
nabyva tvar

(Gh) Ci (Gh) cl,
(BS)FZ((VE),,)I.(Dh),Z G +Y(D,),((v),) X — | (2224)

y
p {u} ul P / {’4} ul

kde

(v),) = aq)h(r’R)ﬁ?cp(rR) (2225)
elp ; aRP i g 4 - WAAVIR

a

20



(G2), =(z (R|(R-R,) |z (R)) (2226)

je maticovy element operatoru vychylky jader mezi stavy hu a gv.
Dva ¢leny A (2.2.2.1 ) a B (2.2.2.4) odpovidaji dvéma mechanismiim rezonanéniho zesileni
(na rozdil od nerezonan¢niho piibliZeni je ¢len A nenulovy pokud jsou nenulové piekryvové

integraly < Y (R)‘ ;{;(R)> mezi vibraénimi funkcemi zdkladniho g a rezonanéniho

excitovaného elektronového stavu h). To nastdvd v piipadé pln€ symetrickych vibracnich
modi, pokud pii piechodu ze zdkladnitho do excitovaného elektronového stavu dojde
k posunu minima (tj. ke zméné rovnovdzné konfigurace molekuly). V opacném piipadé
(nulovy posun minima) bude vzdy jeden z &initeld soucinu C!,C! a tudiZ i cely ¢len A
nulovy.

V pripadé¢ Condonova mechanismu rezonan¢niho zesileni (¢len A) nejsou kladeny Zadné
restrikce na zménu vibra¢niho kvantového c¢isla, v rezonanc¢nich Ramanovych spektrech
mohou byt (a jsou) pozorovany posloupnosti vysSich harmonickych vibraénich pfechodt, kdy
relativni intenzity past v posloupnosti jsou ddny pouze velikosti piislusnych piekryvovych

integrala <1;f (R)‘,(; (R)>

2.3 Symetrie a molekulové vibrace

Charakter vibracnich médid molekuly je vysledkem urcitych symetrii v jejim prostorovém
uspofddani. Pro teoretické uchopeni téchto vlastnosti byl v minulosti vypracovdn rozsahly
matematicky aparat [4] zaloZeny na teorii grup.

2.3.1 Operace symetrie a jejich vlastnosti

Operace symetrie (viz tabulka 1) pfevadéji molekulu do symetricky ekvivalentni polohy.

Tab. 1: Prvky, operatory a operace symetrii. Zdroj [2]

Prvky symetrie |Oznaceni| Operdtory symetrie | Oznaceni Operace symetrie

Identita Operétor identity Identita

o 27k
Rotac¢ni osa Operitor rotace ., rotace o thel — kolem C,
n

Roviny symetrie Operdtor zrcadleni zrcadleni v rovin€ o,, 0}, Oy
Stred symetrie Operdtor inverze ] inverze vuci stiedu i

v ow , P , . k .
Rotac¢né reflexni Operétor nevlastni komposice C, a ovroviné
osa rotace kolmé k C,

Uved'me si ddle n¢které dileZzité vlastnosti operaci symetrie
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Rotace: c'=CcC,..C =E
| —

n

C—l — Cn—l

‘v’?e Z: c'=c

z existence n-etné rotaéni osy vyplyva i existence n/l -etné rotadni osy.

Reflexe:

o, — vertikdlni roviny symetrie (obsahuji hlavni osu)

0y, — horizontalni roviny symetrie (kolmé na hlavni osu)

oy — vertikdlni roviny symetrie (obsahuji hlavni osu — tj. osu s nejvyssi ¢etnosti — a diagonalni
dvojcetnou osu)

Inverze: P(x,y,2)—— P(-x,—y,—2)
i’=E
it=i

Nevlastni rotace: S, =Co,=0,C,

Cfo, Vk liché
CY Vk sudé

st=(c.o)' -]

Komposice operaci symetrie

Skladani operaci symetrie znamend jejich postupné provadéni, pfi¢emZ obecné zdleZi na
potfadi. Pro kaZzdou molekulu mizeme najit Gplnou mnoZinu navzdjem raznych operaci
symetrie, v niZ libovolny soucin dvou operaci symetrie je opét néjakou operaci z této
mnoziny.

Operace symetrie kazdé molekuly tvoii tzv. bodovou grupu symetrie (bodovou proto, 7Ze
alespon jeden bod ziistavd pii aplikaci libovolné operace symetrie beze zmény - vSechny
prvky symetrie dané molekuly se v tomto bodé¢ protinaji).

2.3.2 Grupové postulaty
Mnozina § prvka A, B, ..., F, ... tvofi grupu, je-li pro tuto mnozinu definovdna grupova

operace *, kterd kazdé uspotrdadané dvojici prvkt grupy S jednoznaéné piifazuje prvek
A * B = F tak, Ze jsou splnény nasledujici 4 postulaty:
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1) uzavfenost viuci grupové operaci
AxB=F FeS
2) asociativni zakon
A*B)*C=A*B*C)=A*B*C A,B,Ce3
3) existence jednotkového prvku
VAe SIEe€3: A*E=E+*A=A
4) existence inverzniho prvku
VAe 33A4'e 3 AxA'=A"+A=E

izomorfismus a homomorfismus grup

Mé&jme grupy 3 ={A,B, ... ,F,...}a3 ={A",B", ... ,F’, ... }.

Lze-li mezi prvky obou grup stanovit vzadjemné jednoznacné pfirazeni

A— A, BB, .., Fo F, .. takové, Ze ze vztahu AB = F vyplyvViAB=F < A'B' = F',
kde A, Ba A’, B’ jsou libovolné dvojice grupovych prvki, pak grupy S a 37 jsou izomorfni.
Neni-li vzdjemna jednoznacnost piifazeni prvki grup S a 3 zachovéna, jde o homomorfni
pfitazeni. Rikdme, Ze grupa S je homomorfni s grupou 3°, kdyz kazdému prvku A € 3
odpovida prave jeden prvek A" € 3~ a kazdému prvku z 3~ odpovida alespon jeden prvek z 3

2.3.3 Tiidy konjugovanych prvku

Rikdme, Ze prvek A je konjugovan s prvkem B grupy 3, Ize-li najit prvek S téZe grupy takovy,
ze plati

A=S"xBxS. (2.3.3.1)

Je-li A konjugovan s B, je 1 B konjugovan s A.
Je-li kromé prvku A konjugovan s B i prvek C téze grupy, potom i prvky A a C jsou navzdjem
konjugovany.
MnozZina vzdjemn¢ konjugovanych prvkl se nazyva tfida (konjugovanych) prvka.
Napft. z tabulky 2 je zfejmé, Ze grupa Cs, se rozpada na ti1 tiidy (K, K>, K3) konjugovanych
prvku.

Tab. 2: Multiplikacni tabulka grupy Cs, . Zdroj [2]

2 ,
C; G o,
5 P
C3 C3 O,
2 , ”
Cs G oy
5 B
G G oy
2 ” ,
C 3 C3 O,
2 .
Cs Cs , o,

>q
SHECHICRICRECHEICH
=

=
Il
——
t
—

K, ={ C3, G} K;={o,,0,, 0.}
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Obecné plati:

(a) kazda tfida je jednoznac¢né urCena svym libovolnym prvkem,

(b) grupa je sjednocenim tfid konjugovanych prvkl, pficemz tyto tfidy jsou neprazdné
a navzajem disjunktni,

(c) tiidy obsahuji obecné riizny pocet prvki, pricemz pocet prvka tiidy je délitelem fadu
grupy.

2.3.4 Maticové reprezentace grup

Jestlize VR € Q ptifadime matici D(R) tak, Zze zobrazeni 3 —I" = {D(R)} je homomorfni, pak
grupa matic I je reprezentaci grupy 3.
Grupovad operace v I je reprezentovdna operaci ndsobeni matic.

Bdze reprezentace

napiiklad v trojdimenziondlni bézi reprezentace x =(x,,x,,x;) bude reprezentace I'* bodové

grupy C, tvofena Ctvetici matic

1 00 -1 0 O
E—>D(E)=|0 1 0 C,->D(C,)=| 0 -1 0
0 0 1 0 0 1
(2.34.1)
1 0 O -1 0 0
o(xz)=0, >D(0,)=[0 -1 0O o(yz)=0, ->D(c))=| 0 1 0
0 0 1 0 0 1
jako jinou trojdimenziondlni bazi miiZzeme pouzit vnitini soutadnice (r;, 2, @)
v této bazi bude reprezentace I' bodové grupy C,, tvofena dvéma maticemi
1 00 010
01 0 1 0 0f, (2.34.2)
0 0 1 0 0 1
nebot’
I 0 0)(n 5 0 1 0)\n r
E: |0 1 O} n|=|r o, 1 0 0} nL|=|r
0 0 1)\ o 0 0 1)\ o
(2.343)
0 1 0\(r r 1 0 O\r 7
C, {1 0 O|ln,|=|n o [O 1 0|ln|=|n
0 0 1)\ o 0 0 1)\ o

Ve vibraéni spektroskopii hraje dileZitou roli reprezentace I™" (kde N je podet atomil
v molekule) generovand mnoZinou jednotkovych vektorti 3N jednotkovych vektort (e, ey, e3)
(matice 3Nx3N).
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pro molekulu vody (bodova grupa C,) bude maticové reprezentace I tvofena maticemi

0
0

0
0

0O 0 -1 0 0 O
-1 0 O

0 0 O

0
0

0
0

0
0

0
0

0 0 O
-1 0 O

-1

0 O
-1

-1

0 0 0 O
0 O

0
0

0

0 0 O

D (C,)=| 0

000 O0O0OO0OTO0O O

1

01 00O0O0O0O0O
00100O0O0TO0®O
0001O0O0O0TO0OO
0 00O0OT1TUO0OO0OO0O
000O0OO0OT1TO0TO0O®O
000O0O0OO0OT1TTGO0OO
000O0OO0OO0OO0OT1F®O
0 00O0O0OO0OO0O0°1

D (E)

0 00 0 O
-1 00 0 O

0 0 01

0 0 0O
0 0 00 O

0 0 O

1

0 00 0 00 0 O

1

0

-1 00 0 00 O O

1 0 0 00 0 O

0 O

0
0

1

0

-1

1

0 0 00 O0 O

0 0 00 0 0O

0 0 00 0 O0O0 O

D (O-v )

-1 00 00O O 0O

0 0 00 O OO

1

0

0
0

0 00 0 0O
-1 00 0 00O

1

0 0O

1 0 0 0O

0 00 O

0 0O
-1 0 0

1

0 00 0 O

0 00 0 0O

0

1

1

0 00 0 0 O0 O

0 00 0 00 0 O

D™ (o7)

(2.344)

Lze se snadno presvédcit, ze uvedené Ctyfi matice tvoii reprezentaci grupy C, .

(93

ratory symetru

,

Maticové ope

(x,,x,,x,) plati:

V trojdimenziondlni bazi reprezentace x

o O |

S — O

— O O

(2.345)

sina 0

cos o
—sinax cosa O

C.S, Iz

b

27
n

; a=
1

sinag O

cosa
—sinax cosa O

D(s,)= {
jsou ortogondlni matice ( A

=AT).

-1
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2.3.5 Podobnostni transformace

v vz

Necht' X, Y jsou ¢tvercové matice téhoz fadu. Existuje-li reguldrni matice S takova, Ze plati
Y =S"'XS, (2.3.5.1)
fikime, Ze matice X a Y jsou podobné, a predchozi vztah nazyvame podobnostni

transformaci. Jestlize na vSechny matice v maticové rovnici aplikujeme tutéZ podobnostni
transformaci, zstava v platnosti i pro transformované matice. Je-li naptiklad

AB=C, A’=S7'AS, B'=S7BS, (235.2)
potom
AB'=S"ASS'BS=S"'ABS=S"'CS=C". (2.3.5.3)

Nékdy je mozno k dané ctvercové matici A nalézt takovou podobnostni transformaci, kterd
tuto matici prevede na kvazidiagondlni tvar:

ST'AS=D,
D 0 0

D 0 D, - 0 (23.54)
0 O D,

kde Dy, ..., D, jsou ¢tvercové submatice obecné rtizné dimenze.

Podobné matice maji stejné stopy

TrB=Tr(S"AS)=Tr(S"A)S=TrS(S"'A)=Tr (SS"A)=TrA. (23.5.5)
Je-li matice D direktnim sou¢inem matic Dy, ... , D,
D=@D, (2.3.5.6)

pak ziejmé

TrD=Y(TrD,). (23.5.7)
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2.3.6 Charakter reprezentace

Stopu operatoru symetrie ve vybrané bazi nazyvame charakterem reprezentace.
V trojdimenziondlni bazi x =(x,,x,,x,) budou charaktery

TrD(E)=3 (dimenze reprezentace) (2.3.6.1)
TrD(C,)=2cosa+1 (2.3.6.2)
TrD(S,)=2cosa—1 (2.3.6.3)
TrD(c)=1 (23.64)
Tr D(i):—3 (2.3.6.5)

Obecn¢ji, vyjdeme-li z n¢jaké reprezentace grupy, muiZeme sestrojit s pomoci podobnostni
transformace nekonecné¢ mnoho ekvivalentnich reprezentaci téZe dimenze. Veli¢inou, kterd
je invariantni viici podobnostni transformaci je stopa matice, ¢ili charakter.

UvaZujme reprezentaci F{D(R)} dimenze d, potom stopa matice D(R) se nazyva

charakterem prvku R v reprezentaci I a znaci se } (R)

TrD(R)=> D, (R)=x(R). (2.3.6.6)

d
k=1
MnozZina ¢isel

x={7(R), ReS} (23.6.7)

je charakterem reprezentace I'.

ProtozZe jednotkovy prvek bodové grupy symetrie je vZdy reprezentovan jednotkovou matici,
je charakter prvku E vZdy roven dimenzi reprezentace. UkdZeme, Ze charaktery prvki grupy,
jez patii do stejné tfidy konjugovanych prvki, jsou si rovny. Necht prvky A, B téZe tiidy
grupy 3 spolu souviseji vztahem

A=S"BS, (2.3.6.8)

kde Sje n&jaky prvek grupy 3. Jsou-li D(A), D(B), D(S) odpovidajici matice libovolné
reprezentace grupy 3, musi spliiovat podminku

D(A)=[D(s)] D(B)D(S). (2.3.6.9)
S pouZitim vlastnosti stopy Tr(AB)=Tr(BA) dostivame

TrD(A)=TrD(B). (2.3.6.10)
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2.3.7 Reducibilni a ireducibilni reprezentace

M¢jme reprezentaci I'={D(R)} grupy 3 ={R}. Pfedpoklddejme, Ze plati vztah
D(A)D(B)=D(C). (237.1)

Necht X je libovolnd reguldrni ¢tvercovéa matice téhoZ fadu jako D(R).

S pomoci podobnostni transformace zkonstruujeme matice
D(A)=X"D(A)X D(B)=X"D(B)X. (23.7.2)
Snadno ovéiime, Ze pro tyto matice plati stejnd multiplikacni tabulka jako pro matice ptivodni

D(A)D(B)=X"'D(A)XX 'D(B)X=X"'D(AB)X=X"'D(C)X=D(C). (23.7.3)

To ale znamend, Ze mnoZina matic F:{D(R)} je rovnéz reprezentaci puvodni grupy.

Rikame, Ze reprezentace I' a T jsou ekvivalentni. Naopak dvé libovolné reprezentace téze
grupy jsou neekvivalentni, neexistuje-li Zddna podobnostni transformace, kterd by prevadéla
jednu reprezentaci v druhou.

Lze ukazat, Ze je mozno najit takovou matici X, kterd by prevadéla libovolnou matici
reprezentace I, napf. matici D(A), na kvazidiagondln{ tvar

D(A) 0 0
D(A)= ? DZSA) ? . (2.374)
0 0 - D,(A)

Ma-li matice D(A) takovou strukturu, potom z pravidel o ndsoben{ matic plyne:

1. VSechny matice reprezentace lze stejnou podobnostni transformaci (pomoci stejné matice
X) prevést na kvazidiagondlni tvar. Takto ziskané matice maji stejnou blokovou strukturu.

2. Pro submatice ve stejnolehlych blocich plati tdZ pravidla pro ndsobeni jako pro ptvodni
matice D(A),D(B),D(C),..., tj. je-li splnéna rovnice ( 2.3.7.1 ), budou splné&ny i rovnice

D, (A)D,(B)=D,(C)
D, (A)D,(B)=D,(C)
]_)3(A)l_)3(B):]_)3 (C) (2.3.7.5)
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To v8ak neznamend nic jiného, neZ Ze mnoZiny submatic

{D,(R)}.{D,(R)}.{D;(R)}.....{D, (R)} rovnéz tvoti reprezentace grupy 3. Timto

zpiisobem jsou matice vyssich fadu redukovdny na matice nizsich fada. V pripad¢, Ze takova
podobnostni transformace existuje, fikdme, Ze reprezentace 1" je reducibilni (redukovatelnd),
v opa¢ném piipad¢ se nazyva ireducibilni (neredukovatelnd).

Duilezité véty pro ireducibilni reprezentace

1y

2)

3)

4)

5)

Pocet neekvivalentnich ireducibilnich reprezentaci grupy se rovnd poctu tiid
konjugovanych prvka grupy.
Soudet ¢tverci dimenzi vSech neekvivalentnich ireducibilnich reprezentaci I'* grupy

s M2z

se rovnd fadu grupy

ddi=g (237.6)

Soucet ctverci absolutnich hodnot charakteri vSech prvka grupy v libovolné
ireducibilni reprezentaci I'“ se rovna fddu grupy

ZR:\Z“(R)\Z =g (237.7)

Charaktery dvou neekvivalentnich ireducibilnich reprezentaci I'* a I’ splnuji vztah
ortogonality pro charaktery

> 2 (R) 2’ (R)=0 (23.78)

Jestlize charaktery y*(R) prvkii R € 3 reprezentace I'” spliuji rovnici ( 2.3.7.7 ),
potom I'? je ireducibilni reprezentaci. Proto se tato rovnice oznacuje jako kritérium
ireducibility. V ptipadé reducibilni reprezentace vzdy plati

;\Z“(R)\z >g. (237.9)

2.3.8 Analyza reducibilni reprezentace

Necht’

D'(R) 0 0
_| 0 D(R) - 0 . (23.8.1)
0 0 D (R)

Matice {D“ (R)} Re 3 tvoii opét reprezentaci I'? grupy 3.

Predpoklddejme, Ze I'* jsou ireducibilni. Potom
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#(R)=TrD(R)=Y[TrD"(R)|=> 7(R). (2.382)

o o

Ekvivalentni reprezentace maji stejné charaktery:

=>a,x"(R), (2.3.8.3)

kde koeficient a, udava, kolikrit je I'* obsazena v reducibilni reprezentaci .
Tyto veli€iny vyjadiime pomoci y(R) a y*(R):

(R (R) =D a,x" (R) x*(R)=D.a,> ¥’ (R) x*(R)=ga,., (2.3.84)
¢ili

=—> n(K 74 (K,) (2385)

K;

oo
=
Oo|»—

kde n(K,) udava pocet prvkil tiidy K, (vyuZivame faktu, Ze charaktery prvkd grupy, jeZ patii

do stejné tiidy konjugovanych prvk, jsou si rovny).

Tab. 3: Oznacenf ireducibilnich reprezentaci bodovych grup symetrie. Zdroj [2]

Symbol reprezentace Dimenze reprezentace = Y(E)

A, B 1

E 2
T nebo F 3

symetricka V1¢i rotaci o thel

27/n kolem hlavni
antisymetrickd osy

symetrickd

Horni index Vici o,
antisymetrickd

symetricka

1. dolni index
antisymetricka

symetrickd

2. dolni index
antisymetrickd
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2.3.9 Charakter reprezentace ™

Abychom mohli ur¢it a,, musime nejprve urcit y(R) respektive y(K;) V R respektive K;.

Plati: jestlize n¢jaky atom v molekule a jemu piisluSejici vektory baze reprezentace meni pii
aplikaci operace symetrie svoji polohu v prostoru, pak témto vektorim odpovidaji v D*" (R)
nulové diagondlni maticové elementy.

Jinymi slovy: pouze vektory umisténé na atomech, které zlstaly pii plisobeni operace
symetrie R beze zmény, mohou mit nenulovy piispévek k charakteru dané operace symetrie

v reprezentaci ™" .
Postup pii vypoétu charakterii reprezentace I'" je nasledujici:

1. Urcit pocet atomil invariantnich vi¢i dané operaci symetrie (stac¢i udélat pro jednotlivé
tiidy konjugovanych prvkil). Prakticky: leZi-li atom na prvku symetrie (roving, rotacni ose,
...), potom je vuci této operaci invariantni.

2. Spotitat pifsp&vek od jednoho invariantniho atomu x°(R) pro kazdou operaci symetrie
(tfidu).

Tab. 4: Tabulka charakter?i reprezentace Y. Zdroj [2]

2.3.10 Molekula H,O

Tab. 5: Bodova grupa C,, , 3 atomy, 3 vibracni stupné volnosti. Zdroj [2]

E

1 1 1 1 XY 2

1 1 -1 -1 Xy R,
1 -1 1 -1 X, XZ R,
1 -1 -1 V%, VzZ R
3 |

3

9
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Redukce:

a, =i[9—1+1+3]=3,

a, =%[9—1—1—3]=1,

1 (2.3.10.1)
a, =—[9+1+1-3]=2,
4
1
a, =—[9+1-1+3]=3.
4
Tedy
= 3A©A ©2B ®3B,. (2.3.10.2)
Protoze
F3N — Ftrans (_Bl—*rol (_Bl—wib , ( 23103 )
mame
r =l“3N—(A1(-BA2 @231@282)=2A1@Bz. (2.3.104)

Aktivita: A, (IC, Raman), B, (IC, Raman).

2.3.11 Normalni vibrace a normalni souradnice

Teorie malych kmitd molekul vychézi z jednoduchého modelu, v némz atomy (hmotné body)
kmitaji okolo rovnovaZznych poloh.
V dvouatomové molekule je potencidlni energie V (r) vyjadrena vztahem

2

V(r)=%k(r—ro) : (23.11.1)

kde ry je rovnovaznd mezijadernd vzdalenost a k je silova konstanta.
Energie vibra¢nich hladin dvouatomové molekuly je v aproximaci harmonického oscilatoru
kvantovdna a urena vztahem

Ev:(v+ljh1/:(v+ljhv\/£, (2.3.11.2)
2 2 y7i

kde v je vibra¢ni kvantové ¢islo nabyvajici hodnot 0, 1, 2, 3, ..., & je Planckova konstanta, v je
frekvence vibrace a u je redukovand hmotnost.

V piipad¢ viceatomové molekuly miZeme potencidlni energii vyjadfit pomoci Taylorova
rozvoje
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oV 1 o’V
V=V — | g +— q. +... 2.3.11.3

i
kde Vj znaci potencidlni energii rovnovazného stavu molekuly (a pokldddme ji za rovnu nule),
druhy €len je roven nule, coz odpovidd podmince pro minimum energie

(BVJ =0, (2.3.11.4)
9, ),

1

gi jsou soufadnice vychylek z rovnovazné polohy.
Ozna¢ime-li druhé parcidlni derivace ve tfetim clenu rozvoje k; (silové konstanty)
a omezime-li se pouze na prvni tfi ¢leny (harmonicka aproximace), potom dostavdme

I
Vy =2 2 kidd; - (23.11.5)
LJ

Pocet vibra¢nich stupnil volnosti N-atomové nelinedrni (respektive linedrni) molekuly je

3N—-6 resp. 3N-5. (2.3.11.6)

Nebot’ 3 stupné volnosti piipadaji na translaci molekuly jako celku a 3 (respektive 2) na jeji
rotaci.

Vnitini pohyb vibrujici molekuly neni jednoduchy harmonicky pohyb, ale 1ze jej rozlozit na
jednoduché harmonické vibra¢ni pohyby — tzv. normdlni vibrace nebo normdlni vibracni
mody molekuly. Kazdému z nich piislusi v dané molekule urcitd frekvence. Pocet normalnich
vibraci odpovida poctu vibrac¢nich stupni volnosti.

Zavedeme normdlni souradnice: ptedpoklddejme, Ze existuji soufadnice Q; takové, zZe
hamiltonian pro vibra¢ni pohyb viceatomové molekuly miize byt vyjadien pomoci Ctvercu
téchto souradnic a jejich derivaci

23N-6 2 N
H =- L S lz (23.11.7)
i=1 aQ 2 i=1

kde 4; jsou konstanty. Schrodingerovu rovnici pro vibra¢ni pohyb molekuly
FIwZv =E1/Zv’ ( 2.3.11.8 )

kde E, je celkova vibracni energie a y, je celkova vibracni vlnova funkce, lze separovat
na 3N — 6 rovnic (v ptipad¢ nelinedrni molekuly)

282 i
-% ag; +%&Qﬁ;{éi (0)=E 7 (0)  i=12....3N=6 (23.11.9)

pfi¢emz celkové vibracni energie je rovna souctu vlastnich hodnot E a vibra¢ni vlnova

funkce molekuly je sou¢inem vibracnich funkei %, (Q,)
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= (2.3.11.10)

Rovnice ( 2.3.11.9 ) ma tvar rovnice harmonického oscilétoru, a tedy vibracni energie E, pro

jednotlivé normdlni vibrace jsou ddny vztahem

E =(vi+%j/wi, (23.11.11)

Vi

kde v; je vibracni kvantové ¢islo a v; je vibracni frekvence i-té normdlni vibrace odpovidajici
normadlni soutadnici Q;, pfiCemz

V.—L A (2.3.11.12)

DY A

Vibra¢ni vinové funkce maji tvar
2, (6)=N,H, (é)exp(—%ﬁj kde & =4"0Q, (23.11.13)

kde H, (£;) je Hermitiv polynom stupné v;.

2.3.12 Typy vibracnich prechodu

V zékladnim stavu budou vSechna vibra¢ni kvantova ¢isla rovna nule. Prechody mezi
zéakladni vibra¢ni hladinou a jednou excitovanou hladinou

;
" " 2.3.12.1
(0,0,...,0,...0) = (0,0,....L...,0) ( )

se nazyvaji fundamentdlni, odpovidajici pds v Ramanové nebo infracerveném spektru
se nazyvd fundamentdlni pds. Kdyby harmonickd aproximace platila striktné, byly by
povoleny pouze fundamentélni pfechody. Diky anharmonicité vibraci redlné molekuly jsou

Vv,

vSak povoleny i dalsi typy vibracnich prechodl — vys§7 harmonické

v
" " n=2,3,... (23.12.2)

vﬂl n Vl‘ﬂ n (2 3 12 3)
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2.3.13 Symetrie vinovych funkci fundamentalnich stavi

Vibrac¢ni vlnovd funkce pro systém 3N — 6 normdlnich soufadnic Q; md v harmonické
aproximaci tvar

~ 13N—621/2 , )36 s
x{vi}_NeXp _EZ 0, I;[Hv,.( ; Qz) (2.3.13.1)

i=1

V zékladnim stavu je v; = 0 pro vSechna i, a tedy

13N—6
X :NCXP(—E 2 /%VZQ,-Z), (23.13.2)

i=1

kde N je normaliza¢ni konstanta. Pro vlnovou funkci k-tého fundamentédlniho stavu plati
~ XoH (A"0.) ~ 262 (2.3.13.3)
/’{{0,“.,1,..‘,0} Z{o} I\ "™ =k I{o} k* No N To Jt

Z tohoto vztahu plyne, Ze vibra¢ni vlnovd funkce k-tého fundamentdlniho stavu a k-td
normdlni soutfadnice QO maji stejné transformacni vlastnosti.

Vibra¢ni Ramaniv ptechod ze zdkladniho do i-tého fundamentédlniho stavu je dovoleny jen
tehdy, kdyZ jeden ze Sesti integrala

|tz kl=xy,z (2.3.13.4)

je nenulovy.
Integrél bude nenulovy (a tedy 0 — i bude dovoleny pfechod), pokud bude integrand totdlné
symetricky, tj. kdyZ charakter reprezentace

[0 )®T(2,)®(%,)- (2.3.135)

je roven jedné pro vSechny prvky bodové grupy symetrie dané molekuly.

Ze vztahu ( 2.3.13.2) je ziejmé, Ze vibra¢ni vlnova funkce zdkladniho stavu X je vzdy plné
symetrickd. Z podminky, aby integrand ( 2.3.13.4 ) byl pln€ symetricky, potom plyne, Ze
soucin @, X musi byt rovnéZ pln€ symetricky a tedy Ze funkce ¢, a i musi mit stejnou
symetrii, tj. musi patfit téZe ireducibilni reprezentaci.

Lze odvodit, Ze ¢, se transformuje stejnym zplsobem (tj. pifslusi téZe ireducibilni
reprezentaci bodové grupy symetrie dané molekuly) jako kvadratickd funkce kartézskych
soufadnic (napiiklad ¢ jako X%, @, jako yz atd.).

M4-li tedy normdlni vibrace tutéZ symetrii jako jeden z vyrazi x°, xy,...,z°> uvedenych

v tabulce charakterd bodové grupy symetrie molekuly, potom fundamentdlni ptechod 0 — i
bude v Ramanové spektru aktivni.
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2.3.14 Vylucovaci pravidlo

Obecné lze fici, Ze vibraéni prechod miZe byt aktivni jak v infraerveném, tak i v Ramanové
spektru nebo jenom v jednou z nich popiipadé mize byt zcela inaktivni. V piipadé¢ molekul
se sttedem symetrie vSak plati vylucovaci pravidlo (alternativni zdkaz): Zddnd vibrace nemtize
byt aktivni v obou spektrech soucasné.

Kartézské souradnice jsou totiz vZdy antisymetrické vici inverzi (vibrace typu u), zatimco
funkce x°, xy, atd. jsou vidy symetrické (vibrace typu g). Toto se vyuZivd pfi feSeni
molekulové struktury. Dochézi-li ke shod& v n&jaké vibraéni frekvenci molekuly jak v IC, tak
1 v Ramanové spektru, nemé molekula stfed symetrie, a naopak.

2.4 Pomér signal/Sum v Ramanové spektroskopii
JelikoZ je Ramaniiv signdl velmi slaby, zpravidla o 6 tadd slabsi neZli budici signdl, je
dosazeni dostate¢ného poméru signdl/sum, vyznamné ovlivitujiciho kvalitu experimentédlnich

dat, v Ramanové spektroskopii obzvlasté ndrocné a je tteba mu vénovat velikou pozornost [2].
Pomér signdl/Sum (SRN) je definovan vztahem

SRN =5, (2.4.1)
O'

kde S je stfedni vyska ramanovského pasu nad pozadim a

o, =\S+B+¢,(T)+0} +0’ (242)

je standardni odchylka vySky pasu, pficemz S je vystielovy Sum signalu, B je vystfelovy Sum
pozadi, @,(T) je temny signél detektoru, oF je mihotavy Sum, o; je Sum odectu.

Vliv vystielového Sumu (ktery nastdvd u vzorkl s fluoreskujicimi pfimésemi, kdy slaby
Ramantv pds je prekryt vysokym pozadim), na SNR je limitovdn vyrazem

dS \/—dS
SNR, === “a_ (243)
/ dB /dB
dt dt
Sum pozadi nelze odeéist a piili§ vysoké pozadi miZe zpusobit, Ze signil nebude moZné
pozorovat. Pomoci miiZe zvySeni signdlu+pozadi napt. delsi akumulaci
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Obr. 2: Zavislost poméru signdl/Sum na poctu detekovanych fotont. Zdroj [2]

Kromé¢ samotné intenzity ramanovského signdlu, ovlivnitelné napi. vykonem budiciho laseru,
volenou excitacni frekvenci a kvalitou justace celé aparatury, je SRN rovnéz vyrazné ovlivnén
Sitkou vstupni Stérbiny spektrometru a dobou akumulace signdlu, jak dokladaji obrazky 3.

SNR=17 |

100 ms, 50 um slit |
0.1 sec SNR=5 i
MM
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10 ms, 10im SNR<2
30 sec
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Obr. 3: Vlevo: Zlepseni SRN s rostouci dobou akumulace je zptisobeno poklesem vystielového Sumu

Vpravo: SRN klesajici se zkracujici se dobou akumulace signdlu a se snizujici se $itkou vstupni Stérbiny.
Zdroj [2]

2.5 Metody zpracovani spekter

Na zavér teoretické Casti jsou uvedeny sloZzitéjsi matematické postupy, zavedené na pracovisti
[3], které byly pouZivané pii zpracovéni experimentalnich dat.

2.5.1 Metoda ortogonalnich diferenci

Metoda ortogonalnich diferenci je vhodnd pro eliminaci nezadoucich spektrélnich
sloZzek v Ramanovych spektrech pii jejich kvantitativni analyze. Pro jeji pouZziti je nutné, aby
vSechna spektra byla vyjadiena v m stejnych spektralnich bodech. V nésledujicich odstavcich
vysvétlime princip metody. Se spektry se zachdzi jako s m-dimenziondlnimi vektory. Skaldrni

sou¢in dvou spekter A a B oznaceny {A,B} odpovidd standardnimu ndsobeni po slozkéch.

Zméfené spektrum R je moZno rozd¢lit na soucet dvou spekter S a N :

R=S+N. (2.5.1.1)
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kde slozka S predstavuje uZite¢né spektrum. Abychom jej mohli vyuZit pro kvantitativni
analyzu, je nutno ze zméfeného spektra R eliminovat nezddouci spektrdlni piispévek N.
K tomu je pravé moZzné pouZit metodu ortogondlnich diferenci. Ortogondlni diferenci (A)op
spektra A vici ortonormalni bazi Oy (k = 1...s) definujeme jako:

(A),, =A-3{A,0,}0, . (25.1.2)

Ortogondlni diference zméfeného spektra R vici obecné ortonormdlni bazi bude souctem
ortogonalizovaného spektra S a ortogonalizovaného spektra N:

(R)OD = (S)OD +(N)0D' ( 25.13 )

Baézi pro ortogondlni diferenci volime tak, aby vymizela slozka (N)op:
Toho l1ze dosdhnout tehdy, jestliZe plati:

N=3{N.0,J0,, (25.1.4)

t.j. parazitni slozka N musi byt linedrni kombinaci spekter Oy (k = 1 ... 5) ortonormdlni baze,
vici které ortogonalizaci provadime. Spektrum N muizZeme psat jako linedrni kombinaci
urcitého poctu nezadoucich spekter. Ortogonalizatni bazi pak snadno sestavime, pokud
zndme spektra téchto nezadoucich slozek. Po sefazeni téchto slozek aplikujeme Gramm-
Schmidthv ortogonaliza¢ni proces, ¢imz dostaneme ortonormélni bazi vektort Oy.

Pomoci ortogonalizace se zcela zbavime parazitni slozky N ze spektra R za cenu
ortogonalizace spektralni slozky S. Spektrum (S)op neni obecné totozné se spektrem S a jeho
tvar zavisi na bazi, vici které ortogonalizujeme.

Ilustruyjme si  proto nyni na jednoduchém problému dilezitou vlastnost
ortogonalizovanych spekter. Méjme sm¢s, v niZ jsou zastoupeny urcité znimé komponenty,
ale jejich pomérné zastoupeni ve smesi nezname. Predpokladame ptitom, Ze tyto komponenty
spolu vzdjemné neinteraguji. Pokud zndme Ramanovo spektrum smési a jejich jednotlivych
slozek S; (r =1 ... n) (vSechna spektra normujeme na jednotkovou koncentraci), pak mizeme
urc¢it pomérné zastoupeni slozek a; ve smési ze vztahu:

S=>a$,. (25.1.5)
i=1

Zmétena Ramanova spektra vSak neodpovidaji skuteénym spektrim S a S;, nebot’ obsahuji
pfedev§Sim nezddouci prispévek fluorescencniho pozadi, temnotni signdl, spektrum
rozpoustédla, stopy parazitniho signédlu ze stén kyvety, atd. Pro uréeni pomérného zastoupeni
slozek ve smési tedy nelze vztah ( 2.5.1.5 ) pfimo pouZit, protoZze nemédme k dispozici spektra
S, ale namétend spektra R, pro kterd plati:

(R-N)=Ya,(R,-N,). (25.1.6)

Ortogondlni diferenci naméfenych spekter vuc¢i vhodné bazi Ize ale pfejit
k ortogonalizovanym spektrim (R)op a (R;)op. Z definice ( 2.5.1.2 ), vztahu ( 2.5.1.3)
a (2.5.1.5) plyne, Ze pro ortogonalizovand spektra plati:
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(R) oy =(8)op =24 (8,)op =24, (R, - (2.5.1.7)

kde koeficienty a; jsou stejné jako ve vztahu ( 2.5.1.5 ). JelikoZ se ortogonalizaci zachovavaji
linearni vztahy mezi spektry, je mozné ur€it zastoupeni slozek ve smési prechodem od
naméienych spekter k ortogonalizovanym spektriim bez nutnosti ru¢niho odectu nezadoucich
piispévki od jednotlivych namétenych spekter.

Original spectra 80001 Orthogonal differences

35000
2000 A

30000 -
1000

25000 -

Raman Intensity
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20000 - -1000

15000 2000 1
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Obr. 4: Grafickd demonstrace vysledku metody ortogondlnich diferenci. Vpravo origindlni série namétenych
spekter Ramanova rozptylu, vlevo ortogondlni diference vici obecné polynomialni funkci patého stupné.
Zdroj [5]

2.5.2 Faktorova analyza

Faktorova analyza je statistickd metoda, kterd umoziuje charakterizovat objemné série
dat pomoci nékolika mdlo spole¢nych faktorti a eliminovat tak bez ztrity uZite¢né informace
jejich velikost [11]. V dneSni dobé& nachdzi uplatnéni v fadé spektroskopickych metod
ke zpracovavani sérii spekter, které vétSinou odpovidaji jednomu, piipadné dvéma
systematicky se ménicim parametriim. V naSem piipad¢ jsme faktorovou analyzu aplikovali
na sérii mnoha Ramanovych spekter ziskanych v riiznych ¢asech nebo pro riznou kompozici
rozpostédla. Faktorovou analyzu je moZné provadét pomoci nékolika riznych postupti, které
vSak poskytuji ekvivalentni vysledky. Patifi sem naptiklad algoritmus PCA (principal
component analysis) nebo SVD (singular value decomposition).

UvaZujme matici A typu m x n. Algoritmus PCA je zaloZen na diagonalizaci matice Y'Y.
Plati:

Q'(Y'Y)Q=B, (2.52.1)

kde Q je ortogondlni matice sestavend z vlastnich vektorti matice Y'Y. Pomoci matice Q Ize
ortogondlni transformaci prevést matici Y'Y na diagondlni matici B. Algoritmus SVD
rozkldda matici Y typu m X n (m > n) na soucin tff matic. Plati:

Y=UWV", (2522)
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kde U je ortogondlni sloupcovd matice typu m x n, V je ortogondlni matice typun x na W je
diagondlni matice n X n snezdpornymi prvky. Diagondlni prvky matice W se nazyvaji
singuldrni hodnoty. Soucin matic se uvadi vétSinou tak, aby singuldrni hodnoty byly
uspotrddany sestupné na diagondle. Vztah mezi SVD a PCA lze vyjadfit jako:

Y'Y =(UWV') UWV' = VWU UWV" = VW>V". (2.5.2.3)
Tedy plati:
W' =B, V=Q, U=YVW" (2.5.24)

Algoritmus SVD je v porovnani s metodou PCA preferovanym algoritmem diky numerické
stabilit¢ umoziujici aplikaci na fadu riznych problémi, pfesnosti a moZznosti pouZiti i na
velmi objemna data. Pro zpracovani dat v rdmci diplomové prace byl pouzit pravé program
zaloZeny na algoritmu SVD.

Dané spektrum po kalibraci piedstavuje soubor m dvojic zahrnujicich vlnocet
a odpovidajici intenzitu (maximdln¢ 1024 dvojic bodl vzhledem k typu pouzitého CCD c¢ipu
s 1024 x 256 detekénimi elementy. Data je nutno upravit tak, aby kazdé spektrum bylo
definovdno ve stejném spektrdlnim rozsahu a pro stejné hodnoty vInocti. Intenzity n
zmétenych spekter pak setfadime do sloupct, které tvoii matici Y typu m x n. Tuto matici lze
rozloZit pomoci vztahu ( 2.5.2.2 ) a maticovy soucin ptepsat do sloZkového tvaru:

Y(v,)=DXWVU,(v,) r=l..m, i=l..n, j=l..n (25.25)
Jj=1

kde Yi(v,) znaci prvek v r-tém fadku a i-tém sloupci matice Y (dle zavedené notace pak znaci
hodnotu intenzity i-t€ho spektra pro vlnocet v;), W; jsou singuldrni hodnoty diagonalni matice
W, Vi znali prvek v i-tém fadku a j-tém sloupci matice V a Uj(v;) prvek matice U v r-tém
radku a j-tém sloupci.

Dané i-té spektrum Yi(v;) (r = 1 ... m) lze napsat jako linedrni kombinaci n spektrdlnich
komponent (subspekter), pficemz j-té subspektrum je j-tym sloupcovym vektorem matice U
(U(vy), r=1 ... m). Z ortogonality matice U plyne, Ze subspektra jsou ortogondlni

U(v,)U;(v,)=0,. (2.5.2.6)

Koeficienty piislusné linedrni kombinace subspekter do daného i-t€ho spektra jsou dany
prvky i-tého fddku matice V. Piislusné j-t¢ subspektrum je ale jeSt€ ndsobeno vdhovym
faktorem W; (pro dalSi uvahy se predpoklddad varianta sestupného uspotraddni singuldrnich
hodnot na diagondle matice W).
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Huet et al. Figure 5
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Obr. 5: Grafické znazornéni vysledkti metody SVD. aplikované na sérii teplotné zavislych spekter Ramanova
rozptylu. Zdroj [5], pouZzitd experimentdlni data z [12].

D4 se ukdazat, Ze vyjadieni experimentdlnich spekter pouze pomoci prvniho subspektra
aproximuje spektrdlni sadu jednim spektrem nejlepSim moznym zpiisobem ve smyslu metody
nejmensich c¢tvercl. Pomoci prvniho subspektra tak popiSeme nejdileZzitéjsi spolecné
charakteristiky spekter. Pomoci druhého subspektra pak popiSeme nejlepSim moZnym
zpisobem ty zmény ve spektrech, které nejsou popsané prvnim subspektrem (optimalizujeme
ve smyslu metody nejmensSich ctvercl rozdil origindlnich spekter a spekter vyjadienych
pomoci prvniho subspektra). Obdobné postupujeme k vyS$im subspektriim, pficemz
z ortogonality subspekter plyne, e kazdé z nich nese nezavislou informaci. Cim vétsi pocet
subspekter se v sumaci ( 2.5.2.5 ) uvazuje, tim lépe jsou pomoci faktorové analyzy
experimentdlni spektra aproximovana. Pomoci vSech subspekter popiSeme nase data presné,
ale nedojde tim k redukci jejich objemu. Ve skute€nosti je ale kazdé fyzikalni méteni zatiZeno
Sumem, ktery pro nds nenese uZzite¢nou informaci. V piipadé Ramanova rozptylu se jedna
pfedevSim o Poissonovsky Sum, ktery je imérny druhé odmocniné velikosti signdlu. Smysl
faktorové analyzy spociva v redukci dat tim, Ze se omezime ve vztahu ( 2.5.2.5 ) na linearni
kombinaci pouze nékolika prvnich subspekter. VyS$si subspektra, kterd popisuji malé
spektrdlni zmény v disledku Sumu, vylou¢ime. V piipad¢ Casovych zavislosti Ramanovych
spekter nukleovych kyselin bylo moZno vSechna experimentdlni spektra z dané teplotni série
(v nékterych piipadech i stovka spekter) dobfe aproximovat maximdlné péti subspektry.
Zbyla subspektra popisovala Sum.

Experimentalni chybu namétfenych dat miiZzeme porovnat s tzv. rezidudlni chybou, ktera
je funkci pokusné faktorové dimenze (poctu uvaZzovanych subspekter) M a je dana vztahem:
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o.(M)= (2.52.7)

kde m je pocet spektralnich bodl a n celkovy pocet spekter.

Skutec¢nd faktorovd dimenze je pak ddna jako minimdlni hodnota M, pfi niZ rezidudlni chyba
pfevysSuje chybu experimentdlni. V praxi ale vétSinou experimentdlni chybu urcit neumime.
Faktorovou dimenzi pak Casto ur€ujeme z hodnoty M, kde strma zavislost dana vztahem
(2.5.2.7) piechazi v pozvolné klesajici linedrni zavislost. Casto viak bereme do Givahy mens{
pocet subspekter, nez je odpovidajici hodnota faktorové dimenze. V tom ptipad€ neuvazujeme
subspektra, kterd popisuji rizné tézko interpretovatelné jevy ve vzorku. Muze jit o rizné
artefakty jako nepatrny posun kalibrace, vliv fluorescenénich pifmési atd. Casto tyto jevy
muzeme zanedbat diky tomu, Ze odpovidajici subspektra maji velmi malou statistickou vdhu
(singulérni hodnotu).
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Obr. 6: Zpisoby urc¢ovani faktorové dimenze. Zdroj [5]

2.5.3 Zpracovani vysledku faktorové analyzy

Samotnd faktorova analyza umoziuje zredukovat experimentdlni data a konvertovat je
do dobie matematicky zpracovatelné formy, ale jeSté neposkytuje rozklad namétenych spekter
do cistych spektralnich slozek. To je ndplni ndsledného matematického zpracovani. Uvazujme
sérii n Ramanovych spekter s-slozkové smési, pricemz podil kazdé z nich odpovida urcitému
systematicky se ménicimu parametru. MiZe jit napiiklad o sérii Ramanovych spekter
zméfenych v riznych Casech. Predpoklddejme, Ze kazdé spektrum smési Y; (i = 1 ... n)
miizeme vyjadfit ve tvaru linedrni kombinace spekter Z, jejich jednotlivych slozek,
normovanych na jednotkovou koncentraci:

Y,=>CZ,, (253.1)

p=l1
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kde Cj, odpovidd moldrni koncentraci p-té slozky v i-tém spektru smési. Pfedpokladejme, Ze
kazdé slozce ptislusi unikatni Ramanovo spektrum a koncentrace zadné ze slozek neni velmi
mald za vSech podminek, kdy byla spektra métfena. Potom, pokud je pocet naméfenych
spekter n vetsi nebo alesponl roven poctu slozek smési s, bude v idedlnim piipadé faktorova
dimenze rovna s, takZe miZeme kazdé spektrum smési Y; vyjadfit pomoci linearni kombinace
s subspekter U, z faktorové analyzy (viz vztah ( 2.5.2.5)):

:Z_;WjVijUj(Vr) r=1..m, i=l..n. (253.2)

Ze vztahil ( 2.5.3.1 ) a ( 2.5.3.2 ) plyne, Ze také spektra sloZzek smési Z, miZeme psat jako
linedrni kombinaci s subspekter:

v)=SRU,v). (253.3)

Pl

Koeficienty R, ve vztahu ( 2.5.3.2 ) odpovidaji zastoupeni j-t€ho subspektra ve spektru p-té
slozky smési a definuji tzv. ,rotacni matici“. Pokud nalezneme rota¢ni matici, mizZeme
z vysledkt faktorové analyzy smési rekonstruovat spektra jejich slozek Z,. Ze vztaht
(2.5.3.1),(2.5.3.2)a(2.5.3.3 ) mizeme ihned psat:

xziZ:c,pRp,U ZS:W].VU.UJ. i=1...n (253.4)
j=1

p=l j=1

Vzhledem k ortonormalité subspekter vyplyva z ( 2.5.3.4)

Z R, i=l.n j=l.s (253.5)

p=l1

Vztah ( 2.5.3.5 ) predstavuje pieurcenou soustavu s X n linearnich rovnic pro nalezeni s X s
koeficientll rota¢ni matice R,;, zndme-li koncentrace sloZek v jednotlivych spektrech. Hledan{
spekter slozek smési lze v tomto piipadé prevést na hledinim minima souctli ¢tvercti odchylek
gj nezdvisle pro kazdy index j

2
=Z(ZCWRM ij j=l.s (25.3.6)
=l \_p

Obdobny postup mizeme aplikovat i tehdy, kdy koncentrace komponent C;, v jednotlivych
spektrech nezndme, ale dokdZeme je popsat vhodnym modelem vystihujicim jejich zavislost
na vn¢jSich podminkach. Tento model pfitom muze obsahovat nékolik pfedem nezndmych
parametrl, které lze za piiznivych okolnosti fitem rovnéz urcit. V tomto piipadé musime
minimalizovat celkovy soucet ¢tvercli odchylek, ktery podle toho, jak chceme odliSit vyznam
subspekter s rostoucim pofadovym ¢islem, mize byt v jednom z nasledujicich tvart:

0-%u- zz[ZC,,,R,,, ij, (2537)

j=1 i=1
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(2.5.3.8)

(2.5.3.9)
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3. Pouzité vzorky, experimentalni zarizeni a postup méi‘eni
3.1. Vzorky

Ve vSech sériich méfeni byla pouZivana ultracistd voda (H,O, vodivost mensi nez 18 M€Q/cm)
a D,O od firmy Aldrich s izotopovou cistotou 99%. Déle byl pouzit praskovy cytosin
od firmy Calbiochem v kvalit¢ A-grade a praskovy uridin od firmy Aldrich v 99 % C¢istoté.
Pro zjednoduSeni Ramanovych spekter 1 substanci podilejicich se na proton-deuteronové
vymeéné nebyly pouziré pufry, ale vzorky byly piimo rozpousténé do Cisté vody. Hodnota pH
(pD) byla kontrolovdna pH-metrem a v ptipad€ potifeby dostavena na hodnoty v rozmezi pH
6,5 — 7,0 ptfidinim malého mnozstvi HCI. Titrace byla provddéna pomoci davkovace
Pipetman P1000 (Gilson), ktery byl zkalibrovan pro pouZivané objemy pomoci analytickych
vah.

3.2. Zpracovani dat

Provadéné experimenty spocivaly zpravidla v ziskdvani velkych sérii Ramanovych spekter.
Tato spektra byla nejprve zkalibrovdna ve vinocCtové skdle pomoci spektra kalibracni neonové
vybojky, sejmutého pii stejném nastaveni miifky pred samotnym méfenim (podrobnosti viz
dale). Pro kvantitativni analyzu byla spektra upravovana korekci na pozadi aproximovaného
zpravidla polynomy 1. nebo 2. stupné, piipadné ortogonalizaci vii¢i spektru rozpoustédla.
Nésledné jsme na upravend spektra aplikovali faktorovou analyzu, konkrétné¢ metodu SVD
(singular value decomposition). Vysledky SVD jsme poté interpretovali bud’ pfimo, nebo byly
fitované pro ziskani spekter jednotlivych molekuldrnich forem. Vyskledna spektra se pak jesté
upravovala na redlny priibéh pozadi.

3.3. Ramaniiv spektrometr

Tato priace se provadéla na spektrometru T64000 (ISA Jobin-Yvon), ktery byl jako starSi
(uvedeni do chodu vroce 1994) ziskdn darem z laboratofe prof. H. Welfleho
v Max-Delbriick-Centrum fiir Molekulare Medizin v Berliné. Jedna se o komplexni Ramantv
spektrometr vybaveny hlavnim monochroméitorem o ohniskové délce 650 mm osazeném
holografickymi miiZzkami o hustotdch vrypt 900 a 1800 cm’ a dvéma pfedmonochromatory,
které mohou byt zptfaZzené v subtraktivni i aditivni konfiguraci. Zaroven je mozné pracovat jen
s hlavnim monochromatorem a elasticky rozptyl potlacovat pomoci holografickych
zatezovych (notch) filtri (Kaiser).

Jako excitatni zdroj spektrometru slouzi vykonovy Ar" laser Innova 90-5 (Coherent).
Spektrometr obsahuje 2 méfici mista, znichZz jedno (vzorkovd komora) je uréeno pro
Ramanovu spektroskopii makrovzorkii umisténych v kyvetach, druhou pak tvoii mikroskop
Olympus BH2-UMA, umoziujici Ramanovu spektroskopii mikrovzorkt na zdkladé zpétného
rozptylu v konfokdlnim mikroskopu. Hlavnim detekénim systémem je CCD detektor
s 1024 x 256 detekénimi elementy chlazeny tekutym dusikem na teplotu okolo 150 K.

Rizeni spektrometru, sbér a zakladni manipulaci s daty zaji§tuje poéita¢ na drovni Pentium®
vybaveny operacnim systémem Windows 95. Pocita¢ komunikuje s fidici jednotkou CCD

MV

detektoru a dale s ddlkové ovladatelnymi prvky spektrometru (nastaveni miizek, preklapéni
poloh vnitfnich zrcadel a nastaveni Sitek nékterych Stérbin) pomoci bloku rozhrani
Spectralink. Po inicializaci sytému pomocnym programem Hwinit lze fizeni spektrometru
a sbér dat ovlddat pomoci softwaru LabSpec. Uspofdddni spektrometru je zachyceno
na obrdzcich 7 a 8. Pro ucely diplomové priace byl spektrometr vyuzivdn s méfenim

ve vzorkové komote a v médu jednoduchého monochromaétoru.
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Obr. 7: Ramaniv spektrometr T64000 (s dpravami provedenymi v ramci této diplomové prace - viz
dale). 1. CCD detektor s Dewarovou nddobou na kapalny dusik. 2. Svétlotésny kryt svétlosbérné optické
drahy spektrometru. 3. Vzorkova komora. 4. Monitor fidicitho pocéitace. 5. Blok zrcadel a Sedych filtri
pro excitaéni zdfeni. 6. Spodni svétlotésny kryt vzorkové komory. 7. Mikroskop. 8. Blok rozhrani. 9.
Kapalinovy termostat. 10. Ridici poéitag spektrometru.

Obr. 8: Ramantv spektrometr T64000 v ¢innosti, s odkrytovanou vzorkovou komorou
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4. Testovani a apravy spektrometru

Jednim z dkold diplomové price bylo otestovani funkce spektrometru a provedeni drobnych
uprav, které by umoziiovaly jeho bezproblémové pouZziti v podminkdch laboratofe sdilené
s jinymi zatizenimi. Dal§im ukolem se stala konstrukce termostatovaného drzdku kyvet.

4.1 Ridici pocita¢ a nastavovani excitacni drahy

S ohledem na nutnou kompatibilitu s firemnim softwarem a bloku jednotek rozhrani pro fizeni
spektrometru nebylo bohuZel mozné modernizovat fidici pocitac. Proto byl alespon osazen
plochym LCD diplejem, ktery umoznuje operativni manipulaci pfi sledovéni tvaru spektra pii
justaci a podafilo se opravit sitové pfipojeni, coZ umoznuje pfeddvani dat po siti (pocita
nemd USB vystup). Na téchto dpravach se vyznamné podileli doc. P. Praus
a Megr. J. Vachousek z FU MFF UK.

Pivodni systém spektrometru pouZzival Sedé filtry v excitacni drdze pouze k zeslabeni
intenzity zafeni pfi méfeni pomoci mikroskopu. Pro zajisténi bezpe¢né manipulace pfi justaci
ve vzorkové komote bylo proto ovladani Sedych filtri pfepojeno na externi piepinac, aby se
umoznilo dle potieby zeslabit excitacni laserovy svazek bez ohledu na pouzivané méfici
misto.

4.2 Pridavné svétlotésné kryty spektrometru

JelikoZ je spektrometr umistén v laboratofi, v niZ neni z provoznich divodli Zadouci dplné
zatemnéni, ukdzala se nutnost dodate¢ného zakrytovdni vzorkové komory a predevSim
prostoru svétlosbérné ¢asti spektrometru.

Vzorkova komora md kompletni svétlotésné zakrytovani shora a ze stran, ale ne zespodu.
Proto jsem vyrobil jednoduchy svétlotésny kryt na spodni ¢ast vzorkové komory, ktery zapada
do profilu na spodni strané komory, coZ umoZznuje jeho snadné nasazovdni a vyjiméani.
Pozdé&ji jsem tento kryt opatfil vytezy pro hadice a tepelné ¢idlo termostatu.

Néroc¢néjSi byl svétlotésny kryt svétlosbérné drahy, ktery musi zakryvat prostor mezi
vzorkovou komorou, vystupem mikroskopu a vstupnimi Stérbinami spektrometru.
Konstrukéni navrh tohoto krytu jsem vypracoval na pocatku ¢ervna 2009 a na konci t€hoz
mésice byl kryt kompletné dokoncen a instalovdn. Kryt (viz obrazky 9, 10, 11) je vyroben
z makrolonovych desek spojenych navzdjem kovovymi spojkami a je potaZen svétlotésnou
samolepici tapetou. Je vybaven bezpecnostnim kovovym obloZenim otvoril pro vstup a vystup
laserového svazku, jakoZz i svételného kuzele kalibra¢ni vybojky, které zabrafiuje moznosti
tepelného poskozeni krytu, popf. vzniku pozaru. Dale jsou zde manipulacni otvory opatiené
dvitky, umoznujici ptistup k ru¢né ovladanym prvkiim spektrometru v tomto prostoru, jako je
karusel s Sedymi filtry kalibracni vybojky (viz dale), ptepinac¢ svétlosbérné optické drahy,
holograficky filtr, vstupni Stérbina hlavniho monochrométoru, apod.
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Obr. 9: Svétlotésny kryt spektrometru — celkovy pohled

Obr. 11: Oteviend piedni (vlevo) a bo¢ni (vpravo) manipulaéni dvitka ve svétlotésném krytu umoziuji pfistup
k ru¢né ovladanym prvkiim spektrometru
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4.3 Spektralni kalibrace

Zékladni kalibrace spektrometru je provadéna pomoci mechanického ukazatele polohy drzaku
miizky, jehoZz udaje je mozné ru¢né vlozit do programu LabSpec. Tato hodnota neni vSak
prilis piesnd; napiiklad pfi pieklepu v zaddvané vinové délce mizZe dojit ke zna¢nému posunu
tohoto ukazatele po dojeti miizky na mechanickou zardzku. Aktudlni oprava k udaji
mechanického ukazatele je -50,5 A.

Proto se, stejn¢ jako u jinych Ramanovych spektrometri na oddé€leni, ptistoupilo k instalaci
kalibra¢ni neonové vybojky (UVP), viz obr. 12. Ta byla umisténa do tubusu pivodné
ur¢eného pro vystup zafeni z mikroskopu, takZe karuselem se zrcadly pro pfepindni
svétlosbérné drahy miZe byt jeji zareni snadno presmérované do hlavniho monochromatoru.
S ohledem na vysokou intenzitu zafeni v nékterych spektralnich oblastech byl pied vybojkou
instalovadn oto¢ny drzdk s Sedymi filtry.

V Cervnu 2009 jsem proméiil spektrum neonové vybojky v Sirokém rozsahu od 200 cm’
do 4000 cm™ a na zakladg t&chto vysledkil upravil doc. J. Bok z FU MFF UK svij kalibraéni
program pro ucely naSich méfeni jako BERKAL?2. Pozd¢ji vytvoiil modifikaci umoziujici
pouzit jedno kalibra¢ni spektrum pro sérii Ramanovych spekter pod ndzvem BERKALS3.

1

Obr. 12: Kalibra¢ni neonova vybojka

Cast spektra neonové vybojky si miizeme prohlédnout na obrazku 13.
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Obr. 13: Cist spektra kalibraéni neonové vybojky. Zdroj [5]
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4.4 Vybér excitacni vinové délky

Charakter feSené problematiky vyZaduje sledovani Ramanovych spekter v celém rozsahu
molekuldrnich vibraci, tedy pfiblizné 200 a7z 4000 cm™. To i pii pouZiti mifzky s niZsi
hustotou vryptt vyzaduje postupné meétfeni v nékolika spektralnich usecich. Pavodné
uvazovand excitaéni vlnovéd délka 514,5 nm odpovidajici nejsiln&j§i ¢afe Ar' laseru neddvala
piiliS velké oblasti prekryvu pii rozdéleni spektrdlni oblasti na tfi dseky. Jako zdvaznéjsi
aspekt se vSak ukdzal artefakt zptisobeny nejspiSe vadou (ghost) nebo nevhodnym blazovanim
miiZky v oblasti vétSich vinovych délek, ktery pfi nastaveni miiZky centrdln¢ na oblast
valen¢nich vibraci vodiku ve vodé zptisobil lokédlni deformaci spektra (obrdazek 14 nahote

vlevo).
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Obr. 14: Ghost v H,O na excitac¢ni vilnové délce 514,5 nm
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Obr. 15: Detail ghostu v H,O na excitacni vinové délce 501,7 nm
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Obr. 16: Detail ghostu v D,0 na excitacni vilnové délce 501,7 nm

I kdyZ poloha tohoto artefaktu se ménila s natiCenim miizky, dostdval se pii zmenSovani

excitacni vinové délky do oblasti vyssich vinocti. Proto byla nakonec jako excita¢ni linie
zvolena druh4 nejsiln&jsi ¢dra Ar* laseru, 488 nm.
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Obr. 17: Upln4 eliminace ghostu v H,O pii excitaéni vinové délce 488 nm
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4.5 Navrh a realizace revolverového termostatovaného drzaku skupiny kyvet

Vzhledem k charakteru mé diplomové préace byla jeji vyznamnou souc¢ésti konstrukce teplotné
stabilizovaného drzdku kyvet pro vzorkovou komoru Ramanova spektrometru. Podle
ptivodniho zadani se pocitalo s drzdkem umoznujicim dobrou teplotni stabilizaci minimalné
dvou standardnich kyvet pomoci kapalinového termostatu. V prosinci 2008 byl vedoucim mé
diplomové prace schvdlen muj origindlni ndvrh temperovaného revolverového drzaku kyvet,
umoziujiciho teplotné stabilizovat Ctyfi kyvety, pficemz jednoduchym otoCenim karuselu
bude mozné kteroukoli z nich okamzité pfesunout do pracovni polohy pro méfeni Ramanova
rozptylu. V ndvrhu se rovnéz pocitalo s moznosti budouciho jednoduchého pouZiti specidlnich
vlozek pro pifipadné méfeni s menSimi kyvetami nebo mikrokyvetami.

V pribéhu mésice jsem tedy vypracoval projekt celého =zafizeni. Kopie technické
dokumentace jsou uvedené na obrazcich 18, 19 a 20.

Obr. 18: Kopie (zmensend) technického vykresu oto¢né Casti (karuselu) termostatovaného drzéku 4 kyvet.
Material: mosaz.
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Obr. 19: Kopie (zmensend) technického vykresu tepelného vyméniku termostatovaného drzaku 4 kyvet.
Material: mosaz.
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Obr. 20: Kopie (zmensend) technického vykresu vnéjsiho termoizola¢niho plaste termostatovaného drzdku 4
kyvet. Materidl: silon.
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Jak je z vykresii patrno, zafizeni sestdvd ze 3 hlavnich césti, které jsou vloZeny jedna
do druhé. Vnitini ¢4st tvoii mosazny karusel se Ctyfmi otvory pro umisténi kyvet. V dolni
¢asti vidime sérii otvorii pro vstup a vystup laserového svazku a otvory pro vystup
ramanovského signdlu. V horni ¢asti jsou 4 undSeci trny pro prenos kroutictho momentu
z oto¢ného vika vné¢jSiho plasté na karusel, v dolni ¢ésti pak stfedovaci cep.

Prostiedni Casti je mosazny stator, protkany ve dvou navazujicich patrech sloZitym labyrintem
otvorii protékanych kapalnym médiem, drZzenym prostiednictvim piipojeného termostatu
na pozadované teploté. Tato Cast slouZzi jednak jako kluzné lozisko pro otd¢ni karuselu, ale
zejména jako vymeénik, ktery zprostfedkovdva predavini tepla mezi proudici kapalinou
a karuselem se vzorky. Obsahuje rovnéZ 4 zdsobniky na silikagel, absorbujici vzduSnou
vlhkost uvnitf drzaku.

Vnéjsi ¢ast tvoii silonovy, tepelné izolujici plast, jehoz hlavni cast obsahuje otvory
pro excitaéni svazek a Ramaniiv signdl opatiené izolacnimi okénky z kiemenného skla,
umoznujicimi perspektivné méfeni i1 v UV oblasti. Druhd, horni ¢ast (viko), je otocnd
a mechanicky spojend pies unaSeci trny s karuselem. Jejim jednoduchym pootocenim o 90°
tak Ize vyménovat vzorky ve svazku bez nutnosti poruseni tepelné izolace celého zatizeni.
Z technické dokumentace jsou rovnéz patrné polohovaci draZky a pera, umoZznujici presné
polohovani kyvet ve svazku.

V tnoru 2009 byla dle predlozené dokumentace zahdjena v dilné FU vyroba zafizeni, kterd
trvala vice nez pil roku. Nékteré polotovary, fotograficky zdokumentované v prubéhu této
vyroby, si mtizeme prohlédnout na obrazcich 21 a 22.

Obr. 21: Jesté nedokonéeny revolverovy drzak kyvet (karusel)
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Obr. 22: Témér dokonceny mosazny vymeénik tepla spolu (s vloZzenym karuselem i bez)

Zatizeni bylo kompletné dokonceno, namontovdno do vzorkové komory a odzkouSeno
prozatim bez pfipojeného termostatu, v prubéhu zaii 2009. V pribéhu listopadu 2009 pak
bylo pfipojeno na nové zakoupeny termostat a stalo se tak pln¢ funkénim. V tomto stavu jej
zachycuji obrazky 23, 24, 25 a 26.

Obr. 23: Fotografie dokonc¢eného a zkompletovaného revolverového drzaku kyvet, instalovaného
do vzorkové komory.
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4.6 Testovani tepelnych vlastnosti termostatovaného kyvetového drzaku

Po dplném zprovoznéni termostatovaného revolverového drzdku kyvet vyvstala potieba
proméfit jeho tepelné parametry. Piimo do kyvety s2 ml vody byl vsunut miniaturni
termoclanek pfipojeny na teplotné zkalibrovany elektrometr. Soucasné s tim byla odecitdna
teplota referen¢nim teplotnim ¢idlem vsunutym piimo do mosazného plasté vyméniku, ktery
standardné poskytuje zpétnovazebny tdaj pro fizeni teploty uvnitt karuselu termostatem.
Provedla se dvé méteni v riznych reZimech teplotnich zmén. Pfi prvnim méfeni byla teplota
nastavovand termostatem skokové ménénd po 15°C (posledni zména o 10°C) v rozsahu teplot
5 — 60°C, ve druhém piipadé byla teplota pfiblizn€ ve stejném rozsahu zvySovana linedrné.
Vysledky méfeni jsou uvedeny v grafech na obrdzcich 27 a 28.

Casova zavislost prabéhu teploty vzorku na zménach teploty v karuselu
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Obr. 27: Casovi zdvislost teploty vzorku na zménéch teploty v karuselu

Casova zavislost zmény teploty vzorku se zménou teploty v karuselu
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Obr. 28: Casov4 zdvislost zmény teploty ve vzorku se zménou teploty v karuselu
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Z hodnot naméfenych teplot v karuselu a uvnitt kyvety se ptredev§im podatilo ovéfit, Ze
teplota kyvety se po dobé potiebné na vyrovndni teplot dostdvd na hodnotu, kterd se od
teploty drzaku kyvet, kterd je nastavovdna termostatem, nelisi vice nez o 0,1°C, coz je
na urovni pfesnosti termostatu.

Dile jsme na zédkladé teplotniho rozdilu mezi teplotou drzdku a teplotou uvniti kyvety odhadli
casovou charakteristiku vymény tepla mezi drzdkem kyvet a vzorkem v kyvet¢.

Za ptredpokladu ustdleného tepelného toku by mélo pro prenesené teplo Q platit

dQ=E(T.~T)dr (4.6.1)

kde T, je teplota karuselu, T teplota uvniti kyvety a & parametr uréujici celkovou tepelnou
vodivost drihy ptenosu tepla. Jestlize C je celkova tepelnd kapacita vody v kyveté, potom pro
zménu jeji teploty plati

CdT =dQ. (4.6.2)

Odtud plyne diferencidlni rovnice

ar _¢ . _
0 C(TC T). (4.6.3)

JestliZe se teplota karuselu méni linedrné s teplotou jako
T =a+bt, (4.6.4)
potom pro teplotu v kyveté bude platit

ar _ ¢ . pi_
i —C(a+bt T). (4.6.5)

Jak je zfejmé z obrazku 28, po urcitém piechodném stadiu se ustavi rezim, kdy se i teplota
v kyveté méni linedrné:

T =e+ft. (4.6.6)

Po dosazeni (4.6.6) do rovnice (4.6.5) dostaneme
f =i(a+bt—e—ft) . (4.6.7)

Pokud ma byt tento vztah splnény, musi byt b = f, coZ znamen4, Ze pfi linedrnim reZimu je
rychlost nértstu obou teplot stejnd. Dile by mélo platit

C_a-e (4.6.8)

Z vysledku méfeni dostavame b = 3.18°C/min., f = 3.18°C/min. (coZ potvrzuje teoretickou
predpoved b = f ). Primérny rozdil teplot karuselu a kyvety je a — e = 3.28°C. Odtud
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C y . e . PP e
— =625, coZ znamend Ze charaktericka ¢asova konstanta pro vyrovnavani teplot je pfiblizné

3

jedna minuta.

Pro ovéteni tohoto tdaje jsme provedli dvé dal$i méteni, pii kterych byla do drzdku kyvet
ve stavu stabilizované teploty vloZena kyveta se vzorkem vody o teploté vyrazné odliSné
a méfil se Casovy vyvoj jejich teplot. Vysledky tohoto métfeni ukazuje obrazek 29.

Meéteni byla vyhodnocena fitem podle exponencidlni Casové zavislosti, kterd je feSenim
rovnice (4.6.3), pti konstantni teploté drzédku kyvet:

T:(Y‘O—Tc)exp(—£]+Tc, T=§. (4.6.9)
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Obr. 29: Casové pribéhy vyrovnivani teploty mezi drzakem kyvet a vzorkem
v kyveté. Body oznacuji vysledky méfeni, kiivky exponencidlni fit. V pfipad€ dolniho
grafu odpovidd tyrkysova kiivka fitu zahrnujicimu vSechny vysledky méfeni a modra
ktivka vysledek pfi vynechani prvniho bodu.

o
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Jak je patrné z horni ¢ésti grafu 29, fit provedeny na vyhiivaci kiivku vychlazeného vzorku
vloZzeného do karuselu drzeného na teploté¢ 60°C perfektné sedi, casovd konstanta 7= 56 s.
Z dolni ¢asti grafu 29 je naopak patrno, ze fit, provedeny na vychlazovaci kiivku vzorku
o pokojové teploté, vloZzené do karuselu drZzeného na teploté 6°C sedi hufe, pii vynechani
prvniho bodu se aproximace zlepsi. Pro ¢asovou konstantu odtud dostivime 7 = 60 s.
Vyslednou ¢asovou konstantu je mozné odhadnout jako 7= 58 £ 2 sec.

Maly rozdil mezi hodnotou uréenou v predchozim ptipad¢ (linedrni ohfev) je dan tim, Ze
v prvnim piipad¢ se na Casové konstanté podili i vedeni tepla smétujici k vyrovnavani teplot
uvnitt karuselu. Je vSak zfejmé, Ze tepelnd setrvacnost karuselu je velmi mala oproti tepelné
setrvacnosti samotné kyvety.

Na zdklad¢ urcené casové konstanty miiZzeme stanovit minimdlni doby potifebné pro dosazeni
rovnovazné teploty v kyveté. Pokud chceme zménit nastaveni teploty o AT, tedy z T = T,
do T. + AT, pak k tomu, aby se teplota kyvety liSila od poZadované vysledné teploty o méné
nez 0,1°C, musi platit

TC+AT—T=ATexp(—£j<O,1 °C, (4.6.10)
T

odkud 7 > Tln[ j . (4.6.11)

0,1°C

ProtoZze v tomto piipad€ se musi vyrovnat i teplota karuselu, je tfeba dosadit Casovou
konstantu urcenou z linedrniho ohfevu, tedy 7 =62s. Pfi nastaveni teplotni zmény termostatu

neptesahujici 15°C, je tedy po 10 minutich moZno povaZovat teplotu v kyveté za vyrovnanou
s presnosti do 0,1°C.
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5. Experimentalni ¢ast

V prubéhu listopadu 2009 probéhlo zavérecné testovani spektrometru, jeho findlni dpravy,
justace a stanovovani podminek méfeni. Byla ziskdna série zkuSebnich spekter Cisté H,O,
D,0, a také roztokl adeninu a adenosinu ve fosfaitovém pufru v H,O i D,0 na pH 6,8.

V prosinci 2009 pak byla provedena prvni testovaci méfeni na roztoku H,O + D,O v poméru
1:1, stanovujici vlastnosti deuterace v Case. Nasledovala méteni deuterace v dusikatych bazi
a nukleotidd, jejichZ ptiprava je podrobnéji popsdna v paragrafu 5.1.

5.1 Pilotni méieni Ramanova rozptylu slozek nukleovych kyselin
pri proton-deuteronové vyméné

Me¢éfeni na aparature byla zahdjena v prosinci 2009. Provedlo se né€kolik sérii méfeni, jejichz
cilem bylo provéfit moznosti sledovani proton-deuteronové vymény pii skokové zméné
sloZeni rozpoustédla. Méfeni probihala zpravidla tak, Ze vzorek rozpustény v HO byl umistén
v jedné kyveté a v jiné bylo zdsobni mnozstvi D,O. Kyvety se nachdzely v temperovaném
drzéku kyvet, takze teploty kapalin byly vyrovnané. S hledem na snahu co nejvice zpomalit
rychlost vymény dobfe vymeénitelnych protont, jsme hlavni méteni provadéli za teplot mezi O
a 10°C.

5.1.1. Sledovani proton-deuteronové vymény na cytosinu

V lednu 2010 jsme zahdjili sérii méfeni proton-deuteronové vymeény. Jako prvni testovand
sloZka nukleovych kyselin byl vybran cytosin.

Cytosin (viz obrazek 30) je pyrimidinové baze spolecnd pro DNA i RNA [20]. M4 ze vSech
majoritnich bazi nukleovych kyselin nejvyssi rozpustnost [19].

NH,
~N

N O
H

Obr. 30: Molekula Cytosinu. Zdroj [8]

Cytosin md celkem 3 snadno vymeénitelné protony, z toho 2 na aminoskupiné a 1 na
iminoskupiné. Déle pak obsahuje 2 obtizné¢ vymeénitelné protony na uhlikdch. Celkem tedy
existuje 2° = 8 moZnosti obsazeni snadno vyménitelnych pozic H nebo D. Protoze lze
pfepokladat, Ze zejména v oblasti vibracnich frekvenci pod 1800 cm” nebudou pfi obsazeni
aminoskupiny jednim protonem a jednim deuteronem vibracni linie citlivé na jejich
pfehozeni, mélo by existovat 6 spektrometricky rozliSitelnych forem.
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Pro méfeni jsme pfipravili 30 mM roztok v H>O (koncentrace limitovand rozpustnosti
cytosinu) a 1 ml tohoto roztoku umistili v kyveté. ReZim Ramanova spektrometru byl
nastaven tak, aby se po minimdlni dobé expozice a akumulce signélu, potfebné k ziskani
piijatelného poméru signdl/Sum, spektra automaticky opakované ukladala. Efektivni doba
potiebnd pro ziskani jednoho spektra byla 25 minut. Po urcité dobé jsme do kyvety ptidali
uréité mnozstvi D,0O.

Pred vlastnim méfenim jsme nejprve provedli kontrolni experiment kdy stejné mnoZzstvi D,O
bylo ptiddno do H>O. Zachycena spektra pro piidani 0,75 ml D,O do 1 ml H,O jsou uvedena
na obrazku 31 nahote. Tésné pii pridani se objevil docasny vysoky ndrlst pozadi, ktery je
nejspiS zpiisoben zvétSenou nehomogenitou kapaliny dokud nedojde k dobrému promiseni
obou slozek. Jinak spektrdlni zmény odpovidaji ocekdvani: po pridani tézké vody se vedle
pasu deformaéni vibrace HO na 1640 cm™ objevuji pasy deformaénich vibraci HDO
na 1420 cm™ a D,O na 1200 cm™. Na spodnim obrdzku 31 je dobie zdokumentovano, jak
pomoci ortogonalizace vici spektrdlnimu pribéhu charakterizovatelnému polynomem
4. stupné bylo odstranéno kolisani pozadi spektra.

62



Originalni spektra

Intenzita Ramanova rozptylu (rel. jedn.)
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Obr. 31: Spektra Ramanova rozptylu pfi pfidani 0,75 ml D,O do 1 ml H,O. Nahofe jsou uvedena origindlng

namétfena spektra, dole spektra s korekei na pribéh pozadi formou ortogonalizace vici obecnému polynomu
4. stupné. Kiivky se zvySenym pozadim (nahote) odpovidaji métenim béhem a tésné po ptridani D,O.
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Detailni ptehled o spektroskopickém obrazu pribéhu pridavani D,O do H,O ndm da
faktorovd analyza (SVD), jejiz vysledek je znazornén v grafech na obrazku 32.

Vysledky SVD
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Obr. 32: Vysledky faktorové analyzy série Ramanovych spekter pii pfidani 0,75 ml D,O do 1 ml H,O,
zobrazenych na obrazku 31 dole.
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Vysledky faktorové analyzy ukazuji, Ze faktorovd dimenze je rovna dvéma, spektrdlni série
tedy obsahuje jen dvé spektrdlni slozky, jejichZ poméry maji dvé urovné, které odliSuji stav
pted pfidanim a po pfidani D,O. Proces pfidavani se projevuje statisticky nevyznamnou tieti
komponentou, kterd vSak zcela ziejmé& souvisi s tim, Ze diky ndrtstu pozadi spektra
(ve zpracovavanych spektrech eliminovaného) dochdzi k nariistu Sumu. 1. a 2. spektralni
slozka z vysledki SVD predstavuje optimdlni spektrdlni profily pro korekci spektra
rozpousStédla pti analogicky provedeném méfeni na roztoku cytosinu.

Série spekter ziskana pii experimentu, kdy bylo ptiddano 0,75 ml D,O do 1 ml 30 mM roztoku
cytosinu v H,O je zndzornéna na obrdzku 33 nahote. Po korekci na pribéh pozadi pomoci
ortogonalizace je ziskdna série spekter, kde jsou vedle Ramanovych ¢ar H,O/HDO/D,O
zietelné silnéjSi Ramanovy pésy cytosinu. Za pouZiti prvnich dvou spektrdlnich komponent
ziskanych pomoci faktorové analyzy v experimentu s H O a D>O (obrdzek 32) do baze
profilt, vi¢i nimZ se provadi ortogonalizace, 1ze dosdhnout eliminace Ramanovych spekter
rozpoustédla (viz obrazek 35).
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Obr. 33: Spektra Ramanova rozptylu pfi piidani 0,75 ml D20 do 1 ml 30 mM roztoku cytosinu v H20 (pH 6,8).
Nahote jsou uvedena origindlné naméfend spektra, dole spektra s korekci na priibéh pozadi formou

ortogonalizace vici obecnému polynomu 4. stupné. Kfivky se zvySenym pozadim (nahote) odpovidaji métenim
béhem a tésné po ptidani D20.
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Obr. 35: Spektra Ramanova rozptylu pfi pfidani 0,75 ml D,O do 1 ml 30 mM roztoku cytosinu v H,O (pH 6,8)
po eliminaci vlivu pozadi a podilu Ramanova signdlu rozpoustédla pomoci ortogonalizace vi¢i obecnému

polynomu 4. stupn¢ dvéma komponentam ziskanym z referen¢niho méfeni s ptfiddvanim D,O do H,O (viz
obrazek 32).

Vysledky faktorové analyzy série spekter z obrazku 35 jsou uvedené na grafech na obrazku
36. Na rozdil od experimentu, kdy byla pfiddvdna pouze D,O do H,O, ukazuje faktorova
analyza vedle dvou hlavnich komponent jeSt¢ dva velmi malé spektralni piispévky spojené
se zm&nami pfi pridavani a tésné po piidani D,O. Bohuzel efekt nartstu Sumu diky
docasnému zvySeni pozadi je dominantni a neni proto mozné ziskat néjakou dalSi konkrétni
spektrdlni informaci, kterd by byla spojena s procesem postupné proton — deuteronové
vymény pied dosaZenim rovnovédhy ve vzorku. Na druhé strané je mozné, Ze pokud bychom
pracovali s roztoky o vyS$$i koncentraci, dokdzali bychom diky zvySené trovni signdlu
a zkrdcené dob¢ vzorkovani zaznamenat proces postupného ustavovani rovnovahy.

Za danych okolnosti 1ze extrahovat spektralni profily v ustdleném stavu pted a po piidani
D,0. To mizeme provést bud’ zprimérovanim spekter odpovidajicich méfeni v dobé, kterou
SVD ukazuje jako ustdleny stav, nebo urcenim stiednich hodnot koeficientti V; a V; pro tyto
doby a na jejich zdkladé¢ konstrukci spekter podle vztahu (2.5.3.2). V obou piipadech
dostaneme tentyZ vysledek. Pro porovnatelnost spekter je tteba jesté uvazit, ze po ptidani D,O
se koncentrace cytosinu snizila 1,75x. Proto je tfeba spektrum po pfidani vyndsobit timto
koeficientem, abychom dostali intenzitu vztaZzenou k ptivodni koncentraci cytosinu.
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Obr. 36: Vysledky faktorové analyzy série Ramanovych spekter pfi pfidani 0,75 ml D,O do 1 ml 30 mM
roztoku cytosinu, zobrazenych na obrazku 35.
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Vysledna spektra jsou uvedend na obrazku 37 (prvni dvé shora). Spektrum pied pfidanim D,O
samoziejmé odpovida plné protonované formé cytosinu. V piipadé€ spektra v ustdleném stavu
po ptfidini D,O muzeme ptedpoklddat, Ze stupenn deuterace odpovidd pravdépdobnosti
nahodilého obsazeni pfi dosazeném pomeéru v rozpoustédle daném pomérem H,O do D;O,
tedy 4:3. Tento pomér muzeme urCit pouze z poméri v rozpoustédle diky velmi malé
koncentraci cytosinu, takZze mnoZstvi protond, které se dostanou z cytosinu do rozpoustédla,
muzZeme zanedbat. Timto zplsobem Ize snadno spocitat, Ze podil pln¢ protonovaného
cytosinu bude 19%, plné deuterovaného cytosinu na dusikdch 8%, jednotlivych forem
s jednim deuterovanym dusikem 14% a jednotlivych forem se dvéma deuterovanymi dusiky
10%. Je tedy zfejmé, Ze spektrum v ustileném stavu po pfiddni je smési fady rtizné
deuterovanych forem. V daném piipadé mizeme odectenim spektra plné protonované formy
(a po prislusném prenormovani) dostat spektrum deuterovanych forem (viz obrazek 37).

Cytosin, 6°C

Intenzita Ramanov rozptylu

400 600 800 1000 1200 1400 1600

Raman(v posun (Cm'1)

Obr. 37: Spektra cytosinu extrahovand z experimentu pii ptidani 0,75 ml D,O do 1 ml 30 mM roztoku cytosinu
normovand na zdkladni koncentraci. Nahote je spektrum plné protonované formy, uprostied spektrum smési
forem po pfidani D,O a dole je spektrum deuterovanych forem, které jsou pfitomné v pomeérech uvedenych v
textu.

Analogickym zptsobem se ndm podaii pii ziskani spekter pii jinych pomérech H,O a D,0O
potupné eliminovat spektra smési jednou deuterovanych forem, smési dvakrat deuterovanych
forem a pIné deuterované formy (na dusikovych atomech). Tim ziskdme jist¢ origindlni
spektrdlni informaci, ale bohuZel za pomoci spekter ziskanych za ustdlenych stavii nemiZzeme
rozliSit rizné formy se stejnym stupném deuterace. To by bylo pfipadné mozné jen na zakladé
ziskani rozdilnych spektralnich pribéht z ¢asového vyvoje po pridani t€Zké vody, coz vSak
v piipad¢ cytosinu (a méfeni nerezonancniho Ramanova rozptylu) neni moZzné vzhledem
k jeho pomé&rné€ nizké rozpustnosti.
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5.1.2 Sledovani proton-deuteronové vymeény na uracilu

Abychom potvrdili zavéry plynouci z provedenych experimentd s cytosinem, provedli jsme
analogicky experiment s uracilem. Uracil (viz obrazek 38) je pyrimidinovd baze RNA [20],
[21]. Mé& ponékud niZsi rozpustnost nez cytosin [19]. Uracil mé 2 snadno vyménitelné protony
na iminoskupindch. Ddle obsahuje 2 obtiZzn€ vymeénitelné protony na uhlikdch. Celkem tedy

existuji 4 moznosti obsazeni snadno vymeénitelnych pozic H nebo D.

O

NH
N O
H

Obr. 38: Molekula uracilu. Zdroj: [9]

Pro méteni jsme pfipravili 30 mM roztok uracilu v H,O (na limitu rozpustnosti) a 1 ml tohoto
roztoku umistili v kyveté. ReZim Ramanova spektrometru byl nastaven tak, aby se po
minimdlni dobé expozice a akumulce signdlu, potiebné k ziskani pfijatelného poméru
signdl/Sum spektra automaticky opakovan¢ uklddala. Efektivni doba potfebnd pro ziskani
jednoho spektra byla 27 minut. Po urcité dob¢ jsme do kyvety ptidali D,0.

Pred vlastnim méfenim jsme nejprve provedli kontrolni experiment kdy stejné mnoZzstvi D,O
(1,75 ml) bylo pifiddno do H,O. Naméfena data poskytla dva spektralni profily rozpoustédla,
které jsme pouZzili pro eliminaci jeho piispévku v métenych spektrech uracilu.

Vysledky méfeni Ramanovych spekter uracilu béhem jednordzového piidani D,O jsou
uvedeny na obrdzku 39 v podobé pifimo naméfenych spekter (nahofe) a po eliminaci vlivu
pozadi a rozpoustédla pomoci ortogonaliza¢ni procedury (dole).

Vysledky faktorové analyzy série spekter z obrdzku 39 (dole) jsou uvedené na grafech
na obrazku 40. Faktorova analyza ukazuje na existenci pouze dvou statisticky vyznamnych
komponent coZ znamend, Ze pii Casovém rozliSeni méfeni 1ze vidét pouze skokovou zménu
po pridani D,O, kdy se okamZit¢ Ramanovo spektrum zméni na tvar, ktery je v prubéhu
dalSiho méfteni stdly. Tieti slozka z faktorové analyzy je na mezi detekovatelnosti. Na obrazku
40 byly piislusné grafy ponechdny, protoze velmi dobfie ilustruji skutecnost, Ze bchem
pfidavéni t€zké vody je hlavnim efektem (vedle zmény spektra z prvniho do druhého tvaru)
okamzity nartist Sumu.

Dané vysledky tedy umoznuji (stejné jako v pfipadé cytosinu) pouze extrakci spektralnich
profiltl v ustdleném stavu pied a po pridani D,O. Vyslednd spektra jsou uvedena na obrazku
41, spektrum po pfidini DO je normovdno na plivodni koncentraci vyndsobenim
koeficientem 4.
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Obr. 39: Spektra Ramanova rozptylu pfi pridani 1,75 ml D,O do 1 ml 30 mM roztoku uracilu v H,O (pH 6,8).
Nahote jsou uvedend origindlné naméfend spektra, dole spektra po eliminaci vlivu pozadi a podilu Ramanova
signalu rozpoustédla pomoci ortogonalizace vii¢i obecnému polynomu 4. stupné dvéma komponentam ziskanym
z referencniho méfeni s pfidavanim D,0O do H,O. Kiivky se zvySenym pozadim (nahoife) odpovidaji méfenim
béhem a té€sné po pridani D,0.
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roztoku uracilu, zobrazenych na obrazku 33.
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Obr. 41: Spektra uracilu extrahovand z experimentu pii pfidani 1,75 ml D,O do 1 ml 30 mM roztoku uracilu
normovand na zdkladni koncentraci. Nahote je spektrum plné€ protonované formy, uprostied spektrum smési
forem po pfidani D,O a dole je spektrum deuterovanych forem, které jsou pifitomné v pomérech uvedenych
v textu.

Spektrum pred pfiddnim D,O samoziejm€ odpovidd plné protonované formé cytosinu.
V piipad¢ spektra v ustileném stavu po pridini D,O miiZeme predpokladat, Ze stupen
deuterace odpovidd pravdépdobnosti nahodilého obsazeni pii dosazeném poméru
v rozpoustédle daném pomérem H,O do D,0, tedy 4:7. Tento pomér, podobn¢ jako v ptipadé
cytosinu, miZeme urcit pouze z poméri v rozpoustédle diky velmi malé koncentraci
rozpusténé latky. Timto zpisobem lIze snadno spocitat, Ze podil pln¢€ protonovaného uracilu
bude 13%, plné deuterovaného uracilu na dusikich 40% a kazdé ze dvou CcCastecné
duterovanych forem majicich jednu protonovanou a jednu deuterovanou iminoskupinu 23%.
Po odecteni prispévku plné protonované formy bylo ziskdno spektrum smési tif Castecné nebo
plné€ deuterovanych forem (viz obrdzek 41 dole).

Vysledky méfeni na uracilu jsou tedy zcela v souladu s vysledky méfeni na cytosinu —
ukazuji, Ze je mozné pomoci titratnich méfeni ziskat spektra forem sriznym stupném
protonace. Formy s ¢dste€nou protonaci na pozicich snadno vyménitelnych vodika se stejnou
stechimetrii protonovanych a deuterovanych pozic viak neni mozné vzdjemné rozlisit. Casy
vymeény jsou bohuZzel pfili§ rychlé, aby je bylo mozné rozliSit. Navic je dominantnim
spektralnim jevem bezprosttedné po pridani tézZké vody okamzity nartst drovné pozadi, ktery
se po zpracovani spekter projevuje zvySenim trovné Sumu.
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5.2 Sledovani proton-deuteronové vymény na nukleosidech

Pro dalSi experimenty jsme se obratili ke slozkdm nukleovych kyselin s vySSi rozpustnosti,
tedy nukleosidim. Ty dovoluji pracovat s koncentracemi vice neZ desetkrat vyS$imi nez
v ptipadé bazi nukleovych kyselin. To umoznuje provadét nékolikastupniova tittracni meéteni
s dobrym pomérem signdl-Sum a soucasn¢ dava i nadé€ji na ziskani valen¢nich vodikovych
spekter.

Na druhé stran¢, vysoka koncentrace vzorki mize jiz byt pti¢inou rozdilného poméru H,O,
HDO a D,O v rozpoustédle, oproti referenénimu experimentu s pfidivanim pouze D,O

do H,0. Proto byly pro ziskéani referencnich spekter provedeny analogické experimenty jako

v pfipad€ uridinu, byly ale vyhodnoceny samostatné az po nalezeni Ramanovych spekter
jednotlivych slozek, tedy H,O, HDO a D,0.

5.2.1 Ziskani referen¢nich spekter pro méreni na uridinu, sledovanim
proton-deuteronové vymény u vody

Obr. 42: Molekula vody. Zdroj [7]

Abychom zmenSili vliv zmény iontové sily na spektra vody, provadéli jsme oboje méfenti,
tedy jak méfeni s uridinem, tak méfeni pouze s vodou, s ptidinim 0,5 M NaCl.

Mgéieni pii 6 °C

Pro méfeni s vodou jsme tedy pfipravili 0,5 M roztoky NaCl v H;O a v D,O. pH obou
roztoki bylo dorovnano na hodnotu 6,8 ptidanim malého mnoZzstvi HCL.

Méteni probihalo za teploty 6°C nezdvisle ve tfech spektrdlnich usecich pokryvajicich jak
oblast niz8ich vibraci, tak oblasti valencnich vibraci deuteriovych i1 lehkého vodiku.
Experiment probihal v rezimu postupného zaznamendvani spekter s maximalnim moZnym
casovym rozliSenim, coZ bylo u uridinovych méteni 17 sekund. Béhem méfeni jsme postupné
pridavali do pivodniho 1 ml H,O s NaCl po 0,4 ml D,O s NaCl. Vyjimku tvofilo méteni
v oblasti nejvyssich vinoctil, kdy byl posledni ptidavek rozdélen na 0,3 ml a 0,1 ml. Celkové
piidavky a z nich vypoctené podily H,O, HDO a D,0 za ptedpokladu nahodilého rozdé€leni
protonil a deuteronil jsou uvedeny v tabulce 5.

Spektralni oblasti, v nichz méfeni probihala, spolu s ¢asovymi charakteristikami nabirani
spekter, poctem opakovani titraci, objemti michanych vzorkd, a dalSich podminek, za nichZ
experiment probihal, shrnuje velmi piehledné tabulka 6.
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Tab. 5: Pfiddvand mnozstvi D,O* do 1 ml H,0O?

pridavek
Dan’b

podil D/H podil H,O podil HDO podil D,O

0 100 %

400 pL 51 %

800 L 31 %

1100 pL® 23 %

1200 uL 21 %

Poznamky: * s obsahem 0,5 M NaCl, ” sumarné celkovy piidavek od zagitku experimentu, © pouze pii méfeni
ve spektralni oblasti centrované na 3380 cm™.

Tab. 6: Titra¢ni méteni postupného ptidavani D,O do H,O

Stted sp. oblasti Doba integrace Cetnost integraci Casna 1 sp. Pocet spekter
1015 cm’ 3s 3x 17 s 81
2290 cm’ 3s 3x 17 s 75

Ptivodni objem H,O = 1000 pl byl ochlazen z pokojové teploty na 6°C

1. pfidané mnoZstvi D,O — 400 ul
2. ptidané mnozstvi D,O — 400 pl
3. ptfidané mnozstvi D,O — 400 pl

Pfidavani se odehrdlo pfi teploté¢ 6°C pro H,O i D,O umisténé soucasné uvniti revolverového kyvetového
drzéku.

Stied sp. oblasti Doba integrace Cetnost integraci Cas na 1 sp. Pocet spekter
3380 cm’ 3s 3x 17 99

Puvodni objem H,O = 1000 pl byl ochlazen z pokojové teploty na 6°C

pfidané mnozstvi D,O — 400 pl

pfidané mnozstvi D,O — 400 pl

pfidané mnozstvi D,O — 300 pl
pridané mnozstvi D,O — 100 pl

b

Pfiddvani se odehrdlo pfi teploté 6°C pro H,O i D,O umisténé soucasné uvniti revolverového kyvetového
drzaku.
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Spektra naméfend ve spektralni oblasti centrované na 1015 cm™ jsou uvedend na obrazku 43.
Vysledky SVD aplikované na tato spektra po korekci pozadi pomoci ortogonalizace (obrazek
43 dole) jsou uvedend na obrazku 44.

Z vysledki SVD analyzy vyplyvd, Ze série spekter obsahuje tfi vyznamné slozky, coZz
odpovidd tfem ocekdvanym rizné deuterovanym formdm molekul vody, tedy H,O, HDO
a D,0O. Podily téchto sloZzek se méni skokové pfi pfiddvani D,O, jinak jsou trovné téchto
komponent konstantni. Pfi ptfiddvéni jsou patrné vychylky od konstantnich drovni predevs§im
u prvniho a tietiho koeficientu. Zcela ziejmé se opét jednd o jev zpisobeny docasnou silnou
nehomogenitou vzorku bezprostiedné po ptidani D,O, ktery se projevuje ndrGistem Sumu.
Zietelné to potvrzuje i statisticky nevyznamna ¢tvrtd komponenta.

ProtoZze zndme koncentrace H,O, HDO a D,0 (tabulka 5) v jednotlivych fazich titratniho
experimentu, miZzeme extrahovat Ramanova spektra téchto komponent postupem uvedenym
v kapitole 2.5.3. Pro zlepSeni pfesnosti jsme nejprve eliminovali spektra zméfend pfii
pfidavéani DO a znovu provedli SVD analyzu. Jeji vysledky jsou na obrazku 45. Potom byly
jednotlivé pribéhy koeficientli nafitované podle vztahu ( 2.5.3.5 ). Nafitované prib¢hy jsou
rovnéZ zakreslené na obrazku 45. Jak je vidét, nafitované pribchy velmi dobie souhlasi
s experimentdlné zjisténymi prabehy. Tyto fity umoZznily urceni transformacnich koeficientd
a pomoci nich ziskat spektra jednotlivych forem. Vyslednd spektra jsou na obrazku 46.
Je dobfie vidét, Ze jde skutecné o oddélend spektra jednotlivych forem, protoze obsahuji vzdy
jen jeden pés deformacni vibrace vody, ktery je na 1644 cm™ u H,O, na 1448 cm™ u HDO
ana 1212 cm™ u D,0.
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Obr. 43: Spektra Ramanova rozptylu z prvni spektralni oblasti 200 — 1800 cm™", pii postupném piidavéani D,O
(pridavana mnozstvi jsou v tabulce 6) do 1 ml H,O (pH 6,8). Nahote jsou uvedena origindln€¢ namétend spektra,
dole pak spektra po eliminaci vlivu pozadi pomoci ortogonalizace vii¢i obecnému polynomu 3. stupné.

78



Vysledky SVD

25000
Singularni cisla ° Residualni chyba
r 20000
— ° g
wn 3
>
o ° - 15000 £
= 3
N (o]
c —
r 10000
[0] =
= °
= ©
= L 5000 2
| ° o
— @
10 4 Mo
0 20 . 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Cislo komponenty Faktorova dimenze
0,06 0,125
1. spektralni slozka \A
0.04 1 t 0,120
0,02
r 0,115
0,00 A
r 0,110
-0,02
r 0,105
-0,04 1
-0,06 r 0,100
-0,08 T T T T T T T T T T T T T T T T T 0,095
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Ramantv posun [cm'1] Cas [s]
0,06 0,15
2. spektralni slozka
0,04 A p V2 r 0,10
0,02 r 0,05
0,00 r 0,00
-0,02 r -0,05
-0,04 +-0,10
-0,06 1 r-0,15
-0,08 T T T T T T T T T T T T T T T T T -0,20
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Ramanav posun [cm'] Cas [s]
0,10 0,2
00s | 3. spektralni slozka A
o1
0,06 A
0,04 A r 0,0
0,02 A
0,00 1 L 04
-0,02 A
r-0,2
-0,04 A
-0,06 . . . . . . . . . ; ; ; ; ; ; . . -03
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Ramantv posun [cm™'] Cas [s]
Obr. 44: Vysledky faktorové analyzy série Ramanovych spekter pfi pridavani D,O do 1 ml H,O, zobrazenych

na obrazku 43 dole.

79



Vysledky SVD

1e+5
° Singularni cisla Residualni chyba
[ ]
n O
o Fle+d
3
N
c
L °
£
= \ \ [
-
T T T T T T T T 1e+2
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
islo komponenty Faktorova dimenze
0,06 0,135
1. spektralni slozka
0,04 1 k0,130
r 0,125
0,02
r 0,120
0,00 -
r 0,115
-0,02
r 0,110
0,04
+ 0,105
-0,06 r 0,100
-0,08 T T T T T T T T T T T T T T T T 0,095
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
o 1 C
Ramanuv posun [cm'] as [s]
0,08 0,15
0,06 - L, . F 0,10
2. spektralni slozka
0,04 005
0,02 - F 0,00
0,00 - +-0,05
-0,02 r-0,10
-0,04 r-0,15
-0,06 T T T T T T T T T T T T T T T T -0,20
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
Ramanuv posun [cm™'] Cas [s]
0,10 02
0,08 3. spektralni slozka
F o1
0,06 -
0,04 - F 0,0
0,02 -
0,00 - L o4
-0,02 -
F-0.2
-0,04 -
-0,06 . . . . . . . . . . . . . . . T -0.3
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 O 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600

Ramantv posun [cm™']

Cas [s]

Standardni odchylka

Obr. 45: Vysledky faktorové analyzy spekter z obrazku 43 dole, po eliminaci spekter ziskanych tésné po ptidani
D,0 do H,0. Modré ktivky v grafech prubéhti koeficientd V, , V, a V; jsou vysledky fitu pii uvazovanych
sumadrnich koncentracich rtizn¢ deuterovanych molekul.
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Obr. 46: Extrahovand spektra jednotlivych rizné deuterovanych forem. Je zfetelné vidét, Ze jde skutecné
o oddélend spektra jednotlivych forem, nebot’ obsahuji vZdy jen jeden pas deformacni vibrace vody, ktery je na
1644 cm™ u H,O (nahote), na 1448 cm™ u HDO (uprostfed) a na 1212 cm™ u D,0 (dole).

Obdobné& byla provadéna méfeni v oblasti centrované na 2290 cm’, kde jsou dominantni
valen¢ni vibrace O-D. Naméfend spektra jsou na obrazku 47 a vysledky SVD analyzy
(jiz s odstranénim spekter naméfenych pii pfidavani D,O) na obrazku 48. V tomto piipadé je
ponékud prekvapivé, Ze faktorova dimenze je rovna ctyfem a nikoli o¢ekdvanym tfem.
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Obr. 47: Spektra Ramanova rozptylu ve spektralni oblasti valencnich vibraci deuteria pfi postupném pridavani
D,0 (pfiddvand mnozstvi jsou v tabulce 10) do 1 ml H,O (pH 6,8). Nahote jsou uvedena origindlné¢ naméfend
spektra, dole pak spektra po eliminaci vlivu pozadi pomoci ortogonalizace vi¢i obecnému polynomu 3. stupné.
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Obr. 48: Vysledky faktorové analyzy série Ramanovych spekter ve spektralni oblasti valen¢nich vibraci deuteria
pfi pridavani D,O do 1 ml H,O, zobrazenych na obrazku 47. Modré kiivky v grafech prubéht koeficientt
Vi, V,, V3 aVyjsou vysledky fitu pfi uvaZovanych sumdarnich koncentracich tff riizné deuterovanych forem

molekul.

Provedené fity ukazuji,

Zze zatimco koeficienty prvnich ti{f komponent odpovidaji

koncentracim H,O, HDO a D,0O podle tabulky 5, koeficient 4. komponenty se zménami
koncentraci viibec nekoreluje. Tato ¢tvrta spektrdlni komponenta ziejmé vystihuje jemnéjsi
spektrdlni efekt, kterym je velmi pravdépodobné mirnd zmeéna tvaru spektra HDO v zavislosti
na sloZeni okolnich molekul. Vyslednd spektra jednotlivych forem molekuly vody
(samoziejmé ve tvaru ortogonalizovaném vii¢i polynomu 4. stupn¢) jsou na obrazku 49 .
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Obr. 49: Extrahovana spektra jednotlivych rizné¢ deuterovanych forem ve spektrdlni oblasti valen¢nich vibraci
deuteria. Horn{ kiivka odpovida signalu H,O, prostiedni kiivka signdlu HDO a spodni kiivka signalu D,O.
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Treti méfeni bylo provddéno v oblasti centrované na 3380 cm™, kde jsou dominantni valencni
vibrace O-H. Namétend spektra jsou na obrazku 50 nahote, dole pak spektra, kterd v tomto
piipadé byla s ohledem na nizkou troven pozadi ortogonalizovand pouze vic¢i polynomu 1.
stupn€. Vysledky SVD analyzy (jiz s odstranénim spekter namétenych pfi pfidivani D,0)
vidime na obrdzku 51. Faktorovd dimenze je rovna tiem, coZ by mélo byt v souladu
s o¢ekdvanou pritomnosti ti{ forem molekul vody. Na druhé strané by v této spektrdlni oblasti
neméla molekula D,O dédvat Zddny Ramantlv signdl. Také je zfejmé, Ze tvar 3. spektrdlni
komponenty je analogicky tvaru ctvrté ,nadpocetné komponenty u méfeni v oblasti
centrované na 2290 cm’. P¥i fitovani na tfi komponenty je shoda s koeficienty V ponckud
hor$i nez v predchozich piipadech, ale celkem dobrd. Na druhé strané€ timto fitem urcend
spektra (obrdzek 52) ddvaji zcela neredlny pribéh pro spektrum D,O. Dosli jsme proto
k zavéru, Ze ve skuteCnosti se signdl D,O v této spektrdlni oblasti nevyskytuje, takze
faktorovd dimenze by méla byt rovna dvéma. Treti dimenze je, podobné jako u oblasti
2290 cm™ dimenze &tvrtd, ,nadpocetnd a vyjadiuje jemnou spektrdlni zdvislost spektra
molekul vody (v tomto ptipadé dominantné H,O) na sloZeni okolnich molekul. Druhy fit byl
tedy proveden pro pouhd dvé ocekdvana spektra, tedy slozky H,O a HDO. Vysledky tohoto
fitu jsou zakresleny na obrdzku 53. Podle ocekdvani pritbéh koeficientu V3 viibec nekoreluje
s predpoklddanou zménou koncentraci H,O a HDO. U koeficientl V| a V; je shoda pon¢kud
hor$i, coZ miize znamenat, zZe spektralni zmény spektra H;O v malé mite ovliviiuji i prvni
a druhou dimenzi. Pokud jde o vysledna spektra, je spektrum H,O ziskané z obou typt fitil
prakticky totozné; v ptipadé¢ HDO bude spravny tvar ziejme mezi obéma ziskanymi priibéhy,
a proto jsme pro analyzy méfeni na uridinu pracovali s primérem z téchto prubéhd.
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Obr. 50: Spektra Ramanova rozptylu ve spektrdlni oblasti valenc¢nich vibraci protont pii postupném ptiddvani
D,0 (pfiddvand mnozstvi jsou v tabulce 10) do 1 ml H,O (pH 6,8). Nahote jsou uvedena origindln¢ namétena
spektra, dole pak spektra po eliminaci vlivu pozadi pomoci ortogonalizace vici obecnému polynomu 1. stupné.
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Obr. 51: Vysledky faktorové analyzy série Ramanovych spekter ve spektralni oblasti valen¢nich vibraci lehkého
vodiku pfi pfidavani D,O do 1 ml H,O, zobrazenych na obrazku 50. Modré kiivky v grafech prabehii koeficientt
Vi, V,,aV;jsou vysledky fitu pfi uvazovanych sumarnich koncentracich tif rizn¢ deuterovanych forem

molekul.
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Obr. 52: Extrahovana spektra jednotlivych rizné¢ deuterovanych forem ve spektrdlni oblasti valen¢nich vibraci
lehkého vodiku. Horni kiivka odpovida signalu H,O, prostfedni kiivka pak signidlu HDO. Pribéh Ramanova
signdlu D,0, kterému by mélo odpovidat spodni spektrum, je v tomto pifipadé siln¢ zkreslen vlivem jemné
spektralni zavislosti molekul vody (v tomto piipadé dominantné¢ H,O) na sloZeni okolnich molekul. Ramantv
signdl D,O se ve skutecnosti v této spektralni oblasti vliibec nevyskytuje.
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Obr. 53: Druhy fit, provedeny pro pouhd dvé ocekdvana spektra, tedy slozky H,O a HDO. Dle o¢ekavani pribéh
koeficientu V3 nekoreluje s predpoklddanou zménou koncentraci H,O a HDO. U koeficientd V| a V, je shoda
ponékud horsi, coz mliZze znamenat, Ze spektralni zmény spektra H,O v malé mife ovliviiuji i prvni a druhou
dimenzi.
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Méieni pii 60 °C

Deuterované vzorky, ziskané v této sérii méteni pii teploté 6°C, byly nasledné umistény
v chladnicce, kvtli maximalnimu zpomaleni déji. Vzorky, vychlazené zhruba na teplotu 8°C,
byly jesté tyZ den postupné umistovany do karuselu drZzeného na teplot¢ 60°C a ihned
méteny, kazdy ze vzorkl byl pouzit pro méfeni v jiné spektrdlni oblasti. Prvni spektrum tedy
bylo nabirdno vzdy v pribéhu ohiivani vzorku na teplotu 60°C, béhem nabirdni druhého
spektra se jiz teploty vyrovnaly. Parametry tohoto experimentu piehledné shrnuje tabulka 7.

Tab. 7: Casovy priibéh méfeni deuterace vody, méfeny pii 60°C

Stied sp. oblasti Doba integrace Cetnost integraci Cas na 1 sp. Pocet spekter
1015 cm’ 10's 30 x 416's 11
2290 cm’ 10s 30 x 416s 11
3380 cm’ 10's 30 x 416's 10

Ziskand spektra si miZeme prohlédnout na obrdzcich 54, 55 a 56, ptfi¢emz v horni Césti
vidime vzdy ptvodni spektrum, v dolni ¢asti spektrum ortogonalizované vac¢i polynomu
ptislusného stupné.
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Obr. 54: Spektra Ramanova rozptylu z prvni spektralni oblasti 200 — 1800 cm™' pii ¢asovém vyvoji smési H,O
a D,O (pH 6,8, 0.5 M NaCl) méfend za teploty 60°C. Nahote jsou uvedend origindlné¢ naméfena spektra, dole
spektra po eliminaci vlivu pozadi pomoci ortogonalizace vici obecnému polynomu 3. stupné.
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Obr. 55: Spektra Ramanova rozptylu z druhé spektralni oblasti 1600 — 3000 cm™ pii Easovém vyvoji smési H,O

a D,O (pH 6,8, 0.5 M NaCl) méfend za teploty 60°C. Nahote jsou uvedend origindlné¢ naméfend spektra, dole
spektra po eliminaci vlivu pozadi pomoci ortogonalizace vici obecnému polynomu 3. stupné.
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Obr. 56: Spektra Ramanova rozptylu ze tieti spektralni oblasti 2000 — 4000 cm™, pii Easovém vyvoji smési H,O

a D,O (pH 6,8, 0.5 M NaCl) méfend za teploty 60°C. Nahote jsou uvedena origindlné¢ naméfend spektra, dole
spektra po eliminaci vlivu pozadi pomoci ortogonalizace vi¢i obecnému polynomu 3. stupné.
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5.2.2 Sledovani proton-deuteronové vymeény na uridinu

V ptipadé uridinu mdme molekulu s pomérné vysokou rozpustnosti ve vod¢, kterd je vSak
sloZit&jsi a zahrnuje vice vodikovych atomil (viz obrdazek 57). Obsahuje celkem Ctyfi snadno
vymeénitelné vodiky, z toho jeden vodik iminoskupiny na uracilu a tfi na OH skupinidch
ribézy, dile 8 Spatné vymeénitelnych vodikl, znichZ dva jsou védzdny na uhliky uracilu
a zbavajici na uhliky ribézy. Je vSak moZno ocekdvat, Ze zejména v oblasti vibraci pod
1800 cm™ budou dominantni Ramanovy &iry pochdzejici od uracilové &sti, které nebudou
citlivé na stav deuterace ribozy.

O

HO N O
O

OHOH

Obr. 57: Molekula Uridinu. Zdroj [10]

Méieni pii 6 °C

Pro méteni jsme piipravili 500 mM roztok uridinu v H,O s 0,5 M NaCl, pH bylo nastaveno
na hodnotu 6,8. M¢feni probihalo za teploty 6°C nezdvisle ve tfech spektrdlnich usecich
pokryvajicich jak oblast niZsich vibraci, tak oblasti valen¢nich vibraci deuteriovych i lehkého
vodiku. Experiment byl provadén ve stejném reZimu jako u vySe popsanych referen¢nich
mefeni (presnéji feceno, referencni méfeni byla provadéna za stejného rezimu jako méteni
s uridinem, protoZze byla provdadéna pozdé€ji). 1 ml roztoku jsme vlozili do kyvety
a po temperaci tohoto roztoku i zdsobniho roztoku D,O s0,5M NaCl bylo spusténo
automatické zaznamendvani spekter po 17 sekundach. Béhem méfeni jsme postupné piidavali
do ptivodniho roztoku v H,O s NaCl po 0,4 ml D,0O s NaCl. Vyjimku tvofilo méfeni v oblasti
nejvyssich vinoctl, kdy byl posledni ptidavek rozdelen na 0,3 ml a 0,1 ml. Celkové piidavky
a z nich vypoctené podily razn¢ deuterovanich forem uridinu a za predpokladu nahodilého
rozdéleni protont a deuterontl jsou uvedené v tabulce 9.
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piidavek
Dan’b

Tab. 9: Piiddvand mnozstvi D,O* do 1 ml roztoku 500mM uridinu v H,O*

pomér
D/(H+D)

podil
prot.Urn’

podil 1x
deut.Urn°

podil 2x
deut.Urn°

podil 3x
deut.Urn°

podil
deut.Urn°

podil
prot.Ura'

podil
deut.Ura

0 100 % 100 %

400 pL 26 % 71 %

800 pL 10 % 56 %

1100 pL® 5% 48 %

1200 pL 45 %

Poznamky: ¥ s obsahem 0,5 M NaCl, ” sumarné celkovy piidavek od za¢tku experimentu, © pouze pii méfeni
ve spektrdlni oblasti centrované na 3380 cm™, ¢ pIné protonovany uridin, © sumérni podil viech forem s uréitym
stupném deuterace v pozicich lehce vyménitelnych vodikii, © podil viech forem uridinu s protonovanym

(deuterovanym) iminovodikem na uracilu

Tab. 10: Titra¢ni méfeni postupného piidavani D,O do roztoku 500mM uridinu v H,O

Stied sp. oblasti Doba integrace Cetnost integraci Cas na 1 sp. Pocet spekter
1015 cm’ 3s 3x 175 90
2290 cm’ 3s 3x 17 s 84

Pivodni objem vzorku 500mM uridinu v H,O = 1000 ul byl ochlazen z pokojové teploty na 6°C

4. ptfidané mnozstvi D,O — 400 pl
5. ptidané mnozstvi D,O — 400 pl
6. pifidané mnozstvi D,O — 400 pl

Priddvani se odehrdlo pfi teploté¢ 6°C pro oba vzorky, umisténé zaroven uvnitf revolverového kyvetového
drzaku.

Stied sp. oblasti Doba integrace Cetnost integraci Cas na I sp. Pocet spekter

3380 cm’! 3s 3x 17s 107

Piivodni objem vzorku 500mM uridinu v H,O = 1000 pl byl ochlazen z pokojové teploty na 6°C

pridané mnozstvi D,O — 400 pl
pridané mnozstvi D,O — 400 pl
pridané mnozstvi D,O — 300 pl
pfidané mnoZzstvi D,O — 100 pl

o Naw

Pfiddvani se odehrdlo pfi teploté 6°C pro oba vzorky, umisténé zaroven uvnitf revolverového kyvetového
drzéku.
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Spektralni oblasti, v nichz titratni méfeni probihala, spolu s Casovymi charakteristikami
nabirdni spekter, poctem opakovdéni titraci, objem michanych vzorki, a dalSich podminek,
za nichZ experiment probihal, shrnuje velmi pfehledné tabulka 10.

Spektra namétena v nizkofrekvencni spektrdlni oblasti centrované na 1015 cm’ jsou uvedena
na obrazku 59 nahote. Je ziejmé, Ze diky mnohem vySsi koncentraci nez v piipad¢ cytosinu
nebo uracilu jsou pasy uridinu dominantni a zcela prekryvaji pasy vody. Také troven pozadi
je relativné nizsi. Proto byly pro korekci pozadi pouzité pouze funkce obecného polynomu
3. stupné a dale spektralni profily H,O, HDO a D,0 urcené z referencnich méteni popsanych
v ptedchozi Casti prace. Nasledné byla aplikovdna faktorovd analyza (SVD), nejprve
na vSechna spektra. Opét se objevily typické pribéhy koeficientii ukazujici na jediné casové
zmény kromé stabilnich drovnich mezi pfidavky D,O, a to zvySeni Sumové tdrovné pii
pfidavéni. Nasledné byla tato spektra vylou¢ena a SVD analyza zopakovédna. Vysledky jsou
uvedeny na obrazku 61.

Z vysledka SVD analyzy vyplyva, Ze série spekter obsahuje pouze dvé vyznamné slozky, coz
potvrzuje nase ocekdvani, Ze v této spektrilni oblasti bude zéleZet predev§im na tom, zda je
protonovana nebo deuterovand iminoskupina na uracilové ¢asti molekuly. Tteti, statisticky
nevyznamnd komponenta v sobé obsahuje zC€asti Sum a zCasti jiny typ zavislosti na pfidavani
D,O, ktery patrné vyjadiuje vliv deuterace OH skupin rib6zy na Ramanova spektra.
S ohledem na velikost ptislusného singuldrniho ¢isla v porovnani se Sumovou drovni je vSak
tento spektrdlni prispévek zcela ziejm¢e zanedbatelny.
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Obr. 58: Spektra Ramanova rozptylu z prvni spektralni oblasti 200 — 1800 cm™, pfi postupném piidavani D,O
(pridavana mnozstvi jsou v tabulce 10) do 1 ml 500 mM roztoku uridinu v HyO (pH 6,8). Nahote jsou uvedena
origindlné¢ naméfend spektra, dole spektra po eliminaci vlivu pozadi pomoci ortogonalizace vuci obecnému
polynomu 3. stupng.
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4000

Spektra ortogonalizovana vici obecnému polynomu 3. stupné
a tfem spektralnim profilim z titrace H,0 pfidavanim D,0
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Obr. 59: Spektra z obrazku 58 dole, po eliminaci podilu Ramanova signalu rozpoustédla pomoci ortogonalizace
vuci tfem komponentam ziskanym z referencniho méfeni s pfidivanim D,O do H,O.

98



Vysledky SVD

1e+5 P Singularni &isla ° Residualni chyba - 90
%) - 4535
o <
o o - 40 -§
Y 1e+4 - 35
2 o
£ 30 5
2 g
o ‘\ D5
— 1e+3 1 F209

0 20 40 60 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
Cislo komponenty Faktorova dimenze
0,22
0,10 11, spektralni slozka - 0,20
0,08 - - 0,18
0,06 - 016
0,04 | i 8’1‘2‘
0,02 - L 0,10
0,00 T | O 08
-0,02 - 0,06
-0,04 - 0,04
0,10 0,15
2. spektralni slozka L 0,10
0,05 -
; - 0,05
V2
0,00 - r 000
- -0,05
-0,05 - - -0,10
- -0,15
0,10 1 -0,20
0,10 - 0,2
0,08 13. spektralni slozka
0,06 - 0.1
0,04 I
0,02 0.0
0,00 - L 0,1

-0,02 -

-0,04 1 Vs r 0,2

'0,06 T L _0’3

-0,08 T T T T T T T T T T T T T

400 600 800 1000 1200 1400 1600 O 5 10 15 20 25

Ramanuiv posun [cm™'] Cas [min.]

Obr. 60: Vysledky faktorové analyzy série Ramanovych spekter pfi pridavani D,O do 1 ml 500 mM roztoku
uridinu, zobrazenych na obrazku 59. Cerné kiivky v grafech pribéht koeficient V, a V, jsou vysledky fitu
pfi uvazovanych sumdrnich koncentracich molekul s protonovanou a deuterovanou iminoskupinou.
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Znalost koncentraci obou forem molekul (tabulka 9) v jednotlivych fazich titracniho
experimentu ndm dovoluje extrahovat Ramanova spektra téchto komponent postupem
uvedenym v kapitole 2.5.3. Nafitované prib¢hy jsou rovnéz zakreslené na obrazku 60. Jak je
vidét, velmi dobte souhlasi s experimentdlné zjisténymi prabéhy. Na zdkladé transformacnich
koeficientl urenych z téchto fit byla uréena spektra obou forem — viz obrazek 61.

Uridin, 6°C

Intenzita Ramanov rozptylu

_W% N W

400 600 800 1000 1200 1400 1600
Raman(v posun (cm'1)

Obr. 61: Spektra uridinu extrahovand z experimentu pii piidavani D,O do 500 mM roztoku uridinu v H,O podle
tabulky 9. Spektra jsou urcena pro jednotkovou 1 mM koncentraci. Nahote je spektrum uridinu s protonovanou
iminoskupinou a dole spektrum s deuterovanou iminoskupinou.

Obdobné se provddéla méfeni v oblasti centrované na 2290 cm™. Naméfend spektra,
korigovana ortogonalizacnim postupem na vliv pozadi a rozpoustédla, jsou na obrazcich 62
a 63. S ohledem na vysokou intenzitu Ramanova spektra rospoustédla (HDO a D,0) v této
spektrdlni oblasti, neni prekvapivé, Ze spektra jsou po ortogonalizaci pomérné zaSuménd
a zdeformovand. Vysledky SVD analyzy (jiz s odstranénim spekter se zvySenym Sumem
namétenych pii pridavani D,O) jsou na obrazku 64.

V tomto piipad¢ je faktorovd dimenze rovna tiem. Pribéhy predevSim prvni a tfeti
komponenty ukazuji, Ze v této oblasti jsou vyznamné zejména valencni vibrace O-D
na deuterovanych pozicich na ribéze. To znamend, Ze v této spektrdlni oblasti nemizeme
fitovat pouze podle stavu deuterace iminoskupiny uracilu, ale je nutné uvazovat vSechny
deuterované formy uridinu. V tom pifipadé ndm ale bohuZel naméfend spektra nedavaji
dostatek spektrdlni informace, aby bylo moZzno fitem rozliSit jenotlivé typy deuterovanych
forem (tim je minéno rozliSit pln€ protonovanou, sumarné¢ 1x deuterované, sumarn¢ 2x
deuterované, sumdrné¢ 3x deuterované a plné deuterovanou formu na pozicich lehko
vymeénitelnych vodiki), protoZze mame jen tii rizné spektralni komponenty pro pét rtiznych
ocekdvanych spekter. Pro rozsiteni spektrdlni informace bude zfejmé nutné zvétsit rozsah
titraci a kromé¢ titrace roztoku v H,O pfidavanim D,O provadét i opacnou titraci, tedy
pfidavéani H,O do roztoku v D,0.
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Obr. 62: Spektra Ramanova rozptylu ve spektralni oblasti valencnich vibraci deuteria pfi postupném pridavani
D,0 (pfiddvand mnoZstvi jsou v tabulce 10) do 1 ml 500 mM roztoku uridinu v H,O (pH 6,8). Nahote jsou

uvedena origindlné¢ naméfend spektra, dole spektra po eliminaci vlivu pozadi pomoci ortogonalizace vUci
obecnému polynomu 3. stupné.
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Spektra ortogonalizovana vici obecnému polynomu 3. stupné
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Obr. 63: Spektra z obr. 62 dole, po eliminaci podilu Ramanova signdlu rozpoustédla pomoci ortogonalizace vici
¢tyfem komponentdm ziskanym z referenéniho méteni s ptiddvanim D,0 do H,O.
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Vysledky SVD
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Obr. 64: Vysledky faktorové analyzy série Ramanovych spekter ve spektrdlni oblasti valen¢nich vibraci deuteria
pfi ptiddvani D,O do 1 ml 500 mM roztoku uridinu, zobrazenych na obrdzku 63.

103



Tteti m&feni bylo provadéno v oblasti centrované na 3380 cm™, kde jsou dominantni valen&ni
vibrace O-H. Naméfena spektra jsou na obrazku 65 nahote, dole pak spektra, ktera v tomto
ptipad¢ byla s ohledem na nizkou uroven pozadi ortogonalizovdna pouze vuci polynomu
1. stupné.
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Obr. 65: Spektra Ramanova rozptylu ve spektrdlni oblasti valenc¢nich vibraci protont pii postupném ptiddvani
D,0 (pfiddvand mnozstvi jsou v tabulce 9) do 1 ml 500 mM roztoku uridinu v H,O (pH 6,8). Nahofe jsou
uvedena origindlné naméfend spektra, dole spektra po eliminaci vlivu pozadi pomoci ortogonalizace vUci
obecnému polynomu 1. stupné.
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Obrazek 66 pak ukazuje tato spektra ddle ortogonalizovand vici tiem spektralnim prib&éhiim
pro rozpoustédlo. Vysledky SVD analyzy (jiZ s odstranénim spekter se zvySenym Sumem
namétenych pii pridavani D,O) jsou na obrazku 67

1000
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Obr. 66: Spektra zobr. 65 dole, po eliminaci signdlu rozpoustédla pomoci ortogonalizace vuci tfem
komponentdm ziskanym z referencniho méfeni s pfidavanim D,0 do H,O.
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Obr. 67: Vysledky faktorové analyzy série Ramanovych spekter ve spektralni oblasti valencnich vibraci lehkého
vodiku pfi pfiddvani D,O do 1 ml 500 mM roztoku uridinu, zobrazenych na obrazku 66.

Faktorovd dimenze ponékud piekvapivé obsahuje pouze jednu vyznamnou spektralni slozku.
Dalsi slozka je jiz statisticky madlo vyznamnad sohledem na velky podil Sumu jak
v subspektru, tak v ¢asovém pribéhu hodnot koeficientu V,. Prvni subspektrum ziejmé
odpovidd spektru uridinu v pln¢ protonovaném stavu. PiisluSny koeficient vSak nejvice
odpovida poklesu obsazeni jedné pozice snadno vyménitelného vodiku protonem a urcité ne
ubyvéni pln€ protonované formy, které je podstatné vyraznéjsi (viz tabulka 9). Podle vSeho
vysledky SVD ukazuji, Ze Ramanovy pdsy protonovych valen¢nich vibraci jsou jen velmi
malo citlivé na deuteraci v jinych polohdch snadno vyménitelnych vodiki.

106



Méieni pii 60 °C

Krom¢& meéfeni proton-deuteronové vymeény pii 6°C, byla provadéna téZ méteni pii teploté
60°C zaméfend na zjiSténi moznosti detekce vymény na pozicich téZko vyménitelnych
vodiki. Tato méfeni se realizovala tak, ze vysledné vzorky po ptidavani D,O za teploty 6°C
byly po ukonceni méfeni umistény v chladni¢ce, kvlli maximédlnimu zpomaleni d&ji. Vzorky,
vychlazené zhruba na teplotu 8°C, byly pak jesté tyZ den postupné umistovany do karuselu
drzeného na teplot¢ 60°C a ihned méteny, kazdy ze vzorkd byl pouZit pro méfeni v jiné
spektralni oblasti. Prvni spektrum se tedy nabiralo vZdy v prib&hu ohiivani vzorku na teplotu
60°C, bchem nabirdni druhého spektra se jiz teploty vyrovnaly. Doba nabirdni jednoho
spektra byla pifiblizné 7 minut a méfeni se uskutecnila v prubéhu asi jedné hodiny po dosazeni
stabilni teploty vzorku. Po zméfeni byly vzorky ponechany v karuselu temperovaném na 60°C
pies noc a po 20 hodinidch opétovné pfeméieny pfi této teploté. Parametry tohoto experimentu
ptehledné shrnuje tabulka 11.

Tab. 11: Casovy priibéh méfeni deuterace uridinu, méfeny pii 60°C

Stied sp. oblasti Doba integrace Cetnost integraci Cas na I sp. Pocet spekter
1015 cm’! 10's 30 x 416's 10
2290 cm’! 10's 30 x 416's 9
3380 cm’ 10s 30 x 416s 10

Tato méfeni v piipad¢ cytosinu a uracilu nepfinesla uspokojivé vysledky kvili Spatnému
poméru signal/Sum, kvili kterému se v ¢asovém prib¢hu spiSe daly identifikovat spektralni
charakteristiky odpovidajici kolisani signdlu rozpoustédla. V piipad¢ vzorki, kde byla pouze
smes H,O a D,O nebyla zaznamenédna 7Zadnd charakteristickd ¢asovd zména a bylo ziskdno
referen¢ni spektrum rozpoustédla pro korekci pozadi spekter uridinu.

Meéfeni na uridinu byla provedena ve vSech tfech spektralnich pdsmech, ale pouze v oblasti
vibraci o niz$ich frekvenci se podafilo zjistit jasnou Casovou zdvislost. Pfislu§nd spektra jsou
na obrdzku 68. Vysledky faktorové analyzy téchto spekter jsou na obrdzku 69. Z vysledku je
zfejmé, Ze faktorovd dimenze je rovna tfem. Zatimco vSak druhd komponenta odpovida
sumdrnim zméndm spektra vyvolanym zdménou lehkych vodikli deuteriem v pozicich téZzko
vyménitelnych vodiki (Ize predpokladat, Ze spektrdlné vyznamné jsou predevsim vymény
aromatickych vodikli uracilu), tfeti komponenta v sobé sméSuje jemnéjsi spektrdlni rozdily
vyvolané riznou rychlosti vymény s kolisanim signalu rozpoustédla (podil past H,O, HDO
a D,0) 1 pomérné vysokou hladinu Sumu. Neni tedy mozné ji vyuZzit pro detailnéjsi analyzu
spektrdlnich zmén, ale ukazuje, Ze pii zlepSeni poméru signdl/Sum a korekce vlivu
rozpoustédla bude mozné tyto analyzy provadeét.

Casova rychlost vymény byla uréend exponencilnim fitem ¢asového priib&hu koeficientu V,
zakreslenym v obrazku 69. Tento fit poskytl jako stfedni cCasovou Kkonstantu pro
spektroskopicky sledovanou vyménu na tézko vymeénitelnych pozicich za teploty 60°C
hodnotu 38 minut.
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Obr. 68: Spektra Ramanova rozptylu pfi ¢asovém vyvoji spekter 230 mM roztoku uridinu ve smési H,O a D,O
(pH 6.8, 0.5M NaCl, pomér H/D 5:6) méfend za teploty 60°C. Nahotfe jsou uvedena origindlné naméfend
spektra, dole spektra po eliminaci vlivu pozadi a podilu Ramanova signdlu rozpoustédla pomoci ortogonalizace
vici obecnému polynomu 3. stupné a profilu rozpoustédla (viz obr. 54).
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Vysledky SVD
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Obr.69: Vysledky faktorové analyzy série spekter casového vyvoje Ramanova rozptylu 230 mM roztoku uridinu
ve smési H,O a D,0 za teploty 60°C z obrazku 68 dole.

109



6. Zavér

Vramci diplomové priace byla ovéfena funkce Ramanova spektrometru T64000
(ISA Jobin-Yvon) a spektrometr se podafilo upravit pro uZivatelsky pohodlnd pfesnd méteni
Ramanovych spekter v béZznych podminkdch laboratofte.

Byl zkonstruovdn a realizovdn teplotné stabilizovany drzak ctyt kyvet v karuselu
umoznujicim jejich jednoduché pfesouvini do méficitho mista. Testovaci méteni ukdzala, Ze
teplota roztoku uvniti kyvety se nelisi od temostatem kontrolované teploty pevné ¢4sti drzaku
o vice nez 0,1°C. Ddle byla zméfena Casova konstanta pro vyrovnani teplot mezi pevnou ¢asti
drzdku a roztokem uvniti kyvety. Jeji hodnota 7 = 58 = 2 s ukazuje na vyborné tepelné
vlastnosti, kdy hlavni prodleva pii skokové zméné teploty v kyveté je dana predevSim
casovou prodlevou pii zméné¢ teploty 1azné termostatu.

Byla provedena tada pilotnich experimentli pii kterych se proméfila Ramanova spektra
vybranych slozek nukleovych kyselin, cytosinu, uracilu a uridinu, pii probihajici
proton-deuteronové vymeéne. Na zdklad¢ statistické analyzy (Singular Value Decomposition)
byly zjiStény klicové udaje pro uréeni metodickych moznosti ziskdvani Ramanovych spekter
ruzn¢ deuterovanych slozek nukleovych kyselin. Ziskané vysledky vedou k ndsledujicim
zaveéram:

1. Casové zmény vymény na pozicich lehce vyménitelnych vodikt probihaji i za teplot
blizkych 0°C tak rychle, Ze je nelze postihnout v Casovém sledu Ramanovych spekter
snimanych po nékolika desitkdch sekund. Hlavnim problémem je skutecnost, Ze po pfidani
D0 pipetou do roztoku se vzorek stava silné nehomogennim a tento prechodovy stav vede
k deformaci Ramanova spektra, kterd pfekryva mozny efekt postupné vymeény. Po obnoveni
homogenniho stavu roztoku je jiZ i obsazeni snadno vymeénitelnych vodikovych poloh
v ustdleném stavu. Z tohoto diivodu nelze ptedpoklddat, Ze by nové moZnosti mohlo ptinést
samotné zlepseni citlivosti méfeni (napiiklad uziti rezonancni excitace). Je vSak mozné, Ze by
se mohly ukdzat urcité moznosti pro rozliSeni riznych rychlosti vymény nékterych snadno
vymeénitelnych vodikt pti pouZziti mikrofluidniho sméSovaciho systému.

2. Bylo ukézéno, Ze titratni méfeni ménici pomér H/D v roztoku mohou za nizkych
teplot (6°C) poskytnout v oblasti vino&tii pod 1800 cm™ oddé&lend Ramanova spektra forem
métenych molekul s riznym stupném deuterace na pozicich snadno vyménitelnych vodiki,
tedy spektrum forem s jednou deuterovanou pozici, dvéma deuterovanymi pozicemi, ... , a
tak ddle az do dplné deuterace vSech poloh snadno vyménitelnych vodikl. Dobré rozliseni
téchto spekter bude vSak vyzadovat podrobnéjsi titraéni méieni. Vzhledem k tomu, Ze pfi
pfiddvani D,O do jiz pripraveného roztoku dochdzi ke sniZovdni koncentrace méfenych
molekul, bude vhodnéjsi titraéni méfeni provddét na samostatné pfipravenych roztocich
s riznym pomérem H/D, aby se vyuZila maximdlni rozpustnost méfenych molekul. To plati
zejména v piipadé omezené rozpustnych bazi nukleovych kyselin. Na druhé strané je tfeba
zdiraznit, Ze samotnd titracni méfeni nemohou rozlisit formy se stejnym stupném deuterace,
ale v ptfipad¢ vice neZ jedné pozice snadno vymeénitelného vodiku poskytnou sumérni
spektrum vSech forem se stejnym stupném, ale jinou lokalizaci deuterace. Tato spektra jsou
sice unikétni, ale jejich vyuZzitelnost je spiSe jen pro piipadnou konfrontaci s teoretickymi
vypocty vibracnich spekter.

3. MozZnosti ziskavéani spekter v oblasti valencnich vibraci lehkého vodiku a deuteria
jsou ziejm¢ omezené. PredevSim je moZné na zdkladé provadénych méfeni fici, Ze v téchto
oblastech m4 cenu provadét méfeni jen v piipadé molekul s dostatenou rozpustnosti, aby
bylo moZné pracovat s koncentracemi v fadu n€kolika desetin M. DalSim problémem analyzy
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ziskanych vysledkl je zjiSténa skuteCnost, Ze Ramanova spektra jednotlivych valencnich
vodikovych vibraci jsou jen velmi maélo citlivd na deuterace probihajici na jinych polohdch
vodiki. Tim se stava problematickym spektrdlni rozliSeni ¢astecné deuterovanych forem.

4. Ddle bylo zjiSténo, Ze za vysSich teplot (60°C) 1ze pozorovat Casovy vyvoj spekter
zpisobeny postupnou deuteraci na mistech téZko vyménitelnych vodikti. NaSe experimenty
naznacuji, Ze bude mozné i rozliSit nékteré pozice na zdklad¢ rGznych rychlosti vymény.
Vzhledem k moZnym kombinacim deuterace na snadno a t€zZko vymeénitelnych pozicich bude
vSak vyzadovat tento typ experimentl provedeni série Casové zdvislych méfeni za pouZiti
rizného H/D sloZeni rozpoustédla. Vysledky naSich méfeni vSak na druhé strané ukazaly, Ze

tyto typy experimentli bude mozné s dspéchem realizovat jen v piipadé¢ molekul s vyssi
rozpustnosti (pokud nebudou vyuZzity napiiklad moZnosti rezonancni excitace).
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