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Abstrakt

V této bakaléiské praci se vénujeme potlaceni luminiscencniho pozadi v ramanskych
spektrech, které Casto ramansky signdl prekryva. Z experimentalnich metod potlaceni
luminiscence byla pouZita zména vinové délky laseru, vysvécovani luminiscence vcetné
zmény intenzity excitace a rozdil v depolarizovanosti ramanského signélu a luminiscence.
Z matematickych metod potlac¢eni luminiscence se vénujeme metodé¢ klouzavého priméru.
K méfeni byly pouZity vodné roztoky aminokyselin.

Abstract

In this thesis we study reduction of luminescent background in Raman spectra which often
overwhelms Raman signal. From experimental methods change of excitation wavelength,
photobleaching including change of the excitation intensity and different depolarization
of Raman signal and luminescence were used. From mathematical methods we discuss
the method of moving average. The measurements were carried out on aqueous solutions
of amino acids.
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Uvod

Ramanska spektroskopie je nedestruktivni analytickou metodou, ktera vyuziva rozdilnych
vibra¢nich stavii molekul k ziskani informaci o jejich struktufe. ProtoZe kazda molekula
ma charakteristické vibra¢ni otisky, neni problém pomoci ramanské spektroskopie od sebe
rozeznat 1 velmi podobné molekuly.

Pii méfeni se ovSem potykdme s nékolika komplikacemi. Kromé slabé intenzity ra-
manského rozptylu a mozného zahiivani studovaného vzorku je ¢astym problémem lumi-
niscence, jejiz intenzita mize byt fadové vyssi neZ samotny ramansky signdl. Abychom
tedy mohli ze spekter vycist informace o struktufe molekul, musime nejprve luminiscenci
potlacit.

Metody potlaceni luminiscence délime na experimentdlni a matematické, pficemz ex-
perimentédlni metody vyuzivaji k potlaceni luminiscence jejich fyzikalnich vlastnosti a fy-
zikélnich vlastnosti ramanského rozptylu, kdezto matematické metody se snazi luminis-
cenci potlacit pomoci pocitacového algoritmu. ProtoZe se od sebe jednotlivé molekuly lisi
mnozstvim luminiscence, ¢asovym vyvojem jejich ramanského spektra a dal§imi vlast-
nostmi, pouzivame rizné metody odstranéni jejich luminiscen¢niho pozadi. Pokud je to
mozné, upfednostiiujeme experimentalni metody pred matematickymi.

V této bakalarské praci jsou v teoretické Casti popsany vybrané vlastnosti aminokyse-
lin, fyzikélni vlastnosti luminiscence a ramansky rozptyleného svétla a principy nékterych
experimentdlnich a matematickych metod potlaceni luminiscence. V praktické ¢asti jsou
potom zobrazeny vysledky pouZiti téchto metod. K méfeni bylo pouZito 20 biogennich
aminokyselin, které jsou zakladnimi stavebnimi podjednotkami proteinti. Jejich méfeni
vzdy probihalo ve vodném roztoku ve sklenéné kapilare.



1. Teoreticka cast

1.1 Aminokyseliny

Aminokyseliny jsou zdkladnimi stavebnimi jednotkami proteini. Skladaji se z aminosku-
piny NH; a karboxylové skupiny COOH, které jsou navdzané na spole¢ny atom uhliku,
ktery se oznacuje C. Na tento uhlik se dale vdze atom vodiku a postranni fetézec, ktery
je charakteristicky pro danou aminokyselinu. Podle uhliku Cy jsou tyto aminokyseliny
oznacovany jako a-aminokyseliny. Existuji také -, y-, 6-aminokyseliny, které maji mezi
témito charakteristickymi skupinami vice uhlikt. (f-aminokyseliny dva, y-aminokyseliny
tfi, atd.). Z tohoto hlediska miZeme kyselinu asparagovou oznacit jako ¢t-aminokyselinu
i B-aminokyselinu a kyselinu glutamovou jako @- nebo y-aminokyselinu. Kazda ami-
nokyselina kromé glycinu se vyskytuje ve dvou izomerech, kde jeden izomer je zrca-
dlovym obrazem druhého. Oznacuji se jako D- a L-enantiomery. D-aminokyseliny maji
postranni fetézec ve Fisherové projekci orientovan vpravo, zatimco L-aminokyseliny na-
opak vlevo. Navzdjem se od sebe nelisi fyzikalnimi ani chemickymi vlastnostmi, odliSuji
se ale chemickymi reakcemi s jinymi enantiomery. Maji schopnost stacet rovinu pola-
rizovaného svétla, kazdy z enantiomeru ji ovSem stac¢i v opacném sméru. V piirodé se
D-aminokyseliny vyskytuji jen vzacné.

ProtoZe aminokyseliny obsahuji kladné nabitou NHgL skupinu a zaroven zaporné na-
bitou COO™ skupinu, tvofi tzv. zwitterion. Zwitterion je molekula obsahujici kladny 1
zaporny naboj tak, Ze je celkové neutrdlni. Diky tomu ma kazda aminokyselina charakte-
ristickou hodnotu pH, pfi které je celkové neutrdlni. Tato hodnota pH se nazyva izoelek-
tricky bod a znadi se pl. Pfi této hodnoté pH se molekula v elektrickém poli nepohybuje.
Pokud se dand aminokyselina nachdzi v prostredi, které je kyselejsi, ziskava kladny naboj
a naopak v prostfedi s vy$§im pH ziskava naboj zaporny. Hodnoty pl jednotlivych amino-
kyselin jsou uvedeny v praktické casti v tabulce 2. [1]

Existuje 20 biogennich L-a-aminokyselin, jejichZ strukturni vzorce jsou zndzornény
na obrazku 1.1. Kazdou aminokyselinu oznacujeme trojpismennou nebo jednopismennou
zkratkou, jejichZ seznam je uveden v tabulce 1. Podle postranniho fetézce aminokyseliny
délime do nékolika skupin:

Aminokyseliny s alifatickym postrannim retézcem. Postranni fetézec téchto amino-
kyselin se sklada pouze z atomu uhliku a vodiku a zaroven neni cyklicky. Kvili tomuto
atomovému sloZeni je nepolarni a tim padem neinteraguje dobfe s vodou — je hydrofobni.
Zaroven je chemicky neaktivni. Do této skupiny patii glycin, alanin, valin, leucin a izole-
ucin.

Aminokyseliny s hydroxylovou skupinou. Kvili pfitomnosti OH skupiny patii serin

_2_
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a threonin mezi polarni aminokyseliny. Jednou z jejich vyznamnych vlastnosti je schop-
nost reagovat s fosfatovou skupinou, pricemz vznika fosfoserin nebo fosfothreonin. Dals{
aminokyselinou s hydroxylovou skupinou je tyrosin, ktery se od predchozich dvou ami-
nokyselin li$i svymi vlastnostmi (napft. je hydrofobni).

NH
H‘-*C\|/U‘UH HN NH“\/\l)'L \”/\(lL \n/\[)J\OH HS \])J\DH

MH, NH M H

A lanine {-\la]l Arginine H-tglz —‘\f-pa"’u::h‘t‘ (Asmn) '1‘1}"11’ ic Cysteine (C} 5)
Acid (.isil)o
0 i NH,  © . . \])L S 0
HOJL\/\-/ aH OA\/\‘HLDH i /J-I\ <f]/ OH H3CMH
I M 0n 3 NH,,
NH MH > NH,
Glutamic Glutamine (Gln) Glycine (Gly)  Histidine (His) Isoleucine (1le)
Acid (Glu)
D 8] 0
c L n
i \l/\r OH %/\ADH H C’ x-./‘\l) OH {j, au
CH 3 HIH2 N-H NH,
Leucine (Leu) Lysine {L\ 5) Methionine (\[Et] Phenvlalanine (Phe) Proline (Pro)

0

I gt i I i
HDI\H‘LDH HO j) oH WDH JJ\@/\HLOH H3C/J\(“\CIH
MNH NH
N H2 NH2 o MH 5 HO == 5 NH2

Serine (Ser)  Threcnine (Thr) Tryptophan (Trp) Tyrosine (Tyr) Valine (Val)
Obrézek 1.1: Strukturni vzorce aminokyselin. Prevzato z [2].

Aminokyseliny obsahujici atom siry. Atomem siry se vyznacuji aminokyseliny cystein
a methionin. U methioninu tento atom reaguje predevsim s komplexy téZkych kovi, ob-
zv143t&€ pokud obsahuji rtuf nebo platinu. Také miiZe byt oxidovén na sulfoxid nebo na sul-
fon. Na rozdil od methioninu cystein obsahuje thiolovou skupinu SH, diky ¢emuz je velmi
reaktivni. Jednotlivé molekuly cysteinu tvoii mezi sebou disulfidické mistky.

Kyselé aminokyseliny. Do této skupiny se fadi kyselina asparagovd a kyselina gluta-
movd, protoze obsahuji v postrannim fetézci karboxylovou skupinu COOH. Jeji vodik je
ve fyziologickém prostfedi disociovan, takze skupina COO™ nese zaporny néboj. Probiha-
Ji u nich reakce typické pro organické kyseliny, napt. esterifikace s alkoholy nebo neutra-
lizace.

Amidy kyseliny asparagové a kyseliny glutamové — asparagin a glutamin. Vy-
znacuji se nereaktivni polarni skupinou CONH,, kterd je labilni v zdsaditém prostiedi
a pri vysokych teplotach. Zaroven je schopna tvorit vodikové mustky.

Bazické aminokyseliny. Mezi bazické aminokyseliny se fadi arginin, lysin a v nékte-
rych pfipadech i histidin. Nejbazictéjsi z nich je arginin, ktery obsahuje ve svém po-
strannim fetézci guaninovou skupinu. Po argininu nasleduje lysin, ktery se vyznacuje ba-
zickou NH; skupinu, zatimco histidin nabyva kladny ndboj pouze v kyselej$im prostiedi.
Histidin je charakteristicky svou imidazolovou skupinou. Arginin mé kladny néboj rozlo-
Zen po celé guanidinové skupiné.

Aminokyseliny s aromatickymi kruhy. Jejich vlastnosti je schopnost absorbovat
svétlo v UV oblasti — mezi 250 a 350 nm. Patii mezi né tryptofan, tyrosin a fenylala-
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nin.
Iminokyselina. Tak byva oznaCovan prolin, jehoZ postranni fetézec je cyklicky nava-
zan na NH; skupinu, ktera kvili této vazbé ztratila jeden vodik. [3]

Aminokyseliny se k sobé vdzou peptidovou vazbou, kterd vznikd mezi aminoskupinou
jedné aminokyseliny a karboxylovou skupinou druhé aminokyseliny za vylouceni jedné
molekuly vody. Timto zpisobem vznika peptid. Peptidova vazba (CONH) je planarni a
peptidova pater se sklada z atomu dusikti z aminoskupin, ¢o-uhlika a uhlikt karboxylovych
skupin jednotlivych aminokyselin. Proteinova patef se mtize protacet kolem vazeb N—Cy,
a Cy —C, coz mlizeme popsat pomoci dihedralnich (torznich) dhli @ a ¥ mezi rovinami
C,N,Cqy aN,Cq,C (thel @) arovinami N,Cq,C a Cy,C,N (thel ¥). Hodnoty, kterych tyto
dihedralni dhly v biomolekulach nabyvaji, jsou zndzornény v Ramachandranové diagramu
na obrdzku 1.2. Podle téchto hodnot nabyvéa protein nékteré ze dvou sekundédrnich struktur
— a-Sroubovice, kterd mizZe byt pravoto¢iva i levotodivd, nebo f-sklddaného listu. [4]

=
=]

b

120"
|

60

&L

0

OR

-180"—120" —60°

-120°-60" 0 60" 120" 180
D

Obrazek 1.2: Proteinova pétef z vyznaenymi thly & a ¥ (nahofe) a Rama-
chandraniiv diagram — zavislost Ghlti ® a W, které urcuji sekundarni strukturu
proteind (dole). [4, 5]
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Tabulka 1: Trojpismenné a jednopismenné zkratky aminokyselin.

Alanin Ala | A || Kyselina glutamovd | Glu | E
Arginin Arg | R || Leucin Leu | L
Asparagin Asn | N || Lysin Lys | K
Cystein Cys | C || Methionin Met | M
Fenylalanin Phe | F || Prolin Pro | P
Glutamin GIn | Q || Serin Ser | S
Glycin Gly | G || Trheonin Thr | T
Histidin His | H || Tryptofan Trp | W
Isoleucin Ile | I || Tyrosin Tyr | Y
Kyselina asparagova | Asp | D || Valin Val | V

1.2 Ramanska spektroskopie

Kdyz dopadd monochromatickd vlna o thlové frekvenci m; na méfeny vzorek, vétSina
nepohlceného svétla vzorkem projde nebo se od néj odrazi beze zmény frekvence. Cast
zafeni ovSem ziskd nové frekvence @+, s diskrétnimi hodnotami w,. Ukazuje se, Ze
frekvence w, odpovidaji energiim pfechodu mezi jednotlivymi vibraénimi nebo rotacnimi
stavy molekul ve vzorku.

KdyZ vlozime molekulu do elektrického pole (svételné vlny), vytvoii se v linedrnim
priblizeni indukovany elektricky dipdlovy moment P pfimo iumérny vektoru elektrického
pole E

P=aE, (1.1)

kde «a je polarizovatelnost molekuly. Ta se ov§em mizZe ménit v disledku kmitani mole-
kuly. Hodnota polarizovatelnosti pro malé vychylky vychazi z Taylorova rozvoje do prvni-
ho fadu:

o
o= 0p+ <8_> q, 1.2)
q/0

pricemz oy je polarizovatelnost molekuly v rovnovazné poloze a g je zobecnénd vychylka
atomu z rovnovazné polohy vyvolana vibraci molekuly v Case ¢ s amplitudou g4 a thlovou
frekvenci an,

g = gacos(mt). (1.3)

Po dosazeni rovnice (1.3) do rovnice (1.2), ziskdme

oa=0p+ (3—3)0% cos(yt). 1.4)

Zaroven elektricka slozka dopadajiciho svétla E kmita s dhlovou frekvenci @, a amplitu-
dou EA,
E = Escos(mt). (1.5)
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Kdyz tedy dosadime rovnice (1.4) a (1.5) do vztahu (1.1), dostaneme ndsledujici vztah

)
P = apE4 cos(wgt) + (a—a> g4 cos(mat)E4 cos( 1),
q/0

ktery miiZzeme dale upravit do tvaru

8_05 gaEa
adq )y 2

P = opE4cos(mt) + ( [cos (0] — @)t] 4+ cos[(w; + an)t] |. (1.6)

Prvni ¢len rovnice (s dhlovou frekvenci @;) popisuje Rayleightv rozptyl, dalsi dva ¢leny
patii Ramanovu rozptylu: ¢len s frekvenci @; — @, popisuje Stokestiv posun a zbyvajici
¢len o frekvenci @) + @, popisuje anti-Stokestiv posun.

Rayleightiv rozptyl vznika elastickou srazkou fotonu s molekulou, takZe pfi ném ne-
dochazi k vyméné energie. Naopak jevu, ktery vznika pfi neelastické sraZce fotonu s mo-
lekulou, pfi niZ dochazi ke zméné frekvence, se fikd Ramanuv rozptyl. Oba rozptyly jsou
vSesmérové.

Z rovnice (1.6) také vyplyva, Ze aby se svétlo rozptylovalo neelasticky, musi se ménit
polarizovatelnost molekuly s vychylkou vibrace:

(a—“) £0. 1.7)
aq /o

Ramanska spektroskopie je nedestruktivni analyticka metoda zaloZena na nepruzném roz-
ptylu svétla, ktery byl predpovézen Smekalem v roce 1923. Poprvé byl pozorovan Rama-
nem v roce 1928, po kterém je tento jev pojmenovin. Fotony s niz§i frekvenci w; — @,
predaly cast své energie molekule vzorku, s niZ se neelasticky srazily a tim ji vybudily
do vyssiho vibra¢niho nebo rotacniho stavu. Pokud se ale foton srazi neelasticky s mole-
kulou ve vys$sim vibra¢nim stavu, miiZze dojit k pfenosu energie z molekuly na foton. Vib-
race se timto zplisobem deexcituje a foton ziska frekvenci w1+ 2. ProtoZe tato zména
frekvence probiha proti Stokesovu posunu, nazyva se anti-Stokesovym posunem. Vzhle-
dem k tomu, Ze za normdlnich podminek je vétSina molekul v zdkladnim stavu, dochazi
ke Stokesovu posunu Castéji nez k anti-Stokesovu. Pomér poctu molekul Ny nachazejicich
se v excitovaném stavu o energii £ a poctu molekul Ny v zdkladnim stavu o energii Ey je
za dané teploty dan vztahem:

Ny

No
kde T je termodynamickd teplota a k je Boltzmannova konstanta. [6]

Kvantova teorie vysvétluje Ramaniv rozptyl podobné s tim rozdilem, Ze energie fo-
tonl i vibracnich stavli je kvantovdna. Molekula si proto nemiiZze vzit pouze ¢ast ener-
gie fotonu, ale pohlti vSechnu jeho energii, pfiCemZ se excituje na virtudlni elektrono-
vou hladinu. Krétce poté miiZe prejit do nového vibraéniho stavu, a nasledné se zbavi
pfebytecné energie formou vyzireni fotonu pii deexcitaci elektronového stavu. Pokud
energie vyzareného fotonu je stejnd jako energie pivodniho fotonu (tedy nedoslo ke zméné
vibra¢niho stavu), jedna se Rayleightiv rozptyl. Pokud ma vyzafeny foton jinou energii,
nez foton pohlceny, jednd se o Ramantiv rozptyl, pfi kterém molekula piejde do nového

— e(EO—El)/kT7 (1.8)
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Virtudlni hladiny
hv, hv, hv,
e a la e Ve e a e
Bl e a¥a . e e
h(v;-v,) hv, h(v,+v,)
3
2
L 1
y y 0
Stokes Rayleigh anti-Stokes

Obrazek 1.3: Schéma prechodii mezi vibracnimi stavy (znazornény plnymi
Carami) Rayleigho rozptylu a obou pripadd Ramanova rozptylu. Virtudlni elek-
tronové hladiny jsou zobrazeny preruSovanou Carou. [7]

vibra¢niho stavu. V pripadé Ramanova rozptylu podle Stokesova principu, kdy vyzareny
foton ma energii niZsi nez pavodni foton, molekula skonéi ve vys$sim vibracnim stavu a
naopak v pfipadé Ramanova rozptylu podle anti-Stokesova principu se vyzari foton s vyssi
energii, nez byla energie absorbovaného fotonu a molekula se na konci procesu nachazi
v niZ§im vibra¢nim stavu, neZ byla na zacatku. Schéma téchto prechodi je znazornéno
na obrazku 1.3. [7]

Ramanska spektroskopie méa fadu vyhod 1 nevyhod. Mezi vyhody patfi, Ze se jedna
o nedestruktivni metodu, Ze zkoumany vzorek miize byt v pevném, kapalném i plynném
skupenstvi, dile Ze k ziskani spektra sta¢i pouze maly objem vzorku. Nevyhodou této
spektroskopie je, Ze Ramanuv rozptyl je velmi slaby, rozptyli se pfiblizné jeden foton
z milionu. Dalsi stinnou strankou této metody je, Ze misto na vzorku, kam laserovy paprsek
dopada, je jim zahiivano. Posledni nevyhodou je luminiscence, ktera u nékterych vzorka
prekryva ramansky signal.

V ramanském spektru se na vodorovnou osu vynasi ramansky posun v cm~!. Tento
posun piimo odpovidé vibraénim frekvencim métené molekuly a v piipadé potieby z n¢j
muizZeme pomérné jednoduSe vypocitat vinovou délku rozptyleného fotonu. Nejprve je
tfeba prevést vlnovou délku pouZitého laseru z nm do cm™!. Napiiklad pro zeleny la-
ser o vinové délce 514 nm tato hodnota vychdzi piiblizné 19 455 cm™~!. Od této hodnoty
odecteme hodnotu ramanského posunu daného piku, protoze métime v oblasti Stokesova
posunu. Aminokyseliny maji charakteristické vibracni otisky (tzv. fingerprint) kolem hod-
noty 1400 cm™!, proto jako piiklad uvedu tuto hodnotu. Po odeéteni od vino&tu zeleného
laseru ziskdme hodnotu 18 055 cm™!, tedy po prevedeni zpét 553,86 nm. Ramansky posun
0 cm™~! vzdy odpovida vinové délce laseru. Jinak fe¢eno, vlnoet ramanského posunu Av
se vypocita ze vztahu

AV = ——— 1.9)
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kde 4; je vinova délka laseru a A je vinova délka rozptyleného svétla.
Na svislou osu ramanského spektra se vynasi ramanska intenzita, zpravidla v poctech
fotont zachycenych detektorem. Na obrazku 1.4 je pfiklad ramanského spektra alaninu.

25000

Alanin 1M 160¢t20b_bkg ——

20000 | J

15000 J

10 000 | J

5000 | J

ramanska intenzita [counts]

-5 000 . . . . . . . \
-500 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

ramansky posun [1/cm]

Obrizek 1.4: Ilustraéni ramanské spektrum alaninu (Ar-ion laser 514 nm,
11,43 mW, 1x10 s, objektiv 20 x), po odecteni ramanského spektra kapilary s vo-
dou.

1.3 Luminiscence

Luminiscenci se latka zbavuje prebytecné energie vyzarenim fotonu nejCastéji v oblasti
viditelného svétla, infraterveného nebo UV zéreni. Elektron v dané latce nejprve absor-
buje kvantum energie, ¢imz se excituje do vyssiho energetického stavu. Poté se zpravidla
zbavi Casti energie kaskddou nezafivych prechodd, nez se dostane na hladinu, ze které
vrati zpét do zdkladniho stavu. Pfitom se vyzaii prebyte¢na energie ve formé fotonu, ktery
ma podle Stokesova zdkona mensi energii nez foton absorbovany. Luminiscence je stejné
jako ramansky rozptyl vSesmérova.

Podle zpiisobu excitace elektronti v latce rozd€lujeme luminiscenci do nékolika sku-
pin. Pokud ziskana energie pochdzi z absorbovaného svétla, mluvime o fotoluminiscenci,
po urychleni elektront vznikd katodoluminiscence, pfi ozafovani materidlu rentgenovym
zafenim, gamma zafenim nebo proudem o nebo 3 ¢astic vznika radioluminiscence. Elek-
troluminiscence vznikd pii dodani energie latce pomoci elektrického pole, triboluminis-
cence ziskdva energii pomoci mechanickych sil, kdy latka pomoci tfeni ziska elektricky
naboj. U chemoluminiscence se vyuZziva energie ziskand z chemickych reakci, u biolumi-
niscence potiebna energie pochazi z biologickych procest. [8]

VétSina organickych molekul v zakladnim stavu md sudy pocet elektrond, které lezi
v nejniZsich molekulovych orbitalech. Podle Pauliho vylucovaciho principu se v kazdém
stavu mohou nachazet pouze dva elektrony s opaénym spinem. ProtoZe kazdy elektron
se snazi zaujmout stav s nejnizsi energii, jsou vSechny elektrony sparovany. Diky tomu je
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vysledny spin molekuly roven nule. Takovy stav, ktery nema zadné nesparované elektrony,
se nazyva singlet. Naopak molekula, kterda md dva nesparované elektrony, ma vysledny

spin roven 1, coZ znamena, Ze spinové momenty hybnosti nabyvaji hodnot —1,0,1. Takovy
stav se nazyva triplet. [9]

\"\-.
L)

Molecular potential energy
Malacular potential enargy

\‘\; &/

Internuclear distance

Internuclear distance

Obrazek 1.5: Franckiv—Condoniiv princip. Prevzato z [10].

Kdyz elektron ptfejde do vyssiho elektronového stavu, jddro atomu na tento pohyb reaguje,
protoZe jadro a elektrony na sebe navzdjem ptisobi Coulombickou silou. Franckiiv—Condo-
nav princip fika, Ze protoZe je hmotnost elektronu vyrazné mensi nez hmotnost jadra a
protoZe je tento pfechod velmi rychly (pfiblizné 10~13 s), jadro reaguje aZ po excitaci elek-
tronu, a to v podobé vibraci (vibrace probihaji pomaleji nez 104 s). Proto téméf pfi kazdé
excitaci elektronu se molekula také excituje do vyssiho vibracniho stavu. Presnéji tento
princi popisuje obrazek 1.5, na kterém je zobrazena potencidlni energie dvou elektro-
novych stavii u dvouatomové molekuly. ProtoZe se elektron pied exitaci nachdzel v misté
s nejniz$i potencidlni energii R, (v zdkladnim vibra¢nim stavu) a protoZe pii prechodu
elektronu do vyssiho stavu jsou jadra v klidu, ziska elektron potencidlni energii, kterd je
v grafu pfimo nad bodem R,, kde se pred excitaci nachédzel. Tento bod na horni kiivce
odpovida prisluSnému vibracnimu stavu, ktery elektron pfechodem ziskda. Podle kvantové
mechaniky molekula prejde ze zadkladniho vibracniho stavu do takového vibra¢niho stavu,
ktery mé nejpodobnéjsi vinovou funkci jako zékladni vibracni stav.

Excitované elektrony se mohou zbavit pfebyte¢né energie vice zpusoby, ¢asto se tato
energie preméni na teplo, ale mlize se také vyzafit napt. v podobé fotonu viditelného
svétla. Jednd se o fotoluminiscenci, kterd se déli na flourescenci a fosforescenci. Tyto
dva jevy se od sebe 1isi vice zptsoby. Prvni rozdil je v dobé, po kterou latka vyzatuje.
Fluorescence probiha jen dokud osvécujeme danou latku, kdyZ vypneme zdroj, zhasne 1
dand latka. Naopak u fosforescence po odstranéni zdroje latka jeSté néjakou dobu zafi.

Dal$im rozdilem je mechanismus téchto jevil, ktery je zndzornén na obrazku 1.6.
Pti fluorescenci probiha elektronovy prechod mezi excitovanym a zdkladnim singletem.
Po absorpci fotonu prejde elektron do vySsiho stavu, pficemz se excituje molekula do vys-
Stho vibracniho stavu. Pfi srdzkach s ostatnimi molekulami dojde k deexcitaci vibracni-
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ho stavu. Po urcité dobé molekula ptrejde do zakladniho elektronového stavu, pficemz se
vyzéii foton. Vyzafeny foton ma niZ$i energii neZ foton absorbovany, protoZe ¢ast energie
predala molekula okoli v pfi srazkach s ostatnimi molekulami. Jedna se o Stokestiv posun,
protoZe emitovany foton ma vétsi vinovou délku nez foton absorbovany.

Mechanismus fosforescence zacina stejné jako u fluorescence absorpci fotonu, pficemz
dojde k excitaci molekuly do vysSiho elektronového (singletu) i vibracniho stavu. Poté do-
jde k deexcitaci vibraniho stavu a pokud tento pfechod neprobéhne pfiliS rychle, prejde
elektron nezafiveé do blizkého tripletu. Pfechod mezi singletem a tripletem je malo pravdé-
podobny. Vétsi pravdépodobnost, Ze k takovému prechodu dojde, maji molekuly, které
obsahuji tézky atom. Potom pokracuje deexcitace vibracniho stavu v tripletu srazkami.
KdyzZ se molekula dostane az do zdkladniho vibra¢niho stavu, miZe elektron znovu piejit
do zédkladniho singletu, pfi¢emz se vyzafi foton. ProtoZe se znovu jednd o pfechod, ktery
je malo pravdépodobny, trva cely mechanismus fosforescence ponckud déle nez u fluo-
rescence. [10]

Energy
<
Energy
-

I

Obrizek 1.6: Mechanismus fluorescence (vlevo) a fosforescence (vpravo).
Prevzato z [10].

1.3.1 Absorpc¢ni spektrum

Absorpcni spektrum molekul je zajimavé z hlediska jeho souvislosti s luminiscenci. Latka,
ktera se excituje absorbovanim fotonu o urCité vlnové délce do vySsiho elektronového
stavu, se pozdéji zbavi prebyteCné energie vyzirenim nového fotonu o stejné nebo po-
dobné vinové délce, jako mél ptivodni foton. Proto v okoli mista piku v absorpénim spek-
tru miiZzeme oCekavat vétsi mnozstvi luminiscence.

Metoda méfici absorpci svétla latkou pfi riznych vinovych délkach se nazyva spektro-
fotometrie. Absorbovanou energii fotont latka vyuZije na excitaci elektrond, vibracnich a
rotacnich stavid. Proto se absorbuji takové fotony, jejichzZ energie odpovida elektronovym,
vibraénim a rotaénim pfechodim v dané molekule. MiiZeme méfit bud ¢arové absorpéni
spektrum, na kterém je zndzornéno celé spektrum vlnovych délek v rozsahu méfeni, je
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ovSem preruSeno nékolika ¢ernymi prouzky, které odpovidaji vinovym délkam absorbo-
vanych fotond. Druhou moZnosti je absorpcni kiivka, kterd vyznacuje, jakou Cast svételné
intenzity pfi prachodu latka pohltila v zavislosti na vinové délce.

Misto v molekule, kde dochdzi k elektronovym prechodiim mezi dvéma stavy, je-
jichZ energiovy rozdil odpovidd energii fotonu viditelného svétla, se nazyva chromofor.
NejcastéjSimi chromofory jsou karbonylové (C=0) a nitroskupiny (NO;) a dvojné vazby
mezi uhliky.

Kdyz dopadd paprsek svétla o intenzité Iy na latku, jeho ¢ast o intenzit€ I4 je absor-
bovdna, dal$i ¢4st o intenzité Ig se odrazi a zbytek svétla o intenzité I7 projde skrz danou
latku. MiZeme tedy napsat

In=IL4+Izr+1Ir. (1.10)
Proto poméry intenzit
I I I
bh_, k_p I_
Io Io Io
nazyvame popotadé€ pohltivost, odrazivost a propustnost. Po vydéleni rovnice (1.10) poca-
teCni intenzitou Iy tedy ziskdme vztah [11]

T (1.11)

1 =A+R+T. (1.12)

Zakladnim vztahem spektrofotometrie je Lambertiv-Beerdv zdkon. Lamberttiv zakon ¥i-
ka, Ze Cast svétla absorbovana prihlednou latkou je nezavisla na pocatecni intenzité svétla,
ale linedrné zdvisi na tlouStce materidlu. BohuZel Lambertova absorbance neni to samé
jako pohltivost z pfedchoziho vztahu, ale je definovand jako A’=—log,,T. Tedy

Iy

A =1 L
0L10 Ir

ki, (1.13)
kde [ je délka drédhy paprsku svétla v kyveté s méfenou litkou a k je konstanta speci-
ficka pro danou latku, kterou popisuje Beertiv zdkon. Beertiv zdkon fikd, Ze absorbo-
vané mnoZzstvi svétla je pfimo umérné koncentraci ¢ chromoforu, ptes ktery proslo. Tedy
k=egc, kde € je molarni absorpcni koeficient a je roven absorbanci roztoku o koncent-
raci 1 mol dm™> pii §ifce kyvety 1 cm. Kombinaci téchto dvou zikont tedy dostdvdme
Lamberttiv-Beertiv zdkon:

I
1og|01—: = ecl. (1.14)

Podle tohoto zdkona by méla byt zavislost absorbance na koncentraci linearni, prakticky
to ale plati pouze pro nizs$i koncentrace. Pfi vysSich koncentracich jsou molekuly bliz
u sebe, takze spolu vice interaguji a méni tim propustnost métrené latky. Odchylka od Lam-
bertova-Beerova zdkona také nastava, pokud dochazi k rozptylu svétla, protoze detektor
méfi proslé svétlo (propustnost) a zanedbava tim odrazivost a rozptyl svétla. Odrazivost
byva u roztokd zanedbatelnd, ale rozptyl svétla sili s jejich rostouci koncentraci, proto
u nékterych latek zvlasté pfi vyssich koncentracich neni zanedbatelny a zptsobuje od-
chylku od Lambertova-Beerova zdkona. [12]
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1.4 Metody potlacovani luminiscence

Jednim z problémt ramanské spektroskopie je luminiscence, ktera ve vétsi ¢i mensi mite
vznika v kazdém méfeném vzorku v disledku ozéareni latky laserem. V nékterych pfipa-
dech dosahuje luminiscence vysSich intenzit neZ ramansky signdl, takzZe jej zcela prekryje.
Abychom tedy ziskali ramanské spektrum, musime luminiscenci potlacit. Metody, jimiz
se toho dd dosdhnout, mizeme rozdélit do dvou skupin — na experimentdlni a matema-
tické. Experimentalni metody vyuZivaji fyzikdlnich vlastnosti luminiscence a ramansky
rozptyleného svétla, proto je preferujeme pired matematickymi, které se snazi potlacit lu-
miniscenci pomoci pocitacového algoritmu.

1.4.1 Experimentalni metody

Mezi experimentalni metody potlacovani luminiscence patii zména vinové délky, vysve-
covani luminiscence a zména intenzity excitace, rozdil v depolarizovanosti oproti raman-
skému signélu. Dale do této skupiny patfi vyuziti lock-inu, SERS a dal$i pokrocilé metody,
kterymi se nebudeme v této praci zabyvat.

Zména vinové délky

Se zménou vlnové délky smérem k cervenému konci spektra mnoZstvi luminiscence kles4,
protoze fotony o delsi vinové délce maji méné energie, a tim padem klesd pravdépodob-
nost, Ze se elektron ve vzorku excituje do vyssiho stavu. ProtoZe se mezi sériemi elek-
tronovych stavli nachazi zakazané pasy, které neobsahuji zadné elektronové hladiny, pfi
sniZzeni energie excitace klesd luminiscence skokové. Jedinou nevyhodou této metody je,
Ze i intenzita ramanského signélu I klesa se ¢tvrtou mocninou vinové délky A podle vztahu

8TN o2

W(l +cos?0), (1.15)

=1
kde Iy je intenzita laseru, N je pocet rozptylovych center, & je polarizovatelnost molekuly
vzorku, R je vzdélenost detektoru od vzorku, a 0 je uhel, pod kterym je rozptylené svétlo
sledovéno.

Vysvécovani luminiscence a zména intenzity

Pokud déle svitime laserem na méfeny vzorek, excitované elektrony postupné zapliuji
vySSi elektronové stavy v molekuldch vzorku, proto mnoZstvi emitované luminiscence
pomalu klesa. Po zaplnéni vSech vyssich elektronovych stavil se elektrony jiZ nemohou
déle excitovat a mnoZstvi luminiscence dosdhlo svého minima. Pokud pouZijeme laser

Vv

o vétsi intenzité, dojde k vyraznéjSimu a rychlejsimu potlaceni luminiscence.

Rozdil v depolarizovanosti

=

Svétlo je elektromagnetické vinéni, kde vektor elektrické intenzity E spolu s vektorem
magnetické indukce B kmitaji kolmo na sebe. V nepolarizovaném svétle kmitaji vektory
elektrické intenzity (a tudiZ i vektory magnetické indukce) jednotlivych svételnych vin
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ruznymi sméry. Kdyz vloZime takovému svételnému paprsku do cesty polarizator, pro-
jdou skrz néj pouze ty svételné viny, u kterych kmitd vektor E jen ve sméru, pro ktery
je polarizacni filtr propustny. Proslé svétlo je tedy linearné polarizované. Jednou z vlast-
nosti laseru je, Ze jeho svétlo je polarizované. Kdyz dojde k Ramanovu rozptylu, svétlo se
Castecné depolarizuje. Jak moc je rozptylené svétlo depolarizovano udava depolarizacni
pomér pg. Depolarizaéni pomér se vypocita jako intenzita rozptyleného svétla polarizo-
vaného kolmo na ptivodni smér vektoru E (oznacuje se jako zkriZend polarizace) ku inten-
zité rozptyleného svétla polarizovaného rovnobézné s piivodnim vektorem E (soubéznd
polarizace), [13]

I

—— (1.16)
I

PR
Svétlo vzniklé luminiscenci je vice depolarizované nez svétlo rozptylené, proto pokud
chceme s vyuZitim tohoto jevu luminiscenci potlacit, sta¢i zméfit spektrum v soubéZné po-
larizaci a spektrum v polarizaci zkfizené, a potom od sebe obé spektra odecist. Spektrum
ziskané rovnobéZnou polarizaci totiZ obsahuje znacné vic ramanského signalu nez spek-
trum naméfené polarizaci kolmou, pficemz obé spektra obsahuji pfiblizné stejné mnozstvi
luminiscence. Po optimalizovaném odecteni tedy ziskdme v idedlnim pfipadé pouze ra-
mansky signal. [14]

Na obrazku 1.7 vlevo je zndzornéno spektrum fenylalaninu v soubézné (Cervené) a
zkiizené (zelené) polarizaci. Vpravo je zobrazené spektrum v soubéZné polarizaci po op-
timalizovaném odecteni polarizace zkiizené. Ramansky signél je zde mnohem Iépe pozo-
rovatelny neZ v ptivodnich spektrech.
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Obrazek 1.7: Spektrum fenylalaninu v soub&zné a zkiizené polarizaci (vlevo) a
rozdil téchto spekter (vpravo). Vyrazny pik na 1 000 cm™! pati{ vibraci benze-
nového jadra.

1.4.2 Matematické metody

Existuje velké mnozstvi matematickych metod potlacovani luminiscence jako napiiklad
odecitani polynomidlniho pozadi, technika valici se koule nebo vyuZiti klouzavého praimeé-
ru. V této praci se zaméfime pouze na metodu klouzavého priméru.
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Klouzavy pramér

Jednou z moznosti potlaceni luminiscence je metoda klouzavého priméru. Pfi této metodé
se nejprve zvoli Sitka okoli bodu, které se ma primérovat. Pro kazdy bod tedy ziskame
novou zprumérovanou hodnotu, kterou program porovna s hodnotou ptivodniho spektra
a vybere z nich tu niz$i. Tento proces se miZe nékolikrat opakovat, ¢imz se spektrum
postupné vyhlazuje a zlstavaji na ném pouze veétsi a uzsi piky. Metoda ma tedy dva para-
metry: §itku okna primérovanych bodul a pocet opakovani. Oblasti spektra, ktera obsahuji
pouze Sum, se ovSem Vv ramci tohoto algoritmu vyhladi Gplné, coZ vypada nepfirozené.
Proto se do spektra vrati Sum tak, Ze se odecitd primér okoli i-t€ého bodu od i+ 1 bodu.
Cim $ir3{ oblast primérovanych hodnot pouZijeme, tim vice klesnou Siroké pasy lumi-
niscence, ale i Sir$i pasy ramanského signalu. Proto se musi zvolit §itka oblasti primérova-
nych hodnot tak, aby luminiscence klesla co nejvic, ale zaroven se pfili§ neodecetly i pasy
ramanského signdlu. Spradvné upravené spektrum by mélo byt vyrovnané s ostrymi ra-
manskymi piky a leZet blizko nulové hladiny intenzity. Pfiklad spektra upraveného klouza-
vym primérem je zobrazen na obrazku 1.8. [15, 16]
40 000 4000

" Asparagin 0.1M’ ' ' 160ct27b1_bkg — " Asparagin 0.1M’ ! " 160ct27b1_bkg_lumin —
160ct27b1_bkg — 3500

38000 -

36 000 3000

2500
34000 -
2000
32000 -
1500 |
30000 -
1000

28000 -
500

26 000 -

ramanska intenzita [counts]
ramanska intenzita [counts]

0|

24000 - 500 |

22 000 N , , , | \ , -1 000 , , , | , , \
900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1900

ramansky posun [1/cm] ramansky posun [1/cm]

Obrazek 1.8: Spektrum asparaginu pied (nahote) a po (dole) pouZiti klouzavého
pruméru.



2. Prakticka cast

Vsechny aminokyseliny byly méfeny ve vodném roztoku v kapiléie. Vlastnosti sklenénych
spektrometr Renishaw in Via, ktery md objektivy 5x, 20x a 50x, He-Ne laser o vlnové
délce 633 nm a vykonu 6,9 mW a Ar laser o vlnové délce 514 nm a vykonu 11,4 mW.
Déle byl pouzit spektrometr NT-MDT s He-Cd laserem o vilnové délce 442 nm a vykonu
25,5 mW a zelenym diodovym laserem o vinové délce 532 nm s ménitelnym vykonem
do1W.

Obréazek 2.1: Spektrometr Renishaw in Via (nahote vlevo) a NT-MDT TERS
(nahote vpravo) a technika méteni v kapildrach (dole).

Ve spektrech jsou uvedeny ndzvy méfeni, jejichz seznam je umistén v kapitole Laboratorni
denik.

_15—
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2.1 Voda

Na obrazku 2.2 je zndzornéno ramanské spektrum vody v kapilafe. Jeji nejvetsi dvojity pik,
ktery odpovida symetrickému natahovani molekuly vody, se nachdzi na 3 400 cm™!, dal§{
ponékud mensi pik miZzeme vidét na 1 600 cm~!, jenz odpovidd symetrickému ohyban{
molekuly vody. Protoze voda i vSechny aminokyseliny byly méfeny ve sklenéné kapilére,
na vétsing spekter je patrny ramansky signal amorfniho skla na 1 100 cm™! a také kolem
500 cm~!. Intenzitu ramanského signalu skla miZeme sniZit a7 tém&f na nulu, mé¥ime-li
v dostate¢né hloubce kapilary.

120 000

H20 ‘ ‘ ‘ 17aprifa

100 000 L
80 000 |
v, (3652 cm™)

60 000 |

40 000 |

v, (15695 cm™)

ramanska intenzita [counts]

20000

0 . . . L L . .
-500 0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000

ramansky posun [1/cm] v, (3756 cm™)

Obrizek 2.2: Ramanské spektrum vody s jejimi typickymi piky na 3 400 cm™!
a 1 600 cm™! (vlevo) a vibrace molekuly vody v plynném stavu (vpravo) [18].
V kapalném stavu se frekvence symetrického natahovani sniz{ z 3 652 cm™~! na
3 400 cm~! kvili vodikovym mistkdm.

Luminiscenci miZeme v malé mife pozorovat i u vody. Na obrazku 2.2 miZeme vidét,
ze celé spektrum je posunuto nahoru ve sméru svislé osy, takZze ma nenulovou inten-
zitu i v mistech, kde neni Zadny ramansky signdl. Tuto luminiscenci miZeme sniZit jako
v pfipadé aminokyselin napiiklad vysvicenim, které je zndzornéno na obrazku 2.3.
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Obrazek 2.3: Vysvécovani luminiscence vody.

Protoze vSechny aminokyseliny byly méfeny ve vodném roztoku v kapilére, bylo potfeba
z jejich spekter toto celkové pozadi odecist. Odecitani pozadi je zobrazeno na obrazku 2.4.
Vlevo vidime spektrum prolinu ve vodném roztoku (Cervené) a spektrum vody (zelené).
PrestoZe je odecitani optimalizované, Casto neni dokonalé kvuli riiznym pomértim intenzit
jednotlivych pikd vody a skla. Proto na obrazku 2.4 vpravo vidime, Ze po odecteni v okoli
3400 cm~! nenf zcela rovné pozadi a na 1600 cm™! zistal maly zbytek pasu vody.

ramanska intenzita [counts]

80 000 : : : : : : . 30 000 : : : : : _
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10 000

L L L L L -5 000 L L L L L L L
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Obrazek 2.4: Prolin pfed odectenim vody a voda (vlevo) a prolin po odecteni
vody (vpravo).

VSechna spektra v této kapitole jsou méfena Ar laserem o vinové délce 514 nm a vykonu

11,

4 mW, pii akumulaci 1x10 s a s objektivem 20x.
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2.2 Koncentracni studie

ProtoZe intenzita ramanského signdlu je imérna koncentraci studované latky, k méteni
byly vétSinou pouZzity nejvyS$i mozné koncentrace, maximalné vSak 1 M. Prestoze se
uvadi, Ze aminokyseliny jsou dobie rozpustné ve vodé¢, u vétSiny z nich 1 M roztok nelze
pfipravit. V tabulce 2 jsou pfevzaty maximdlni koncentrace, které 1ze za dané teploty
pripravit. Nékteré hodnoty se v§ak mohou od skutecnosti liSit, napfiklad kyselina aspa-
ragova byla pfipravena o koncentraci 0,05 M. Déle je v tabulce 2 uvedeno, Ze maximalni
koncentrace serinu pfi 25 °C je 3 M, zatimco v tabulce z jiného zdroje, podle které byl
tento roztok pfipraven, byla uvedena koncentrace pouze 0,5 M.

Tabulka 2: Zakladni vlastnosti aminokyselin. [19, 20]

Molarni Rozpustnost Maximalni
Aminokyselina hmotnost pri 25 °C koncentrace | pl
[g/mol] | [g/100 ml H,O] [M]

Alanin 89,09 16,63 1,867 6,01
Arginin 174,20 19,59 1,125 10,76
Asparagin 132,12 2,51 0,190 5,41
Cystein 121,15 2,56 0,211 5,07
Fenylalanin 165,19 2,80 0,170 5,48
Glutamin 146,15 4,25 0,291 5,65
Glycin 75,07 25,23 3,361 5,97
Histidin 155,16 4,36 0,281 7,59
Isoleucin 131,17 3,17 0,242 6,02
Kyselina asparagova | 133,10 0,51 0,038 2,77
Kyselina glutamova 147,13 0,88 0,060 3,22
Leucin 131,17 2,19 0,167 5,98
Lysin 146,19 24,66 1,687 9,74
Methionin 149,21 5,59 0,375 5,74
Prolin 115,13 130,07 11,298 6,48
Serin 105,09 36,57 3,480 5,68
Trheonin 119,12 9,79 0,822 5,87
Tryptofan 204,23 1,32 0,065 5,88
Tyrosin 181,19 0,05 0,003 5,66
Valin 117,15 5,87 0,501 5,97

Na nasledujicich obrazcich mizeme vidét, jak s klesajici koncentraci klesd intenzita pikd,
a tim 1 jejich zfetelnost vici pozadi. ZvySeni ramanského signdlu oproti pozadi miZeme
dosdhnout delsi dobou akumulace. Celkova akumulace nasledujicich obrazka je vzdy
100 s. K méfeni byl pouzit Ar laser o vinové délce 514 nm a vykonu 11,4 mW, a s objek-
tivem 20x.

Z tohoto hlediska je zajimavou aminokyselinou tryptofan. PiestoZze md velmi nizkou
koncentraci (pouze 0,05 M), intenzita jeho signédlu presahuje intenzitu vétSiny aminokyse-
lin o koncentraci 0,1 M (obrazek 2.6).
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Obréazek 2.5: Alanin 1 M, histidin 0,1 M, kyselina glutamové 0,05 M a tyrosin

0,002 M.
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Obrézek 2.6: Tryptofan 0,05 M.
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2.3 Luminiscence a jeji potlaceni

2.3.1 Zména vinové délky

Pii zméné& vlnové délky byl pouZit kromé zakladniho zeleného argonového laseru o vinové
délce 514 nm a vykonu 11,4 mW také Cerveny He-Ne laser o vinové délce 633 nm a
vykonu 6,9 mW a modry He-Cd laser o vinové délce 442 nm a vykonu 25,5 mW.

Podle ocekavani spektra namérena cervenym laserem obsahuji vice Sumu neZ spektra
naméfend zelenym laserem. Nicméné zatimco pfi méfeni se zelenym laserem u nékterych
aminokyselin detektor nedokazal kvili velkému mnozstvi luminiscence spektrum zazna-
menat, pfi pouziti Cerveného laseru se spektrum naméfit podafilo. Naopak pii méfeni
modrym laserem se intenzita ramanského signdlu mnohonasobné zvysila, pfibylo vSak i
mnozstvi luminiscence (obrazek 2.7). Spektra modrého laseru byla naméfena jinym spek-
trometrem, proto byla normovdna s vyuZitim referencnich spekter vody (celkem faktorem
26x intenzita pivodniho spektra, viz také kapitola Laboratorni denik).
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Obrazek 2.7: Lysin 1 M, fenylalanin 0,1 M, glycin 1 M a alanin 1 M, lasery o vl-
novych délkach 514 nm (zelené), 633 nm (Cervené) a 442 nm (modfe — inten-
zita byla vydélena padesiti), v§e normovano na 1x10 s spektrometru Renishaw s
vykonem 10 mW a vinovou délkou 514 nm.
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2.3.2 Vysvécovani luminiscence

Pti vysvéceni luminiscence byl laser pfiveden na vzorek se zatdtkem méreni, jednotliva
spektra byla méfena ihned po dokonceni méfeni predchoziho spektra. (Délka méreni jed-
noho spektra je priblizné 1 minuta.) Spekter bylo ziskano 10 — 20 v zdvislosti na tom, zda
luminiscence stile ubyvala.

Prestoze prvni spektrum lysinu 1 M na obrazku 2.8 bylo z poloviny saturované kvili
velkému mnoZstvi luminiscence, diky vysviceni luminiscence se jej povedlo ziskat témér
celé. Oproti tomu na druhém spektru lysinu 1 M je mnohem méné luminiscence, 1 kdyz jde
o stejny vzorek, protoze jednotlivé série spekter nebyly métreny ve stejny den, ale projevil
se zde vliv starnuti.
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Obrazek 2.8: Vysvécovani luminiscence u lysinu 1 M (2x v rizném stafi), lysinu
0,1 M a u histidinu 0,1 M (shora dold), (Ar laser 514 nm, 11,4 mW, 1x10 s,
objektiv 20x)
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2.3.3 Zména intenzity excitace

Ptfi zvySeni intenzity excitace ziskdvame silnéjsi ramansky signdl. Zaroven se rychleji a
vyraznéji vysvécuje luminiscencni pozadi. Na obrazku 2.9 jsou znazornény spektra ami-
nokyselin pfi riznych nominalnich vykonech laseru. Touto metodou se napiiklad podatilo
ziskat spektrum lysinu, ktery mél v disledku starnuti velmi mnoho luminiscence. K méfeni
byl pouZit zeleny diodovy laser o vinové délce 532 nm, pfi akumulaci 1x10 s a objektivu
20x.
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Obrazek 2.9: Alanin 1 M, lysin 1 M, fenylalanin 0,1 M a glycin 1 M pfi rizné
intenzité laseru.

Pii vysvécovani luminiscence laserem o vysoké intenzit€¢ dochazi k rychlejSimu a vyraz-
néjSimu poklesu luminiscenc¢niho pozadji, jak je zndzornéno na obrazku 2.10 na spektrech
lysinu 1 M a histidinu 0,1 M.
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Obrazek 2.10: Vysvécovani luminiscence lysinu 1 M (vlevo) a histidinu 0,1 M
(vpravo) (shora dold) pfi nomindlnim vykonu 1 W.

2.3.4 Rozdil v depolarizovanosti

Jak bylo popséno v teoretick
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¢ Casti, ramansky signdl je méné depolarizovany neZ lumi-
niscence. Proto optimadlnim odectenim spektra méfeného v kolmé polarizaci od spek-
tra méfené¢ho v soubézné polarizaci ziskdme v idedlnim pfipad€ pouze ramansky signal.
Na obréazku 2.11 je zndzornéno pouZziti t€to metody na spektru tryptofanu.
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Obrédzek 2.11: Spektrum tryptofanu ve soubéZné (Cervené) a zkiiZené (zeleng)

polarizaci (vlevo) a rozdil téchto dvou spekter (vpravo). Na 1 100 cm™

lse

nachazi ramansky signdl skla. (Ar laser 514 nm, 11,4 mW, 10x10 s, objektiv
20x)
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Na obréazku 2.12 byla pouzita tato metoda také pii vySsi intenzité laseru.
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Obrazek 2.12: Spektrum histidinu v soubézné (Cervené) a zkiizené (zelené) po-
larizaci (vlevo) a rozdil téchto dvou spekter (vpravo). Na 1 100 cm~! se nachdzi
ramansky signdl skla. (Diodovy laser 532 nm, 1 W, 1x10 s, objektiv 20x)

2.3.5 Klouzavy prumér

Na obrazku 2.13 je zndzornéno ramanské spektrum cysteinu pied a po jeho tpravé klouza-
vym prumérem pii Sifce okna 100 bodi a tfech iteracich. Spektrum je pomérn€ vyrovnané
a leZi blizko nulové hladiny intenzity. Stejné nastaveni bylo pouzito u vSech spekter upra-
venych touto metodou.
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Obréazek 2.13: Spektrum cysteinu pfed (vlevo) a po (vpravo) pouZiti klouzavého

praméru.
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2.4 Starnuti vzorku

Spektrum nékterych aminokyselin se v priibéhu ¢asu nijak neméni, u jinych naopak sledu-
jeme jejich vyvoj v ¢ase. U vétSiny aminokyselin, které se v ¢ase méni, miiZeme pozorovat
nartst luminiscence, u nékterych aminokyselin ale pfechodné sledujeme i jeji pokles. Mezi
aminokyseliny, jejichZ spektrum se v Case neméni, patii alanin, glutamin, isoleucin, leucin,
methionin, prolin a valin. Mirny pfirtistek luminiscence je patrny ve spektrech argininu,
asparaginu, kyseliny glutamové, serinu, threoninu a tyrosinu.
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Obrazek 2.14: Starnuti alaninu.

Nejveétsi nartist luminiscence probiha u lysinu, kde po kratké dobé je luminiscence tak
silnd, Ze saturuje detektor (po mésici je jiz polovina spektra saturovand pii koncentraci
1 M). Jin4 situace ovSem nastane, pokud pouZijeme lysin o niZs§i koncentraci. Na rozdil
od 1 M lysinu se vyvoj v ¢ase 0,1 M lysinu méni jen pozvolna. U této aminokyseliny
muZeme zaroven sledovat Zloutnuti jejiho roztoku.
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Obréizek 2.15: Starnuti fenylalaninu (vlevo) a histidinu (vpravo).

Druhou aminokyselinou, u které se luminiscence siln€ projevuje, je fenylalanin. Na obréaz-
ku 2.15 vlevo mizeme vidét, Ze po vice neZ tfech mésicich mad polovina spektra vétsi
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luminiscenci, nez je detektor pfi zvolené akumulaci schopen zachytit. O néco pomaleji
starne histidin, ktery je znazornén na stejném obrazku vpravo. Dale v prib&éhu ¢asu lumi-
niscence narostla u glycin a tryptofanu (obrazek 2.16).
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Obrazek 2.16: Starnuti glycinu (vlevo) a tryptofanu (vpravo).

Zvl1astni aminokyselinou, ktera prechodné vykazuje pokles luminiscence je kyselina aspa-
ragova, kterou mizeme vidét na obrazku 2.17 vlevo. Vpravo je ramanské spektrum cys-
teinu, ktery kvuli disulfidickym mustkiim vypadava z roztoku a krystalizuje na sténé ka-
pildry, takze klesa jeho koncentrace. Proto se v pribéhu ¢asu méni jeho spektrum.
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Obrazek 2.17: Starnuti kyseliny asparagové (vlevo) a starnuti cysteinu (vpravo).

Vsechna spektra byla méfena pomoci Ar laseru o vinové délce 514 nm a vykonu 11,4 mW,
pri akumulaci 1x10 s, s objektivem 20x.
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2.5 Spektra aminokyselin

V této kapitole byla ve vSech spektrech potlacena luminiscence. VSechny aminokyseliny
byly méfeny ve vodném roztoku. K méfeni byl pouZzit spektrometr Renishaw a zeleny
argonovy laser o vinové délce 514 nm a vykonu 11,4 mW na vzorku, pii celkové aku-
mulaci 100 s. Ze vSech spekter bylo nejprve odecteno spektrum kapilary s vodou, poté,
pokud bylo potieba, bylo spektrum upraveno metodou klouzavého priiméru o Siice okna
100 bodu a tfech opakovanich.
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Obrazek 2.18: Ramanské spektrum alaninu 1 M, prolinu 1 M, glicinu 1 M a
argininu 0,1 M.
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Obrazek 2.19: Ramanské spektrum fenylalaninu 0,1 M, histidinu 0,1 M, valinu
0,1 M, isoleucinu 0,1 M, serinu 0,1 M a trheoninu 0,1 M.
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Obrazek 2.20: Ramanské spektrum asparaginu 0,1 M, glutaminu 0,1 M, leucinu
0,1 M, methioninu 0,1 M, kyseliny asparagové 0,05 M a kyseliny glutamové

0,05 M.
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Obréazek 2.21: Ramanské spektrum tryptofanu 0,05 M, cysteinu 0,2 M, tyrosinu

0,002 M a lysinu 1 M.
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2.6 Laboratorni denik

Celkem bylo naméfeno nékolik set spekter, pficemz celkova doba vSech akumulaci presa-
hla 1 000 minut. V tabulce je uvedeno oznaceni a podminky jednotlivych méfeni pouZitych
v této praci.

NT-MDT:

442 Lys x Lys 1M 1x10s | He-Cd 441 nm, 25,5 mW
442 Phe_x Phe 0,1 M 1x10s | He-Cd 441 nm, 25,5 mW
442 Gly x Gly 1M 1x10s | He-Cd 441 nm, 25,5 mW
442 _Ala_x Ala 1M 1x10s | He-Cd 441 nm, 25,5 mW
H20_10mW H,O | — 1x10s | DPSL 532 nm, 10 mW
Ala_10mW Ala M 1x10s | DPSL 532 nm, 10 mW
Ala_50mW Ala 1M 1x10s | DPSL 532 nm, 50 mW
Ala_100mW Ala 1M 1x10s | DPSL 532 nm, 100 mW

Ala_200mW Ala 1M 1x10s | DPSL 532 nm, 200 mW
Ala_300mW Ala 1M 1x10s | DPSL 532 nm, 300 mW
Lys-10mW Lys 1M 1x10s | DPSL 532 nm, 10 mW
Lys-30mW Lys 1M 1x10s | DPSL 532 nm, 30 mW
Lys-50mW Lys 1M 1x10s | DPSL 532 nm, 50 mW
Lys_100mW Lys 1M 1x10s | DPSL 532 nm, 100 mW
Lys200mW Lys M 1x10s | DPSL 532 nm, 200 mW
Lys-500mW Lys 1M 1x10s | DPSL 532 nm, 500 mW
Lys_1000mW | Lys 1M 1x10s | DPSL 532 nm, 1000 mW
Phe_10mW Phe 0,1 M 1x10s | DPSL 532 nm, 10 mW
Phe_50mW Phe 0,1M | 1x10s | DPSL 532 nm, 50 mW
Phe_100mW Phe 0,1M | Ix10s | DPSL 532 nm, 100 mW
Phe_200mW Phe 0,1 M 1x10s | DPSL 532 nm, 200 mW
Phe_300mW Phe 0,1 M | Ix10s | DPSL 532 nm, 300 mW
Phe_500mW Phe 0,1M | Ix10s | DPSL 532 nm, 500 mW
Phe_1000mW | Phe 0,1M | Ix10s | DPSL 532 nm, 1000 mW
Gly-10mW Gly 1M 1x10s | DPSL 532 nm, 10 mW
Gly_30mW Gly 1M 1x10s | DPSL 532 nm, 30 mW
Gly_50mW Gly 1M 1x10s | DPSL 532 nm, 50 mW
Gly-100mW Gly 1M 1x10s | DPSL 532 nm, 100 mW

Gly-200mW Gly M 1x10s | DPSL 532 nm, 200 mW
Gly_300mW Gly 1M 1x10s | DPSL 532 nm, 300 mW
Gly_500mW Gly 1M 1x10s | DPSL 532 nm, 500 mW
Lys-1-22 Lys 1M 1x10s | DPSL 532 nm, 1000 mW
His_1-13 His 0,1M | Ix10s | DPSL 532 nm, 1000 mW
His_pol4 His 0,1 M 1x10s | DPSL 532 nm, 1000 mW
His_pol8 His 0,1M | Ix10s | DPSL 532 nm, 1000 mW

U DPSL laseru je uvddén nomindlni vykon, na vzorku je kolem 20% této hodnoty. Aby-
chom mohli porovnat spektra naméfend kazdé na jiném spektrometru, je potieba prepocitat
jejich intenzity. Pro pfepocet bylo pouzito spektrum vody 17aprllaa H20_10mW. K dosa-
Zeni stejné intenzity je tedy potieba intenzitu spekter ze spektrometru NT-MDT vyna-
sobit 260x. Tento pfepocet byl pouZzit u spekter mérenych He-Cd laserem o vinové délce
442 nm, aby mohla byt porovnana se spektry o jinych vlnovych délkach méfenych na pfis-
troji Renishaw. Kvili vysoké intenzité byla spektra He-Cd laseru vydélena padesati, tedy
celkové vynasobena 26x.
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Renishaw:
17aprlla H,O | — 1x10s Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan19d H,O | — 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan19d1-12 | H,O | — 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
Phe_soubezna | Phe 0,1 M 50x2 s Ar 514 nm, 11,43 mW
Phe_zkrizena Phe 0,1 M 50x2 s Ar 514 nm, 11,43 mW
Trp_soubezna | Trp 0,05 M 10x10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
Trp_zkrizena Trp 0,05 M 10x10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
160ct20b Ala 1M 1x10s Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan26f Pro 1M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
17marl14d Lys 1M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
17marl14d1 Lys 1M 1x10's He-Ne 633 nm, 6,91 mW
17marl4g Phe 0,1 M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
17marl4gl Phe 0,1 M 1x10's He-Ne 633 nm, 6,91 mW
17mar14f Gly 1M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
17mar14f1 Gly 1M 1x10's He-Ne 633 nm, 6,91 mW
17mar14b Ala 1M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
17mar14b1 Ala 1M 1x10s He-Ne 633 nm, 6,91 mW
17jan19b Lys 1M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan19b1-14 | Lys 1M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
17feb28b Lys 1M 20x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
17feb28¢c Lys 0,1 M 20x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
17jan26r2 His 0,1 M 20x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
160ct20b Ala 1M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan201 Ala 1M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
17aprl1b Ala 1M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
160ct6e Phe 0,1 M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan26q Phe 0,1 M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
17aprl1t Phe 0,1 M 1x10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
160ct06d His 0,1 M 1x10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan26r His 0,1 M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
17aprl1d His 0,1 M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
160ct20c Gly 1M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan26m Gly 1M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
17aprlle Gly 1M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
16nov10b Asp 0,05 M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan26¢ Asp 0,05 M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
17aprllo Asp 0,05 M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
16nov10e Cys 0,2M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan26b Cys 02M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
17aprllr Cys 0,2M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW
160ct20b1 Ala 1M 10x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
16sep29f1 Pro 1M 10x10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
160ct20c1 Gly 1M 10x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
160ct06b1 Arg 0,1 M 10x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
160ct06¢1 Phe 0,1 M 10x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
160ct06d1 His 0,1 M 10x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
160ct20d1 Val 0,1 M 10x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
160ct20el Ile 0,1 M 10x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
160ct20f1 Ser 0,1 M 10x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
16sep29d1 Thr 0,1 M 10x10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
160ct27b1 Asn 0,1 M 10x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
160ct27cl Gln 0,1 M 10x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
160ct27d1 Leu 0,1 M 10x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
160ct27el Met 0,1 M 10x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
16nov10bl Asp 0,05 M 10x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
16nov10cl Glu 0,05 M 10x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
16nov10d1 Trp 0,05 M 10x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
16nov10el Cys 0,2M 10x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
16nov10f1 Tyr 0,002M | 10x(1x10s) | Ar514 nm, 11,43 mW
16augl2e2 Lys 1M 1x10's Ar 514 nm, 11,43 mW

32



3. Zaver

Cilem této bakalaiské prace bylo aplikovat rizné metody potlaceni luminiscence a s vy-
uzitim téchto poznatkd co nejlépe potlacit luminiscenéni pozadi ve spektrech aminokyse-
lin. Z experimentdlnich metod potlaceni luminiscence byla pouzita zména vinové délky
laseru, vysvécovani luminiscence se zmé€nou intenzity excitace a rozdil v depolarizova-
nosti ramanského signdlu a luminiscence. Z matematickych metod byla pouZita metoda
klouzavého priméru.

Ukdzalo se, Ze velky vliv na luminiscen¢ni pozadi ma starnuti vzorki, v jehoz disledku
luminiscence u nékterych aminokyselin vyrazné roste. Proto méfeni Cerstvych vzorka
velmi usnadni praci pii potlacovani luminiscence.

Za pouziti laseru o vétsi vlnové délce mnoZzstvi luminiscence vyrazné kleslo, takze
jsme byli schopni naméfit i spektra aminokyselin, kterd byla pfi pouZiti laseru o kratsi
vlnové délce saturovand. Klesla ale i intenzita ramanského signdlu, takZe klesla i kva-
lita spekter. Pii pouZiti laseru o krat$i vlnové délce byl podle predpokladu ramansky
signdl silnéjsi, nicméné vzrostlo i mnoZstvi luminiscence. Pfi vysvécovani luminiscence
se podarilo sniZit luminiscen¢ni pozadi, dokonce pii pouZziti této metody na vzorek, jehoz
spektrum bylo zpocatku z poloviny saturované, jsme ziskali t€éméf celé jeho spektrum.
K vyraznému sniZeni luminiscence doSlo také pii zvySeni intenzity excitace, ¢imZ se
podafilo ziskat i spektra starSich vzorkd a vzorki s niZ$i intenzitou ramanského signdlu.
Dalsi pouZzitou metodou potlaceni luminiscence byl rozdil v depolarizovanosti ramanského
signdlu a luminiscence, pomoci kterého se podafilo luminiscenéni pozadi ze spektra ode-
Cist. Osvédcila se i metoda klouzavého pruméru, s jejiz pomoci byla ramanska spektra
vyrovnana a posazena na nulovou hladinu intenzity. Nevyhodou této metody vsak je, Ze
neni zaloZena na fyzikalnim principu a s jeji pomoci je mozné spektrum upravit témér
jakkoliv.

Celou situaci komplikovala nizka rozpustnost vétSiny aminokyselin, kvili které byla
intenzita ramanského signalu pomérné nizka. Presto se podafilo ziskat spektra vSech ami-
nokyselin s potlaCenym luminiscen¢nim pozadim.
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