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Abstrakt 
 
Autor: David Zoul 
Katedra (ústav): Fyzikální ústav UK  
Vedoucí diplomové práce: Prof. RNDr. Josef Št�pánek, CSc 
e-mail vedoucího: stepjos@karlov.mff.cuni.cz 
 
Abstrakt: P�es dlouhé období, kdy se studují vibra�ní spektra nukleových kyselin, není ješt� 
uspokojiv� interpretovaná �ada vibra�ních mód� a jejich citlivosti na geometrii a slabé vazby. 
Jednou z možností, jak rozší�it experimentální data sloužící k t�mto interpretacím, je srovnání 
vibra�ních spekter molekul s ur�itou izotopovou zám�nou. Zdánliv� nejjednodušší je zám�na 
proton-deuteron. P�i rozpušt�ní molekul v t�žké vod� dochází sice k rychlé vým�n� na 
heteroatomech, ale ta je tém�� sou�asná pro �adu poloh a výsledkem je dynamická rovnováha 
mezi �adou r�zných izotopových forem. Metody statistické analýzy �asového vývoje 
Ramanových spekter dávají však nyní principiální možnost analyzovat spektra jednotlivých 
forem a tím získat unikátní experimentální data. U složit�jších úsek� nukleových kyselin je 
pak tato technika perspektivní pro rozší�ení strukturních informací.  
P�edkládaná diplomová práce p�edstavuje pilotní studii pro vypracovávání uvedené metodiky. 
Jejím cílem bylo provést adaptaci Ramanova spektrometru pro dané typy experimentu            
a provést první série m��ení, které by vyjasnily meze použitelnosti navrhovaného p�ístupu 
s ohledem na citlivost m��ení, �asové konstanty p�íslušných vým�n a náro�nost metod 
vyhodnocení na dosaženou p�esnost m��ení.  
 
Klí�ová slova: Raman, spektrometr, spektroskopie, deuterium, deuteron, nukleová kyselina. 
 
Title: Vibrational modes of nucleic acids components characterized by means of variable 
proton-deuterium exchange 
Autor: David Zoul 
Department: Institute of Physics of Charles University 
Supervisor: Prof. RNDr. Josef Št�pánek, CSc 
Supervisor´s e-mail: stepjos@karlov.mff.cuni.cz 
 
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. 
 
Keywords: Raman, spectrometer, spectroscopy, deuterium, deuteron, nucleic acid. 
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1. Úvod 
 
P�i studiu struktury a interakcí nukleových kyselin je významnou metodou Ramanova 
spektroskopie, která citliv� reaguje na zm�ny geometrického uspo�ádání jednotlivých 
molekulárních komponent. Jedním z klí�ových bod� této metodiky je interpretace 
Ramanových spekter, tj. p�i�azení linií jednotlivým vibra�ním mód�m. Významným zdrojem 
informací p�i detailní analýze vibra�ních stav� pomocí teoretických výpo�t� jsou spektra 
složek nukleových kyselin s r�zným izotopickým složením, p�edevším r�zným obsazením 
vodíkových pozic protony nebo deuterony. 
Doposud publikovaná m��ení vibra�ních spekter (nap�. [13], [17], [18]) byla v�tšinou 
provád�na „staticky“, tedy tak, že byly nejprve p�ipravené formy složek nukleových kyselin, 
nap�íklad bází, v r�zn� deuterovaném stavu a potom byla zm��ená jejich spektra. Tím bylo 
možné vedle spektra formy obsahující pouze protony získat i spektrum formy se všemi lehce 
vym�nitelnými vodíky nahrazenými deuterony. K lehce vym�nitelným vodík�m pat�í 
v p�ípad� nukleových kyselin všechny vodíky na aminoskupinách a iminoskupinách 
dusíkatých bází, dále na OH skupinách v ribóze nebo deoxyribóze, p�ípadn� vodík                
na fosfátové skupin� u mononukleotid�. Vodíky kovalentn� vázané na uhlíkové atomy bází     
a cukr� jsou naopak t�žko vym�nitelné. V n�kterých p�ípadech se poda�ilo p�i dlouhodobém 
vystavení roztoku v t�žké vod� dosáhnout zám�ny i na t�chto pozicích, ale deuterace byla 
pom�rn� nedokonalá. 
Na odd�lení fyziky biomolekul Fyzikálního ústavu UK byla v posledních letech rozpracovaná 
metodika využití faktorové analýzy ke zpracování sérií spekter Ramanova rozptylu, 
umož�ující extrahovat spektra �istých spektrálních forem ze spekter jejich sm�si, pokud se 
její složení definovaným zp�sobem m�ní vlivem postupn� modifikovaných vn�jších 
podmínek. To vedlo k myšlence vypracování originální metodiky získávání spekter r�zn� 
deuterovaných forem složek nukleových kyselin na základ� zm�n deuterace bu� v �ase p�i 
skokové zm�n� složení pom�ru H2O a D2O v rozpoušt�dle, nebo p�i titra�ním experimentu p�i 
postupné zm�n� pom�ru H2O a D2O. Využití m��ení kinetik proton-deuteriové vým�ny 
v Ramanov� spektroskopii nukleových kyselin zavedl ve svých studiích již G. J. Thomas Jr. 
se svými spolupracovníky (nap�. [14], [15], [16]), ale v jeho p�ípad� se používala proton-
deuteronová vým�na zejména pro získání informací o prostorové struktu�e velkých úsek� 
nukleových kyselin a byla založena na analýze n�kolika Ramanových pás�. Nejednalo se tedy 
o získávání kompletních Ramanových spekter. 
P�edkládaná diplomová práce p�edstavuje pilotní studii pro vypracovávání uvedené metodiky. 
Jejím cílem bylo provést adaptaci Ramanova spektrometru pro dané typy experimentu            
a provést první série m��ení, které by vyjasnily meze použitelnosti navrhovaného p�ístupu 
s ohledem na citlivost m��ení, �asové konstanty p�íslušných vým�n a náro�nost metod 
vyhodnocení na dosaženou p�esnost m��ení.  
Pro dané experimenty byl ur�en starší Raman�v spektrometr získaný darem ze zahrani�ního 
pracovišt�. Prvním úkolem práce bylo proto ov��ení jeho funkcí, dopln�ní p�ídavnými kryty, 
kalibra�ním zdrojem a p�edevším konstrukce termostatovaného držáku kyvet. Druhým 
úkolem bylo provedení a vyhodnocení pilotních experiment�. 
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2. Teoretická �ást 
 
2.1 Klasická teorie Ramanova rozptylu 
 
A�koliv klasická teorie nedokáže vysv�tlit všechny aspekty Rayleighova a Ramanova 
rozptylu, nevystihuje kvantování energetických stav� molekul a jejich interakcí a nedovede 
vysv�tlit nap�. rozdíl intenzit Stokesovy a anti-Stokesovy oblasti, dokáže uspokojiv� vysv�tlit 
p�edevším frekven�ní závislost a �áste�n� i výb�rová pravidla [2]. 
Jak v klasickém, tak i v kvantov�-mechanickém p�ístupu jsou za p�vodce rozptýleného zá�ení 
považovány oscilující elektrické a magnetické multipólové momenty indukované v molekule 
elektromagnetickým polem dopadajících sv�telných vln. B�žn� je nejd�ležit�jším 
multipólovým zdrojem oscilující elektrický dipól. Oscilující magnetický dipól a elektrický 
kvadrupól jsou dalšími nejd�ležit�jšími zdroji v �ad�, ale velikost jejich p�ísp�vku je typicky 
o n�kolik �ád� menší ve srovnání s oscilujícím elektrickým dipólem. Proto se zde omezíme 
pouze na oscilující indukovaný elektrický dipól jako zdroj rozptýleného zá�ení. 

2.1.1 Vlastnosti kmitajícího dipólu  
 
Elektrický dipól, sestávající z dvojice bodových náboj� –q a +q vzdálených od sebe R, je 
charakterizován dipólovým momentem d definovaným jako 
 

q=p R           ( 2.1.1.1 ) 
 

kde R je vektor mí�ící od –q k +q. Jestliže takový dipól kmitá s frekvencí 
2
ων
π

=  nebo 

vlno�tu 
c
νν = , potom emituje elektromagnetické zá�ení o stejné frekvenci. 

M�jme elektrický dipól v po�átku soustavy sou�adné, který kmitá ve sm�ru osy z. 
V tzv. vlnové zón�, tj. p�i spln�ní podmínky r λ�  (kde je vzdálenost bodu, ve kterém 
vyšet�ujeme pole generované kmitajícím dipólem od po�átku, a � je vlnová délka) bude pro 
intenzitu elektrické a magnetické komponenty pole generovaného dipólem platit 
 

( )

( )

0,
4

,
4

q r
t t

r c

q r
t t

cr c

µ
π

π

� �� �= − × ×� �� �
	 
� �

� �� �= − ×� �� �
	 
� �

E r R s s

H r R s

��

��

       ( 2.1.1.2 ) 

 
kde  
 

r
= rs            ( 2.1.1.3 ) 

 
je jednotkový vektor definující sm�r ší�ení. 
Poynting�v vektor potom m�žeme vyjád�it jako 
 

( )
22

0
2 2,

16
q r

t t
cr c

µ
π

� �� �= × = = − × ⋅� �� �
	 
� �

S E H E r R s s�� .     ( 2.1.1.4 ) 
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Jestliže 
 

( )00,0, cosZ tω=R ,         ( 2.1.1.5 ) 

 
potom 
 

( )2 2 2 2 20
0 0 0cos ; cos ; cos

4 x z y z x y

q r r r
Z t s s Z t s s Z t s s

r c c c
µ ω ω ω ω ω ω
π

� �� � � � � �= − − − − − +� � � � � �� �
	 
 	 
 	 
	 


E  

           ( 2.1.1.6 ) 
a 
 

( )( )
( )( )

( )

22
22 2 2 2 2 2 2 20

0

22
2 2 2 2 2 20

0

22
2 2 20

0

cos
4

cos
4

cos
4

x z y z x y

x y z x y

x y

q r
E Z t s s s s s s

r c

q r
Z t s s s s s

r c

q r
Z t s s

r c

µ ω ω
π

µ ω ω
π

µ ω ω
π

� �� � � �= = − + + + =� �� � � �
	 
	 
 � �

� �� � � �= − + + + =� �� � � �
	 
	 
 � �

� �� � � �= − +� �� � � �
	 
	 
 � �

EE

  ( 2.1.1.7 ) 

 
V polárních sou�adnicích ( ), ,r ϕ ϑ  m�žeme jednotkový vektor s vyjád�it jako 

 

( ) ( ), , cos sin ;sin sin ;cosx y zs s s ϕ ϑ ϕ ϑ ϑ= =s .     ( 2.1.1.8 ) 

 
Potom 
 

( ) ( )2 2 2 2 2 2cos sin sin sinx ys s ϕ ϕ ϑ ϑ+ = + =       ( 2.1.1.9 ) 

 
a 
 

2 2
0 0 0 0 sin

sin cos cos
4 4
qZ pr r

E t t
r c r c

µ ω µ ω ϑϑ ω ω
π π

� � � �� � � �= − = −� � � �� � � �
	 
 	 
� � � �

   ( 2.1.1.10 ) 

 
kde 
 

0 0p qZ=           ( 2.1.1.11 ) 
 
je amplituda dipólového momentu. 
S užitím vztah� pro vlnové �íslo a rychlost ší�ení elektromagnetického zá�ení 
 

0 0

2
,

1
,

k

c

π
λ

ε µ

≡

=
          ( 2.1.1.12 ) 
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potom dostáváme 
 

2
0

0
0

sin
cos cos

4
p k r r

E t E t
r c c
ϑ ω ω

πε
� � � �� � � �= − = −� � � �� � � �

	 
 	 
� � � �
,    ( 2.1.1.13 ) 

 
kde E0 je velikost amplitudy intenzity elektrického pole oscilujícího dipólu 
 

2
0

0
0

sin
4
p k

E
r
ϑ

πε
= .         ( 2.1.1.14 ) 

 
Analogicky pro vektor H: 
 

( ) 2 2
0 0, cos ; cos ;0

4 y x

q r r
t Z t s Z t s

cr c c
ω ω ω ω

π
� �� � � �� � � �= − − −� �� � � �� � � �

	 
 	 
� � � �	 

H r ,  ( 2.1.1.15 ) 

 

( )
2 22 2

2 2 2 20 0cos cos sin
4 4x y

q Z pr r
H t s s t

cr c cr c
ω ωω ω ϑ
π π

 �  �� � � �� � � �= − + = −� � � �� � � �� � � �
	 
 	 
� � � �� � � �

, ( 2.1.1.16 ) 

 
2 2

0 0
0

sin sin
cos cos cos

4 4
p p k cr r r

H t t H t
c r c r c c

ω ϑ ϑω ω ω
π π

� � � � � �� � � � � �= − = − = −� � � � � �� � � � � �
	 
 	 
 	 
� � � � � �

, 

           ( 2.1.1.17 ) 
kde H0 je velikost amplitudy intenzity magnetického pole oscilujícího dipólu 
 

2
0

0

sin
4

p k c
H

r
ϑ

π
= .         ( 2.1.1.18 ) 

 
Pro Poynting�v vektor udávající hustotu toku energie potom dostáváme 
 

( ) ( ) ( )

( )

2 4
2 2 2 2 2 2 20 0

2 2

2 4 2 4 2
2 2 20 0 0

2 2 2 3 2
0

cos ;
16

sin
cos ; ; sin cos

16 16

x x y y x y z x y

x y z

p r
t s s s s s s s s s

cr c

p pr r
t s s s t

cr c c r c

µ ω ω
π

µ ω ω ϑω ϑ ω
π π ε

� �� � � �= × = − + + + =� �� �� �	 
� �

� � � �� � � �= − = −� � � �� � � �
	 
 	 
� � � �

S E H

s
( 2.1.1.19 ) 

 
a pro �asovou st�ední hodnotu velikosti Poyntingova vektoru (st�ední hodnota energie 
p�enesené za jednotku �asu p�es jednotkovou plochu) 
 

2 4 2 42 2
20 0

2 3 2 2 3 2
0 0

sin sin
cos

16 32
p pr

S t
c r c c r

ω ωϑ ϑω
π ε π ε

� �� �= − =� �� �
	 
� �

.   ( 2.1.1.20 ) 

 
Budeme-li používat, jak je v Ramanov� spektroskopii obvyklé, namísto frekvence � vlno�et ν�  
 

2 c
ων
π

=� ,          ( 2.1.1.21 ) 
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potom m�žeme vztahy ( 2.1.1.13 ), ( 2.1.1.17 ), ( 2.1.1.20 ) psát ve tvaru 
 

2
0

0
0

2
0 0

4 2 2
0

2
0

sin
,

sin
,

sin
.

2

p
E

r

H c p
r

c p
S

r

πν ϑ
ε

ϑπ ν

π ν ϑ
ε

=

=

�

�

�

         ( 2.1.1.22 ) 

 
�asová st�ední hodnota hustoty energie zá�ení v daném bod� ve sm�ru ší�ení je 
 

2 4 2 2
2 0

0 0 2
0

1 sin
2 2

p
u E

r
π ν ϑε

ε
= =

�
.       ( 2.1.1.23 ) 

 
Rozd�lení hustoty energie má osovou symetrii s rota�ní osou mí�ící ve sm�ru kmit� dipólu. 
Ze vztahu ( 2.1.1.23 ) je z�ejmé, že hustota energie je maximální v ekvatoriální rovin�   
(rovina xy, ϑ  = �/2) a sm�rem k pól�m klesá a dosahuje nulové hodnoty na pólech (ϑ  = 0).  
St�ední výkon (zá�ivý tok) d	 
 

4 2 4 22
20 0

2
0 0

sin
sin

2 2
c p c p

d S dA dA d
r

π ν π νϑ ϑ
ε ε

Φ = = = Ω
� �

,    ( 2.1.1.24 ) 

 
protože element prostorového úhlu 
 

2

dA
d

r
Ω = .          ( 2.1.1.25 ) 

 
 
0br. 1: Úhlové rozlišení amplitudy E0 (�ern�) a zá�ivosti I (�erven�) kmitajícího elektrického dipólu p. Zdroj [2] 
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Celkový výkon vyzá�ený dipólem dostaneme z ( 2.1.1.24 ) integrací podle sind d dϑ ϑ ϕΩ =  
 

24 2 4 2 3 4 2
2 30 0 0

0 0 00 0

4
sin sin

2 2 3
c p c p c p

d d d
π π

ϕ ϑ

π ν π ν π νϑ ϑ ϑ ϕ
ε ε ε= =

Φ = Ω = =� � �
� � �

.  ( 2.1.1.26 ) 

 
Pro zá�ivost (irradiance) potom dostáváme 
 

2 4 2
20

0

sin
2
c pd

I
d

π ν ϑ
ε

Φ= =
Ω

�
.        ( 2.1.1.27 ) 

 
V reálném experimentu zpravidla detekujeme zá�ivý tok v kone�ném prostorovém úhlu 
 

2 4 2
20

0

sin
2
c p

d d
ϕ ϕ ϑ ϑ

ϕ ϕ ϑ ϑ

π ν ϑ ϑ ϕ
ε

+∆ +∆

−∆ −∆

∆Φ = � �
�

.      ( 2.1.1.28 ) 

 
V rozptylových experimentech zavádíme veli�inu ú�inný pr��ez rozptylu (scattering cross-
section) 
 jako pom�r rozptýleného sv�telného výkonu (totálního, tj. do celého prostorového 
úhlu) a plošné hustoty zá�ivého toku dopadajícího zá�ení 
 

S
σ Φ≡ .          ( 2.1.1.29 ) 

 
Pro soubor rozptylujících molekul zpravidla vztahujeme ú�inný pr��ez na jednu molekulu 
p�ípadn� i na jednotkový interval vlno�t�. Mimo to ješt� zavádíme diferenciální ú�inný pr��ez 
rozptylu vztahem 
 

1d d
d d S

σ Φ=
Ω Ω

.         ( 2.1.1.30 ) 

 
 
2.1.2 Indukované oscilující elektrické dipóly jako zdroje rozptýleného zá�ení 
 
Jak v klasickém, tak i v kvantov�-mechanickém p�ístupu jsou za p�vodce rozptýleného zá�ení 
považovány oscilující elektrické a magnetické multipólové momenty indukované v molekule 
elektromagnetickým polem dopadajících sv�telných vln. B�žn� je nejd�ležit�jším 
multipólovým zdrojem oscilující elektrický dipól. Oscilující magnetický dipól a elektrický 
kvadrupól jsou dalšími nejd�ležit�jšími zdroji v �ad�, ale velikost jejich p�ísp�vku je typicky 
o n�kolik �ád� menší ve srovnání s oscilujícím elektrickým dipólem. Proto se zpo�átku 
omezíme pouze na oscilující indukovaný elektrický dipól jako zdroj rozptýleného zá�ení. 
Intenzita I (st�ední výkon vyzá�ený oscilujícím dipólem indukovaným v molekule elektrickým 
polem dopadajícího zá�ení o frekvenci �1 do jednotkového prostorového úhlu ve sm�ru 
svírajícím úhel ϑ s osou dipólu je dán vztahem plynoucím z ( 2.1.1.20 ) 
 

4 2 2 4 2 2
0 02 3

0

1
sin sin

32 s m s

d
I p k p

d c
ω ϑ ω ϑ

π ε
Φ ′≡ = =
Ω

,     ( 2.1.2.1 ) 
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kde jsme ozna�ili 
 

2 3
0

1
32mk

cπ ε
′ =          ( 2.1.2.2 ) 

 
a  p0 je amplituda indukovaného dipólového momentu s frekvencí �S, která je obecn� 
odlišná od �1 a c je rychlost sv�tla. Zde i v následujícím teoretickém popisu je 
vhodné používat úhlovou frekvenci � . Avšak v p�ípadech, kdy je kladen d�raz na 
polohy pás� ve spektru, používá se ve shod� s b�žnou praxí vlno�et 
 

2
S

c
ων
π

=� .          ( 2.1.2.3 ) 

 
Vztah ( 2.1.2.1 ) lze potom psát v alternativním tvaru 
 

2
4 2 2 4 2 2

0 0
0

sin sin
2 s s

c
I p k pν

π ν ϑ ν ϑ
ε

′= = �� � ,       ( 2.1.2.4 ) 

 
kde jsme ozna�ili 
 

2

02
c

kν
π

ε
′ =� .          ( 2.1.2.5 ) 

 
Úkolem teorie rozptylu sv�tla je ukázat, jak Sω  a p0 souvisí s vlastnostmi rozptylující 
molekuly a s frekvencí 1ω  dopadajícího elektromagnetického zá�ení. 
Frekven�n� závislý indukovaný dipólový moment molekuly má tvar 
 

=d �E ,          ( 2.1.2.6 ) 
 
kde E je vektor elektrické intenzity dopadající rovinné monochromatické vlny o frekvenci 1ω  
a �  je tenzor polarizovatelnosti molekuly. Vztah ( 2.1.2.6 ) je systémem 3 lineárních rovnic 
 

x xx xy xz x

y yx yy yz y

z zx zy zz z

d E

d E

d E

α α α
α α α
α α α

� �� � � �
� �� � � �= � �� � � �

� � � �� �	 
 	 
	 


,       ( 2.1.2.7 ) 

 
kde 9 koeficient� ρσα  tvo�í komponenty tenzoru polarizovatelnosti � . 

V p�ípad� nerezonan�ního rozptylu je tenzor polarizovatelnosti symetrický, tj. ρσ σρα α= , 
potom má pouze šest nezávislých složek. 
Tenzor polarizovatelnosti molekuly si m�žeme graficky vyjád�it jako elipsoid mající  
v obecném p�ípad� t�i r�zné poloosy. A�koli tvar elipsoidu polarizovatelnosti molekuly 
nezávisí na volb� sou�adného systému, aktuální hodnoty jeho složek na orientaci os závisí. 
Pokud osy sou�adného systému koincidují s hlavními osami elipsoidu polarizovatelnosti, 
nabývá tenzor polarizovatelnosti jednodušší diagonální tvar, tj. všechny nediagonální složky 
vymizí a délky poloos elipsoidu budou 
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1 1 1

; ;
xx yy zzα α α

.         ( 2.1.2.8 ) 

 
A�koli jednotlivé složky tenzoru polarizovatelnosti se p�i rotaci sou�adného systému m�ní, 
n�které jejich kombinace jsou invariantní. V p�ípad� symetrického tenzoru polarizovatelnosti 
existují dva takové invarianty: st�ední polarizovatelnost a definovaná vztahem 
 

( )1
3 xx yy zza α α α= + +         ( 2.1.2.9 ) 

 
a anizotropie � definovaná vztahem 
 

( ) ( ) ( ) ( )2 2 22 2 2 21
6

2 xx yy yy zz zz xx xy xz yzγ α α α α α α α α α� �= − + − + − + + +� �� �
.  ( 2.1.2.10 ) 

 
Pro nesymetrický tenzor polarizovatelnosti existuje ješt� t�etí antisymetrický invariant � , 
definovaný vztahem 
 

( )2 222 3
4 xy yx xz zx yz zyδ α α α α α α= − + − + − .     ( 2.1.2.11 ) 

 
Tyto invarianty získávají na významu v p�ípad� souboru náhodn� orientovaných molekul, kdy 
je mohutnost rozptýleného zá�ení dána prostorovým st�edováním �tverc� složek tenzoru 
polarizovatelnosti. Dá se ukázat, že st�ední hodnoty �tverc� složek tenzoru polarizovatelnosti 
mohou být vyjád�eny pomocí invariant� a a � 
 

2 2
2 2 2

2
2 2 2

2 2

45 4
,

45

,
15

45 2
.

45

xx yy zz

xy xz yz

xx yy xx zz yy zz

a

a

γα α α

γα α α

γα α α α α α

+= = =

= = =

−= = =

      ( 2.1.2.12 ) 

 
 
2.1.3 Tenzorový popis Rayleighova a Ramanova rozptylu 
 
Tenzor polarizovatelnosti bude obecn� funkcí jaderných sou�adnic a tudíž bude záviset i na 
frekvencích vibrací molekuly 
 

( )
2

0
,0 0

1
2k k k l

k k lk k l

Q Q Q Q
Q Q Q

ρσ ρσ
ρσ ρσ

α α
α α

� �∂ ∂� �
= + + +� �� � � �∂ ∂ ∂	 
 	 


� � �    ( 2.1.3.1 ) 

 
kde ( )

0ρσα  je hodnota ρσα  v rovnovážné konfiguraci molekuly, Qk, Ql, … jsou normální 

sou�adnice vibrací o frekvencích , ,k lω ω �  a s�ítá se p�es všechny normální sou�adnice. 
Index ´0´ u derivací znamená, že jsou po�ítány v rovnovážné konfiguraci. Omezíme se pouze 
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na první dva �leny rozvoje, tj. zanedbáme �leny zahrnující vyšší než první mocninu Q . Tato 
aproximace se nazývá harmonická. Soust�e�me se pro za�átek pouze na jednu normální 
vibraci k Q . V tom p�ípad� m�žeme vztah ( 2.1.3.1 ) psát ve tvaru 
 

( ) ( ) ( ) kk k k
Qρσ ρσ ρσα α α′= + ,        ( 2.1.3.2 ) 

 
kde složky derivace tenzoru polarizovatelnosti tvo�í derivace polarizovatelnosti podle 
normálních sou�adnic Qk 
 

( )
0

k
kQ

ρσ
ρσ

α
α

∂� �′ = � �∂	 

.         ( 2.1.3.3 ) 

 
Vztah ( 2.1.3.2 ) platí pro všechny složky tenzoru, a proto m�žeme psát 
 

0k k kQ′= +� � � .         ( 2.1.3.4 ) 
 
Uvažujeme-li jednoduchý harmonický pohyb, potom m�žeme závislost Qk na �ase vyjád�it 
jako 
 

( )0 cosk k k kQ Q tω δ= + ,        ( 2.1.3.5 ) 
 
kde Qk0 je amplituda normální vibrace a kδ  je fázový faktor. 
Dosazením ( 2.1.3.5 ) do ( 2.1.3.4 ) dostaneme �asovou závislost tenzoru polarizovatelnosti 
vyplývající z k-tého vibra�ního módu 
 

( )0 0 cosk k k k kQ tω δ′= + +� � � .       ( 2.1.3.6 ) 

 
Do rovnice ( 2.1.2.6 ) nyní dosadíme frekven�ní závislost dopadajícího pole E danou vztahem 
 

0 1cos tω=E E .         ( 2.1.3.7 ) 
 
Potom 
 

( )0 0 1 0 0 1cos cos cosk k k kt Q t tω ω δ ω′= + +d � E � E .     ( 2.1.3.8 ) 

 
Užitím trigonometrické identity 
 

( )1
cos cos cos cos( )

2
A B A B A B= + + −� �� �      ( 2.1.3.9 ) 

 
m�žeme vztah ( 2.1.3.8 ) vyjád�it ve tvaru 
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( ) ( ) ( )
( ) ( )

( ) ( )

( )

1 1 1

Rayleigh Raman Raman
0 1 0 1 0 1

Rayleigh Raman Raman
0 0 1 0 1 0 1

Rayleigh
0 0 1 0 0 1

cos cos cos

cos cos cos

1
cos cos

2

k k

k k k k

k k k k k k

k k k k

t t t

t t t

t Q t

ω ω ω ω ω

ω ω ω δ ω ω δ

ω ω ω δ ω ω δ

ω ω ω δ

= + − + + =

= + − − + + + =� � � �� � � �

= + − − + + + =� � � �� � � �

′= + − −

d d d d

d d d

� E � E � E

� E � E ( ){ }0 0 1cos .k k k kQ tω ω δ′+ + +� � � �� � � �� E

 

           ( 2.1.3.10 ) 
Kosinové funkce definují frekvence indukovaných dipól�, vztahy pro Rayleigh�  a Raman�  
definují klasické tenzory Rayleighova a Ramanova rozptylu. 
Ze vztahu ( 2.1.3.10 ) je z�ejmé, že indukovaný lineární dipól má t�i složky o r�zných 
frekvencích: ( )1ωd , která je p�í�inou zá�ení o stejné frekvenci jako je dopadající zá�ení          

a vysv�tluje pružný Rayleigh�v rozptyl; dále složku ( )1 kω ω−d , která je p�í�inou zá�ení        

o frekvenci 1 kω ω−  a vysv�tluje Stokes�v Raman�v rozptyl; a nakonec složku ( )1 kω ω+d , 

která je p�í�inou zá�ení o frekvenci 1 kω ω+  a vysv�tluje anti-Stokes�v Raman�v rozptyl. 

Povšimn�me si, že zatímco indukovaný dipól ( )1ωd  má stejnou fázi jako dopadající vlna, 

indukované dipóly ( )1 kω ω±d  jsou fázov� posunuty v��i dopadajícímu vln� o �k . Tato 

veli�ina definuje relativní fázi normální vibrace Qk vzhledem k dopadající vln� a pro r�zné 
molekuly m�že být r�zná. Tento jednoduchý klasický p�ístup nám poskytuje užite�ný 
kvalitativní obrázek mechanismu Rayleighova a Ramanova rozptylu. Rayleigh�v rozptyl 
vzniká díky kmit�m elektrického dipólu o frekvenci �1 indukovaného v molekule elektrickým 
polem dopadajícího zá�ení, jež samo kmitá s frekvencí �1 . Raman�v rozptyl vzniká díky 
elektrickým dipól�m kmitajícím s frekvencemi �1 ± �k , které vznikají následkem modulace 
elektrického dipólu kmitajícího s frekvencí �1 molekulárními vibracemi s frekvencí �k . 
Nezbytnou vazbu mezi pohybem jader a elektrickým polem zajišují elektrony, jež sledují 
pohyby jader a zp�sobují harmonickou modulaci polarizovatelosti. Užijeme-li analogie            
s hudbou, m�žeme �íci, že frekvence pozorované p�i Ramanov� rozptylu jsou frekvence ráz� 
mezi frekvencí zá�ení �1 a frekvencí molekulární vibrace �k . 
Je z�ejmé, že nutnou podmínkou pro existenci Rayleighova rozptylu je nenulovost Rayleigh� . 
Jelikož všechny molekuly jsou v menší �i v�tší mí�e polarizovatelné, klasický rovnovážný 
tenzor 0�  bude vždy mít n�jaké nenulové složky a tudíž Rayleigh�  bude vždy nenulový. 
Všechny molekuly tedy vyvolávají Rayleigh�v rozptyl. 
Analogickou podmínkou pro existenci Ramanova rozptylu spojeného s molekulovou vibrací   
o frekvenci �k je nenulovost Raman� . To znamená, že alespo� jedna ze složek derivace tenzoru 
polarizovatelnosti k′�  musí být nenulová. Podle vztahu ( 2.1.3.3 ) je ( )

kρσα ′ derivací �� složky 

tenzoru polarizovatelnosti podle normální sou�adnice Qk v rovnovážné konfiguraci jader. 
Podmínkou pro existenci Ramanova rozptylu tedy je, aby alespo� pro jednu ze složek tenzoru 
polarizovatelnosti m�la její závislost na normální sou�adnici v rovnovážné konfiguraci 
nenulový gradient, tedy 
 

( )
0

0
k

kQ
ρσ

ρσ

α
α

∂� �′ = ≠� �∂	 

.        ( 2.1.3.11 ) 

 
Takováto vibrace je pak aktivní v Ramanov� spektru. Vztah ( 2.1.3.11 ) odráží citlivost 
polarizovatelnosti molekuly na zm�ny konfigurace jader p�i normální vibraci Qk . 



 15 

2.2 Kvantová teorie Ramanova rozptylu 
 
Kvantový popis Ramanova rozptylu [1] vychází z �ešení Schrödingerovy rovnice pro pole       
o dvou frekvencích. Pravd�podobnost P p�echodu molekuly ze stavu 1 do stavu 2 
mechanismem Ramanova rozptylu je v 1. �ádu poruchové teorie pro optické frekvence 
nulová. Ve druhém �ádu poruchové teorie dostáváme pro pravd�podobnost tohoto p�echodu 
spojeného s emisí fotonu o polarizaci eR do prostorového úhlu dΩ vztah  
 

( ) ( )
4

0 312
12 12 04

16R
R R R
i j Rij

dP
e e F v v I

d hc
π α� �= � �� �Ω

,      ( 2.2.1 ) 

 
kde 
 

( ) 2 1 2 1

12
1,2 1 0 2 0

ˆ ˆ ˆ ˆ
i s s j j s s iR

ij
s s s

D D D D

E E h E E h
α

ν ν≠

� �Ψ Ψ Ψ Ψ Ψ Ψ Ψ Ψ
� �= +
� �− + − −� �
	 


�   ( 2.2.2 ) 

 
je tenzor Ramanova rozptylu pro p�echod ze stavu 1 do stavu 2, eR resp. e0 je jednotkový 
vektor ve sm�ru rozptýleného resp. dopadajícího zá�ení, 12

RF  popisuje tvar Ramanovy �áry      

a  D̂  je operátor dipólového momentu skládající se z elektronové ˆ eD  a jaderné ˆ nD  �ásti 
 

1

ˆ ˆ ˆ
N

e n l p
p

l p

e Z
=

= + = − +� �D D D r R ,       ( 2.2.3 ) 

 
kde lr  jsou sou�adnice elektron�, pR  sou�adnice jader a Zp je atomové �íslo p-tého jádra. 
Adiabatická aproximace dává 
 

( ) ( ) ( ), , u
s m mχΨ = Φr R r R R ,       ( 2.2.4 ) 

 
kde ( ),mΦ r R  jsou elektronové a ( )u

mχ R  jaderné vlnové funkce. Symboly m a u ozna�ují 

elektronový vibra�ní stav. Dále se omezíme pouze na p�echody mezi r�znými vibra�ními 
stavy v základním elektronovém stavu g, nebo s jinými p�echody se v molekulární 
Ramanov� spektroskopii prakticky nesetkáváme.  
Ozna�me tedy po�áte�ní stav { }11 g v=  a kone�ný stav { }22 g v= . Za tohoto p�edpokladu 

bude �ada �len� v sumaci ( 2.2.1 ) nulová bu� z d�vodu ortogonality vlnových funkcí, nebo 
antisymetri�nosti v n�které sou�adnici. Ze sumace tak vypadnou stavy { }s g u= , ve kterých 

se kombinuje základní elektronový stav s libovolným vibra�ním stavem u. Potom m�žeme 
psát Raman�v tenzor ve tvaru 
 

( ) { } { } { } { } { } { } { } { }

{ }

2 1 2 1

12
1 0 2 0

ˆ ˆ ˆ ˆ
i j j ig v e u e u g v g v e u e u g vR

ij
e u s s

D D D D

E E h E E h
α

ν ν

� �Ψ Ψ Ψ Ψ Ψ Ψ Ψ Ψ
� �= +
� �− + − −� �
	 


��  

           ( 2.2.5 ) 
kde suma probíhá p�es všechny excitované elektronové stavy a p�es všechny vibra�ní stavy. 
Jelikož z d�vodu ortogonality elektronových vlnových funkcí platí 
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( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )2 2, , 0v vk u k u
g g i e g g e g i gr R

r R R R r R R R R Rχ χ χ χΦ Φ = Φ Φ = , ( 2.2.6 ) 

 
vypadnou z výrazu ( 2.2.5 ) všechny �leny obsahující jadernou �ást operátoru dipólového 
momentu. K Ramanov� rozptylu tak m�že docházet pouze p�i interakci zá�ení s elektronovým 
obalem molekuly. Vazba na vibra�ní p�echody je umožn�na p�edevším tím, že elektrony 
sledují vibrace jader. 
Vazbu mezi elektronovým a jaderným pohybem vyjad�uje závislost elektronové vlnové 
funkce na sou�adnicích jader. 
Ve vlnové funkci tak zbudou �leny 
 

( ) ( ) ( ) ( ) ( )2 2, , 0v vl u u
g e i e e e e ei R

r R R r r R R Dχ χ χ χΦ Φ = = ,   ( 2.2.7 ) 

 
kde 
 

( ) ˆ e
e g i ei r

D D= Φ Φ          ( 2.2.8 ) 

 
je maticový element dipólového momentu elektronového p�echodu g � e. 
Pro malé výchylky jader z rovnovážných poloh lze závislost elektronové vlnové funkce na 
sou�adnicích jader aproximovat prvními dv�ma �leny Taylorova rozvoje funkce 	(r, R) 
v okolí hodnot vibra�ních sou�adnic odpovídajících rovnovážné konfigurace jader  R = R0 
 

( ) ( ) ( ) ( )
0

0
0 grad

=
Φ = Φ + − ΦR R R R R R

r r R R r .     ( 2.2.9 ) 

 
První �len rozvoje p�edstavuje tzv. Condonovu aproximaci elektronové vlnové funkce a druhý 
�len, odpov�dný za synchronizaci pohyb� jader a elektron�, tzv. Herzberg-Tellerovu 
aproximaci. Potom se výraz pro tenzor Ramanova rozptylu rozpadne na t�i �leny (termy) 
 

( ) ( ) ( ) ( )12 12 12 12
R R R R

ij ij ij ij
A B Cα = + + ,       ( 2.2.10 ) 

 
kde první �len A zahrnuje pouze Condonovu aproximaci: 
 

( ) ( ) ( )
{ }

2 1 2 1
12

1 2

e e e e
R u u u u

e e e ei jij
e u u u

C C C C
A D D

E E
 �

= +� �∆ ∆� �
� � ,     ( 2.2.11 ) 

 
kde 
 

( ) ( ) ( )0 0
ˆ, ,e

e e i gi r
D r R D r R= Φ Φ        ( 2.2.12 ) 

 
je maticový element dipólového momentu elektronového p�echodu e � g, 
 

( ) ( )e u v
uv e gC R Rχ χ=         ( 2.2.13 ) 

 
je Condon�v p�ekryvový integrál vibra�ních funkcí a 



 17 

 

1

2

1 0

2 0

,

,

e
u gv eu

e
u gv eu

E E E h

E E E h

ν

ν

∆ = − +

∆ = − −
        ( 2.2.14 ) 

 
jsou rezonan�ní �leny 
 

1

2

0 1

0 2

0 ,

0 .

e
eu gv u

e
gv eu u

E E h E

E E h E

ν

ν

− → � ∆ →

− → � ∆ →
       ( 2.2.15 ) 

 
Druhý �len B p�edstavuje Herzberg-Tellerovu opravu k elektronové funkci excitovaných 
elektronových stav�  
 

( ) ( )( ) ( )
( ) ( )

{ }

( ) ( )( ) ( ) ( )
{ }

2 1 2 1

12
1 2

1 2 1 2

1 2

,

e e e e
u u u up pR

e e e ep jij ie p u u u

e e e e
u u u up p

e e e ei p je p u u u

G C C G
B V D

E E

G C C G
D V

E E

� �
� �= + +
� �∆ ∆
� �

� �
� �+ +
� �∆ ∆
� �

�� �

�� �

   ( 2.2.16 ) 

 
kde 
 

( )( ) ( ) ( )
0

, ˆ ,e e
e i gp i

p

r R
V D r R

R
=

∂Φ
= Φ

∂
R R

      ( 2.2.17 ) 

 
a 
 

( ) ( ) ( ) ( )0
e u v
uv e gpp

G R Rχ χ= −R R       ( 2.2.18 ) 

 
je maticový element operátoru výchylky sou�adnic jader mezi stavy eu a gv, p�i�emž 
( )0 p

−R R  je výchylka p-tého jádra z rovnovážné polohy. 

 
T�etí �len C je Herzberg-Tellerovou opravou k elektronové funkci základního elektronového 
stavu 
 

( ) ( )( ) ( )
( ) ( )

{ }

( ) ( )( ) ( ) ( )
{ }

2 1 2 1

12
1 2

1 2 1 2

1 2

,

e e e e
u u u up pR

e e ep jij ie p u u u

e e e e
u u u up p

e e ei p je p u u u

G C C G
C U D

E E

G C C G
D U

E E

� �
� �= + +
� �∆ ∆
� �

� �
� �+ +
� �∆ ∆
� �

�� �

�� �

   ( 2.2.19 ) 

 
kde 
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( )( ) ( ) ( )
0

,ˆ, ge
e ip i

p

r R
U r R D

R
=

∂Φ
= Φ

∂
R R

.      ( 2.2.20 ) 

 
Hodnota této opravy je zpravidla zanedbatelná a proto tento �len nebudeme v další diskusi 
uvažovat. 
Vztahy ( 2.2.10 ) p�edstavují výchozí vztahy pro výpo�et intenzity Ramanova rozptylu         
na daném vibra�ním p�echodu. O tom, které �leny budou dominantní, rozhoduje krom� druhu 
p�echodu a symetrií zú�astn�ných vibrací i velikost frekvence budícího zá�ení 0ν  s ohledem 
na vzdálenosti energetických hladin molekuly. 
 
2.2.1 Nerezonan�ní p�iblížení 
 
Je-li frekvence budícího zá�ení dostate�n� vzdálená od frekvencí odpovídajících elektronové 
absorpci dané molekuly, lze užít tzv. nerezonan�ní p�iblížení. 
V tomto p�iblížení zanedbáváme rozdíly v energiích jednotlivých elektronov� vibra�ních 
stav� Eeu a p�i�azujeme jim jednu hodnotu eE  odpovídající poloze maxima absorp�ního pásu 
elektronového p�echodu. 
 

1

2

1 0 0

2 0 0

,

.

e
u gv eu e

e
u gv eu e

E E E h E h

E E E h E h

ν ν

ν ν

∆ = − + ≈ +

∆ = − − ≈ −
       ( 2.2.1.1 ) 

 
Potom bude 
 

( ) ( ) ( )
{ }

( ) ( )
( ) ( ) { }

2 1 2 1
12 2 12 2

0 0 0

2e e e e
R e eu u u u e

e e e e u ui j i jij
e u e ue e e

C C C C E
A D D D D C C

E h E h E hν ν ν
 �

= + =� �+ − −� �
� � � � . 

           ( 2.2.1.2 ) 
Protože ale vibra�ní vlnové funkce daného elektronového stavu tvo�í úplný ortogonální 
systém, bude platit 
 

( ) ( ) ( ) ( )
{ }{ }

( ) ( )2 1 2 1

1 22 1
v v v ve e u u

u u g g g g g g v v
u u

C C R R R R R Rχ χ χ χ χ χ δ= = =� � . 

           ( 2.2.1.3 ) 
V nerezonan�ním p�iblížení je tedy �len ( )12

R

ij
A  pro Raman�v rozptyl nulový (nenulový         

je pouze pro elastický Rayleigh�v rozptyl). V p�ípad� Hezberg-Tellerova �lenu ( )12
R

ij
B  

dostáváme 
 

( )
{ }

( ) ( ) ( ) ( ) ( )
{ }

( ) ( ) ( )

( )
{ }

( ) ( ) ( ) ( ) ( )
{ }

( ) ( ) ( )

2 1 2 1

2 1 2 1

2 1 0 0

2 1 0 0

v v v ve e u u
u u g e e e g gp pp

u u

v v v ve e u u
u u g e e g g gp pp

u u

G C R R R R R R

C G R R R R R R

χ χ χ χ χ χ

χ χ χ χ χ χ

= − = −

= − = −

� �

� �

R R R R

R R R R

           ( 2.2.1.4 ) 
a tedy v nerezonan�ní aproximaci bude 
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( )
( ) ( )

( )( ) ( ) ( ) ( )( ) ( ) ( ) ( )2 1
12 02 2

0

2 v vR e
e e e e g gp j i p pij i je p e

E
B V D D V R R

E h
χ χ

ν
� �= + −
� �� �−

�� R R  

           ( 2.2.1.5 ) 
P�ejdeme nyní od okamžitých výchylek ∆R  k normálním sou�adnicím Qk 
 

( ) ( )1, 2, , �íslování jader , , , �íslování sou�adnicp pk
i i k

k

R L Q p N i x y z∆ = = =� � . 

 
Unimodulární matice L udává transformaci sou�adnic jaderných výchylek na normální 
vibra�ní 
sou�adnice plus 6 sou�adnic udávajících polohu a orientaci molekuly jako celku a je tedy 
�tvercová. 
Celkový vibra�ní stav je souhrnem kvantových �ísel jednotlivých normálních mod� a celková 
vibra�ní vlnová funkce sou�inem vibra�ních funkcí normálních mod�, tedy 
 

( )
3 6

1
a

N
u a
g u a

a

Qχ ξ
−

=

= ∏ ,         ( 2.2.1.6 ) 

 
kde a

uξ  jsou vlnové funkce a-tého normálního módu, tj. lineárního harmonického oscilátoru 
prom�nné Qa o frekvenci fa v kvantovém stavu ua . 
Potom 
 

( ) ( ) ( )
( ) ( )

( )( ) ( ) ( ) ( )( )

( ) ( ) ( ) ( )
( ) ( )

( )( ) ( ) ( ) ( )( )

2 1

2 1 2 1

12 2 2
, 0

2 2
, 0

2

2
.

a a

k k a a

R a a pk e
a k a r e e e ep j i pv vij i jk p r ea a e

k k a a pk e
k k k a a r e e e ep j i pv v v v i jk p r ea k e

E
B Q Q Q L V D D V

E h

E
Q Q Q Q Q L V D D V

E h

ξ ξ
ν

ξ ξ ξ ξ
ν≠

� �≈ +
� �� �−

� �= +
� �� �−

� � �∏ ∏

� � �∏

           ( 2.2.1.7 ) 
Tento výraz p�ipouští pouze fundamentální p�echody, tj. p�echody, kdy 2 1 1k kv v− =  a  

 

1 2
a av v a k= ∀ ≠ .         ( 2.2.1.8 ) 

 
Z výrazu ( 2.2.1.7 ) je z�ejmé, že v nerezonan�ním p�iblížení je 
 

12 21
R RB B=           ( 2.2.1.9 ) 

 
a 
 

( ) ( )12 21
R R

ij ji
B B= ,         ( 2.2.1.10 ) 

 
tj. symetrický tenzor. Frekvence p�echodu se rozpadne na 2 �ásti: 
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( ) ( )

( ) ( )

2 1
1 1 2 1

2 1
1 1 2 1

1 1
1 Stokes

2 2

1 1
1 antiStokes

2 2

k k
k k k

k k
k k k

E E
f v f v f E E

h

E E
f v f v f E E

h

ν

ν

− � � � �= = + + − + = >� � � �� � � �

− � � � �= = + − − + = <� � � �� � � �

 ( 2.2.1.11 ) 

 
 
2.2.2 Rezonan�ní p�iblížení 
 
P�i p�ibližování frekvence 0ν  budícího zá�ení k frekvenci (Eg −Eh)/h elektronového p�echodu 
g � h dojde ve vztazích pro Raman�v tenzor ( 2.2.9 ) ke snížení jmenovatel� n�kterých �len�  
(tzv. rezonan�ní �leny) term� A a B týkajících se rezonan�ního stavu h. U sledované �áry 
nastane prudké zvýšení intenzity rozptylu, pokud je ú�ast dané vibrace v elektronov� 
vibra�ních p�echodech g � h povolena v Condonov� aproximaci (A term) nebo je silná 
závislost elektronové �ásti vlnové funkce molekuly ve stavu h na daném vibra�ním pohybu  
(B term).  
V ostatních p�ípadech se intenzita �áry z�eteln� nezvyšuje a �ára zaniká v pozadí jiných 
rezonan�n� zesílených linií. Celkov� se tedy p�i p�ibližování frekvence budícího zá�ení          
k absorp�ní hran� intenzita Ramanova rozptylu zvyšuje a m�ní se i tvar spektra. 
V rezonan�ním p�iblížení ( 2.2.1.2 ) nabývá tvar 
 

( ) ( ) ( )
{ }

2 1
12

1 0

h h
R u u

h hi jij
u g hu

C C
A D D

E E hν
=

− +� ,      ( 2.2.2.1 ) 

 
kde 
 

( ) ( )h u v
uv h gC R Rχ χ=         ( 2.2.2.2 ) 

 
je Condon�v p�ekryvový integrál vibra�ních funkcí stav� u (v rezonan�ním excitovaném 
elektronovém stavu h) a v (v základním elektronovém stavu g) a  
 

( ) ( ) ( )0 0
ˆ, ,e

h h i gi r
D r R D r R= Φ Φ        ( 2.2.2.3 ) 

 
je maticový element dipólového momentu elektronového p�echodu g � h, a ( 2.2.1.7 ) 
nabývá tvar 
 

( ) ( )( ) ( )
( )

{ }
( ) ( )( ) ( )

{ }

2 1 1 2

12
1 1

h h h h
u u u up pR

e h h he ep j i pij i jp u p uu u

G C G C
B V D D V

E E

� � � �
� � � �= +
� � � �∆ ∆
� � � �

� � � � , ( 2.2.2.4 ) 

 
kde 
 

( )( ) ( ) ( )
0

, ˆ ,h e
e i gp i

p

r R
V D r R

R
=

∂Φ
= Φ

∂
R R

      ( 2.2.2.5 ) 

 
a 
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( ) ( ) ( ) ( )0
e u v
uv e gpp

G R Rχ χ= −R R       ( 2.2.2.6 ) 

 
je maticový element operátoru výchylky jader mezi stavy hu a gv. 
Dva �leny A ( 2.2.2.1 ) a B ( 2.2.2.4 ) odpovídají dv�ma mechanism�m rezonan�ního zesílení 
(na rozdíl od nerezonan�ního p�iblížení je �len A nenulový pokud jsou nenulové p�ekryvové 
integrály ( ) ( )u v

h gR Rχ χ  mezi vibra�ními funkcemi základního g a rezonan�ního 

excitovaného elektronového stavu h). To nastává v p�ípad� pln� symetrických vibra�ních 
mod�, pokud p�i p�echodu ze základního do excitovaného elektronového stavu dojde               
k posunu minima (tj. ke zm�n� rovnovážné konfigurace molekuly). V opa�ném p�ípad� 
(nulový posun minima) bude vždy jeden z �initel� sou�inu 2 1

h h
u uC C  a tudíž i celý �len A 

nulový. 
V p�ípad� Condonova mechanismu rezonan�ního zesílení (�len A) nejsou kladeny žádné 
restrikce na zm�nu vibra�ního kvantového �ísla, v rezonan�ních Ramanových spektrech 
mohou být (a jsou) pozorovány posloupnosti vyšších harmonických vibra�ních p�echod�, kdy 
relativní intenzity pás� v posloupnosti jsou dány pouze velikostí p�íslušných p�ekryvových 
integrál� ( ) ( )u v

h gR Rχ χ . 

 
 
2.3 Symetrie a molekulové vibrace 
 
Charakter vibra�ních mód� molekuly je výsledkem ur�itých symetrií v jejím prostorovém 
uspo�ádání. Pro teoretické uchopení t�chto vlastností byl v minulosti vypracován rozsáhlý 
matematický aparát [4] založený na teorii grup. 
 
2.3.1 Operace symetrie a jejich vlastnosti 
 
Operace symetrie (viz tabulka 1) p�evád�jí molekulu do symetricky ekvivalentní polohy. 
 

Tab. 1: Prvky, operátory a operace symetrií. Zdroj [2] 
 

Prvky symetrie Ozna�ení Operátory symetrie Ozna�ení Operace symetrie 

Identita E Operátor identity E(I) Identita 

Rota�ní osa Cn Operátor rotace k
nC  rotace o úhel 

2 k
n
π

 kolem Cn 

Roviny symetrie σv, σh, σd Operátor zrcadlení σ zrcadlení v rovin� σv, σh, σd 
St�ed symetrie i Operátor inverze i inverze v��i st�edu i 

Rota�n� reflexní 
osa Sn 

Operátor nevlastní 
rotace 

k
nS  komposice k

nC  a σ v rovin� 
kolmé k Cn 

 
 
Uve�me si dále n�které d�ležité vlastnosti operací symetrie 
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Rotace:  n
n n n n

n

C C C C E= =�
����	

 

   1 1n
n nC C− −=  

   : n l
n l

n
C C

l
∀ ∈ =
  

 
z existence n-�etné rota�ní osy vyplývá i existence n l -�etné rota�ní osy. 
 
 
Reflexe:  ( ) ( ) ( ), , , ,xyP x y z P x y zσ→ −  

   2 Eσ =  
   1σ σ− =  
 
σv – vertikální roviny symetrie (obsahují hlavní osu) 
σh – horizontální roviny symetrie (kolmé na hlavní osu) 
σd – vertikální roviny symetrie (obsahují hlavní osu – tj. osu s nejvyšší �etností – a diagonální  
        dvoj�etnou osu) 
 
Inverze:  ( ) ( ), , , ,iP x y z P x y z→ − − −  

   2i E=  
   1i i− =  
 
Nevlastní rotace: n n h h nS C Cσ σ= =  

   ( ) liché
sudé

k
kk n h

n n h k
n

C k
S C

C k

σσ
 ∀

= = � ∀�
 

Komposice operací symetrie  
 
Skládání operací symetrie znamená jejich postupné provád�ní, p�i�emž obecn� záleží na 
po�adí. Pro každou molekulu m�žeme najít úplnou množinu navzájem r�zných operací 
symetrie, v níž libovolný sou�in dvou operací symetrie je op�t n�jakou operací z této 
množiny. 
Operace symetrie každé molekuly tvo�í tzv. bodovou grupu symetrie (bodovou proto, že 
alespo� jeden bod z�stává p�i aplikaci libovolné operace symetrie beze zm�ny - všechny 
prvky symetrie dané molekuly se v tomto bod� protínají). 
 
2.3.2 Grupové postuláty 
 
Množina ℑℑℑℑ prvk� A, B, … , F, … tvo�í grupu, je-li pro tuto množinu definována grupová 
operace ∗, která každé uspo�ádané dvojici prvk� grupy ℑℑℑℑ jednozna�n� p�i�azuje prvek  
A ∗ B = F tak, že jsou spln�ny následující 4 postuláty: 
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1) uzav�enost v��i grupové operaci 
A ∗ B = F F ∈ ℑℑℑℑ 

2) asociativní zákon 
(A ∗ B) ∗ C = A ∗ (B ∗ C) = A ∗ B ∗ C  A, B, C ∈ ℑℑℑℑ 

3) existence jednotkového prvku 
∀A ∈ ℑℑℑℑ ∃∃∃∃ E ∈ ℑℑℑℑ: A ∗ E = E ∗ A = A 

4) existence inverzního prvku 
∀A ∈ ℑℑℑℑ ∃∃∃∃ A-1 ∈ ℑℑℑℑ: A ∗ A-1 = A-1 ∗ A = E 

 
izomorfismus a homomorfismus grup 
 
M�jme grupy ℑℑℑℑ = {A, B, … , F, …} a ℑℑℑℑ´ = {A´, B´, … , F´, … }. 
Lze-li mezi prvky obou grup stanovit vzájemn� jednozna�né p�i�azení  
A � A�, B � B�, ... , F � F�, ...  takové, že ze vztahu AB = F vyplývá AB = F � A�B� = F�,  
kde A, B a A�, B� jsou libovolné dvojice grupových prvk�, pak grupy ℑℑℑℑ a ℑℑℑℑ´ jsou izomorfní. 
Není-li vzájemná jednozna�nost p�i�azení prvk� grup ℑℑℑℑ a ℑℑℑℑ´ zachována, jde o homomorfní 
p�i�azení. �íkáme, že grupa ℑℑℑℑ je homomorfní s grupou ℑℑℑℑ´, když každému prvku A ∈ ℑℑℑℑ 
odpovídá práv� jeden prvek A´ ∈ ℑℑℑℑ´ a každému prvku z ℑℑℑℑ´ odpovídá alespo� jeden prvek z ℑℑℑℑ 
 
2.3.3 T�ídy konjugovaných prvk� 
 
�íkáme, že prvek A je konjugován s prvkem B grupy ℑℑℑℑ, lze-li najít prvek S téže grupy takový, 
že platí 
 

1A S B S−= ∗ ∗ .         ( 2.3.3.1 ) 
 
Je-li A konjugován s B, je i B konjugován s A. 
Je-li krom� prvku A konjugován s B i prvek C téže grupy, potom i prvky A a C jsou navzájem 
konjugovány.  
Množina vzájemn� konjugovaných prvk� se nazývá t�ída (konjugovaných) prvk�.  
Nap�. z tabulky 2 je z�ejmé, že grupa C3v se rozpadá na t�i t�ídy (K1, K2, K3) konjugovaných 
prvk�. 
 

Tab. 2: Multiplika�ní tabulka grupy C3v . Zdroj [2] 

X X-1EX X-1C3X X-1C3
2X X-1σv X X-1σv´X X-1σv

“X 

E E C3 C3
2 σv σv´ σv

″ 

C3 E C3 C3
2 σv

″ σv σv´ 

C3
2 E C3 C3

2 σv´ σv
″ σv 

σv E C3
2 C3 σv σv

″ σv´ 

σv´ E C3
2 C3 σv

″ σv´ σv 

σv
“ E C3

2 C3 σv´ σv σv
″ 

 K1 = { E } K2 ={ C3 , C3
2} K3 ={σv , σv´, σv

″} 
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Obecn� platí: 
(a) každá t�ída je jednozna�n� ur�ena svým libovolným prvkem,  
(b) grupa je sjednocením t�íd konjugovaných prvk�, p�i�emž tyto t�ídy jsou neprázdné            
a navzájem disjunktní,  
(c) t�ídy obsahují obecn� r�zný po�et prvk�, p�i�emž po�et prvk� t�ídy je d�litelem �ádu 
grupy.  
 
2.3.4 Maticové reprezentace grup 
 
Jestliže ∀R ∈ ℑℑℑℑ p�i�adíme matici D(R) tak, že zobrazení ℑℑℑℑ →Γ = {D(R)} je homomorfní, pak 
grupa matic Γ je reprezentací grupy ℑℑℑℑ. 
Grupová operace v Γ je reprezentována operací násobení matic. 
 
Báze reprezentace  
 
nap�íklad v trojdimenzionální bázi reprezentace ( )1 2 3, ,x x x=x  bude reprezentace Γx bodové 

grupy C2v tvo�ena �tve�icí matic 
 

( ) ( )

( ) ( ) ( ) ( )

2 2

1 0 0 1 0 0
0 1 0 0 1 0
0 0 1 0 0 1

1 0 0 1 0 0
0 1 0 0 1 0
0 0 1 0 0 1

v v v v

E E C C

xz yzσ σ σ σ σ σ

−� � � �
� � � �→ = → = −� � � �
� � � �
	 
 	 


−� � � �
� � � �′ ′≡ → = − ≡ → =� � � �
� � � �
	 
 	 


D D

D D

 ( 2.3.4.1 ) 

 
jako jinou trojdimenzionální bázi m�žeme použít vnit�ní sou�adnice (r1, r2, α) 
v této bázi bude reprezentace Γu bodové grupy C2v tvo�ena dv�ma maticemi 
 

1 0 0 0 1 0
0 1 0 1 0 0
0 0 1 0 0 1

� � � �
� � � �
� � � �
� � � �
	 
 	 


,       ( 2.3.4.2 ) 

 
nebo 
 

1 1 1 2

2 2 2 1

1 2 1 1

2 2 1 2

1 0 0 0 1 0
: 0 1 0 : 1 0 0

0 0 1 0 0 1

0 1 0 1 0 0
: 1 0 0 : 0 1 0

0 0 1 0 0 1

v

v

r r r r

E r r r r

r r r r

C r r r r

σ
α α α α

σ
α α α

� �� � � � � �� � � �
� �� � � � � �� � � �= =� �� � � � � �� � � �
� �� � � � � �� � � �
	 
	 
 	 
 	 
	 
 	 


� �� � � � � �� �
� �� � � � � �� �′= =� �� � � � � �� �
� �� � � � � �� �
	 
	 
 	 
 	 
	 


2

α

� �
� �
� �
� �
	 


   ( 2.3.4.3 ) 

 
Ve vibra�ní spektroskopii hraje d�ležitou roli reprezentace Γ3N (kde N je po�et atom�             
v molekule) generovaná množinou jednotkových vektor� 3N jednotkových vektor� (e1, e2, e3) 
(matice 3N×3N). 
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pro molekulu vody (bodová grupa C2v) bude maticová reprezentace Γ3N tvo�ena maticemi 
 

( ) ( )3 3
2

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0
0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0

N NE C

−� �
� � −� �
� �
� � −� �
� �= = −
� �
� �
� � −
� �

−� �
� �
	 


D D

( ) ( )3 3

0 0 0 0 0 0 1

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
0 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 1
0 0 0 0 0 1 0 0 0
0 0 0 0 0 0 1 0 0
0 0 0 0 0 0 0 1 0
0 0 0 0 0 0 0 0 1

N N
v vσ σ

� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
	 


−� �
� � −� �
� �
� �−� �
� �′ = = −
� �
� �
� �−
� �
� �
� �
	 


D D 0 0 0 0 0 0 0
0 0 1 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 0 0 1 0 0
0 0 0 0 0 0 0 1 0
0 0 0 0 0 0 0 0 1

� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �
� �

−� �
� �
	 


 
           ( 2.3.4.4 ) 
Lze se snadno p�esv�d�it, že uvedené �ty�i matice tvo�í reprezentaci grupy C2v . 
 
Maticové operátory symetrií 
 
V trojdimenzionální bázi reprezentace ( )1 2 3, ,x x x=x  platí: 
 

( ) ( ) ( )

( ) ( ) ( )

( )

1 0 0 1 0 0 1 0 0
0 1 0 0 1 0 0 1 0
0 0 1 0 0 1 0 0 1

1 0 0 1 0 0 cos sin 0
0 1 0 0 1 0 sin cos 0
0 0 1 0 0 1 0 0 1

cos sin 0
2

sin cos 0 ,
0 0 1

xy

xz yz n

n

E i

C

S

σ

α α
σ σ α α

α α
πα α α

−� � � � � �
� � � � � �= = − =� � � � � �
� � � � � �− −	 
 	 
 	 


−� � � � � �
� � � � � �= − = = −� � � � � �
� � � � � �
	 
 	 
 	 


� �
� �= − =� �
� �−	 


D D D

D D D

D , ,n nC S z
n

�

 

           ( 2.3.4.5 ) 
jsou ortogonální matice ( A-1 = AT ). 
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2.3.5 Podobnostní transformace 
 
Nech X, Y jsou �tvercové matice téhož �ádu. Existuje-li regulární matice S taková, že platí 
 

1−=Y S XS ,          ( 2.3.5.1 ) 
 
�íkáme, že matice X a Y jsou podobné, a p�edchozí vztah nazýváme podobnostní 
transformací. Jestliže na všechny matice v maticové rovnici aplikujeme tutéž podobnostní 
transformaci, z�stává v platnosti i pro transformované matice. Je-li nap�íklad  
 

1 1, ,− −′ ′= = =AB C A S AS B S BS ,      ( 2.3.5.2 ) 
 
potom 
 

1 1 1 1− − − −′ ′ ′= = = =A B S ASS BS S ABS S CS C .     ( 2.3.5.3 ) 
 
N�kdy je možno k dané �tvercové matici A nalézt takovou podobnostní transformaci, která 
tuto matici p�evede na kvazidiagonální tvar: 
 

1

1

2

,

0 0
0 0

,

0 0 n

− =

� �
� �
� �=
� �
� �
	 


S AS D
D

D
D

D

�

�

� �  �

�

        ( 2.3.5.4 ) 

 
kde D1, … , Dn jsou �tvercové submatice obecn� r�zné dimenze. 
Podobné matice mají stejné stopy 
 

( ) ( ) ( ) ( )1 1 1 1Tr Tr Tr Tr Tr Tr− − − −= = = = =B S AS S A S S S A SS A A .  ( 2.3.5.5 ) 

 
Je-li matice D direktním sou�inem matic D1, … , Dn  
 

n

i
i

= ⊕D D           ( 2.3.5.6 ) 

 
pak z�ejm� 
 

( )Tr Tr
n

i
i

=�D D .         ( 2.3.5.7 ) 
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2.3.6 Charakter reprezentace 
 
Stopu operátoru symetrie ve vybrané bázi nazýváme charakterem reprezentace. 
V trojdimenzionální bázi ( )1 2 3, ,x x x=x  budou charaktery  

 
( )Tr 3E =D   (dimenze reprezentace)     ( 2.3.6.1 ) 

( )Tr 2cos 1nC α= +D         ( 2.3.6.2 ) 

( )Tr 2cos 1nS α= −D         ( 2.3.6.3 ) 

( )Tr 1σ =D           ( 2.3.6.4 ) 

( )Tr 3i = −D           ( 2.3.6.5 ) 

 
Obecn�ji, vyjdeme-li z n�jaké reprezentace grupy, m�žeme sestrojit s pomocí podobnostní 
transformace nekone�n� mnoho ekvivalentních reprezentací téže dimenze. Veli�inou, která    
je invariantní v��i podobnostní transformaci je stopa matice, �ili charakter. 
Uvažujme reprezentaci ( ){ }RΓ D  dimenze d, potom stopa matice D(R) se nazývá 

charakterem prvku R v reprezentaci Γ a zna�í se χ (R) 
 

( ) ( ) ( )
1

Tr
d

kk
k

R D R Rχ
=

= =�D .       ( 2.3.6.6 ) 

 
Množina �ísel  
 

( ){ },R Rχ χ= ∈ ℑ          ( 2.3.6.7 ) 

 
je charakterem reprezentace Γ. 
Protože jednotkový prvek bodové grupy symetrie je vždy reprezentován jednotkovou maticí, 
je charakter prvku E vždy roven dimenzi reprezentace. Ukážeme, že charaktery prvk� grupy, 
jež pat�í do stejné t�ídy konjugovaných prvk�, jsou si rovny. Nech prvky A, B téže t�ídy 
grupy ℑ spolu souvisejí vztahem 
 

1A S BS−= ,          ( 2.3.6.8 ) 
 
kde S je n�jaký prvek grupy ℑ. Jsou-li D(A), D(B), D(S) odpovídající matice libovolné 
reprezentace grupy ℑ, musí spl�ovat podmínku 
 

( ) ( ) ( ) ( )1
A S B S

−
= � �� �D D D D .       ( 2.3.6.9 ) 

 
S použitím vlastnosti stopy ( ) ( )Tr Tr=AB BA  dostáváme 

 
( ) ( )Tr TrA B=D D .         ( 2.3.6.10 ) 
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2.3.7 Reducibilní a ireducibilní reprezentace  
 
M�jme reprezentaci ( ){ }RΓ = D  grupy { }Rℑ = . P�edpokládejme, že platí vztah 

 
( ) ( ) ( )A B C=D D D .         ( 2.3.7.1 ) 

 
Nech X je libovolná regulární �tvercová matice téhož �ádu jako ( )RD .  

S pomocí podobnostní transformace zkonstruujeme matice 
 

( ) ( ) ( ) ( )1 1A A B B− −= =D X D X D X D X .     ( 2.3.7.2 ) 

 
Snadno ov��íme, že pro tyto matice platí stejná multiplika�ní tabulka jako pro matice p�vodní 
 

( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )1 1 1 1A B A B AB C C− − − −= = = =D D X D XX D X X D X X D X D . ( 2.3.7.3 ) 

 
To ale znamená, že množina matic ( ){ }RΓ = D  je rovn�ž reprezentací p�vodní grupy. 

�íkáme, že reprezentace Γ  a Γ  jsou ekvivalentní. Naopak dv� libovolné reprezentace téže 
grupy jsou neekvivalentní, neexistuje-li žádná podobnostní transformace, která by p�evád�la 
jednu reprezentaci v druhou.  
Lze ukázat, že je možno najít takovou matici X, která by p�evád�la libovolnou matici 
reprezentace Γ, nap�. matici ( )AD , na kvazidiagonální tvar 

 

( )

( )
( )

( )

1

2

0 0
0 0

0 0 n

A
A

A

A

� �
� �
� �=
� �
� �� �
	 


D
D

D

D

�

�

� �  �

�

.      ( 2.3.7.4 ) 

 
Má-li matice ( )AD  takovou strukturu, potom z pravidel o násobení matic plyne:  

 
1. Všechny matice reprezentace lze stejnou podobnostní transformací (pomocí stejné matice 
X) p�evést na kvazidiagonální tvar. Takto získané matice mají stejnou blokovou strukturu.  
 
2. Pro submatice ve stejnolehlých blocích platí táž pravidla pro násobení jako pro p�vodní 
matice ( ) ( ) ( ), , , ... ,A B CD D D  tj. je-li spln�na rovnice ( 2.3.7.1 ), budou spln�ny i rovnice 

 
( ) ( ) ( )
( ) ( ) ( )
( ) ( ) ( )

( ) ( ) ( )

1 1 1

2 2 2

3 3 3

n n n

A B C

A B C

A B C

A B C

=

=

=

=

D D D

D D D

D D D

D D D
�

        ( 2.3.7.5 ) 
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To však neznamená nic jiného, než že množiny submatic 
( ){ } ( ){ } ( ){ } ( ){ }1 2 3, , , , nR R R RD D D D�  rovn�ž tvo�í reprezentace grupy ℑ. Tímto 

zp�sobem jsou matice vyšších �ád� redukovány na matice nižších �ád�. V p�ípad�, že taková 
podobnostní transformace existuje, �íkáme, že reprezentace Γ je reducibilní (redukovatelná), 
v opa�ném p�ípad� se nazývá ireducibilní (neredukovatelná). 
 
D�ležité v�ty pro ireducibilní reprezentace 
 

1) Po�et neekvivalentních ireducibilních reprezentací grupy se rovná po�tu t�íd 
konjugovaných prvk� grupy. 

2) Sou�et �tverc� dimenzí všech neekvivalentních ireducibilních reprezentací Γα grupy 
se rovná �ádu grupy 
 

2d gα
α

=�          ( 2.3.7.6 ) 

 
3) Sou�et �tverc� absolutních hodnot charakter� všech prvk� grupy v libovolné 

ireducibilní reprezentaci Γα se rovná �ádu grupy 
 

( ) 2

R

R gαχ =�         ( 2.3.7.7 ) 

 
4) Charaktery dvou neekvivalentních ireducibilních reprezentací Γα a Γβ spl�ují vztah 

ortogonality pro charaktery 
 

( ) ( ) 0
R

R Rα βχ χ =�         ( 2.3.7.8 ) 

 
5) Jestliže charaktery χα(R) prvk� R ∈ ℑ reprezentace Γα spl�ují rovnici ( 2.3.7.7 ), 

potom Γα je ireducibilní reprezentací. Proto se tato rovnice ozna�uje jako kritérium 
ireducibility. V p�ípad� reducibilní reprezentace vždy platí 
 

( ) 2

R

R gαχ >� .        ( 2.3.7.9 ) 

 
 
2.3.8 Analýza reducibilní reprezentace 
 
Nech 
 

( )

( )
( )

( )

1

2

0 0
0 0

0 0

R

R
R

Rα

� �
� �
� �=
� �
� �� �
	 


D
D

D

D

�

�

� �  �

�

.      ( 2.3.8.1 ) 

 
Matice ( ){ }R Rα ∈ℑD  tvo�í op�t reprezentaci Γα grupy ℑ. 

P�edpokládejme, že Γα jsou ireducibilní. Potom 
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( ) ( ) ( ) ( )Tr TrR R R Rα α

α α
χ χ� �= = =� �� �D D .     ( 2.3.8.2 ) 

 
Ekvivalentní reprezentace mají stejné charaktery: 
 

( ) ( )R a Rα
α

α
χ χ=� ,         ( 2.3.8.3 ) 

 
kde koeficient aα udává, kolikrát je Γα obsažena v reducibilní reprezentaci Γ. 
Tyto veli�iny vyjád�íme pomocí ( )Rχ  a ( )Rαχ : 

 

( ) ( ) ( ) ( ) ( ) ( )
R R R

R R a R R a R R gaβ β α β α
α α α

α α
χ χ χ χ χ χ∗ ∗ ∗= = =� �� � � , ( 2.3.8.4 ) 

 
�ili 
 

( ) ( ) ( ) ( ) ( )1 1

i

i i i
R K

a R R n K K K
g g

α α
α χ χ χ χ∗ ∗= =� � ,    ( 2.3.8.5 ) 

 
kde ( )in K  udává po�et prvk� t�ídy iK  (využíváme faktu, že charaktery prvk� grupy, jež pat�í 

do stejné t�ídy konjugovaných prvk�, jsou si rovny). 
 
 

Tab. 3: Ozna�ení ireducibilních reprezentací bodových grup symetrie. Zdroj [2] 
 

Symbol reprezentace Dimenze reprezentace = χ(E) 

A, B 1 

E 2 

T nebo F 3 

A  symetrická χ(Cn) = +1 

B  antisymetrická 

V��i rotaci o úhel 
2π/n kolem hlavní 

osy χ(Cn) = -1  

′ symetrická χ(σh) = +1 
Horní index 

″ antisymetrická 
V��i σh 

χ(σh) = -1 

1 symetrická χ(σv) = +1 
1. dolní index 

2 antisymetrická 
V��i σv 

χ(σv) = -1 

g symetrická χ(i) = +1 
2. dolní index 

u antisymetrická 
V��i i 

χ(i) = -1 
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2.3.9 Charakter reprezentace ΓΓΓΓ3N 
 
Abychom mohli ur�it a�, musíme nejprve ur�it �(R) respektive �(Ki) R respektive Ki.  
Platí: jestliže n�jaký atom v molekule a jemu p�íslušející vektory báze reprezentace m�ní p�i 
aplikaci operace symetrie svoji polohu v prostoru, pak t�mto vektor�m odpovídají v ( )3N RD  

nulové diagonální maticové elementy.  
Jinými slovy: pouze vektory umíst�né na atomech, které z�staly p�i p�sobení operace 
symetrie R beze zm�ny, mohou mít nenulový p�ísp�vek k charakteru dané operace symetrie    
v reprezentaci 3NΓ . 
Postup p�i výpo�tu charakter� reprezentace 3NΓ je následující:  
 
1. Ur�it po�et atom� invariantních v��i dané operaci symetrie (sta�í ud�lat pro jednotlivé 
t�ídy konjugovaných prvk�). Prakticky: leží-li atom na prvku symetrie (rovin�, rota�ní ose, 
…), potom je v��i této operaci invariantní.  
 
2. Spo�ítat p�ísp�vek od jednoho invariantního atomu ( )0 Rχ  pro každou operaci symetrie 

(t�ídu).  
 

Tab. 4: Tabulka charakter� reprezentace Γ3N. Zdroj [2] 

R ( )0 Rχ  

Cn
k  

2
2cos 1

k
n
π +  

Sn
k  

2
2cos 1

k
n
π −  

E  ( )0
1Cχ  

σ ( )0
1Sχ  

i ( )0
2Sχ  

 
 
2.3.10 Molekula H2O 
 

Tab. 5: Bodová grupa C2v , 3 atomy, 3 vibra�ní stupn� volnosti. Zdroj [2] 

C2v E C2 σ(xz) σ(yz)  
A1 1 1 1 1 z, x, y, z  
A2 1 1 -1 -1 xy Rz 

B1 1 -1 1 -1 x, xz Ry 

B2 1 -1 -1 1 y, yz Rx 

nR 3 1 1 3 
χ0(R) 3 -1 1 1 
χ (R) 9 -1 1 3 
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Redukce: 
 

[ ]

[ ]

[ ]

[ ]

1

2

2

2

1
9 1 1 3 3 ,

4
1

9 1 1 3 1,
4
1

9 1 1 3 2 ,
4
1

9 1 1 3 3 .
4

A

A

B

B

a

a

a

a

= − + + =

= − − − =

= + + − =

= + − + =

        ( 2.3.10.1 ) 

 
Tedy 
 

3
1 2 1 23 2 3N A A B BΓ = ⊕ ⊕ ⊕ .        ( 2.3.10.2 ) 

 
Protože 
 

3N trans rot vibΓ = Γ ⊕ Γ ⊕ Γ ,        ( 2.3.10.3 ) 
 
máme 
 

( )3
1 2 1 2 1 22 2 2vib N A A B B A BΓ = Γ − ⊕ ⊕ ⊕ = ⊕ .     ( 2.3.10.4 ) 

 
Aktivita: ( ) ( )1 2I�, Raman , I�, RamanA B . 

 
2.3.11 Normální vibrace a normální sou�adnice 
 
Teorie malých kmit� molekul vychází z jednoduchého modelu, v n�mž atomy (hmotné body) 
kmitají okolo rovnovážných poloh.  
V dvouatomové molekule je potenciální energie V (r) vyjád�ena vztahem 
 

( ) ( )2
0

1
2

V r k r r= − ,         ( 2.3.11.1 ) 

 
kde r0 je rovnovážná mezijaderná vzdálenost a k je silová konstanta.  
Energie vibra�ních hladin dvouatomové molekuly je v aproximaci harmonického oscilátoru 
kvantována a ur�ena vztahem 
 

1 1
2 2v

k
E v h vν ν

µ
� � � �= + = +� � � �
	 
 	 


� ,       ( 2.3.11.2 ) 

 
kde v je vibra�ní kvantové �íslo nabývající hodnot 0, 1, 2, 3, …, h je Planckova konstanta, � je 
frekvence vibrace a � je redukovaná hmotnost.  
V p�ípad� víceatomové molekuly m�žeme potenciální energii vyjád�it pomocí Taylorova 
rozvoje 
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2

0
,0

1
2i i j

i i ji i j

V V
V V q q q

q q q

� �� �∂ ∂= + + +� �� � � �∂ ∂ ∂	 
 	 

� � �      ( 2.3.11.3 ) 

 
kde V0 zna�í potenciální energii rovnovážného stavu molekuly (a pokládáme ji za rovnu nule), 
druhý �len je roven nule, což odpovídá podmínce pro minimum energie 
 

0

0
i

V
q

� �∂ =� �∂	 

,          ( 2.3.11.4 ) 

 
qi jsou sou�adnice výchylek z rovnovážné polohy. 
Ozna�íme-li druhé parciální derivace ve t�etím �lenu rozvoje kij (silové konstanty)                  
a omezíme-li se pouze na první t�i �leny (harmonická aproximace), potom dostáváme 
 

,

1
2ij ij i j

i j

V k q q= � .         ( 2.3.11.5 ) 

 
Po�et vibra�ních stup�� volnosti N-atomové nelineární (respektive lineární) molekuly je 
 
3 6 resp. 3 5N N− − .        ( 2.3.11.6 ) 
 
Nebo 3 stupn� volnosti p�ipadají na translaci molekuly jako celku a 3 (respektive 2) na její 
rotaci.  
Vnit�ní pohyb vibrující molekuly není jednoduchý harmonický pohyb, ale lze jej rozložit na 
jednoduché harmonické vibra�ní pohyby – tzv. normální vibrace nebo normální vibra�ní 
mody molekuly. Každému z nich p�ísluší v dané molekule ur�itá frekvence. Po�et normálních 
vibrací odpovídá po�tu vibra�ních stup�� volnosti.  
Zavedeme normální sou�adnice: p�edpokládejme, že existují sou�adnice Qi takové, že 
hamiltonián pro vibra�ní pohyb víceatomové molekuly m�že být vyjád�en pomocí �tverc� 
t�chto sou�adnic a jejich derivací 
 

2 23 6 3 6
2

2
1 1

1ˆ
2 2

N N

v i i
i ii

H Q
Q

λ
− −

= =

∂= − +
∂� �

�
,       ( 2.3.11.7 ) 

 
kde λi jsou konstanty. Schrödingerovu rovnici pro vibra�ní pohyb molekuly 
 

ˆ
v v v vH Eχ χ= ,          ( 2.3.11.8 ) 

 
kde Ev je celková vibra�ní energie a 	v je celková vibra�ní vlnová funkce, lze separovat         
na 3N − 6 rovnic (v p�ípad� nelineární molekuly) 
 

( ) ( )
22

2
2

1
1, 2, , 3 6

2 2
i

i i i

i
v i i

i i v i v v i
i

Q Q E Q i N
Q

χ
λ χ χ

∂
− + = = −

∂
�

�    ( 2.3.11.9 ) 

 
p�i�emž celková vibra�ní energie je rovna sou�tu vlastních hodnot 

ivE  a vibra�ní vlnová 

funkce molekuly je sou�inem vibra�ních funkcí ( )
i

i
v iQχ  
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         ( 2.3.11.10 ) 

 
Rovnice ( 2.3.11.9 ) má tvar rovnice harmonického oscilátoru, a tedy vibra�ní energie 

ivE  pro 
jednotlivé normální vibrace jsou dány vztahem 
 

1
2iv i iE v hν� �= +� �

	 

,         ( 2.3.11.11 ) 

 
kde vi je vibra�ní kvantové �íslo a νi je vibra�ní frekvence i-té normální vibrace odpovídající 
normální sou�adnici Qi, p�i�emž 
 

1
2i iν λ
π

= .          ( 2.3.11.12 ) 

 
Vibra�ní vlnové funkce mají tvar 
 

( ) ( ) 2 1 41
exp kde

2i i i

i
v i v v i i i i iN H Qχ ξ ξ ξ ξ λ� �= − =� �

	 

    ( 2.3.11.13 ) 

 
kde ( )

iv iH ξ  je Hermit�v polynom stupn� vi. 
 
2.3.12 Typy vibra�ních p�echod� 
 
V základním stavu budou všechna vibra�ní kvantová �ísla rovna nule. P�echody mezi 
základní vibra�ní hladinou a jednou excitovanou hladinou  
 

( ) ( )0,0, ,0, ,0 0,0, ,1, ,0
m mv v

→� � � �
      ( 2.3.12.1 ) 

 
se nazývají fundamentální; odpovídající pás v Ramanov� nebo infra�erveném spektru          
se nazývá fundamentální pás. Kdyby harmonická aproximace platila striktn�, byly by 
povoleny pouze fundamentální p�echody. Díky anharmonicit� vibrací reálné molekuly jsou 
však povoleny i další typy vibra�ních p�echod� – vyšší  harmonické 
 

( ) ( ) 2,3,
0,0, ,0, ,0 0,0, , , ,0

m mv v
n

n
=

→
�

� � � �
   ( 2.3.12.2 ) 

 
a kombina�ní 
 

( ) ( )0,0, ,0, 0, ,0 0,0, ,1, 1, ,0
m n m nv v v v

→� � � � � �
     ( 2.3.12.3 ) 
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2.3.13 Symetrie vlnových funkcí fundamentálních stav� 
 
Vibra�ní vlnová funkce pro systém 3N – 6 normálních sou�adnic Qi má v harmonické 
aproximaci tvar 
 

{ } ( )
3 63 6

1 2 2 1 4

1 1

1
exp

2 ii

NN

i i v i iv
i i

N Q H Qχ λ λ
−−

= =

� �= −� �
	 


� ∏ .     ( 2.3.13.1 ) 

 
V základním stavu je vi = 0 pro všechna i, a tedy 
 

{ }

3 6
1 2 2

0
1

1
exp

2

N

i i
i

N Qχ λ
−

=

� �= −� �
	 


� ,       ( 2.3.13.2 ) 

 
kde N je normaliza�ní konstanta. Pro vlnovou funkci k-tého fundamentálního stavu platí 
 

{ } { } ( ) { }
1 4

10, ,1, ,0 0 0k k kH Q Qχ χ λ χ
� �

� � .      ( 2.3.13.3 ) 

 
Z tohoto vztahu plyne, že vibra�ní vlnová funkce k-tého fundamentálního stavu a k-tá 
normální sou�adnice Qk mají stejné transforma�ní vlastnosti. 
 
Vibra�ní Raman�v p�echod ze základního do i-tého fundamentálního stavu je dovolený jen 
tehdy, když jeden ze šesti integrál� 
 

{ } { }0 , , ,kl i k l x y zχ α χ =�        ( 2.3.13.4 ) 

 
je nenulový. 
Integrál bude nenulový (a tedy 0 → i bude dovolený p�echod), pokud bude integrand totáln� 
symetrický, tj. když charakter reprezentace 
 

{ }( ) ( ) { }( )0 ik iχ α χΓ ⊗ Γ ⊗ Γ .        ( 2.3.13.5 ) 

 
je roven jedné pro všechny prvky bodové grupy symetrie dané molekuly.  
Ze vztahu ( 2.3.13.2 ) je z�ejmé, že vibra�ní vlnová funkce základního stavu { }0χ  je vždy pln� 

symetrická. Z podmínky, aby integrand ( 2.3.13.4 ) byl pln� symetrický, potom plyne, že 
sou�in { }kl iα χ  musí být rovn�ž pln� symetrický a tedy že funkce klα  a { }iχ  musí mít stejnou 

symetrii, tj. musí pat�it téže ireducibilní reprezentaci. 
Lze odvodit, že klα  se transformuje stejným zp�sobem (tj. p�ísluší téže ireducibilní 
reprezentaci bodové grupy symetrie dané molekuly) jako kvadratická funkce kartézských 
sou�adnic (nap�íklad xxα  jako x2, yzα  jako yz atd.). 

Má-li tedy normální vibrace tutéž symetrii jako jeden z výraz� 2 2, , ,x xy z�  uvedených          
v tabulce charakter� bodové grupy symetrie molekuly, potom fundamentální p�echod 0 → i 
bude v Ramanov� spektru aktivní.  
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2.3.14 Vylu�ovací pravidlo  
 
Obecn� lze �íci, že vibra�ní p�echod m�že být aktivní jak v infra�erveném, tak i v Ramanov� 
spektru nebo jenom v jednou z nich pop�ípad� m�že být zcela inaktivní. V p�ípad� molekul   
se st�edem symetrie však platí vylu�ovací pravidlo (alternativní zákaz): žádná vibrace nem�že 
být aktivní v obou spektrech sou�asn�.  
Kartézské sou�adnice jsou totiž vždy antisymetrické v��i inverzi (vibrace typu u), zatímco 
funkce 2 , ,x xy  atd. jsou vždy symetrické (vibrace typu g). Toto se využívá p�i �ešení 
molekulové struktury. Dochází-li ke shod� v n�jaké vibra�ní frekvenci molekuly jak v I�, tak 
i v Ramanov� spektru, nemá molekula st�ed symetrie, a naopak. 
 
 
2.4 Pom�r signál/šum v Ramanov� spektroskopii 
 
Jelikož je Raman�v signál velmi slabý, zpravidla o 6 �ád� slabší nežli budící signál, je 
dosažení dostate�ného pom�ru signál/šum, významn� ovliv�ujícího kvalitu experimentálních 
dat, v Ramanov� spektroskopii obzvlášt� náro�né a je t�eba mu v�novat velikou pozornost [2]. 
Pom�r signál/šum (SRN) je definován vztahem 
 

y

S
SRN

σ
= ,          ( 2.4.1 ) 

 
kde S  je st�ední výška ramanovského pásu nad pozadím a 
 

( ) 2 2
y d F rS B Tσ φ σ σ= + + + +        ( 2.4.2 ) 

 
je standardní odchylka výšky pásu, p�i�emž S je výst�elový šum signálu, B je výst�elový šum 
pozadí, φd(T) je temný signál detektoru, σF je mihotavý šum, σr je šum ode�tu. 
Vliv výst�elového šumu (který nastává u vzork� s fluoreskujícími p�ím�semi, kdy slabý 
Raman�v pás je p�ekryt vysokým pozadím), na SNR je limitován výrazem 
 

B
B

dS dS
t tS dt dtSNR

dB dB
t

dt dt
σ

= = = .       ( 2.4.3 ) 

 
Šum pozadí nelze ode�íst a p�íliš vysoké pozadí m�že zp�sobit, že signál nebude možné 
pozorovat. Pomoci m�že zvýšení signálu+pozadí nap�. delší akumulací 
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Obr. 2: Závislost pom�ru signál/šum na po�tu detekovaných foton�. Zdroj [2] 
 
Krom� samotné intenzity ramanovského signálu, ovlivnitelné nap�. výkonem budícího laseru, 
volenou excita�ní frekvencí a kvalitou justace celé aparatury, je SRN rovn�ž výrazn� ovlivn�n 
ší�kou vstupní št�rbiny spektrometru a dobou akumulace signálu, jak dokládají obrázky 3. 
 
 

 
Obr. 3: Vlevo: Zlepšení SRN s rostoucí dobou akumulace je zp�sobeno poklesem výst�elového šumu 
Vpravo: SRN klesající se zkracující se dobou akumulace signálu a se snižující se ší�kou vstupní št�rbiny.  
Zdroj [2] 
 
 
2.5 Metody zpracování spekter 
 
Na záv�r teoretické �ásti jsou uvedeny složit�jší matematické postupy, zavedené na pracovišti 
[3], které byly používané p�i zpracování experimentálních dat. 
 
2.5.1 Metoda ortogonálních diferencí 

 
Metoda ortogonálních diferencí je vhodná pro eliminaci nežádoucích spektrálních 

složek v Ramanových spektrech p�i jejich kvantitativní analýze. Pro její použití je nutné, aby 
všechna spektra byla vyjád�ena v m stejných spektrálních bodech. V následujících odstavcích 
vysv�tlíme princip metody. Se spektry se zachází jako s m-dimenzionálními vektory. Skalární 
sou�in dvou spekter A a B ozna�ený { },A B  odpovídá standardnímu násobení po složkách. 
Zm��ené spektrum R je možno rozd�lit na sou�et dvou spekter S a N :  

                                                    
= +R S N .          ( 2.5.1.1 ) 
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kde složka S  p�edstavuje užite�né spektrum. Abychom jej mohli využít pro kvantitativní 
analýzu, je nutno ze zm��eného spektra R eliminovat nežádoucí spektrální p�ísp�vek N.        
K tomu je práv� možné použít metodu ortogonálních diferencí. Ortogonální diferenci (A)OD 
spektra A v��i ortonormální bázi Ok (k = 1...s) definujeme jako: 
 

( ) { }OD
1

s

k k
k

,
=

= −�A A A O O .        ( 2.5.1.2 ) 

 
Ortogonální diference zm��eného spektra R v��i obecné ortonormální bázi bude sou�tem 
ortogonalizovaného spektra S a ortogonalizovaného spektra N: 
 
( ) ( ) ( )OD OD OD

= +R S N .        ( 2.5.1.3 ) 

 
Bázi pro ortogonální diferenci volíme tak, aby vymizela složka (N)OD: 
Toho lze dosáhnout tehdy, jestliže platí: 

{ }
1

,
s

k k
k =

=�N N � � ,         ( 2.5.1.4 ) 

t.j. parazitní složka N musí být lineární kombinací spekter Ok (k = 1 ... s) ortonormální báze, 
v��i které ortogonalizaci provádíme. Spektrum N m�žeme psát jako lineární kombinaci 
ur�itého po�tu nežádoucích spekter. Ortogonaliza�ní bázi pak snadno sestavíme, pokud 
známe spektra t�chto nežádoucích složek. Po se�azení t�chto složek aplikujeme Gramm-
Schmidt�v ortogonaliza�ní proces, �ímž dostaneme ortonormální bázi vektor� Ok.  
Pomocí ortogonalizace se zcela zbavíme parazitní složky N ze spektra R za cenu 
ortogonalizace spektrální složky S. Spektrum (S)OD není obecn� totožné se spektrem S a jeho 
tvar závisí na bázi, v��i které ortogonalizujeme.  

Ilustrujme si proto nyní na jednoduchém problému d�ležitou vlastnost 
ortogonalizovaných spekter. M�jme sm�s, v níž jsou zastoupeny ur�ité známé komponenty, 
ale jejich pom�rné zastoupení ve sm�si neznáme. P�edpokládáme p�itom, že tyto komponenty 
spolu vzájemn� neinteragují. Pokud známe Ramanovo spektrum sm�si a jejích jednotlivých 
složek Si (r = 1 ... n) (všechna spektra normujeme na jednotkovou koncentraci), pak m�žeme 
ur�it pom�rné zastoupení složek ai ve sm�si ze vztahu: 

1

n

i i
i

a
=

=�S S .          ( 2.5.1.5 ) 

Zm��ená Ramanova spektra však neodpovídají skute�ným spektr�m S a Si, nebo obsahují 
p�edevším nežádoucí p�ísp�vek fluorescen�ního pozadí, temnotní signál, spektrum 
rozpoušt�dla, stopy parazitního signálu ze st�n kyvety, atd. Pro ur�ení pom�rného zastoupení 
složek ve sm�si tedy nelze vztah ( 2.5.1.5 ) p�ímo použít, protože nemáme k dispozici spektra 
S, ale nam��ená spektra R, pro která platí: 

 

( ) ( )
1

n

i i i
i

a
=

− = −�R N R N .        ( 2.5.1.6 ) 

 
Ortogonální diferencí nam��ených spekter v��i vhodné bázi lze ale p�ejít 
k ortogonalizovaným spektr�m (R)OD a (Ri)OD. Z definice ( 2.5.1.2 ), vztahu ( 2.5.1.3 )  
a ( 2.5.1.5 ) plyne, že pro ortogonalizovaná spektra platí: 
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( ) ( ) ( ) ( )OD OD OD OD
1 1

n n

i i i i
i i

a a
= =

= = =� �R S S R ,      ( 2.5.1.7 ) 

 
kde koeficienty ai jsou stejné jako ve vztahu ( 2.5.1.5 ). Jelikož se ortogonalizací zachovávají 
lineární vztahy mezi spektry, je možné ur�it zastoupení složek ve sm�si p�echodem od 
nam��ených spekter k ortogonalizovaným spektr�m bez nutnosti ru�ního ode�tu nežádoucích 
p�ísp�vk� od jednotlivých nam��ených spekter. 
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Obr. 4: Grafická demonstrace výsledku metody ortogonálních diferencí. Vpravo originální série nam��ených 
spekter Ramanova rozptylu, vlevo ortogonální diference v��i obecné polynomiální funkci pátého stupn�.  
Zdroj [5] 
 
 
2.5.2 Faktorová analýza 

 
Faktorová analýza je statistická metoda, která umož�uje charakterizovat objemné série 

dat pomocí n�kolika málo spole�ných faktor� a eliminovat tak bez ztráty užite�né informace 
jejich velikost [11]. V dnešní dob� nachází uplatn�ní v �ad� spektroskopických metod           
ke zpracovávání sérií spekter, které v�tšinou odpovídají jednomu, p�ípadn� dv�ma 
systematicky se m�nícím parametr�m. V našem p�ípad� jsme faktorovou analýzu aplikovali 
na sérii mnoha Ramanových spekter získaných v r�zných �asech nebo pro r�znou kompozici 
rozpošt�dla. Faktorovou analýzu je možné provád�t pomocí n�kolika r�zných postup�, které 
však poskytují ekvivalentní výsledky. Pat�í sem nap�íklad algoritmus PCA (principal 
component analysis) nebo SVD (singular value decomposition).  
Uvažujme matici A typu m × n. Algoritmus PCA je založen na diagonalizaci matice Y�Y. 
Platí: 

 

( )1 �− =Q Y Y Q B ,         ( 2.5.2.1 ) 

 

kde Q je ortogonální matice sestavená z vlastních vektor� matice YTY. Pomocí matice Q lze 
ortogonální transformací p�evést matici YTY na diagonální matici B. Algoritmus SVD 
rozkládá matici Y typu m × n (m 
 n) na sou�in t�í matic. Platí: 
 

T=Y UWV ,          ( 2.5.2.2 ) 



 40 

 
kde U je ortogonální sloupcová matice typu m × n, V je ortogonální matice typu n × n a W je 
diagonální matice n × n s nezápornými prvky. Diagonální prvky matice W se nazývají 
singulární hodnoty. Sou�in matic se uvádí v�tšinou tak, aby singulární hodnoty byly 
uspo�ádány sestupn� na diagonále. Vztah mezi SVD a PCA lze vyjád�it jako: 
 

( )TT T T T T 2 T= = =Y Y UWV UWV VWU UWV VW V .    ( 2.5.2.3 ) 

Tedy platí: 
 

2 -1, ,= = =W B V Q U YVW .       ( 2.5.2.4 ) 

 
Algoritmus SVD je v porovnání s metodou PCA preferovaným algoritmem díky numerické 
stabilit� umož�ující aplikaci na �adu r�zných problém�, p�esnosti a možnosti použití i na 
velmi objemná data. Pro zpracování dat v rámci diplomové práce byl použit práv� program 
založený na algoritmu SVD.  

Dané spektrum po kalibraci p�edstavuje soubor m dvojic zahrnujících vlno�et                 
a odpovídající intenzitu (maximáln� 1024 dvojic bod� vzhledem k typu použitého CCD �ipu  
s 1024 × 256 detek�ními elementy. Data je nutno upravit tak, aby každé spektrum bylo 
definováno ve stejném spektrálním rozsahu a pro stejné hodnoty vlno�t�. Intenzity n 
zm��ených spekter pak se�adíme do sloupc�, které tvo�í matici Y typu m × n. Tuto matici lze 
rozložit pomocí vztahu ( 2.5.2.2 ) a maticový sou�in p�epsat do složkového tvaru: 

 

( ) ( )
1

1 , 1 , 1
n

i r j ij j r
j

Y W V U r m i n j nν ν
=

= = = =� � � �     ( 2.5.2.5 ) 

 
kde Yi(νr) zna�í prvek v r-tém �ádku a i-tém sloupci matice Y (dle zavedené notace pak zna�í 
hodnotu intenzity i-tého spektra pro vlno�et νr), Wj jsou singulární hodnoty diagonální matice 
W, Vij zna�í prvek v i-tém �ádku a j-tém sloupci matice V a Uj(νr) prvek matice U v r-tém 
�ádku a j-tém sloupci.  
Dané i-té spektrum Yi(νr) (r = 1 ... m) lze napsat jako lineární kombinaci n spektrálních 
komponent (subspekter), p�i�emž j-té subspektrum je j-tým sloupcovým vektorem matice U 
(Uj(νr), r = 1 ... m). Z ortogonality matice U plyne, že subspektra jsou ortogonální 

 

( ) ( )
1

m

i r j r ij
r

U Uν ν δ
=

=� .        ( 2.5.2.6 ) 

 

Koeficienty p�íslušné lineární kombinace subspekter do daného i-tého spektra jsou dány 
prvky i-tého �ádku matice V. P�íslušné j-té subspektrum je ale ješt� násobeno váhovým 
faktorem Wj (pro další úvahy se p�edpokládá varianta sestupného uspo�ádání singulárních 
hodnot na diagonále matice W). 
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Obr. 5: Grafické znázorn�ní výsledk� metody SVD. aplikované na sérii teplotn� závislých spekter Ramanova 
rozptylu. Zdroj [5], použitá experimentální data z [12]. 
 

Dá se ukázat, že vyjád�ení experimentálních spekter pouze pomocí prvního subspektra 
aproximuje spektrální sadu jedním spektrem nejlepším možným zp�sobem ve smyslu metody 
nejmenších �tverc�. Pomocí prvního subspektra tak popíšeme nejd�ležit�jší spole�né 
charakteristiky spekter. Pomocí druhého subspektra pak popíšeme nejlepším možným 
zp�sobem ty zm�ny ve spektrech, které nejsou popsané prvním subspektrem (optimalizujeme 
ve smyslu metody nejmenších �tverc� rozdíl originálních spekter a spekter vyjád�ených 
pomocí prvního subspektra). Obdobn� postupujeme k vyšším subspektr�m, p�i�emž  
z ortogonality subspekter plyne, že každé z nich nese nezávislou informaci. �ím v�tší po�et 
subspekter se v sumaci ( 2.5.2.5 ) uvažuje, tím lépe jsou pomocí faktorové analýzy 
experimentální spektra aproximována. Pomocí všech subspekter popíšeme naše data p�esn�, 
ale nedojde tím k redukci jejich objemu. Ve skute�nosti je ale každé fyzikální m��ení zatíženo 
šumem, který pro nás nenese užite�nou informaci. V p�ípad� Ramanova rozptylu se jedná 
p�edevším o Poissonovský šum, který je úm�rný druhé odmocnin� velikosti signálu. Smysl 
faktorové analýzy spo�ívá v redukci dat tím, že se omezíme ve vztahu ( 2.5.2.5 ) na lineární 
kombinaci pouze n�kolika prvních subspekter. Vyšší subspektra, která popisují malé 
spektrální zm�ny v d�sledku šumu, vylou�íme. V p�ípad� �asových závislostí Ramanových 
spekter nukleových kyselin bylo možno všechna experimentální spektra z dané teplotní série 
(v n�kterých p�ípadech i stovka  spekter) dob�e aproximovat maximáln� p�ti subspektry. 
Zbylá subspektra popisovala šum. 

Experimentální chybu nam��ených dat m�žeme porovnat s tzv. reziduální chybou, která 
je funkcí pokusné faktorové dimenze (po�tu uvažovaných subspekter) M a je dána vztahem:  
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kde m je po�et spektrálních bod� a n celkový po�et spekter.  
Skute�ná faktorová dimenze je pak dána jako minimální hodnota M, p�i níž reziduální chyba 
p�evyšuje chybu experimentální. V praxi ale v�tšinou experimentální chybu ur�it neumíme. 
Faktorovou dimenzi pak �asto ur�ujeme z hodnoty M, kde strmá závislost daná vztahem  
( 2.5.2.7 ) p�echází v pozvoln� klesající lineární závislost. �asto však bereme do úvahy menší 
po�et subspekter, než je odpovídající hodnota faktorové dimenze. V tom p�ípad� neuvažujeme 
subspektra, která popisují r�zné t�žko interpretovatelné jevy ve vzorku. M�že jít o r�zné 
artefakty jako nepatrný posun kalibrace, vliv fluorescen�ních p�ím�sí atd. �asto tyto jevy 
m�žeme zanedbat díky tomu, že odpovídající subspektra mají velmi malou statistickou váhu 
(singulární hodnotu). 
 

 
Obr. 6: Zp�soby ur�ování faktorové dimenze. Zdroj [5] 
 
 
2.5.3 Zpracování výsledk� faktorové analýzy 

 
Samotná faktorová analýza umož�uje zredukovat experimentální data a konvertovat je 

do dob�e matematicky zpracovatelné formy, ale ješt� neposkytuje rozklad nam��ených spekter 
do �istých spektrálních složek. To je náplní následného matematického zpracování. Uvažujme 
sérii n Ramanových spekter s-složkové sm�si, p�i�emž podíl každé z nich odpovídá ur�itému 
systematicky se m�nícímu parametru. M�že jít nap�íklad o sérii Ramanových spekter 
zm��ených v r�zných �asech. P�edpokládejme, že každé spektrum sm�si Yi (i = 1 … n) 
m�žeme vyjád�it ve tvaru lineární kombinace spekter Zp jejich jednotlivých složek, 
normovaných na jednotkovou koncentraci: 
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kde Cip odpovídá molární koncentraci p-té složky v i-tém spektru sm�si. P�edpokládejme, že 
každé složce p�ísluší unikátní Ramanovo spektrum a koncentrace žádné ze složek není velmi 
malá za všech podmínek, kdy byla spektra m��ena. Potom, pokud je po�et nam��ených 
spekter n v�tší nebo alespo� roven po�tu složek sm�si s, bude v ideálním p�ípad� faktorová 
dimenze rovna s, takže m�žeme každé spektrum sm�si Yi vyjád�it pomocí lineární kombinace 
s subspekter Uj z faktorové analýzy (viz vztah ( 2.5.2.5 )):  
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Ze vztah� ( 2.5.3.1 ) a ( 2.5.3.2 ) plyne, že také spektra složek sm�si Zp m�žeme psát jako 
lineární kombinaci s subspekter: 
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Koeficienty Rpj ve vztahu ( 2.5.3.2 ) odpovídají zastoupení j-tého subspektra ve spektru p-té 
složky sm�si a definují tzv. „rota�ní matici“. Pokud nalezneme rota�ní matici, m�žeme 
z výsledk� faktorové analýzy sm�si rekonstruovat spektra jejích složek Zp. Ze vztah�  
( 2.5.3.1 ), ( 2.5.3.2 ) a ( 2.5.3.3 ) m�žeme ihned psát: 
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Vzhledem k ortonormalit� subspekter vyplývá z ( 2.5.3.4 ) 
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Vztah ( 2.5.3.5 ) p�edstavuje p�eur�enou soustavu s × n lineárních rovnic pro nalezení s × s 
koeficient� rota�ní matice Rpj, známe-li koncentrace složek v jednotlivých spektrech. Hledání 
spekter složek sm�si lze v tomto p�ípad� p�evést na hledáním minima sou�t� �tverc� odchylek 
qj nezávisle pro každý index j 
 

2

1 1

1
n s

j ip pj j ij
i p

q C R W V j s
= =

� �
= − =� �

	 

� � �       ( 2.5.3.6 ) 

 
Obdobný postup m�žeme aplikovat i tehdy, kdy koncentrace komponent Cip v jednotlivých 
spektrech neznáme, ale dokážeme je popsat vhodným modelem vystihujícím jejich závislost 
na vn�jších podmínkách. Tento model p�itom m�že obsahovat n�kolik p�edem neznámých 
parametr�, které lze za p�íznivých okolností fitem rovn�ž ur�it. V tomto p�ípad� musíme 
minimalizovat celkový sou�et �tverc� odchylek, který podle toho, jak chceme odlišit význam 
subspekter s rostoucím po�adovým �íslem, m�že být v jednom z následujících tvar�:  
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3. Použité vzorky, experimentální za�ízení a postup m��ení 
 
3.1. Vzorky 
 
Ve všech sériích m��ení byla používána ultra�istá voda (H2O, vodivost menší než 18 MΩ/cm) 
a D2O od firmy Aldrich s izotopovou �istotou 99%. Dále byl použit práškový cytosin            
od firmy Calbiochem v kvalit� A-grade a práškový uridin od firmy Aldrich v 99 % �istot�. 
Pro zjednodušení Ramanových spekter i substancí podílejících se na proton-deuteronové 
vým�n� nebyly použiré pufry, ale vzorky byly p�ímo rozpoušt�né do �isté vody. Hodnota pH 
(pD) byla kontrolována pH-metrem a v p�ípad� pot�eby dostavena na hodnoty v rozmezí pH        
6,5 – 7,0 p�idáním malého množství HCl. Titrace byla provád�na pomocí dávkova�e 
Pipetman P1000 (Gilson), který byl zkalibrován pro používané objemy pomocí analytických 
vah. 
 
3.2. Zpracování dat 
 
Provád�né experimenty spo�ívaly zpravidla v získávání velkých sérií Ramanových spekter. 
Tato spektra byla nejprve zkalibrována ve vlno�tové škále pomocí spektra kalibra�ní neonové 
výbojky, sejmutého p�i stejném nastavení m�í�ky p�ed samotným m��ením (podrobnosti viz 
dále). Pro kvantitativní analýzu byla spektra upravována korekcí na pozadí aproximovaného 
zpravidla polynomy 1. nebo 2. stupn�, p�ípadn� ortogonalizací v��i spektru rozpoušt�dla.  
Následn� jsme na upravená spektra aplikovali faktorovou analýzu, konkrétn� metodu SVD 
(singular value decomposition). Výsledky SVD jsme poté interpretovali bu� p�ímo, nebo byly 
fitované pro získání spekter jednotlivých molekulárních forem. Výskledná spektra se pak ješt� 
upravovala na reálný pr�b�h pozadí. 
 
3.3. Raman�v spektrometr 
 
Tato práce se provád�la na spektrometru T64000 (ISA Jobin-Yvon), který byl jako starší 
(uvedení do chodu v roce 1994) získán darem z laborato�e prof. H. Welfleho                           
v Max-Delbrück-Centrum für Molekulare Medizin v Berlín�. Jedná se o komplexní Raman�v 
spektrometr vybavený hlavním monochromátorem o ohniskové délce 650 mm osazeném 
holografickými m�ížkami o hustotách vryp� 900 a 1800 cm-1 a dv�ma p�edmonochromátory, 
které mohou být zp�ažené v subtraktivní i aditivní konfiguraci. Zárove� je možné pracovat jen 
s hlavním monochromátorem a elastický rozptyl potla�ovat pomocí holografických 
zá�ezových (notch) filtr� (Kaiser).  
Jako excita�ní zdroj spektrometru slouží výkonový Ar+ laser Innova 90-5 (Coherent). 
Spektrometr obsahuje 2 m��ící místa, z nichž jedno (vzorková komora) je ur�eno pro 
Ramanovu spektroskopii makrovzork� umíst�ných v kyvetách, druhou pak tvo�í mikroskop 
Olympus BH2-UMA, umož�ující Ramanovu spektroskopii mikrovzork� na základ� zp�tného 
rozptylu v konfokálním mikroskopu. Hlavním detek�ním systémem je CCD detektor 
s 1024 × 256 detek�ními elementy chlazený tekutým dusíkem na teplotu okolo 150 K. 
�ízení spektrometru, sb�r a základní manipulaci s daty zajišuje po�íta� na úrovni Pentium® 
vybavený opera�ním systémem Windows 95. Po�íta� komunikuje s �ídící jednotkou CCD 
detektoru a dále s dálkov� ovladatelnými prvky spektrometru (nastavení m�ížek, p�ekláp�ní 
poloh vnit�ních zrcadel a nastavení ší�ek n�kterých št�rbin) pomocí bloku rozhraní 
Spectralink. Po inicializaci sytému pomocným programem Hwinit lze �ízení spektrometru       
a sb�r dat ovládat pomocí softwaru LabSpec. Uspo�ádání spektrometru je zachyceno             
na obrázcích 7 a 8. Pro ú�ely diplomové práce byl spektrometr využíván s m��ením                
ve vzorkové komo�e a v módu jednoduchého monochromátoru.  
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Obr. 7: Raman�v spektrometr T64000 (s úpravami provedenými v rámci této diplomové práce - viz 
dále). 1. CCD detektor s Dewarovou nádobou na kapalný dusík. 2. Sv�tlot�sný kryt sv�tlosb�rné optické 
dráhy spektrometru. 3. Vzorková komora. 4. Monitor �ídícího po�íta�e. 5. Blok zrcadel a šedých filtr� 
pro excita�ní zá�ení. 6. Spodní sv�tlot�sný kryt vzorkové komory. 7. Mikroskop. 8. Blok rozhraní. 9. 
Kapalinový termostat. 10. �ídící po�íta� spektrometru. 

 
 

 
        Obr. 8: Raman�v spektrometr T64000 v �innosti, s odkrytovanou vzorkovou komorou 
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4. Testování a úpravy spektrometru 
 
Jedním z úkol� diplomové práce bylo otestování funkce spektrometru a provedení drobných 
úprav, které by umož�ovaly jeho bezproblémové použití v podmínkách laborato�e sdílené 
s jinými za�ízeními. Dalším úkolem se stala konstrukce termostatovaného držáku kyvet. 
 
4.1 �ídící po�íta� a nastavování excita�ní dráhy 
 
S ohledem na nutnou kompatibilitu s firemním softwarem a bloku jednotek rozhraní pro �ízení 
spektrometru nebylo bohužel možné modernizovat �ídící po�íta�. Proto byl alespo� osazen 
plochým LCD diplejem, který umož�uje operativní manipulaci p�i sledování tvaru spektra p�i 
justaci a poda�ilo se opravit síové p�ipojení, což umož�uje p�edávání dat po síti (po�íta� 
nemá USB výstup). Na t�chto úpravách se významn� podíleli doc. P. Praus                               
a Mgr. J. Vachoušek z FÚ MFF UK. 
P�vodní systém spektrometru používal šedé filtry v excita�ní dráze pouze k zeslabení 
intenzity zá�ení p�i m��ení pomocí mikroskopu. Pro zajišt�ní bezpe�né manipulace p�i justaci 
ve vzorkové komo�e bylo proto ovládání šedých filtr� p�epojeno na externí p�epína�, aby se 
umožnilo dle pot�eby zeslabit excita�ní laserový svazek bez ohledu na používané m��ící 
místo. 
 
 
4.2 P�ídavné sv�tlot�sné kryty spektrometru 
 
Jelikož je spektrometr umíst�n v laborato�i, v níž není z provozních d�vod� žádoucí úplné 
zatemn�ní, ukázala se nutnost dodate�ného zakrytování vzorkové komory a p�edevším 
prostoru sv�tlosb�rné �ásti spektrometru.  
Vzorková komora má kompletní sv�tlot�sné zakrytování shora a ze stran, ale ne zespodu. 
Proto jsem vyrobil jednoduchý sv�tlot�sný kryt na spodní �ást vzorkové komory, který zapadá 
do profilu na spodní stran� komory, což umož�uje jeho snadné nasazování a vyjímání. 
Pozd�ji jsem tento kryt opat�il vý�ezy pro hadice a tepelné �idlo termostatu. 
Náro�n�jší byl sv�tlot�sný kryt sv�tlosb�rné dráhy, který musí zakrývat prostor mezi 
vzorkovou komorou, výstupem mikroskopu a vstupními št�rbinami spektrometru. 
Konstruk�ní návrh tohoto krytu jsem vypracoval na po�átku �ervna 2009 a na konci téhož 
m�síce byl kryt kompletn� dokon�en a instalován. Kryt (viz obrázky 9, 10, 11) je vyroben 
z makrolonových desek spojených navzájem kovovými spojkami a je potažen sv�tlot�snou 
samolepící tapetou. Je vybaven bezpe�nostním kovovým obložením otvor� pro vstup a výstup 
laserového svazku, jakož i sv�telného kužele kalibra�ní výbojky, které zabra�uje možnosti 
tepelného poškození krytu, pop�. vzniku požáru. Dále jsou zde manipula�ní otvory opat�ené 
dví�ky, umož�ující p�ístup k ru�n� ovládaným prvk�m spektrometru v tomto prostoru, jako je 
karusel s šedými filtry kalibra�ní výbojky (viz dále), p�epína� sv�tlosb�rné optické dráhy, 
holografický filtr, vstupní št�rbina hlavního monochromátoru, apod.  
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Obr. 9: Sv�tlot�sný kryt spektrometru – celkový pohled 

 

   
Obr. 10: Vstupní otvor laserového svazku a sv�telného kuželu kalibra�ní výbojky ve sv�tlot�sném krytu 

 

  
Obr. 11: Otev�ená p�ední (vlevo) a bo�ní (vpravo) manipula�ní dví�ka ve sv�tlot�sném krytu umož�ují p�ístup 
k ru�n� ovládaným prvk�m spektrometru 
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4.3 Spektrální kalibrace 
 
Základní kalibrace spektrometru je provád�na pomocí mechanického ukazatele polohy držáku 
m�ížky, jehož údaje je možné ru�n� vložit do programu LabSpec. Tato hodnota není však 
p�íliš p�esná; nap�íklad p�i p�eklepu v zadávané vlnové délce m�že dojít ke zna�nému posunu 
tohoto ukazatele po dojetí m�ížky na mechanickou zarážku. Aktuální oprava k údaji 
mechanického ukazatele je -50,5 Å.  
Proto se, stejn� jako u jiných Ramanových spektrometr� na odd�lení, p�istoupilo k instalaci 
kalibra�ní neonové výbojky (UVP), viz obr. 12. Ta byla umíst�na do tubusu p�vodn� 
ur�eného pro výstup zá�ení z mikroskopu, takže karuselem se zrcadly pro p�epínání 
sv�tlosb�rné dráhy m�že být její zá�ení snadno p�esm�rované do hlavního monochromátoru. 
S ohledem na vysokou intenzitu zá�ení v n�kterých spektrálních oblastech byl p�ed výbojkou 
instalován oto�ný držák s šedými filtry.  
V �ervnu 2009 jsem prom��il spektrum neonové výbojky v širokém rozsahu od 200 cm-1       
do 4000 cm-1 a na základ� t�chto výsledk� upravil doc. J. Bok z FÚ MFF UK sv�j kalibra�ní 
program pro ú�ely našich m��ení jako BERKAL2. Pozd�ji vytvo�il modifikaci umož�ující 
použít jedno kalibra�ní spektrum pro sérii Ramanových spekter pod názvem BERKAL3.  
 

 
 

Obr. 12: Kalibra�ní neonová výbojka 
 
�ást spektra neonové výbojky si m�žeme prohlédnout na obrázku 13. 

 
 

Obr. 13: �ást spektra kalibra�ní neonové výbojky. Zdroj [5] 
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4.4 Výb�r excita�ní vlnové délky 
 
Charakter �ešené problematiky vyžaduje sledování Ramanových spekter v celém rozsahu 
molekulárních vibrací, tedy p�ibližn� 200 až 4000 cm-1. To i p�i použití m�ížky s nižší 
hustotou vryp� vyžaduje postupné m��ení v n�kolika spektrálních úsecích. P�vodn� 
uvažovaná excita�ní vlnová délka 514,5 nm odpovídající nejsiln�jší �á�e Ar+ laseru nedávala 
p�íliš velké oblasti p�ekryvu p�i rozd�lení spektrální oblasti na t�i úseky. Jako závažn�jší 
aspekt se však ukázal artefakt zp�sobený nejspíše vadou (ghost) nebo nevhodným blazováním 
m�ížky v oblasti v�tších vlnových délek, který p�i nastavení m�ížky centráln� na oblast 
valen�ních vibrací vodíku ve vod� zp�sobil lokální deformaci spektra (obrázek 14 naho�e 
vlevo).  
 

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

16000

18000

20000

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Vlno�et [cm-1]

In
te

n
zi

ta

 Obr. 14: Ghost v H2O na excita�ní vlnové délce 514,5 nm 
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 Obr. 15: Detail ghostu v H2O na excita�ní vlnové délce 501,7 nm 
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 Obr. 16: Detail ghostu v D2O na excita�ní vlnové délce 501,7 nm 
 
I když poloha tohoto artefaktu se m�nila s natá�ením m�ížky, dostával se p�i zmenšování 
excita�ní vlnové délky do oblasti vyšších vlno�t�. Proto byla nakonec jako excita�ní linie 
zvolena druhá nejsiln�jší �ára Ar+ laseru, 488 nm. 
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 Obr. 17: Úplná eliminace ghostu v H2O p�i excita�ní vlnové délce 488 nm 
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4.5 Návrh a realizace revolverového termostatovaného držáku skupiny kyvet 
 
Vzhledem k charakteru mé diplomové práce byla její významnou sou�ástí konstrukce teplotn� 
stabilizovaného držáku kyvet pro vzorkovou komoru Ramanova spektrometru. Podle 
p�vodního zadání se po�ítalo s držákem umož�ujícím dobrou teplotní stabilizaci minimáln� 
dvou standardních kyvet pomocí kapalinového termostatu. V prosinci 2008 byl vedoucím mé 
diplomové práce schválen m�j originální návrh temperovaného revolverového držáku kyvet, 
umož�ujícího teplotn� stabilizovat �ty�i kyvety, p�i�emž jednoduchým oto�ením karuselu 
bude možné kteroukoli z nich okamžit� p�esunout do pracovní polohy pro m��ení Ramanova 
rozptylu. V návrhu se rovn�ž po�ítalo s možností budoucího jednoduchého použití speciálních 
vložek pro p�ípadné m��ení s menšími kyvetami nebo mikrokyvetami. 
V pr�b�hu m�síce jsem tedy vypracoval projekt celého za�ízení. Kopie technické 
dokumentace jsou uvedené na obrázcích 18, 19 a 20. 
 
 
 

       
Obr. 18: Kopie (zmenšená) technického výkresu oto�né �ásti (karuselu) termostatovaného držáku 4 kyvet. 
Materiál: mosaz. 
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Obr. 19: Kopie (zmenšená) technického výkresu tepelného vým�níku termostatovaného držáku 4 kyvet. 
Materiál: mosaz. 
 
 

      
Obr. 20: Kopie (zmenšená) technického výkresu vn�jšího termoizola�ního plášt� termostatovaného držáku 4 
kyvet. Materiál: silon. 
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Jak je z výkres� patrno, za�ízení sestává ze 3 hlavních �ástí, které jsou vloženy jedna            
do druhé. Vnit�ní �ást tvo�í mosazný karusel se �ty�mi otvory pro umíst�ní kyvet. V dolní 
�ásti vidíme sérii otvor� pro vstup a výstup laserového svazku a otvory pro výstup 
ramanovského signálu. V horní �ásti jsou 4 unášecí trny pro p�enos kroutícího momentu 
z oto�ného víka vn�jšího plášt� na karusel, v dolní �ásti pak st�edovací �ep. 
Prost�ední �ástí je mosazný stator, protkaný ve dvou navazujících patrech složitým labyrintem 
otvor� protékaných kapalným médiem, drženým prost�ednictvím p�ipojeného termostatu        
na požadované teplot�. Tato �ást slouží jednak jako kluzné ložisko pro otá�ní karuselu, ale 
zejména jako vým�ník, který zprost�edkovává p�edávání tepla mezi proudící kapalinou           
a karuselem se vzorky. Obsahuje rovn�ž 4 zásobníky na silikagel, absorbující vzdušnou 
vlhkost uvnit� držáku. 
Vn�jší �ást tvo�í silonový, tepeln� izolující pláš, jehož hlavní �ást obsahuje otvory             
pro excita�ní svazek a Raman�v signál opat�ené izola�ními okénky z k�emenného skla, 
umož�ujícími perspektivn� m��ení i v UV oblasti. Druhá, horní �ást (víko), je oto�ná              
a mechanicky spojená p�es unášecí trny s karuselem. Jejím jednoduchým pooto�ením o 90° 
tak lze vym��ovat vzorky ve svazku bez nutnosti porušení tepelné izolace celého za�ízení. 
Z technické dokumentace jsou rovn�ž patrné polohovací drážky a pera, umož�ující p�esné 
polohování kyvet ve svazku. 
V únoru 2009 byla dle p�edložené dokumentace zahájena v díln� FÚ výroba za�ízení, která 
trvala více než p�l roku. N�které polotovary, fotograficky zdokumentované v pr�b�hu této 
výroby, si m�žeme prohlédnout na obrázcích 21 a 22.  
 
 

  
 

Obr. 21: Ješt� nedokon�ený revolverový držák kyvet (karusel) 
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Obr. 22: Tém�� dokon�ený mosazný vým�ník tepla spolu (s vloženým karuselem i bez) 
 
Za�ízení bylo kompletn� dokon�eno, namontováno do vzorkové komory a odzkoušeno 
prozatím bez p�ipojeného termostatu, v pr�b�hu zá�í 2009. V pr�b�hu listopadu 2009 pak 
bylo p�ipojeno na nov� zakoupený termostat a stalo se tak pln� funk�ním. V tomto stavu jej 
zachycují obrázky 23, 24, 25 a 26. 
 
 
 

  
Obr. 23: Fotografie dokon�eného a zkompletovaného revolverového držáku kyvet, instalovaného  
do vzorkové komory.  
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Obr. 24: Pohled do odkrytované vzorkové komory b�hem �innosti spektrometru 

 

    
Obr. 25: V p�ípad� pot�eby lze karusel jednoduše vyjmout 

 
 

  
Obr. 26: Termostat a jeho p�ipojení k držáku kyvet 
 
 
 
 

Teplotní �idlo 
p�ívody hadic  
od termostatu 

Polohovací 
mikrometrické 
šrouby pro 
justaci držáku 
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4.6 Testování tepelných vlastností termostatovaného kyvetového držáku 
 
Po úplném zprovozn�ní termostatovaného revolverového držáku kyvet vyvstala pot�eba 
prom��it jeho tepelné parametry. P�ímo do kyvety s 2 ml vody byl vsunut miniaturní 
termo�lánek p�ipojený na teplotn� zkalibrovaný elektrometr. Sou�asn� s tím byla ode�ítána 
teplota referen�ním teplotním �idlem vsunutým p�ímo do mosazného plášt� vým�níku, který 
standardn� poskytuje zp�tnovazebný údaj pro �ízení teploty uvnit� karuselu termostatem.  
Provedla se dv� m��ení v r�zných režimech teplotních zm�n. P�i prvním m��ení byla teplota 
nastavovaná termostatem skokov� m�n�ná po 15°C (poslední zm�na o 10°C) v rozsahu teplot 
5 – 60°C, ve druhém p�ípad� byla teplota p�ibližn� ve stejném rozsahu zvyšována lineárn�. 
Výsledky m��ení jsou uvedeny v grafech na obrázcích 27 a 28. 
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Obr. 27: �asová závislost teploty vzorku na zm�nách teploty v karuselu 
 

�asová závislost zm�ny teploty vzorku se zm�nou teploty v karuselu
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Obr. 28: �asová závislost zm�ny teploty ve vzorku se zm�nou teploty v karuselu 
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Z hodnot nam��ených teplot v karuselu a uvnit� kyvety se p�edevším poda�ilo ov��it, že 
teplota kyvety se po dob� pot�ebné na vyrovnání teplot dostává na hodnotu, která se od 
teploty držáku kyvet, která je nastavována termostatem, neliší více než o 0,1°C, což je           
na úrovni p�esnosti termostatu.  
Dále jsme na základ� teplotního rozdílu mezi teplotou držáku a teplotou uvnit� kyvety odhadli 
�asovou charakteristiku vým�ny tepla mezi držákem kyvet a vzorkem v kyvet�. 
Za p�edpokladu ustáleného tepelného toku by m�lo pro p�enesené teplo Q platit 
 

( )dtTTdQ c −= ξ ,          (4.6.1) 
 
kde Tc je teplota karuselu, T teplota uvnit� kyvety a ξ parametr ur�ující celkovou tepelnou 
vodivost dráhy p�enosu tepla. Jestliže C je celková tepelná kapacita vody v kyvet�, potom pro 
zm�nu její teploty platí 
 
CdT dQ= .          (4.6.2) 
 
Odtud plyne diferenciální rovnice  
 

( )TT
Cdt

dT
c −= ξ

.          (4.6.3) 

 
Jestliže se teplota karuselu m�ní lineárn� s teplotou jako  
 

tbaTc += ,          (4.6.4) 
 
potom pro teplotu v kyvet� bude platit  
 

( )Ttba
Cdt

dT −+= ξ
 .         (4.6.5)   

 
Jak je z�ejmé z obrázku 28, po ur�itém p�echodném stadiu se ustaví režim, kdy se i teplota      
v kyvet� m�ní lineárn�:  
 

tfeT += .          (4.6.6)  
 
Po dosazení (4.6.6) do rovnice (4.6.5) dostaneme  
 

( )tfetba
C

f −−+= ξ
.        (4.6.7)  

 
Pokud má být tento vztah spln�ný, musí být b = f, což znamená, že p�i lineárním režimu je 
rychlost nár�stu obou teplot stejná. Dále by m�lo platit  
 

f
eaC −=

ξ
.          (4.6.8)  

 
Z výsledku m��ení dostáváme b = 3.18°C/min., f = 3.18°C/min. (což potvrzuje teoretickou 
p�edpov�� b = f ). Pr�m�rný rozdíl teplot karuselu a kyvety je a – e = 3.28°C. Odtud 
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62
C
ξ

= s, což znamená že charakterická �asová konstanta pro vyrovnávání teplot je p�ibližn� 

jedna minuta.  
Pro ov��ení tohoto údaje jsme provedli dv� další m��ení, p�i kterých byla do držáku kyvet     
ve stavu stabilizované teploty vložena kyveta se vzorkem vody o teplot� výrazn� odlišné              
a  m��il se �asový vývoj jejích teplot. Výsledky tohoto m��ení ukazuje obrázek 29.  
M��ení byla vyhodnocená fitem podle exponenciální �asové závislosti, která je �ešením 
rovnice (4.6.3), p�i konstantní teplot� držáku kyvet: 
 

( )0 exp ,c c

t C
T T T T τ

τ ξ
� �= − − + =� �
	 


.       (4.6.9) 
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Obr. 29: �asové pr�b�hy vyrovnávání teploty mezi držákem kyvet a vzorkem 
v kyvet�. Body ozna�ují výsledky m��ení, k�ivky exponenciální fit. V p�ípad� dolního 
grafu odpovídá tyrkysová k�ivka fitu zahrnujícímu všechny výsledky m��ení a modrá 
k�ivka výsledek p�i vynechání prvního bodu. 
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Jak je patrné z horní �ásti grafu 29, fit provedený na vyh�ívací k�ivku vychlazeného vzorku 
vloženého do karuselu drženého na teplot� 60°C perfektn� sedí, �asová konstanta τ = 56 s. 
Z dolní �ásti grafu 29 je naopak patrno, že fit, provedený na vychlazovací k�ivku vzorku         
o pokojové teplot�, vložené do karuselu drženého na teplot� 6°C sedí h��e, p�i vynechání 
prvního bodu se aproximace zlepší. Pro �asovou konstantu odtud dostáváme τ = 60 s. 
Výslednou �asovou konstantu je možné odhadnout jako τ = 58 ± 2 sec. 
Malý rozdíl mezi hodnotou ur�enou v p�edchozím p�ípad� (lineární oh�ev) je dán tím, že 
v prvním p�ípad� se na �asové konstant� podílí i vedení tepla sm��ující k vyrovnávání teplot 
uvnit� karuselu. Je však z�ejmé, že tepelná setrva�nost karuselu je velmi malá oproti tepelné 
setrva�nosti samotné kyvety. 
Na základ� ur�ené �asové konstanty m�žeme stanovit minimální doby pot�ebné pro dosažení 
rovnovážné teploty v kyvet�. Pokud chceme zm�nit nastavení teploty o ∆T, tedy z T = Tc      
do Tc + ∆T, pak k tomu, aby se teplota kyvety lišila od požadované výsledné teploty o mén� 
než 0,1°C, musí platit  
 

exp 0,1 Cc

t
T T T T

τ
� �+ ∆ − = ∆ − < °� �
	 


,       (4.6.10)  

 

odkud ln
0,1 C

T
t τ � �∆> � �°	 


.        (4.6.11)  

 
Protože v tomto p�ípad� se musí vyrovnat i teplota karuselu, je t�eba dosadit �asovou 
konstantu ur�enou z lineárního oh�evu, tedy 62τ = s. P�i nastavení teplotní zm�ny termostatu 
nep�esahující 15°C, je tedy po 10 minutách možno považovat teplotu v kyvet� za vyrovnanou 
s p�esností do 0,1°C. 
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5. Experimentální �ást 
 
V pr�b�hu listopadu 2009 prob�hlo záv�re�né testování spektrometru, jeho finální úpravy, 
justace a stanovování podmínek m��ení. Byla získána série zkušebních spekter �isté H2O, 
D2O, a také roztok� adeninu a adenosinu ve fosfátovém pufru v H2O i D2O na pH 6,8.  
V prosinci 2009 pak byla provedena první testovací m��ení na roztoku H2O + D2O v pom�ru 
1:1, stanovující vlastnosti deuterace v �ase. Následovala m��ení deuterace v dusíkatých bází   
a nukleotid�, jejichž p�íprava je podrobn�ji popsána v paragrafu 5.1. 
 
5.1 Pilotní m��ení Ramanova rozptylu složek nukleových kyselin  
p�i proton-deuteronové vým�n� 
 
M��ení na aparatu�e byla zahájena v prosinci 2009. Provedlo se n�kolik sérií m��ení, jejichž 
cílem bylo prov��it možnosti sledování proton-deuteronové vým�ny p�i skokové zm�n� 
složení rozpoušt�dla. M��ení probíhala zpravidla tak, že vzorek rozpušt�ný v H2O byl umíst�n 
v jedné kyvet� a v jiné bylo zásobní množství D2O. Kyvety se nacházely v temperovaném 
držáku kyvet, takže teploty kapalin byly vyrovnané. S hledem na snahu co nejvíce zpomalit 
rychlost vým�ny dob�e vym�nitelných proton�, jsme hlavní m��ení provád�li za teplot mezi 0 
a 10°C.  
 
5.1.1. Sledování proton-deuteronové vým�ny na cytosinu 
 
V lednu 2010 jsme zahájili sérii m��ení proton-deuteronové vým�ny. Jako první testovaná 
složka nukleových kyselin byl vybrán cytosin. 
Cytosin (viz obrázek 30) je pyrimidinová báze spole�ná pro DNA i RNA [20]. Má ze všech 
majoritních bází nukleových kyselin nejvyšší rozpustnost [19]. 
 

 
Obr. 30: Molekula Cytosinu. Zdroj [8] 

 
Cytosin má celkem 3 snadno vym�nitelné protony, z toho 2 na aminoskupin� a 1 na 
iminoskupin�. Dále pak obsahuje 2 obtížn� vym�nitelné protony na uhlíkách. Celkem tedy 
existuje 23 = 8 možností obsazení snadno vym�nitelných pozic H nebo D. Protože lze 
p�epokládat, že zejména v oblasti vibra�ních frekvencí pod 1800 cm-1 nebudou p�i obsazení 
aminoskupiny jedním protonem a jedním deuteronem vibra�ní linie citlivé na jejich 
p�ehození, m�lo by existovat 6 spektrometricky rozlišitelných forem. 
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Pro m��ení jsme p�ipravili 30 mM roztok v H2O (koncentrace limitovaná rozpustností 
cytosinu) a 1 ml tohoto roztoku umístili v kyvet�. Režim Ramanova spektrometru byl 
nastaven tak, aby se po minimální dob� expozice a akumulce signálu, pot�ebné k získání 
p�ijatelného pom�ru signál/šum, spektra automaticky opakovan� ukládala. Efektivní doba 
pot�ebná pro získání jednoho spektra byla 25 minut. Po ur�ité dob� jsme do kyvety p�idali 
ur�ité množství D2O. 
P�ed vlastním m��ením jsme nejprve provedli kontrolní experiment kdy stejné množství D2O 
bylo p�idáno do H2O. Zachycená spektra pro p�idání 0,75 ml D2O do 1 ml H2O jsou uvedena 
na obrázku 31 naho�e. T�sn� p�i p�idání se objevil do�asný vysoký nár�st pozadí, který je 
nejspíš zp�soben zv�tšenou nehomogenitou kapaliny dokud nedojde k dobrému promísení 
obou složek. Jinak spektrální zm�ny odpovídají o�ekávání: po p�idání t�žké vody se vedle 
pásu deforma�ní vibrace H2O na 1640 cm-1 objevují pásy deforma�ních vibrací HDO           
na 1420 cm-1 a D2O na 1200 cm-1. Na spodním obrázku 31 je dob�e zdokumentováno, jak 
pomocí ortogonalizace v��i spektrálnímu pr�b�hu charakterizovatelnému polynomem 
4. stupn� bylo odstran�no kolísání pozadí spektra. 
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Obr. 31: Spektra Ramanova rozptylu p�i p�idání 0,75 ml D2O do 1 ml H2O. Naho�e jsou uvedena origináln� 
nam��ená spektra, dole spektra s korekcí na pr�b�h pozadí formou ortogonalizace v��i obecnému polynomu     
4. stupn�. K�ivky se zvýšeným pozadím (naho�e) odpovídají m��ením b�hem a t�sn� po p�idání D2O. 
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Detailní p�ehled o spektroskopickém obrazu pr�b�hu p�idávání D2O do H2O nám dá 
faktorová analýza (SVD), jejíž výsledek je znázorn�n v grafech na obrázku 32. 
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Obr. 32: Výsledky faktorové analýzy série Ramanových spekter p�i p�idání 0,75 ml D2O do 1 ml H2O, 
zobrazených na obrázku 31 dole. 
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Výsledky faktorové analýzy ukazují, že faktorová dimenze je rovna dv�ma, spektrální série 
tedy obsahuje jen dv� spektrální složky, jejichž pom�ry mají dv� úrovn�, které odlišují stav 
p�ed p�idáním a po p�idání D2O. Proces p�idávání se projevuje statisticky nevýznamnou t�etí 
komponentou, která však zcela z�ejm� souvisí s tím, že díky nár�stu pozadí spektra              
(ve zpracovávaných spektrech eliminovaného) dochází k nár�stu šumu. 1. a 2. spektrální 
složka z výsledk� SVD p�edstavuje optimální spektrální profily pro korekci spektra 
rozpoušt�dla p�i analogicky provedeném m��ení na roztoku cytosinu.  
 
Série spekter získaná p�i experimentu, kdy bylo p�idáno 0,75 ml D2O do 1 ml 30 mM roztoku 
cytosinu v H2O je znázorn�na na obrázku 33 naho�e. Po korekci na pr�b�h pozadí pomocí 
ortogonalizace je získána série spekter, kde jsou vedle Ramanových �ar H2O/HDO/D2O 
z�etelné siln�jší Ramanovy pásy cytosinu. Za použití prvních dvou spektrálních komponent 
získaných pomocí faktorové analýzy v experimentu s H2O a D2O (obrázek 32) do báze 
profil�, v��i nimž se provádí ortogonalizace, lze dosáhnout eliminace Ramanových spekter 
rozpoušt�dla (viz obrázek 35). 
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Obr. 33: Spektra Ramanova rozptylu p�i p�idání 0,75 ml D2O do 1 ml 30 mM roztoku cytosinu v H2O (pH 6,8). 
Naho�e jsou uvedena origináln� nam��ená spektra, dole spektra s korekcí na pr�b�h pozadí formou 
ortogonalizace v��i obecnému polynomu 4. stupn�. K�ivky se zvýšeným pozadím (naho�e) odpovídají m��ením 
b�hem a t�sn� po p�idání D2O.  
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Obr. 34: Výsledky SVD analýzy ortogonalizovaných spekter z obrázku 33 (dole) 



 68 
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Obr. 35: Spektra Ramanova rozptylu p�i p�idání 0,75 ml D2O do 1 ml 30 mM roztoku cytosinu v H2O (pH 6,8) 
po eliminaci vlivu pozadí a podílu Ramanova signálu rozpoušt�dla pomocí ortogonalizace v��i obecnému 
polynomu 4. stupn� dv�ma komponentám získaným z referen�ního m��ení s p�idáváním D2O do H2O (viz 
obrázek 32). 
 
Výsledky faktorové analýzy série spekter z obrázku 35 jsou uvedené na grafech na obrázku 
36. Na rozdíl od experimentu, kdy byla p�idávána pouze D2O do H2O, ukazuje faktorová 
analýza vedle dvou hlavních komponent ješt� dva velmi malé spektrální p�ísp�vky spojené    
se zm�nami p�i p�idávání a t�sn� po p�idání D2O. Bohužel efekt nár�stu šumu díky 
do�asnému zvýšení pozadí je dominantní a není proto možné získat n�jakou další konkrétní 
spektrální informaci, která by byla spojena s procesem postupné proton – deuteronové 
vým�ny p�ed dosažením rovnováhy ve vzorku. Na druhé stran� je možné, že pokud bychom 
pracovali s roztoky o vyšší koncentraci, dokázali bychom díky zvýšené úrovni signálu            
a zkrácené dob� vzorkování zaznamenat proces postupného ustavování rovnováhy.  
Za daných okolností lze extrahovat spektrální profily v ustáleném stavu p�ed a po p�idání 
D2O. To m�žeme provést bu� zpr�m�rováním spekter odpovídajících m��ení v dob�, kterou 
SVD ukazuje jako ustálený stav, nebo ur�ením st�edních hodnot koeficient� V1 a V2 pro tyto 
doby a na jejich základ� konstrukcí spekter podle vztahu (2.5.3.2). V obou p�ípadech 
dostaneme tentýž výsledek. Pro porovnatelnost spekter je t�eba ješt� uvážit, že po p�idání D2O 
se koncentrace cytosinu snížila 1,75x. Proto je t�eba spektrum po p�idání vynásobit tímto 
koeficientem, abychom dostali intenzitu vztaženou k p�vodní koncentraci cytosinu. 
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Obr. 36: Výsledky faktorové analýzy série Ramanových spekter p�i p�idání 0,75 ml D2O do 1 ml 30 mM 
roztoku cytosinu, zobrazených na obrázku 35. 
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Výsledná spektra jsou uvedená na obrázku 37 (první dv� shora). Spektrum p�ed p�idáním D2O 
samoz�ejm� odpovídá pln� protonované form� cytosinu. V p�ípad� spektra v ustáleném stavu 
po p�idání D2O m�žeme p�edpokládat, že stupe� deuterace odpovídá pravd�pdobnosti 
nahodilého obsazení p�i dosaženém pom�ru v rozpoušt�dle daném pom�rem H2O do D2O, 
tedy 4:3. Tento pom�r m�žeme ur�it pouze z pom�r� v rozpoušt�dle díky velmi malé 
koncentraci cytosinu, takže množství proton�, které se dostanou z cytosinu do rozpoušt�dla, 
m�žeme zanedbat. Tímto zp�sobem lze snadno spo�ítat, že podíl pln� protonovaného 
cytosinu bude 19%, pln� deuterovaného cytosinu na dusíkách 8%, jednotlivých forem 
s jedním deuterovaným dusíkem 14% a jednotlivých forem se dv�ma deuterovanými dusíky 
10%. Je tedy z�ejmé, že spektrum v ustáleném stavu po p�idání je sm�sí �ady r�zn� 
deuterovaných forem. V daném p�ípad� m�žeme ode�tením spektra pln� protonované formy 
(a po p�íslušném p�enormování) dostat spektrum deuterovaných forem (viz obrázek 37).  
 

 
 
Obr. 37: Spektra cytosinu extrahovaná z experimentu p�i p�idání 0,75 ml D2O do 1 ml 30 mM roztoku cytosinu 
normovaná na základní koncentraci. Naho�e je spektrum pln� protonované formy, uprost�ed spektrum sm�si 
forem po p�idání D2O a dole je spektrum deuterovaných forem, které jsou p�ítomné v pom�rech uvedených v 
textu. 
 
Analogickým zp�sobem se nám poda�í p�i získání spekter p�i jiných pom�rech H2O a D2O 
potupn� eliminovat spektra sm�si jednou deuterovaných forem, sm�si dvakrát deuterovaných 
forem a pln� deuterované formy (na dusíkových atomech). Tím získáme jist� originální 
spektrální informaci, ale bohužel za pomoci spekter získaných za ustálených stav� nem�žeme 
rozlišit r�zné formy se stejným stupn�m deuterace. To by bylo p�ípadn� možné jen na základ� 
získání rozdílných spektrálních pr�b�h� z �asového vývoje po p�idání t�žké vody, což však 
v p�ípad� cytosinu (a m��ení nerezonan�ního Ramanova rozptylu) není možné vzhledem 
k jeho pom�rn� nízké rozpustnosti. 
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5.1.2 Sledování proton-deuteronové vým�ny na uracilu 
 
Abychom potvrdili záv�ry plynoucí z provedených experiment� s cytosinem, provedli jsme 
analogický experiment s uracilem. Uracil (viz obrázek 38) je pyrimidinová báze RNA [20], 
[21]. Má pon�kud nižší rozpustnost než cytosin [19]. Uracil má 2 snadno vym�nitelné protony 
na iminoskupinách. Dále obsahuje 2 obtížn� vym�nitelné protony na uhlíkách. Celkem tedy 
existují 4 možnosti obsazení snadno vym�nitelných pozic H nebo D. 
 

 
 

Obr. 38: Molekula uracilu. Zdroj: [9] 
 
Pro m��ení jsme p�ipravili 30 mM roztok uracilu v H2O (na limitu rozpustnosti) a 1 ml tohoto 
roztoku umístili v kyvet�. Režim Ramanova spektrometru byl nastaven tak, aby se po 
minimální dob� expozice a akumulce signálu, pot�ebné k získání p�ijatelného pom�ru 
signál/šum spektra automaticky opakovan� ukládala. Efektivní doba pot�ebná pro získání 
jednoho spektra byla 27 minut. Po ur�ité dob� jsme do kyvety p�idali D2O. 
P�ed vlastním m��ením jsme nejprve provedli kontrolní experiment kdy stejné množství D2O 
(1,75 ml) bylo p�idáno do H2O. Nam��ená data poskytla dva spektrální profily rozpoušt�dla, 
které jsme použili pro eliminaci jeho p�ísp�vku v m��ených spektrech uracilu. 
Výsledky m��ení Ramanových spekter uracilu b�hem jednorázového p�idání D2O jsou 
uvedeny na obrázku 39 v podob� p�ímo nam��ených spekter (naho�e) a po eliminaci vlivu 
pozadí a rozpoušt�dla pomocí ortogonaliza�ní procedury (dole). 
Výsledky faktorové analýzy série spekter z obrázku 39 (dole) jsou uvedené na grafech           
na obrázku 40. Faktorová analýza ukazuje na existenci pouze dvou statisticky významných 
komponent což znamená, že p�i �asovém rozlišení m��ení lze vid�t pouze skokovou zm�nu     
po p�idání D2O, kdy se okamžit� Ramanovo spektrum zm�ní na tvar, který je v pr�b�hu 
dalšího m��ení stálý. T�etí složka z faktorové analýzy je na mezi detekovatelnosti. Na obrázku 
40 byly p�íslušné grafy ponechány, protože velmi dob�e ilustrují skute�nost, že b�hem 
p�idávání t�žké vody je hlavním efektem (vedle zm�ny spektra z prvního do druhého tvaru) 
okamžitý nár�st šumu.  
Dané výsledky tedy umož�ují (stejn� jako v p�ípad� cytosinu) pouze extrakci spektrálních 
profil� v ustáleném stavu p�ed a po p�idání D2O. Výsledná spektra jsou uvedena na obrázku 
41, spektrum po p�idání D2O je normováno na p�vodní koncentraci vynásobením 
koeficientem 4.  
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Obr. 39: Spektra Ramanova rozptylu p�i p�idání 1,75 ml D2O do 1 ml 30 mM roztoku uracilu v H2O (pH 6,8). 
Naho�e jsou uvedená origináln� nam��ená spektra, dole spektra po eliminaci vlivu pozadí a podílu Ramanova 
signálu rozpoušt�dla pomocí ortogonalizace v��i obecnému polynomu 4. stupn� dv�ma komponentám získaným 
z referen�ního m��ení s p�idáváním D2O do H2O. K�ivky se zvýšeným pozadím (naho�e) odpovídají m��ením 
b�hem a t�sn� po p�idání D2O. 
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Obr. 40: Výsledky faktorové analýzy série Ramanových spekter p�i p�idání 1,75 ml D2O do 1 ml 30 mM 
roztoku uracilu, zobrazených na obrázku 33.  
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Obr. 41: Spektra uracilu extrahovaná z experimentu p�i p�idání 1,75 ml D2O do 1 ml 30 mM roztoku uracilu 
normovaná na základní koncentraci. Naho�e je spektrum pln� protonované formy, uprost�ed spektrum sm�si 
forem po p�idání D2O a dole je spektrum deuterovaných forem, které jsou p�ítomné v pom�rech uvedených        
v textu. 
 
Spektrum p�ed p�idáním D2O samoz�ejm� odpovídá pln� protonované form� cytosinu.           
V p�ípad� spektra v ustáleném stavu po p�idání D2O m�žeme p�edpokládat, že stupe� 
deuterace odpovídá pravd�pdobnosti nahodilého obsazení p�i dosaženém pom�ru                    
v rozpoušt�dle daném pom�rem H2O do D2O, tedy 4:7. Tento pom�r, podobn� jako v p�ípad� 
cytosinu, m�žeme ur�it pouze z pom�r� v rozpoušt�dle díky velmi malé koncentraci 
rozpušt�né látky. Tímto zp�sobem lze snadno spo�ítat, že podíl pln� protonovaného uracilu 
bude 13%, pln� deuterovaného uracilu na dusíkách 40% a každé ze dvou �áste�n� 
duterovaných forem majících jednu protonovanou a jednu deuterovanou iminoskupinu 23%. 
Po ode�tení p�ísp�vku pln� protonované formy bylo získáno spektrum sm�si t�í �áste�n� nebo 
pln� deuterovaných forem (viz obrázek 41 dole). 
Výsledky m��ení na uracilu jsou tedy zcela v souladu s výsledky m��ení na cytosinu – 
ukazují, že je možné pomocí titra�ních m��ení získat spektra forem s r�zným stupn�m 
protonace. Formy s �áste�nou protonací na pozicích snadno vym�nitelných vodík� se stejnou 
stechimetrií protonovaných a deuterovaných pozic však není možné vzájemn� rozlišit. �asy 
vým�ny jsou bohužel p�íliš rychlé, aby je bylo možné rozlišit. Navíc je dominantním 
spektrálním jevem bezprost�edn� po p�idání t�žké vody okamžitý nár�st úrovn� pozadí, který 
se po zpracování spekter projevuje zvýšením úrovn� šumu. 
 
 
 
 



 75 

5.2 Sledování proton-deuteronové vým�ny na nukleosidech  
 
Pro další experimenty jsme se obrátili ke složkám nukleových kyselin s vyšší rozpustností, 
tedy nukleosid�m. Ty dovolují pracovat s koncentracemi více než desetkrát vyššími než 
v p�ípad� bází nukleových kyselin. To umož�uje provád�t n�kolikastup�ová tittra�ní m��ení 
s dobrým pom�rem signál-šum a sou�asn� dává i nad�ji na získání valen�ních vodíkových 
spekter. 
Na druhé stran�, vysoká koncentrace vzork� m�že již být p�í�inou rozdílného pom�ru H2O, 
HDO a D2O v rozpoušt�dle, oproti referen�nímu experimentu s p�idáváním pouze D2O         
do H2O. Proto byly pro získání referen�ních spekter provedeny analogické experimenty jako 
v p�ípad� uridinu, byly ale vyhodnoceny samostatn� až po nalezení Ramanových spekter 
jednotlivých složek, tedy H2O, HDO a D2O. 
 
5.2.1 Získání referen�ních spekter pro m��ení na uridinu, sledováním  
proton-deuteronové vým�ny u vody 
 
 

 
 

         Obr. 42: Molekula vody. Zdroj [7] 
 
Abychom zmenšili vliv zm�ny iontové síly na spektra vody, provád�li jsme oboje m��ení, 
tedy jak m��ení s uridinem, tak m��ení pouze s vodou, s p�idáním 0,5 M NaCl. 
 
M��ení p�i 6 °C 
 
Pro m��ení s vodou jsme tedy p�ipravili 0,5 M roztoky NaCl v H2O a v  D2O. pH obou 
roztok� bylo dorovnáno na hodnotu 6,8 p�idáním malého množství HCl. 
M��ení probíhalo za teploty 6°C nezávisle ve t�ech spektrálních úsecích pokrývajících jak 
oblast nižších vibrací, tak oblasti valen�ních vibrací deuteriových i lehkého vodíku. 
Experiment probíhal v režimu postupného zaznamenávání spekter s maximálním možným 
�asovým rozlišením, což bylo u uridinových m��ení 17 sekund. B�hem m��ení jsme postupn� 
p�idávali do p�vodního 1 ml H2O s NaCl po 0,4 ml D2O s NaCl. Výjimku tvo�ilo m��ení 
v oblasti nejvyšších vlno�t�, kdy byl poslední p�ídavek rozd�len na 0,3 ml a 0,1 ml. Celkové 
p�ídavky a z nich vypo�tené podíly H2O, HDO a D2O za p�edpokladu nahodilého rozd�lení 
proton� a deuteron� jsou uvedeny v tabulce 5. 
Spektrální oblasti, v nichž m��ení probíhala, spolu s �asovými charakteristikami nabírání 
spekter, po�tem opakování titrací, objem� míchaných vzork�, a dalších podmínek, za nichž 
experiment probíhal, shrnuje velmi p�ehledn� tabulka 6. 
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 Tab. 5: P�idávaná množství D2Oa do 1 ml H2Oa 

 

p�ídavek 
D2Oa,b podíl D/H podíl H2O podíl HDO podíl D2O 

0 0 100 % 0 0 

400 µL 0,28 51 % 41 % 8 % 

800 µL 0,44 31 % 49 % 20 % 

1100 µLc 0,52 23 % 50 % 27 % 

1200 µL 0,55 21 % 50 % 30 % 

 
Poznámky: a) s obsahem 0,5 M NaCl, b) sumárn� celkový p�ídavek od za�átku experimentu, c) pouze p�i m��ení 
ve spektrální oblasti centrované na 3380 cm-1. 
 

Tab. 6: Titra�ní m��ení postupného p�idávání D2O do H2O 
�

 
St�ed sp. oblasti  Doba integrace  �etnost integrací  �as na 1 sp. Po�et spekter 
 
1015 cm-1  3 s   3 x   17 s  81 
2290 cm-1  3 s   3 x   17 s  75 
 
P�vodní objem H2O = 1000 µl byl ochlazen z pokojové teploty na 6°C 
 

1. p�idané množství D2O – 400 µl 
2. p�idané množství D2O – 400 µl 
3. p�idané množství D2O – 400 µl 

 
P�idávání se odehrálo p�i teplot� 6°C pro H2O i D2O umíst�né sou�asn� uvnit� revolverového kyvetového 
držáku. 
 
 
St�ed sp. oblasti  Doba integrace  �etnost integrací  �as na 1 sp. Po�et spekter 
 
3380 cm-1  3 s   3 x   17 s  99  
 
P�vodní objem H2O = 1000 µl byl ochlazen z pokojové teploty na 6°C 
 

1. p�idané množství D2O – 400 µl 
2. p�idané množství D2O – 400 µl 
3. p�idané množství D2O – 300 µl 
4. p�idané množství D2O – 100 µl  

 
P�idávání se odehrálo p�i teplot� 6°C pro H2O i D2O umíst�né sou�asn� uvnit� revolverového kyvetového 
držáku. 
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Spektra nam��ená ve spektrální oblasti centrované na 1015 cm-1 jsou uvedená na obrázku 43. 
Výsledky SVD aplikované na tato spektra po korekci pozadí pomocí ortogonalizace (obrázek 
43 dole) jsou uvedená na obrázku 44. 
Z výsledk� SVD analýzy vyplývá, že série spekter obsahuje t�i významné složky, což 
odpovídá t�em o�ekávaným r�zn� deuterovaným formám molekul vody, tedy H2O, HDO        
a D2O. Podíly t�chto složek se m�ní skokov� p�i p�idávání D2O, jinak jsou úrovn� t�chto 
komponent konstantní. P�i p�idávání jsou patrné výchylky od konstantních úrovní p�edevším 
u prvního a t�etího koeficientu. Zcela z�ejm� se op�t jedná o jev zp�sobený do�asnou silnou 
nehomogenitou vzorku bezprost�edn� po p�idání D2O, který se projevuje nár�stem šumu. 
Z�eteln� to potvrzuje i statisticky nevýznamná �tvrtá komponenta.  
Protože známe koncentrace H2O, HDO a D2O (tabulka 5) v jednotlivých fázích titra�ního 
experimentu, m�žeme extrahovat Ramanova spektra t�chto komponent postupem uvedeným 
v kapitole 2.5.3. Pro zlepšení p�esnosti jsme nejprve eliminovali spektra zm��ená p�i 
p�idávání D2O a znovu provedli SVD analýzu. Její výsledky jsou na obrázku 45. Potom byly 
jednotlivé pr�b�hy koeficient� nafitované podle vztahu ( 2.5.3.5 ). Nafitované pr�b�hy jsou 
rovn�ž zakreslené na obrázku 45. Jak je vid�t, nafitované pr�b�hy velmi dob�e souhlasí          
s experimentáln� zjišt�nými pr�b�hy. Tyto fity umožnily ur�ení transforma�ních koeficient�   
a pomocí nich získat spektra jednotlivých forem. Výsledná spektra jsou na obrázku 46.         
Je dob�e vid�t, že jde skute�n� o odd�lená spektra jednotlivých forem, protože obsahují vždy 
jen jeden pás deforma�ní vibrace vody, který je na 1644 cm-1 u H2O, na 1448  cm-1 u HDO    
a na 1212 cm-1 u D2O. 
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Obr. 43: Spektra Ramanova rozptylu z první spektrální oblasti 200 – 1800 cm-1, p�i postupném p�idávání D2O 
(p�idávaná množství jsou v tabulce 6) do 1 ml H2O (pH 6,8). Naho�e jsou uvedena origináln� nam��ená spektra, 
dole pak spektra po eliminaci vlivu pozadí pomocí ortogonalizace v��i obecnému polynomu 3. stupn�. 
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Obr. 44: Výsledky faktorové analýzy série Ramanových spekter p�i p�idávání D2O do 1 ml H2O, zobrazených 
na obrázku 43 dole. 
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Obr. 45: Výsledky faktorové analýzy spekter z obrázku 43 dole, po eliminaci spekter získaných t�sn� po p�idání 
D2O do H2O. Modré k�ivky v grafech pr�b�h� koeficient� V1 , V2 a V3 jsou výsledky fitu p�i uvažovaných 
sumárních koncentracích r�zn� deuterovaných molekul. 
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Obr. 46: Extrahovaná spektra jednotlivých r�zn� deuterovaných forem. Je z�eteln� vid�t, že jde skute�n�             
o odd�lená spektra jednotlivých forem, nebo obsahují vždy jen jeden pás deforma�ní vibrace vody, který je na 
1644 cm-1 u H2O (naho�e), na 1448  cm-1 u HDO (uprost�ed) a na 1212 cm-1 u D2O (dole). 
 
 
Obdobn� byla provád�na m��ení v oblasti centrované na 2290  cm-1, kde jsou dominantní 
valen�ní vibrace O-D. Nam��ená spektra jsou na obrázku 47 a výsledky SVD analýzy  
(již s odstran�ním spekter nam��ených p�i p�idávání D2O) na obrázku 48. V tomto p�ípad� je 
pon�kud p�ekvapivé, že faktorová dimenze je rovna �ty�em a nikoli o�ekávaným t�em.  
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Obr. 47: Spektra Ramanova rozptylu ve spektrální oblasti valen�ních vibrací deuteria p�i postupném p�idávání 
D2O (p�idávaná množství jsou v tabulce 10) do 1 ml H2O (pH 6,8). Naho�e jsou uvedena origináln� nam��ená 
spektra, dole pak spektra po eliminaci vlivu pozadí pomocí ortogonalizace v��i obecnému polynomu 3. stupn�. 

 
 



 83 

Singulární �ísla

�íslo komponenty

0 20 40 60 80

Lo
g 

(in
te

nz
ita

 R
S

)

10

100

1000

Reziduální chyba

Faktorová dimenze

0 20 40 60 80

S
ta

nd
ar

dn
í o

dc
hy

lk
a

1e+2

1e+3

1e+4

1e+5

1e+6

1e+7

Raman�v posun [cm-1 ]

1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200
-0,04

-0,02

0,00

0,02

0,04

0,06

Raman�v posun [cm-1 ]

1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200
-0,10

-0,08

-0,06

-0,04

-0,02

0,00

0,02

0,04

0,06

V1

�as [s]

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
-0,20

-0,15

-0,10

-0,05

0,00

0,05

V2

�as [s]

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
-0,20

-0,15

-0,10

-0,05

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

Raman�v posun [cm-1 ]

1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200
-0,08

-0,06

-0,04

-0,02

0,00

0,02

0,04

V3

�as [s]

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
-0,05

0,00

0,05

0,10

0,15

0,20

0,25

1. spektrální složka

2. spektrální složka

3. spektrální složka

Výsledky SVD

 



 84 

U vs Col 11 

4 spectral component

Raman�v posun [cm-1]
1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200

-0,12

-0,10

-0,08

-0,06

-0,04

-0,02

0,00

0,02

0,04

0,06

0,08

V vs Col 21 

V4

�as [s]
0 200 400 600 800 1000 1200 1400

-0,3

-0,2

-0,1

0,0

0,1

0,2

 
 
Obr. 48: Výsledky faktorové analýzy série Ramanových spekter ve spektrální oblasti valen�ních vibrací deuteria 
p�i p�idávání D2O do 1 ml H2O, zobrazených na obrázku 47. Modré k�ivky v grafech pr�b�h� koeficient�          
V1 , V2 , V3  a V4 jsou výsledky fitu p�i uvažovaných sumárních koncentracích t�í r�zn� deuterovaných forem 
molekul. 
 
Provedené fity ukazují, že zatímco koeficienty prvních t�í komponent odpovídají 
koncentracím H2O, HDO a D2O podle tabulky 5, koeficient 4. komponenty se zm�nami 
koncentrací v�bec nekoreluje. Tato �tvrtá spektrální komponenta z�ejm� vystihuje jemn�jší 
spektrální efekt, kterým je velmi pravd�podobn� mírná zm�na tvaru spektra HDO v závislosti 
na složení okolních molekul. Výsledná spektra jednotlivých forem molekuly vody 
(samoz�ejm� ve tvaru ortogonalizovaném v��i polynomu 4. stupn�) jsou na obrázku 49 . 
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Obr. 49: Extrahovaná spektra jednotlivých r�zn� deuterovaných forem ve spektrální oblasti valen�ních vibrací 
deuteria. Horní k�ivka odpovídá signálu H2O, prost�ední k�ivka signálu HDO a spodní k�ivka signálu D2O. 
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T�etí m��ení bylo provád�no v oblasti centrované na 3380  cm-1, kde jsou dominantní valen�ní 
vibrace O-H. Nam��ená spektra jsou na obrázku 50 naho�e, dole pak spektra, která v tomto 
p�ípad� byla s ohledem na nízkou úrove� pozadí ortogonalizovaná pouze v��i polynomu 1. 
stupn�. Výsledky SVD analýzy (již s odstran�ním spekter nam��ených p�i p�idávání D2O)     
vidíme na obrázku 51. Faktorová dimenze je rovna t�em, což by m�lo být v souladu 
s o�ekávanou p�ítomností t�í forem molekul vody. Na druhé stran� by v této spektrální oblasti 
nem�la molekula D2O dávat žádný Raman�v signál. Také je z�ejmé, že tvar 3. spektrální 
komponenty je analogický tvaru �tvrté „nadpo�etné“ komponenty u m��ení v oblasti 
centrované na 2290  cm-1. P�i fitování na t�i komponenty je shoda s koeficienty V pon�kud 
horší než v p�edchozích p�ípadech, ale celkem dobrá. Na druhé stran� tímto fitem ur�ená 
spektra (obrázek 52) dávají zcela nereálný pr�b�h pro spektrum D2O. Došli jsme proto 
k záv�ru, že ve skute�nosti se signál D2O v této spektrální oblasti nevyskytuje, takže 
faktorová dimenze by m�la být rovna dv�ma. T�etí dimenze je, podobn� jako u oblasti 
2290 cm-1 dimenze �tvrtá, „nadpo�etná“ a vyjad�uje jemnou spektrální závislost spektra 
molekul vody (v tomto p�ípad� dominantn� H2O) na složení okolních molekul. Druhý fit byl 
tedy proveden pro pouhá dv� o�ekávaná spektra, tedy složky H2O a HDO. Výsledky tohoto 
fitu jsou zakresleny na obrázku 53. Podle o�ekávání pr�b�h koeficientu V3 v�bec nekoreluje 
s p�edpokládanou zm�nou koncentrací H2O a HDO. U koeficient� V1 a V2 je shoda pon�kud 
horší, což m�že znamenat, že spektrální zm�ny spektra H2O v malé mí�e ovliv�ují i první        
a druhou dimenzi. Pokud jde o výsledná spektra, je spektrum H2O získané z obou typ� fit� 
prakticky totožné; v p�ípad� HDO bude správný tvar z�ejm� mezi ob�ma získanými pr�b�hy, 
a proto jsme pro analýzy m��ení na uridinu pracovali s pr�m�rem z t�chto pr�b�h�.  
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Obr. 50: Spektra Ramanova rozptylu ve spektrální oblasti valen�ních vibrací proton� p�i postupném p�idávání 
D2O (p�idávaná množství jsou v tabulce 10) do 1 ml H2O (pH 6,8). Naho�e jsou uvedena origináln� nam��ená 
spektra, dole pak spektra po eliminaci vlivu pozadí pomocí ortogonalizace v��i obecnému polynomu 1. stupn�. 
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Obr. 51: Výsledky faktorové analýzy série Ramanových spekter ve spektrální oblasti valen�ních vibrací lehkého 
vodíku p�i p�idávání D2O do 1 ml H2O, zobrazených na obrázku 50. Modré k�ivky v grafech pr�b�h� koeficient�          
V1 , V2 , a V3 jsou výsledky fitu p�i uvažovaných sumárních koncentracích t�í r�zn� deuterovaných forem  
molekul. 
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Obr. 52: Extrahovaná spektra jednotlivých r�zn� deuterovaných forem ve spektrální oblasti valen�ních vibrací 
lehkého vodíku. Horní k�ivka odpovídá signálu H2O, prost�ední k�ivka pak signálu HDO. Pr�b�h Ramanova 
signálu D2O, kterému by m�lo odpovídat spodní spektrum, je v tomto p�ípad� siln� zkreslen vlivem jemné 
spektrální závislosti molekul vody (v tomto p�ípad� dominantn� H2O) na složení okolních molekul. Raman�v 
signál D2O se ve skute�nosti v této spektrální oblasti v�bec nevyskytuje. 
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Obr. 53: Druhý fit, provedený pro pouhá dv� o�ekávaná spektra, tedy složky H2O a HDO. Dle o�ekávání pr�b�h 
koeficientu V3 nekoreluje s p�edpokládanou zm�nou koncentrací H2O a HDO. U koeficient� V1 a V2 je shoda 
pon�kud horší, což m�že znamenat, že spektrální zm�ny spektra H2O v malé mí�e ovliv�ují i první a druhou 
dimenzi. 
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M��ení p�i 60 °C 
 
Deuterované vzorky, získané v této sérii m��ení p�i teplot� 6°C, byly následn� umíst�ny 
v chladni�ce, kv�li maximálnímu zpomalení d�j�. Vzorky, vychlazené zhruba na teplotu 8°C, 
byly ješt� týž den postupn� umísovány do karuselu drženého na teplot� 60°C a ihned 
m��eny, každý ze vzork� byl použit pro m��ení v jiné spektrální oblasti. První spektrum tedy 
bylo nabíráno vždy v pr�b�hu oh�ívání vzorku na teplotu 60°C, b�hem nabírání druhého 
spektra se již teploty vyrovnaly. Parametry tohoto experimentu p�ehledn� shrnuje tabulka 7. 
 

Tab. 7: �asový pr�b�h m��ení deuterace vody, m��ený p�i 60°C 
 
 
St�ed sp. oblasti  Doba integrace  �etnost integrací  �as na 1 sp. Po�et spekter 
  
 
1015 cm-1  10 s   30 x   416 s  11 
2290 cm-1  10 s   30 x   416 s  11 
3380 cm-1  10 s   30 x   416 s  10 
 
 
 
Získaná spektra si m�žeme prohlédnout na obrázcích 54, 55 a 56, p�i�emž v horní �ásti 
vidíme vždy p�vodní spektrum, v dolní �ásti spektrum ortogonalizované v��i polynomu 
p�íslušného stupn�. 
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Obr. 54: Spektra Ramanova rozptylu z první spektrální oblasti 200 – 1800 cm-1 p�i �asovém vývoji sm�si H2O     
a D2O (pH 6,8, 0.5 M NaCl) m��ená za teploty 60°C. Naho�e jsou uvedená origináln� nam��ená spektra, dole 
spektra po eliminaci vlivu pozadí pomocí ortogonalizace v��i obecnému polynomu 3. stupn�. 
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Obr. 55: Spektra Ramanova rozptylu z druhé spektrální oblasti 1600 – 3000 cm-1 p�i �asovém vývoji sm�si H2O 
a D2O (pH 6,8, 0.5 M NaCl) m��ená za teploty 60°C. Naho�e jsou uvedená origináln� nam��ená spektra, dole 
spektra po eliminaci vlivu pozadí pomocí ortogonalizace v��i obecnému polynomu 3. stupn�. 
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Obr. 56: Spektra Ramanova rozptylu ze t�etí spektrální oblasti 2900 – 4000 cm-1, p�i �asovém vývoji sm�si H2O 
a D2O (pH 6,8, 0.5 M NaCl) m��ená za teploty 60°C. Naho�e jsou uvedena origináln� nam��ená spektra, dole 
spektra po eliminaci vlivu pozadí pomocí ortogonalizace v��i obecnému polynomu 3. stupn�. 
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5.2.2 Sledování proton-deuteronové vým�ny na uridinu 
 
V p�ípad� uridinu máme molekulu s pom�rn� vysokou rozpustností ve vod�, která je však 
složit�jší a zahrnuje více vodíkových atom� (viz obrázek 57). Obsahuje celkem �ty�i snadno 
vym�nitelné vodíky, z toho jeden vodík iminoskupiny na uracilu a t�i na OH skupinách 
ribózy, dále 8 špatn� vym�nitelných vodík�, z nichž dva jsou vázány na uhlíky uracilu             
a zbávající na uhlíky ribózy. Je však možno o�ekávat, že zejména v oblasti vibrací pod 
1800 cm-1 budou dominantní Ramanovy �áry pocházející od uracilové �ásti, které nebudou 
citlivé na stav deuterace ribózy. 
 

 
 

Obr. 57: Molekula Uridinu. Zdroj [10] 
 
 
M��ení p�i 6 °C 
 
Pro m��ení jsme p�ipravili 500 mM roztok uridinu v H2O s 0,5 M NaCl, pH bylo nastaveno   
na hodnotu 6,8. M��ení probíhalo za teploty 6°C nezávisle ve t�ech spektrálních úsecích 
pokrývajících jak oblast nižších vibrací, tak oblasti valen�ních vibrací deuteriových i lehkého 
vodíku. Experiment byl provád�n ve stejném režimu jako u výše popsaných referen�ních 
m��ení (p�esn�ji �e�eno, referen�ní m��ení byla provád�na za stejného režimu jako m��ení 
s uridinem, protože byla provád�na pozd�ji). 1 ml roztoku jsme vložili do kyvety                    
a po temperaci tohoto roztoku i zásobního roztoku D2O s 0,5 M NaCl bylo spušt�no 
automatické zaznamenávání spekter po 17 sekundách. B�hem m��ení jsme postupn� p�idávali 
do p�vodního roztoku v H2O s NaCl po 0,4 ml D2O s NaCl. Výjimku tvo�ilo m��ení v oblasti 
nejvyšších vlno�t�, kdy byl poslední p�ídavek rozd�len na 0,3 ml a 0,1 ml. Celkové p�ídavky 
a z nich vypo�tené podíly r�zn� deuterovanách forem uridinu a za p�edpokladu nahodilého 
rozd�lení proton� a deuteron� jsou uvedené v tabulce 9. 
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Tab. 9: P�idávaná množství D2Oa do 1 ml roztoku 500mM uridinu v H2Oa 

 

p�ídavek 
D2Oa,b 

pom�r 
D/(H+D) 

podíl 
prot.Urnd 

podíl 1x 
deut.Urne 

podíl 2x 
deut.Urne 

podíl 3x 
deut.Urne 

podíl 
deut.Urne 

podíl 
prot.Uraf 

podíl 
deut.Uraf 

0 0 100 % 0 0 0 0 100 % 0 

400 µL 0,29 26 % 42 % 25 % 7 % 1 % 71 % 29 % 

800 µL 0,44 10 % 30 % 37 % 20 % 4 % 56 % 44 % 

1100 µLc 0,52 5 % 23 % 37 % 27 % 8 % 48 % 52 % 

1200 µL 0,55 4 % 20 % 37 % 30 % 9 % 45 % 55 % 

 
Poznámky: a) s obsahem 0,5 M NaCl, b) sumárn� celkový p�ídavek od za�átku experimentu, c) pouze p�i m��ení 
ve spektrální oblasti centrované na 3380 cm-1, d) pln� protonovaný uridin, e) sumární podíl všech forem s ur�itým 
stupn�m deuterace v pozicích lehce vym�nitelných vodík�, f) podíl všech forem uridinu s protonovaným 
(deuterovaným) iminovodíkem na uracilu 
 

Tab. 10: Titra�ní m��ení postupného p�idávání D2O do roztoku 500mM uridinu v H2O 
�

 
St�ed sp. oblasti  Doba integrace  �etnost integrací  �as na 1 sp. Po�et spekter 
 
1015 cm-1  3 s   3 x   17 s  90 
2290 cm-1  3 s   3 x   17 s  84 
 
P�vodní objem vzorku 500mM uridinu v H2O  = 1000 µl byl ochlazen z pokojové teploty na 6°C 
 

4. p�idané množství D2O – 400 µl 
5. p�idané množství D2O – 400 µl 
6. p�idané množství D2O – 400 µl 

 
P�idávání se odehrálo p�i teplot� 6°C pro oba vzorky, umíst�né zárove� uvnit� revolverového kyvetového 
držáku. 
 
 
St�ed sp. oblasti  Doba integrace  �etnost integrací  �as na 1 sp. Po�et spekter 
 
3380 cm-1  3 s   3 x   17 s  107  
 
P�vodní objem vzorku 500mM uridinu v H2O  = 1000 µl byl ochlazen z pokojové teploty na 6°C 
 

5. p�idané množství D2O – 400 µl 
6. p�idané množství D2O – 400 µl 
7. p�idané množství D2O – 300 µl 
8. p�idané množství D2O – 100 µl  

 
P�idávání se odehrálo p�i teplot� 6°C pro oba vzorky, umíst�né zárove� uvnit� revolverového kyvetového 
držáku. 
 



 96 

Spektrální oblasti, v nichž titra�ní m��ení probíhala, spolu s �asovými charakteristikami 
nabírání spekter, po�tem opakování titrací, objem� míchaných vzork�, a dalších podmínek,   
za nichž experiment probíhal, shrnuje velmi p�ehledn� tabulka 10. 
 
Spektra nam��ená v nízkofrekven�ní spektrální oblasti centrované na 1015 cm-1 jsou uvedena 
na obrázku 59 naho�e. Je z�ejmé, že díky mnohem vyšší koncentraci než v p�ípad� cytosinu 
nebo uracilu jsou pásy uridinu dominantní a zcela p�ekrývají pásy vody. Také úrove� pozadí 
je relativn� nižší. Proto byly pro korekci pozadí použité pouze funkce obecného polynomu    
3. stupn� a dále spektrální profily H2O, HDO a D2O ur�ené z referen�ních m��ení popsaných 
v p�edchozí �ásti práce. Následn� byla aplikována faktorová analýza (SVD), nejprve              
na všechna spektra. Op�t se objevily typické pr�b�hy koeficient� ukazující na jediné �asové 
zm�ny krom� stabilních úrovních mezi p�ídavky D2O, a to zvýšení šumové úrovn� p�i 
p�idávání. Následn� byla tato spektra vylou�ena a SVD analýza zopakována. Výsledky jsou 
uvedeny na obrázku 61. 
Z výsledk� SVD analýzy vyplývá, že série spekter obsahuje pouze dv� významné složky, což 
potvrzuje naše o�ekávání, že v této spektrální oblasti bude záležet p�edevším na tom, zda je 
protonovaná nebo deuterovaná iminoskupina na uracilové �ásti molekuly. T�etí, statisticky 
nevýznamná komponenta v sob� obsahuje z�ásti šum a z�ásti jiný typ závislosti na p�idávání 
D2O, který patrn� vyjad�uje vliv deuterace OH skupin ribózy na Ramanova spektra. 
S ohledem na velikost p�íslušného singulárního �ísla v porovnání se šumovou úrovní je však 
tento spektrální p�ísp�vek zcela z�ejm� zanedbatelný. 
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Obr. 58: Spektra Ramanova rozptylu z první spektrální oblasti 200 – 1800 cm-1, p�i postupném p�idávání D2O 
(p�idávaná množství jsou v tabulce 10) do 1 ml 500 mM roztoku uridinu v H2O (pH 6,8). Naho�e jsou uvedena 
origináln� nam��ená spektra, dole spektra po eliminaci vlivu pozadí pomocí ortogonalizace v��i obecnému 
polynomu 3. stupn�. 
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Spektra ortogonalizovaná v��i obecnému polynomu 3. stupn�
 a t�em spektrálním profil�m z titrace H2O p�idáváním D2O 
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Obr. 59: Spektra z obrázku 58 dole, po eliminaci podílu Ramanova signálu rozpoušt�dla pomocí ortogonalizace 
v��i t�em komponentám získaným z referen�ního m��ení s p�idáváním D2O do H2O. 
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Obr. 60: Výsledky faktorové analýzy série Ramanových spekter p�i p�idávání D2O do 1 ml 500 mM roztoku 
uridinu, zobrazených na obrázku 59. �erné k�ivky v grafech pr�b�h� koeficient� V1 a V2 jsou výsledky fitu      
p�i uvažovaných sumárních koncentracích molekul s protonovanou a deuterovanou iminoskupinou. 
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Znalost koncentrací obou forem molekul (tabulka 9) v jednotlivých fázích titra�ního 
experimentu nám dovoluje extrahovat Ramanova spektra t�chto komponent postupem 
uvedeným v kapitole 2.5.3. Nafitované pr�b�hy jsou rovn�ž zakreslené na obrázku 60. Jak je 
vid�t, velmi dob�e souhlasí s experimentáln� zjišt�nými pr�b�hy. Na základ� transforma�ních 
koeficient� ur�ených z t�chto fit� byla ur�ena spektra obou forem – viz obrázek 61. 
 

 
 
Obr. 61: Spektra uridinu extrahovaná z experimentu p�i p�idávání D2O do 500 mM roztoku uridinu v H2O podle 
tabulky 9. Spektra jsou ur�ena pro jednotkovou 1 mM koncentraci. Naho�e je spektrum uridinu s protonovanou 
iminoskupinou a dole spektrum s deuterovanou iminoskupinou. 
 
Obdobn� se provád�la m��ení v oblasti centrované na 2290  cm-1. Nam��ená spektra, 
korigovaná ortogonaliza�ním postupem na vliv pozadí a rozpoušt�dla, jsou na obrázcích 62    
a 63. S ohledem na vysokou intenzitu Ramanova spektra rospoušt�dla (HDO a D2O) v této 
spektrální oblasti, není p�ekvapivé, že spektra jsou po ortogonalizaci pom�rn� zašum�ná        
a zdeformovaná. Výsledky SVD analýzy (již s odstran�ním spekter se zvýšeným šumem 
nam��ených p�i p�idávání D2O) jsou na obrázku 64.  
V tomto p�ípad� je faktorová dimenze rovna t�em. Pr�b�hy p�edevším první a t�etí 
komponenty ukazují, že v této oblasti jsou významné zejména valen�ní vibrace O-D              
na deuterovaných pozicích na ribóze. To znamená, že v této spektrální oblasti nem�žeme 
fitovat pouze podle stavu deuterace iminoskupiny uracilu, ale je nutné uvažovat všechny 
deuterované formy uridinu. V tom p�ípad� nám ale bohužel nam��ená spektra nedávají 
dostatek spektrální informace, aby bylo možno fitem rozlišit jenotlivé typy deuterovaných 
forem (tím je mín�no rozlišit pln� protonovanou, sumárn� 1x deuterované, sumárn� 2x 
deuterované, sumárn� 3x deuterované a pln� deuterovanou formu na pozicích lehko 
vym�nitelných vodík�), protože máme jen t�i r�zné spektrální komponenty pro p�t r�zných 
o�ekávaných spekter. Pro rozší�ení spektrální informace bude z�ejm� nutné zv�tšit rozsah 
titrací a krom� titrace roztoku v H2O p�idáváním D2O provád�t i opa�nou titraci, tedy 
p�idávání H2O do roztoku v D2O. 
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Obr. 62: Spektra Ramanova rozptylu ve spektrální oblasti valen�ních vibrací deuteria p�i postupném p�idávání 
D2O (p�idávaná množství jsou v tabulce 10) do 1 ml 500 mM roztoku uridinu v H2O (pH 6,8). Naho�e jsou 
uvedena origináln� nam��ená spektra, dole spektra po eliminaci vlivu pozadí pomocí ortogonalizace v��i 
obecnému polynomu 3. stupn�. 
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Spektra ortogonalizovaná v��i obecnému polynomu 3. stupn�
 a �ty�em spektrálním profil�m z titrace H2O p�idáváním D2O 

Raman�v posun [cm-1]

1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800

In
te

nz
ita

 R
am

an
ov

a 
ro

zp
ty

lu
 (r

el
. j

ed
n.

)

-2000

-1000

0

1000

2000

3000

 
 
Obr. 63: Spektra z obr. 62 dole, po eliminaci podílu Ramanova signálu rozpoušt�dla pomocí ortogonalizace v��i 
�ty�em komponentám získaným z referen�ního m��ení s p�idáváním D2O do H2O. 
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Obr. 64: Výsledky faktorové analýzy série Ramanových spekter ve spektrální oblasti valen�ních vibrací deuteria 
p�i p�idávání D2O do 1 ml 500 mM roztoku uridinu, zobrazených na obrázku 63. 
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T�etí m��ení bylo provád�no v oblasti centrované na 3380 cm-1, kde jsou dominantní valen�ní 
vibrace O-H. Nam��ená spektra jsou na obrázku 65 naho�e, dole pak spektra, která v tomto 
p�ípad� byla s ohledem na nízkou úrove� pozadí ortogonalizována pouze v��i polynomu         
1. stupn�.  
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Obr. 65: Spektra Ramanova rozptylu ve spektrální oblasti valen�ních vibrací proton� p�i postupném p�idávání 
D2O (p�idávaná množství jsou v tabulce 9) do 1 ml 500 mM roztoku uridinu v H2O (pH 6,8). Naho�e jsou 
uvedena origináln� nam��ená spektra, dole spektra po eliminaci vlivu pozadí pomocí ortogonalizace v��i 
obecnému polynomu 1. stupn�. 
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Obrázek 66 pak ukazuje tato spektra dále ortogonalizovaná v��i t�em spektrálním pr�b�h�m 
pro rozpoušt�dlo. Výsledky SVD analýzy (již s odstran�ním spekter se zvýšeným šumem 
nam��ených p�i p�idávání D2O) jsou na obrázku 67 

 

Spektra ortogonalizovaná v��i obecnému polynomu 1. stupn�
 a t�em spektrálním profil�m z titrace H2O p�idáváním D2O 
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Obr. 66: Spektra z obr. 65 dole, po eliminaci signálu rozpoušt�dla pomocí ortogonalizace v��i t�em 
komponentám získaným z referen�ního m��ení s p�idáváním D2O do H2O. 
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Obr. 67: Výsledky faktorové analýzy série Ramanových spekter ve spektrální oblasti valen�ních vibrací lehkého 
vodíku p�i p�idávání D2O do 1 ml 500 mM roztoku uridinu, zobrazených na obrázku 66. 
 
Faktorová dimenze pon�kud p�ekvapiv� obsahuje pouze jednu významnou spektrální složku. 
Další složka je již statisticky málo významná s ohledem na velký podíl šumu jak 
v subspektru, tak v �asovém pr�b�hu hodnot koeficientu V2. První subspektrum z�ejm� 
odpovídá spektru uridinu v pln� protonovaném stavu. P�íslušný koeficient však nejvíce 
odpovídá poklesu obsazení jedné pozice snadno vym�nitelného vodíku protonem a ur�it� ne 
ubývání pln� protonované formy, které je podstatn� výrazn�jší (viz tabulka 9). Podle všeho 
výsledky SVD ukazují, že Ramanovy pásy protonových valen�ních vibrací jsou jen velmi 
málo citlivé na deuteraci v jiných polohách snadno vym�nitelných vodík�. 
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M��ení p�i 60 °C 
 
Krom� m��ení proton-deuteronové vým�ny p�i 6°C, byla provád�na též m��ení p�i teplot� 
60°C zam��ená na zjišt�ní možností detekce vým�ny na pozicích t�žko vym�nitelných 
vodík�. Tato m��ení se realizovala tak, že výsledné vzorky po p�idávání D2O za teploty 6°C 
byly po ukon�ení m��ení umíst�ny v chladni�ce, kv�li maximálnímu zpomalení d�j�. Vzorky, 
vychlazené zhruba na teplotu 8°C, byly pak ješt� týž den postupn� umísovány do karuselu 
drženého na teplot� 60°C a ihned m��eny, každý ze vzork� byl použit pro m��ení v jiné 
spektrální oblasti. První spektrum se tedy nabíralo vždy v pr�b�hu oh�ívání vzorku na teplotu 
60°C, b�hem nabírání druhého spektra se již teploty vyrovnaly. Doba nabírání jednoho 
spektra byla p�ibližn� 7 minut a m��ení se uskute�nila v pr�b�hu asi jedné hodiny po dosažení 
stabilní teploty vzorku. Po zm��ení byly vzorky ponechány v karuselu temperovaném na 60°C 
p�es noc a po 20 hodinách op�tovn� p�em��eny p�i této teplot�. Parametry tohoto experimentu 
p�ehledn� shrnuje tabulka 11. 
 

Tab. 11: �asový pr�b�h m��ení deuterace uridinu, m��ený p�i 60°C 
 
 
St�ed sp. oblasti  Doba integrace  �etnost integrací  �as na 1 sp. Po�et spekter 
  
 
1015 cm-1  10 s   30 x   416 s  10 
2290 cm-1  10 s   30 x   416 s  9 
3380 cm-1  10 s   30 x   416 s  10 
 
 
Tato m��ení v p�ípad� cytosinu a uracilu nep�inesla uspokojivé výsledky kv�li špatnému 
pom�ru signál/šum, kv�li kterému se v �asovém pr�b�hu spíše daly identifikovat spektrální 
charakteristiky odpovídající kolísání signálu rozpoušt�dla. V p�ípad� vzork�, kde byla pouze 
sm�s H2O a D2O nebyla zaznamenána žádná charakteristická �asová zm�na a bylo získáno 
referen�ní spektrum rozpoušt�dla pro korekci pozadí spekter uridinu. 
 
M��ení na uridinu byla provedena ve všech t�ech spektrálních pásmech, ale pouze v oblasti 
vibrací o nižších frekvencí se poda�ilo zjistit jasnou �asovou závislost. P�íslušná spektra jsou 
na obrázku 68. Výsledky faktorové analýzy t�chto spekter jsou na obrázku 69. Z výsledk� je 
z�ejmé, že faktorová dimenze je rovna t�em. Zatímco však druhá komponenta odpovídá 
sumárním zm�nám spektra vyvolaným zám�nou lehkých vodík� deuteriem v pozicích t�žko 
vym�nitelných vodík� (lze p�edpokládat, že spektráln� významné jsou p�edevším vým�ny 
aromatických vodík� uracilu), t�etí komponenta v sob� sm�šuje jemn�jší spektrální rozdíly 
vyvolané r�znou rychlostí vým�ny s kolísáním signálu rozpoušt�dla (podíl pás� H2O, HDO    
a D2O) i pom�rn� vysokou hladinu šumu. Není tedy možné ji využít pro detailn�jší analýzu 
spektrálních zm�n, ale ukazuje, že p�i zlepšení pom�ru signál/šum a korekce vlivu 
rozpoušt�dla bude možné tyto analýzy provád�t. 
 
�asová rychlost vým�ny byla ur�ená exponenciálním fitem �asového pr�b�hu koeficientu V2 
zakresleným v obrázku 69. Tento fit poskytl jako st�ední �asovou konstantu pro 
spektroskopicky sledovanou vým�nu na t�žko vym�nitelných pozicích za teploty 60°C 
hodnotu 38 minut. 
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Obr. 68: Spektra Ramanova rozptylu p�i �asovém vývoji spekter 230 mM roztoku uridinu ve sm�si H2O a D2O 
(pH 6,8, 0.5 M NaCl, pom�r H/D 5:6) m��ená za teploty 60°C. Naho�e jsou uvedena origináln� nam��ená 
spektra, dole spektra po eliminaci vlivu pozadí a podílu Ramanova signálu rozpoušt�dla pomocí ortogonalizace 
v��i obecnému polynomu 3. stupn� a profilu rozpoušt�dla (viz obr. 54). 



 109 

1. spektrální složka

-0,04

-0,02

0,00

0,02

0,04

0,06

Singulární �ísla

�íslo komponenty
0 2 4 6 8 10

Lo
g 

(In
te

nz
ita

 R
S

)

1e+3

1e+4

1e+5

V1

0,295
0,300
0,305
0,310
0,315
0,320
0,325
0,330
0,335

Residuální chyba

Faktorová dimenze
1 2 3 4 5 6 7 8 9

S
ta

nd
ar

dn
í o

dc
hy

lk
a

8

9

10

11

12

13

Výsledky SVD

2. spektrální složka

-0,06
-0,04
-0,02
0,00
0,02
0,04
0,06
0,08

3. spektrální složka

Raman�v posun [cm-1]

400 600 800 1000 1200 1400 1600
-0,08
-0,06
-0,04
-0,02
0,00
0,02
0,04
0,06
0,08

V2

-0,8
-0,6
-0,4
-0,2
0,0
0,2
0,4
0,6
0,8

V3

�as [min.]

0 200 400 600 800 1000 1200

-0,6

-0,4

-0,2

0,0

0,2

0,4

 
 
Obr.69: Výsledky faktorové analýzy série spekter �asového vývoje Ramanova rozptylu 230 mM roztoku uridinu 
ve sm�si H2O a D2O za teploty 60°C z obrázku 68 dole.  
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6. Záv�r 
 
V rámci diplomové práce byla ov��ena funkce Ramanova spektrometru T64000                 
(ISA Jobin-Yvon) a spektrometr se poda�ilo upravit pro uživatelsky pohodlná p�esná m��ení 
Ramanových spekter v b�žných podmínkách laborato�e. 
 
Byl zkonstruován a realizován teplotn� stabilizovaný držák �ty� kyvet v karuselu 
umož�ujícím jejich jednoduché p�esouvání do m��ícího místa. Testovací m��ení ukázala, že 
teplota roztoku uvnit� kyvety se neliší od temostatem kontrolované teploty pevné �ásti držáku 
o více než 0,1°C. Dále byla zm��ena �asová konstanta pro vyrovnání teplot mezi pevnou �ástí 
držáku a roztokem uvnit� kyvety. Její hodnota τ = 58 ± 2 s ukazuje na výborné tepelné 
vlastnosti, kdy hlavní prodleva p�i skokové zm�n� teploty v kyvet� je dána p�edevším 
�asovou prodlevou p�i zm�n� teploty lázn� termostatu.  
 
Byla provedena �ada pilotních experiment� p�i kterých se prom��ila Ramanova spektra 
vybraných složek nukleových kyselin, cytosinu, uracilu a uridinu, p�i probíhající                 
proton-deuteronové vým�n�. Na základ� statistické analýzy (Singular Value Decomposition) 
byly zjišt�ny klí�ové údaje pro ur�ení metodických možností získávání Ramanových spekter 
r�zn� deuterovaných složek nukleových kyselin. Získané výsledky vedou k následujícím 
záv�r�m: 
 

1. �asové zm�ny vým�ny na pozicích lehce vym�nitelných vodík� probíhají i za teplot 
blízkých 0°C tak rychle, že je nelze postihnout v �asovém sledu Ramanových spekter 
snímaných po n�kolika desítkách sekund. Hlavním problémem je skute�nost, že po p�idání 
D2O pipetou do roztoku se vzorek stává siln� nehomogenním a tento p�echodový stav vede 
k deformaci Ramanova spektra, která p�ekrývá možný efekt postupné vým�ny. Po obnovení 
homogenního stavu roztoku je již i obsazení snadno vym�nitelných vodíkových poloh 
v ustáleném stavu. Z tohoto d�vodu nelze p�edpokládat, že by nové možnosti mohlo p�inést 
samotné zlepšení citlivosti m��ení (nap�íklad užití rezonan�ní excitace). Je však možné, že by 
se mohly ukázat ur�ité možnosti pro rozlišení r�zných rychlostí vým�ny n�kterých snadno 
vym�nitelných vodík� p�i použití mikrofluidního sm�šovacího systému. 

2. Bylo ukázáno, že titra�ní m��ení m�nící pom�r H/D v roztoku mohou za nízkých 
teplot (6°C) poskytnout v oblasti vlno�t� pod 1800 cm-1 odd�lená Ramanova spektra forem 
m��ených molekul s r�zným stupn�m deuterace na pozicích snadno vym�nitelných vodík�, 
tedy spektrum forem s jednou deuterovanou pozicí, dv�ma deuterovanými pozicemi, … , a 
tak dále až do úplné deuterace všech poloh snadno vym�nitelných vodík�. Dobré rozlišení 
t�chto spekter bude však vyžadovat podrobn�jší titra�ní m��ení. Vzhledem k tomu, že p�i 
p�idávání D2O do již p�ipraveného roztoku dochází ke snižování koncentrace m��ených 
molekul, bude vhodn�jší titra�ní m��ení provád�t na samostatn� p�ipravených roztocích 
s r�zným pom�rem H/D, aby se využila maximální rozpustnost m��ených molekul. To platí 
zejména v p�ípad� omezen� rozpustných bází nukleových kyselin. Na druhé stran� je t�eba 
zd�raznit, že samotná titra�ní m��ení nemohou rozlišit formy se stejným stupn�m deuterace, 
ale v p�ípad� více než jedné pozice snadno vym�nitelného vodíku poskytnou sumární 
spektrum všech forem se stejným stupn�m, ale jinou lokalizací deuterace. Tato spektra jsou 
sice unikátní, ale jejich využitelnost je spíše jen pro p�ípadnou konfrontaci s teoretickými 
výpo�ty vibra�ních spekter. 

3. Možnosti získávání spekter v oblasti valen�ních vibrací lehkého vodíku a deuteria 
jsou z�ejm� omezené. P�edevším je možné na základ� provád�ných m��ení �íci, že v t�chto 
oblastech má cenu provád�t m��ení jen v p�ípad� molekul s dostate�nou rozpustností, aby 
bylo možné pracovat s koncentracemi v �ádu n�kolika desetin M. Dalším problémem analýzy 
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získaných výsledk� je zjišt�ná skute�nost, že Ramanova spektra jednotlivých valen�ních 
vodíkových vibrací jsou jen velmi málo citlivá na deuterace probíhající na jiných polohách 
vodík�. Tím se stává problematickým spektrální rozlišení �áste�n� deuterovaných forem. 

4. Dále bylo zjišt�no, že za vyšších teplot (60°C) lze pozorovat �asový vývoj spekter 
zp�sobený postupnou deuterací na místech t�žko vym�nitelných vodík�. Naše experimenty 
nazna�ují, že bude možné i rozlišit n�které pozice na základ� r�zných rychlostí vým�ny. 
Vzhledem k možným kombinacím deuterace na snadno a t�žko vym�nitelných pozicích bude 
však vyžadovat tento typ experiment� provedení série �asov� závislých m��ení za použití 
r�zného H/D složení rozpoušt�dla. Výsledky našich m��ení však na druhé stran� ukázaly, že 
tyto typy experiment� bude možné s úsp�chem realizovat jen v p�ípad� molekul s vyšší 
rozpustností (pokud nebudou využity nap�íklad možnosti rezonan�ní excitace). 
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