
MASARYKOVA UNIVERZITA
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Abstrakt

V této bakalářské práci se věnujeme potlačenı́ luminiscenčnı́ho pozadı́ v ramanských
spektrech, které často ramanský signál překrývá. Z experimentálnı́ch metod potlačenı́
luminiscence byla použita změna vlnové délky laseru, vysvěcovánı́ luminiscence včetně
změny intenzity excitace a rozdı́l v depolarizovanosti ramanského signálu a luminiscence.
Z matematických metod potlačenı́ luminiscence se věnujeme metodě klouzavého průměru.
K měřenı́ byly použity 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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Úvod

Ramanská spektroskopie je nedestruktivnı́ analytickou metodou, která využı́vá rozdı́lných
vibračnı́ch stavů molekul k zı́skánı́ informacı́ o jejich struktuře. Protože každá molekula
má charakteristické vibračnı́ otisky, nenı́ problém pomocı́ ramanské spektroskopie od sebe
rozeznat i velmi podobné molekuly.

Při měřenı́ se ovšem potýkáme s několika komplikacemi. Kromě slabé intenzity ra-
manského rozptylu a možného zahřı́vánı́ studovaného vzorku je častým problémem lumi-
niscence, jejı́ž intenzita může být řádově vyššı́ než samotný ramanský signál. Abychom
tedy mohli ze spekter vyčı́st informace o struktuře molekul, musı́me nejprve luminiscenci
potlačit.

Metody potlačenı́ luminiscence dělı́me na experimentálnı́ a matematické, přičemž ex-
perimentálnı́ metody využı́vajı́ k potlačenı́ luminiscence jejı́ch fyzikálnı́ch vlastnostı́ a fy-
zikálnı́ch vlastnostı́ ramanského rozptylu, kdežto matematické metody se snažı́ luminis-
cenci potlačit pomocı́ počı́tačového algoritmu. Protože se od sebe jednotlivé molekuly lišı́
množstvı́m luminiscence, časovým vývojem jejich ramanského spektra a dalšı́mi vlast-
nostmi, použı́váme různé metody odstraněnı́ jejich luminiscenčnı́ho pozadı́. Pokud je to
možné, upřednostňujeme experimentálnı́ metody před matematickými.

V této bakalářské práci jsou v teoretické části popsány vybrané vlastnosti aminokyse-
lin, fyzikálnı́ vlastnosti luminiscence a ramansky rozptýleného světla a principy některých
experimentálnı́ch a matematických metod potlačenı́ luminiscence. V praktické části jsou
potom zobrazeny výsledky použitı́ těchto metod. K měřenı́ bylo použito 20 biogennı́ch
aminokyselin, které jsou základnı́mi stavebnı́mi podjednotkami proteinů. Jejich měřenı́
vždy probı́halo ve vodném roztoku ve skleněné kapiláře.
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1. Teoretická část

1.1 Aminokyseliny
Aminokyseliny jsou základnı́mi stavebnı́mi jednotkami proteinů. Skládajı́ se z aminosku-
piny NH2 a karboxylové skupiny COOH, které jsou navázané na společný atom uhlı́ku,
který se označuje Cα . Na tento uhlı́k se dále váže atom vodı́ku a postrannı́ řetězec, který
je charakteristický pro danou aminokyselinu. Podle uhlı́ku Cα jsou tyto aminokyseliny
označovány jako α-aminokyseliny. Existujı́ také β -, γ-, δ -aminokyseliny, které majı́ mezi
těmito charakteristickými skupinami vı́ce uhlı́ků. (β -aminokyseliny dva, γ-aminokyseliny
tři, atd.). Z tohoto hlediska můžeme kyselinu asparagovou označit jako α-aminokyselinu
i β -aminokyselinu a kyselinu glutamovou jako α- nebo γ-aminokyselinu. Každá ami-
nokyselina kromě glycinu se vyskytuje ve dvou izomerech, kde jeden izomer je zrca-
dlovým obrazem druhého. Označujı́ se jako D- a L-enantiomery. D-aminokyseliny majı́
postrannı́ řetězec ve Fisherově projekci orientován vpravo, zatı́mco L-aminokyseliny na-
opak vlevo. Navzájem se od sebe nelišı́ fyzikálnı́mi ani chemickými vlastnostmi, odlišujı́
se ale chemickými reakcemi s jinými enantiomery. Majı́ schopnost stáčet rovinu pola-
rizovaného světla, každý z enantiomerů ji ovšem stáčı́ v opačném směru. V přı́rodě se
D-aminokyseliny vyskytujı́ jen vzácně.

Protože aminokyseliny obsahujı́ kladně nabitou NH+
3 skupinu a zároveň záporně na-

bitou COO− skupinu, tvořı́ tzv. zwitterion. Zwitterion je molekula obsahujı́cı́ kladný i
záporný náboj tak, že je celkově neutrálnı́. Dı́ky tomu má každá aminokyselina charakte-
ristickou hodnotu pH, při které je celkově neutrálnı́. Tato hodnota pH se nazývá izoelek-
trický bod a značı́ se pI. Při této hodnotě pH se molekula v elektrickém poli nepohybuje.
Pokud se daná aminokyselina nacházı́ v prostředı́, které je kyselejšı́, zı́skává kladný náboj
a naopak v prostředı́ s vyššı́m pH zı́skává náboj záporný. Hodnoty pI jednotlivých amino-
kyselin jsou uvedeny v praktické části v tabulce 2. [1]

Existuje 20 biogennı́ch L-α-aminokyselin, jejichž strukturnı́ vzorce jsou znázorněny
na obrázku 1.1. Každou aminokyselinu označujeme trojpı́smennou nebo jednopı́smennou
zkratkou, jejichž seznam je uveden v tabulce 1. Podle postrannı́ho řetězce aminokyseliny
dělı́me do několika skupin:

Aminokyseliny s alifatickým postrannı́m řetězcem. Postrannı́ řetězec těchto amino-
kyselin se skládá pouze z atomů uhlı́ku a vodı́ku a zároveň nenı́ cyklický. Kvůli tomuto
atomovému složenı́ je nepolárnı́ a tı́m pádem neinteraguje dobře s vodou – je hydrofobnı́.
Zároveň je chemicky neaktivnı́. Do této skupiny patřı́ glycin, alanin, valin, leucin a izole-
ucin.

Aminokyseliny s hydroxylovou skupinou. Kvůli přı́tomnosti OH skupiny patřı́ serin
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1. Teoretická část 3

a threonin mezi polárnı́ aminokyseliny. Jednou z jejich významných vlastnostı́ je schop-
nost reagovat s fosfátovou skupinou, přičemž vzniká fosfoserin nebo fosfothreonin. Dalšı́
aminokyselinou s hydroxylovou skupinou je tyrosin, který se od předchozı́ch dvou ami-
nokyselin lišı́ svými vlastnostmi (např. je hydrofobnı́).

Obrázek 1.1: Strukturnı́ vzorce aminokyselin. Převzato z [2].

Aminokyseliny obsahujı́cı́ atom sı́ry. Atomem sı́ry se vyznačujı́ aminokyseliny cystein
a methionin. U methioninu tento atom reaguje předevšı́m s komplexy těžkých kovů, ob-
zvláště pokud obsahujı́ rtut’ nebo platinu. Také může být oxidován na sulfoxid nebo na sul-
fon. Na rozdı́l od methioninu cystein obsahuje thiolovou skupinu SH, dı́ky čemuž je velmi
reaktivnı́. Jednotlivé molekuly cysteinu tvořı́ mezi sebou disulfidické můstky.

Kyselé aminokyseliny. Do této skupiny se řadı́ kyselina asparagová a kyselina gluta-
mová, protože obsahujı́ v postrannı́m řetězci karboxylovou skupinu COOH. Jejı́ vodı́k je
ve fyziologickém prostředı́ disociován, takže skupina COO− nese záporný náboj. Probı́ha-
jı́ u nich reakce typické pro organické kyseliny, např. esterifikace s alkoholy nebo neutra-
lizace.

Amidy kyseliny asparagové a kyseliny glutamové – asparagin a glutamin. Vy-
značujı́ se nereaktivnı́ polárnı́ skupinou CONH2, která je labilnı́ v zásaditém prostředı́
a při vysokých teplotách. Zároveň je schopna tvořit vodı́kové můstky.

Bazické aminokyseliny. Mezi bazické aminokyseliny se řadı́ arginin, lysin a v někte-
rých přı́padech i histidin. Nejbazičtějšı́ z nich je arginin, který obsahuje ve svém po-
strannı́m řetězci guaninovou skupinu. Po argininu následuje lysin, který se vyznačuje ba-
zickou NH2 skupinu, zatı́mco histidin nabývá kladný náboj pouze v kyselejšı́m prostředı́.
Histidin je charakteristický svou imidazolovou skupinou. Arginin má kladný náboj rozlo-
žen po celé guanidinové skupině.

Aminokyseliny s aromatickými kruhy. Jejich vlastnostı́ je schopnost absorbovat
světlo v UV oblasti – mezi 250 a 350 nm. Patřı́ mezi ně tryptofan, tyrosin a fenylala-
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nin.
Iminokyselina. Tak bývá označován prolin, jehož postrannı́ řetězec je cyklicky navá-

zán na NH2 skupinu, která kvůli této vazbě ztratila jeden vodı́k. [3]

Aminokyseliny se k sobě vážou peptidovou vazbou, která vzniká mezi aminoskupinou
jedné aminokyseliny a karboxylovou skupinou druhé aminokyseliny za vyloučenı́ jedné
molekuly vody. Tı́mto způsobem vzniká peptid. Peptidová vazba (CONH) je planárnı́ a
peptidová páteř se skládá z atomu dusı́ků z aminoskupin, α-uhlı́ků a uhlı́ků karboxylových
skupin jednotlivých aminokyselin. Proteinová páteř se může protáčet kolem vazeb N−Cα

a Cα−C, což můžeme popsat pomocı́ dihedrálnı́ch (torznı́ch) úhlů Φ a Ψ mezi rovinami
C,N,Cα a N,Cα ,C (úhel Φ) a rovinami N,Cα ,C a Cα ,C,N (úhel Ψ). Hodnoty, kterých tyto
dihedrálnı́ úhly v biomolekulách nabývajı́, jsou znázorněny v Ramachandranově diagramu
na obrázku 1.2. Podle těchto hodnot nabývá protein některé ze dvou sekundárnı́ch struktur
– α-šroubovice, která může být pravotočivá i levotočivá, nebo β -skládaného listu. [4]

Obrázek 1.2: Proteinová páteř z vyznačenými úhly Φ a Ψ (nahoře) a Rama-
chandranův diagram – závislost úhlů Φ a Ψ, které určujı́ sekundárnı́ strukturu
proteinů (dole). [4, 5]
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Tabulka 1: Trojpı́smenné a jednopı́smenné zkratky aminokyselin.

Alanin Ala A Kyselina glutamová 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 Gln Q Serin Ser S
Glycin Gly G Trheonin Thr T
Histidin His H Tryptofan Trp W
Isoleucin Ile I Tyrosin Tyr Y
Kyselina asparagová Asp D Valin Val V

1.2 Ramanská spektroskopie
Když dopadá monochromatická vlna o úhlové frekvenci ω1 na měřený vzorek, většina
nepohlceného světla vzorkem projde nebo se od něj odrazı́ beze změny frekvence. Část
zářenı́ ovšem zı́ská nové frekvence ω1±ω2 s diskrétnı́mi hodnotami ω2. Ukazuje se, že
frekvence ω2 odpovı́dajı́ energiı́m přechodu mezi jednotlivými vibračnı́mi nebo rotačnı́mi
stavy molekul ve vzorku.

Když vložı́me molekulu do elektrického pole (světelné vlny), vytvořı́ se v lineárnı́m
přiblı́ženı́ indukovaný elektrický dipólový moment ~P přı́mo úměrný vektoru elektrického
pole ~E

~P = α~E, (1.1)

kde α je polarizovatelnost molekuly. Ta se ovšem může měnit v důsledku kmitánı́ mole-
kuly. Hodnota polarizovatelnosti pro malé výchylky vycházı́ z Taylorova rozvoje do prvnı́-
ho řádu:

α = α0 +

(
∂α

∂q

)
0

q, (1.2)

přičemž α0 je polarizovatelnost molekuly v rovnovážné poloze a q je zobecněná výchylka
atomů z rovnovážné polohy vyvolaná vibracı́ molekuly v čase t s amplitudou qA a úhlovou
frekvencı́ ω2,

q = qA cos(ω2t). (1.3)

Po dosazenı́ rovnice (1.3) do rovnice (1.2), zı́skáme

α = α0 +

(
∂α

∂q

)
0

qA cos(ω2t). (1.4)

Zároveň elektrická složka dopadajı́cı́ho světla E kmitá s úhlovou frekvencı́ ω1 a amplitu-
dou EA,

E = EA cos(ω1t). (1.5)
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Když tedy dosadı́me rovnice (1.4) a (1.5) do vztahu (1.1), dostaneme následujı́cı́ vztah

P = α0EA cos(ω1t)+
(

∂α

∂q

)
0

qA cos(ω2t)EA cos(ω1t),

který můžeme dále upravit do tvaru

P = α0EA cos(ω1t)+
(

∂α

∂q

)
0

qAEA

2

[
cos [(ω1−ω2)t]+ cos [(ω1 +ω2)t]

]
. (1.6)

Prvnı́ člen rovnice (s úhlovou frekvencı́ ω1) popisuje Rayleighův rozptyl, dalšı́ dva členy
patřı́ Ramanovu rozptylu: člen s frekvencı́ ω1−ω2 popisuje Stokesův posun a zbývajı́cı́
člen o frekvenci ω1+ω2 popisuje anti-Stokesův posun.

Rayleighův rozptyl vzniká elastickou srážkou fotonu s molekulou, takže při něm ne-
docházı́ k výměně energie. Naopak jevu, který vzniká při neelastické srážce fotonu s mo-
lekulou, při nı́ž docházı́ ke změně frekvence, se řı́ká Ramanův rozptyl. Oba rozptyly jsou
všesměrové.

Z rovnice (1.6) také vyplývá, že aby se světlo rozptylovalo neelasticky, musı́ se měnit
polarizovatelnost molekuly s výchylkou vibrace:(

∂α

∂q

)
0
6= 0. (1.7)

Ramanská spektroskopie je nedestruktivnı́ analytická metoda založená na nepružném roz-
ptylu světla, který byl předpovězen Smekalem v roce 1923. Poprvé byl pozorován Rama-
nem v roce 1928, po kterém je tento jev pojmenován. Fotony s nižšı́ frekvencı́ ω1−ω2
předaly část své energie molekule vzorku, s nı́ž se neelasticky srazily a tı́m ji vybudily
do vyššı́ho vibračnı́ho nebo rotačnı́ho stavu. Pokud se ale foton srazı́ neelasticky s mole-
kulou ve vyššı́m vibračnı́m stavu, může dojı́t k přenosu energie z molekuly na foton. Vib-
race se tı́mto způsobem deexcituje a foton zı́ská frekvenci ω1+ω2. Protože tato změna
frekvence probı́há proti Stokesovu posunu, nazývá se anti-Stokesovým posunem. Vzhle-
dem k tomu, že za normálnı́ch podmı́nek je většina molekul v základnı́m stavu, docházı́
ke Stokesovu posunu častěji než k anti-Stokesovu. Poměr počtu molekul N1 nacházejı́cı́ch
se v excitovaném stavu o energii E1 a počtu molekul N0 v základnı́m stavu o energii E0 je
za dané teploty dán vztahem:

N1

N0
= e(E0−E1)/kT , (1.8)

kde T je termodynamická teplota a k je Boltzmannova konstanta. [6]
Kvantová teorie vysvětluje Ramanův rozptyl podobně s tı́m rozdı́lem, že energie fo-

tonů i vibračnı́ch stavů je kvantována. Molekula si proto nemůže vzı́t pouze část ener-
gie fotonu, ale pohltı́ všechnu jeho energii, přičemž se excituje na virtuálnı́ elektrono-
vou hladinu. Krátce poté může přejı́t do nového vibračnı́ho stavu, a následně se zbavı́
přebytečné energie formou vyzářenı́ fotonu při deexcitaci elektronového stavu. Pokud
energie vyzářeného fotonu je stejná jako energie původnı́ho fotonu (tedy nedošlo ke změně
vibračnı́ho stavu), jedná se Rayleighův rozptyl. Pokud má vyzářený foton jinou energii,
než foton pohlcený, jedná se o Ramanův rozptyl, při kterém molekula přejde do nového



1. Teoretická část 7

Obrázek 1.3: Schéma přechodů mezi vibračnı́mi stavy (znázorněny plnými
čarami) Rayleigho rozptylu a obou přı́padů Ramanova rozptylu. Virtuálnı́ elek-
tronové hladiny jsou zobrazeny přerušovanou čarou. [7]

vibračnı́ho stavu. V přı́padě Ramanova rozptylu podle Stokesova principu, kdy vyzářený
foton má energii nižšı́ než původnı́ foton, molekula skončı́ ve vyššı́m vibračnı́m stavu a
naopak v přı́padě Ramanova rozptylu podle anti-Stokesova principu se vyzářı́ foton s vyššı́
energiı́, než byla energie absorbovaného fotonu a molekula se na konci procesu nacházı́
v nižšı́m vibračnı́m stavu, než byla na začátku. Schéma těchto přechodů je znázorněno
na obrázku 1.3. [7]

Ramanská spektroskopie má řadu výhod i nevýhod. Mezi výhody patřı́, že se jedná
o nedestruktivnı́ metodu, že zkoumaný vzorek může být v pevném, kapalném i plynném
skupenstvı́, dále že k zı́skánı́ spektra stačı́ pouze malý objem vzorku. Nevýhodou této
spektroskopie je, že Ramanův rozptyl je velmi slabý, rozptýlı́ se přibližně jeden foton
z milionu. Dalšı́ stinnou stránkou této metody je, že mı́sto na vzorku, kam laserový paprsek
dopadá, je jı́m zahřı́váno. Poslednı́ nevýhodou je luminiscence, která u některých vzorků
překrývá ramanský signál.

V ramanském spektru se na vodorovnou osu vynášı́ ramanský posun v cm−1. Tento
posun přı́mo odpovı́dá vibračnı́m frekvencı́m měřené molekuly a v přı́padě potřeby z něj
můžeme poměrně jednoduše vypočı́tat vlnovou délku rozptýleného fotonu. Nejprve je
třeba převést vlnovou délku použitého laseru z nm do cm−1. Napřı́klad pro zelený la-
ser o vlnové délce 514 nm tato hodnota vycházı́ přibližně 19 455 cm−1. Od této hodnoty
odečteme hodnotu ramanského posunu daného pı́ku, protože měřı́me v oblasti Stokesova
posunu. Aminokyseliny majı́ charakteristické vibračnı́ otisky (tzv. fingerprint) kolem hod-
noty 1 400 cm−1, proto jako přı́klad uvedu tuto hodnotu. Po odečtenı́ od vlnočtu zeleného
laseru zı́skáme hodnotu 18 055 cm−1, tedy po převedenı́ zpět 553,86 nm. Ramanský posun
0 cm−1 vždy odpovı́dá vlnové délce laseru. Jinak řečeno, vlnočet ramanského posunu ∆ν

se vypočı́tá ze vztahu

∆ν =
1
λl
− 1

λ
, (1.9)
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kde λl je vlnová délka laseru a λ je vlnová délka rozptýleného světla.
Na svislou osu ramanského spektra se vynášı́ ramanská intenzita, zpravidla v počtech

fotonů zachycených detektorem. Na obrázku 1.4 je přı́klad ramanského spektra alaninu.

Obrázek 1.4: Ilustračnı́ ramanské spektrum alaninu (Ar-ion laser 514 nm,
11,43 mW, 1×10 s, objektiv 20×), po odečtenı́ ramanského spektra kapiláry s vo-
dou.

1.3 Luminiscence
Luminiscencı́ se látka zbavuje přebytečné energie vyzářenı́m fotonu nejčastěji v oblasti
viditelného světla, infračerveného nebo UV zářenı́. Elektron v dané látce nejprve absor-
buje kvantum energie, čı́mž se excituje do vyššı́ho energetického stavu. Poté se zpravidla
zbavı́ části energie kaskádou nezářivých přechodů, než se dostane na hladinu, ze které
vrátı́ zpět do základnı́ho stavu. Přitom se vyzářı́ přebytečná energie ve formě fotonu, který
má podle Stokesova zákona menšı́ energii než foton absorbovaný. Luminiscence je stejně
jako ramanský rozptyl všesměrová.

Podle způsobu excitace elektronů v látce rozdělujeme luminiscenci do několika sku-
pin. Pokud zı́skaná energie pocházı́ z absorbovaného světla, mluvı́me o fotoluminiscenci,
po urychlenı́ elektronů vzniká katodoluminiscence, při ozařovánı́ materiálu rentgenovým
zářenı́m, gamma zářenı́m nebo proudem α nebo β částic vzniká radioluminiscence. Elek-
troluminiscence vzniká při dodánı́ energie látce pomocı́ elektrického pole, triboluminis-
cence zı́skává energii pomocı́ mechanických sil, kdy látka pomocı́ třenı́ zı́ská elektrický
náboj. U chemoluminiscence se využı́vá energie zı́skaná z chemických reakcı́, u biolumi-
niscence potřebná energie pocházı́ z biologických procesů. [8]

Většina organických molekul v základnı́m stavu má sudý počet elektronů, které ležı́
v nejnižšı́ch molekulových orbitalech. Podle Pauliho vylučovacı́ho principu se v každém
stavu mohou nacházet pouze dva elektrony s opačným spinem. Protože každý elektron
se snažı́ zaujmout stav s nejnižšı́ energiı́, jsou všechny elektrony spárovány. Dı́ky tomu je
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výsledný spin molekuly roven nule. Takový stav, který nemá žádné nespárované elektrony,
se nazývá singlet. Naopak molekula, která má dva nespárované elektrony, má výsledný
spin roven 1, což znamená, že spinové momenty hybnosti nabývajı́ hodnot−1,0,1. Takový
stav se nazývá triplet. [9]

Obrázek 1.5: Franckův–Condonův princip. Převzato z [10].

Když elektron přejde do vyššı́ho elektronového stavu, jádro atomu na tento pohyb reaguje,
protože jádro a elektrony na sebe navzájem působı́ Coulombickou silou. Franckův–Condo-
nův princip řı́ká, že protože je hmotnost elektronu výrazně menšı́ než hmotnost jádra a
protože je tento přechod velmi rychlý (přibližně 10−15 s), jádro reaguje až po excitaci elek-
tronu, a to v podobě vibracı́ (vibrace probı́hajı́ pomaleji než 10−14 s). Proto téměř při každé
excitaci elektronu se molekula také excituje do vyššı́ho vibračnı́ho stavu. Přesněji tento
princi popisuje obrázek 1.5, na kterém je zobrazena potenciálnı́ energie dvou elektro-
nových stavů u dvouatomové molekuly. Protože se elektron před exitacı́ nacházel v mı́stě
s nejnižšı́ potenciálnı́ energiı́ Re (v základnı́m vibračnı́m stavu) a protože při přechodu
elektronu do vyššı́ho stavu jsou jádra v klidu, zı́ská elektron potenciálnı́ energii, která je
v grafu přı́mo nad bodem Re, kde se před excitacı́ nacházel. Tento bod na hornı́ křivce
odpovı́dá přı́slušnému vibračnı́mu stavu, který elektron přechodem zı́ská. Podle kvantové
mechaniky molekula přejde ze základnı́ho vibračnı́ho stavu do takového vibračnı́ho stavu,
který má nejpodobnějšı́ vlnovou funkci jako základnı́ vibračnı́ stav.

Excitované elektrony se mohou zbavit přebytečné energie vı́ce způsoby, často se tato
energie přeměnı́ na teplo, ale může se také vyzářit např. v podobě fotonu viditelného
světla. Jedná se o fotoluminiscenci, která se dělı́ na flourescenci a fosforescenci. Tyto
dva jevy se od sebe lišı́ vı́ce způsoby. Prvnı́ rozdı́l je v době, po kterou látka vyzařuje.
Fluorescence probı́há jen dokud osvěcujeme danou látku, když vypneme zdroj, zhasne i
daná látka. Naopak u fosforescence po odstraněnı́ zdroje látka ještě nějakou dobu zářı́.

Dalšı́m rozdı́lem je mechanismus těchto jevů, který je znázorněn na obrázku 1.6.
Při fluorescenci probı́há elektronový přechod mezi excitovaným a základnı́m singletem.
Po absorpci fotonu přejde elektron do vyššı́ho stavu, přičemž se excituje molekula do vyš-
šı́ho vibračnı́ho stavu. Při srážkách s ostatnı́mi molekulami dojde k deexcitaci vibračnı́-
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ho stavu. Po určité době molekula přejde do základnı́ho elektronového stavu, přičemž se
vyzářı́ foton. Vyzářený foton má nižšı́ energii než foton absorbovaný, protože část energie
předala molekula okolı́ v při srážkách s ostatnı́mi molekulami. Jedná se o Stokesův posun,
protože emitovaný foton má většı́ vlnovou délku než foton absorbovaný.

Mechanismus fosforescence začı́ná stejně jako u fluorescence absorpcı́ fotonu, přičemž
dojde k excitaci molekuly do vyššı́ho elektronového (singletu) i vibračnı́ho stavu. Poté do-
jde k deexcitaci vibračnı́ho stavu a pokud tento přechod neproběhne přı́liš rychle, přejde
elektron nezářivě do blı́zkého tripletu. Přechod mezi singletem a tripletem je málo pravdě-
podobný. Většı́ pravděpodobnost, že k takovému přechodu dojde, majı́ molekuly, které
obsahujı́ těžký atom. Potom pokračuje deexcitace vibračnı́ho stavu v tripletu srážkami.
Když se molekula dostane až do základnı́ho vibračnı́ho stavu, může elektron znovu přejı́t
do základnı́ho singletu, přičemž se vyzářı́ foton. Protože se znovu jedná o přechod, který
je málo pravděpodobný, trvá celý mechanismus fosforescence poněkud déle než u fluo-
rescence. [10]

Obrázek 1.6: Mechanismus fluorescence (vlevo) a fosforescence (vpravo).
Převzato z [10].

1.3.1 Absorpčnı́ spektrum
Absorpčnı́ spektrum molekul je zajı́mavé z hlediska jeho souvislosti s luminiscencı́. Látka,
která se excituje absorbovánı́m fotonu o určité vlnové délce do vyššı́ho elektronového
stavu, se později zbavı́ přebytečné energie vyzářenı́m nového fotonu o stejné nebo po-
dobné vlnové délce, jako měl původnı́ foton. Proto v okolı́ mı́sta pı́ku v absorpčnı́m spek-
tru můžeme očekávat většı́ množstvı́ luminiscence.

Metoda měřı́cı́ absorpci světla látkou při různých vlnových délkách se nazývá spektro-
fotometrie. Absorbovanou energii fotonů látka využije na excitaci elektronů, vibračnı́ch a
rotačnı́ch stavů. Proto se absorbujı́ takové fotony, jejichž energie odpovı́dá elektronovým,
vibračnı́m a rotačnı́m přechodům v dané molekule. Můžeme měřit bud’ čárové absorpčnı́
spektrum, na kterém je znázorněno celé spektrum vlnových délek v rozsahu měřenı́, je
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ovšem přerušeno několika černými proužky, které odpovı́dajı́ vlnovým délkám absorbo-
vaných fotonů. Druhou možnostı́ je absorpčnı́ křivka, která vyznačuje, jakou část světelné
intenzity při průchodu látka pohltila v závislosti na vlnové délce.

Mı́sto v molekule, kde docházı́ k elektronovým přechodům mezi dvěma stavy, je-
jichž energiový rozdı́l odpovı́dá energii fotonu viditelného světla, se nazývá chromofor.
Nejčastějšı́mi chromofory jsou karbonylové (C=O) a nitroskupiny (NO2) a dvojné vazby
mezi uhlı́ky.

Když dopadá paprsek světla o intenzitě I0 na látku, jeho část o intenzitě IA je absor-
bována, dalšı́ část o intenzitě IR se odrazı́ a zbytek světla o intenzitě IT projde skrz danou
látku. Můžeme tedy napsat

I0 = IA + IR + IT . (1.10)

Proto poměry intenzit
IA

I0
= A,

IR

I0
= R,

IT

I0
= T (1.11)

nazýváme popořadě pohltivost, odrazivost a propustnost. Po vydělenı́ rovnice (1.10) počá-
tečnı́ intenzitou I0 tedy zı́skáme vztah [11]

1 = A+R+T. (1.12)

Základnı́m vztahem spektrofotometrie je Lambertův-Beerův zákon. Lambertův zákon řı́-
ká, že část světla absorbovaná průhlednou látkou je nezávislá na počátečnı́ intenzitě světla,
ale lineárně závisı́ na tloušt’ce materiálu. Bohužel Lambertova absorbance nenı́ to samé
jako pohltivost z předchozı́ho vztahu, ale je definovaná jako A′=−log10T . Tedy

A′ = log10
I0

IT
= kl, (1.13)

kde l je délka dráhy paprsku světla v kyvetě s měřenou látkou a k je konstanta speci-
fická pro danou látku, kterou popisuje Beerův zákon. Beerův zákon řı́ká, že absorbo-
vané množstvı́ světla je přı́mo úměrné koncentraci c chromoforu, přes který prošlo. Tedy
k=εc, kde ε je molárnı́ absorpčnı́ koeficient a je roven absorbanci roztoku o koncent-
raci 1 mol dm−3 při šı́řce kyvety 1 cm. Kombinacı́ těchto dvou zákonů tedy dostáváme
Lambertův-Beerův zákon:

log10
I0

IT
= εcl. (1.14)

Podle tohoto zákona by měla být závislost absorbance na koncentraci lineárnı́, prakticky
to ale platı́ pouze pro nižšı́ koncentrace. Při vyššı́ch koncentracı́ch jsou molekuly blı́ž
u sebe, takže spolu vı́ce interagujı́ a měnı́ tı́m propustnost měřené látky. Odchylka od Lam-
bertova-Beerova zákona také nastává, pokud docházı́ k rozptylu světla, protože detektor
měřı́ prošlé světlo (propustnost) a zanedbává tı́m odrazivost a rozptyl světla. Odrazivost
bývá u roztoků zanedbatelná, ale rozptyl světla sı́lı́ s jejich rostoucı́ koncentracı́, proto
u některých látek zvláště při vyššı́ch koncentracı́ch nenı́ zanedbatelný a způsobuje od-
chylku od Lambertova-Beerova zákona. [12]
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1.4 Metody potlačovánı́ luminiscence
Jednı́m z problémů ramanské spektroskopie je luminiscence, která ve většı́ či menšı́ mı́ře
vzniká v každém měřeném vzorku v důsledku ozářenı́ látky laserem. V některých přı́pa-
dech dosahuje luminiscence vyššı́ch intenzit než ramanský signál, takže jej zcela překryje.
Abychom tedy zı́skali ramanské spektrum, musı́me luminiscenci potlačit. Metody, jimiž
se toho dá dosáhnout, můžeme rozdělit do dvou skupin – na experimentálnı́ a matema-
tické. Experimentálnı́ metody využı́vajı́ fyzikálnı́ch vlastnostı́ luminiscence a ramansky
rozptýleného světla, proto je preferujeme před matematickými, které se snažı́ potlačit lu-
miniscenci pomocı́ počı́tačového algoritmu.

1.4.1 Experimentálnı́ metody
Mezi experimentálnı́ metody potlačovánı́ luminiscence patřı́ změna vlnové délky, vysvě-
covánı́ luminiscence a změna intenzity excitace, rozdı́l v depolarizovanosti oproti raman-
skému signálu. Dále do této skupiny patřı́ využitı́ lock-inu, SERS a dalšı́ pokročilé metody,
kterými se nebudeme v této práci zabývat.

Změna vlnové délky

Se změnou vlnové délky směrem k červenému konci spektra množstvı́ luminiscence klesá,
protože fotony o delšı́ vlnové délce majı́ méně energie, a tı́m pádem klesá pravděpodob-
nost, že se elektron ve vzorku excituje do vyššı́ho stavu. Protože se mezi sériemi elek-
tronových stavů nacházı́ zakázané pásy, které neobsahujı́ žádné elektronové hladiny, při
snı́ženı́ energie excitace klesá luminiscence skokově. Jedinou nevýhodou této metody je,
že i intenzita ramanského signálu I klesá se čtvrtou mocninou vlnové délky λ podle vztahu

I = I0
8πNα2

λ 4R2 (1+ cos2
θ), (1.15)

kde I0 je intenzita laseru, N je počet rozptylových center, α je polarizovatelnost molekuly
vzorku, R je vzdálenost detektoru od vzorku, a θ je úhel, pod kterým je rozptýlené světlo
sledováno.

Vysvěcovánı́ luminiscence a změna intenzity

Pokud déle svı́tı́me laserem na měřený vzorek, excitované elektrony postupně zaplňujı́
vyššı́ elektronové stavy v molekulách vzorku, proto množstvı́ emitované luminiscence
pomalu klesá. Po zaplněnı́ všech vyššı́ch elektronových stavů se elektrony již nemohou
dále excitovat a množstvı́ luminiscence dosáhlo svého minima. Pokud použijeme laser
o většı́ intenzitě, dojde k výraznějšı́mu a rychlejšı́mu potlačenı́ luminiscence.

Rozdı́l v depolarizovanosti

Světlo je elektromagnetické vlněnı́, kde vektor elektrické intenzity ~E spolu s vektorem
magnetické indukce ~B kmitajı́ kolmo na sebe. V nepolarizovaném světle kmitajı́ vektory
elektrické intenzity (a tudı́ž i vektory magnetické indukce) jednotlivých světelných vln
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různými směry. Když vložı́me takovému světelnému paprsku do cesty polarizátor, pro-
jdou skrz něj pouze ty světelné vlny, u kterých kmitá vektor ~E jen ve směru, pro který
je polarizačnı́ filtr propustný. Prošlé světlo je tedy lineárně polarizované. Jednou z vlast-
nostı́ laseru je, že jeho světlo je polarizované. Když dojde k Ramanovu rozptylu, světlo se
částečně depolarizuje. Jak moc je rozptýlené světlo depolarizováno udává depolarizačnı́
poměr ρR. Depolarizačnı́ poměr se vypočı́tá jako intenzita rozptýleného světla polarizo-
vaného kolmo na původnı́ směr vektoru ~E (označuje se jako zkřı́žená polarizace) ku inten-
zitě rozptýleného světla polarizovaného rovnoběžně s původnı́m vektorem ~E (souběžná
polarizace), [13]

ρR =
I⊥
I‖
. (1.16)

Světlo vzniklé luminiscencı́ je vı́ce depolarizované než světlo rozptýlené, proto pokud
chceme s využitı́m tohoto jevu luminiscenci potlačit, stačı́ změřit spektrum v souběžné po-
larizaci a spektrum v polarizaci zkřı́žené, a potom od sebe obě spektra odečı́st. Spektrum
zı́skané rovnoběžnou polarizacı́ totiž obsahuje značně vı́c ramanského signálu než spek-
trum naměřené polarizacı́ kolmou, přičemž obě spektra obsahujı́ přibližně stejné množstvı́
luminiscence. Po optimalizovaném odečtenı́ tedy zı́skáme v ideálnı́m přı́padě pouze ra-
manský signál. [14]

Na obrázku 1.7 vlevo je znázorněno spektrum fenylalaninu v souběžné (červeně) a
zkřı́žené (zeleně) polarizaci. Vpravo je zobrazené spektrum v souběžné polarizaci po op-
timalizovaném odečtenı́ polarizace zkřı́žené. Ramanský signál je zde mnohem lépe pozo-
rovatelný než v původnı́ch spektrech.

Obrázek 1.7: Spektrum fenylalaninu v souběžné a zkřı́žené polarizaci (vlevo) a
rozdı́l těchto spekter (vpravo). Výrazný pı́k na 1 000 cm−1 patřı́ vibraci benze-
nového jádra.

1.4.2 Matematické metody
Existuje velké množstvı́ matematických metod potlačovánı́ luminiscence jako napřı́klad
odečı́tánı́ polynomiálnı́ho pozadı́, technika valı́cı́ se koule nebo využitı́ klouzavého průmě-
ru. V této práci se zaměřı́me pouze na metodu klouzavého průměru.
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Klouzavý průměr

Jednou z možnostı́ potlačenı́ luminiscence je metoda klouzavého průměru. Při této metodě
se nejprve zvolı́ šı́řka okolı́ bodu, které se má průměrovat. Pro každý bod tedy zı́skáme
novou zprůměrovanou hodnotu, kterou program porovná s hodnotou původnı́ho spektra
a vybere z nich tu nižšı́. Tento proces se může několikrát opakovat, čı́mž se spektrum
postupně vyhlazuje a zůstávajı́ na něm pouze většı́ a užšı́ pı́ky. Metoda má tedy dva para-
metry: šı́řku okna průměrovaných bodů a počet opakovánı́. Oblasti spektra, která obsahujı́
pouze šum, se ovšem v rámci tohoto algoritmu vyhladı́ úplně, což vypadá nepřirozeně.
Proto se do spektra vrátı́ šum tak, že se odečı́tá průměr okolı́ i-tého bodu od i+1 bodu.

Čı́m širšı́ oblast průměrovaných hodnot použijeme, tı́m vı́ce klesnou široké pásy lumi-
niscence, ale i širšı́ pásy ramanského signálu. Proto se musı́ zvolit šı́řka oblasti průměrova-
ných hodnot tak, aby luminiscence klesla co nejvı́c, ale zároveň se přı́liš neodečetly i pásy
ramanského signálu. Správně upravené spektrum by mělo být vyrovnané s ostrými ra-
manskými pı́ky a ležet blı́zko nulové hladiny intenzity. Přı́klad spektra upraveného klouza-
vým průměrem je zobrazen na obrázku 1.8. [15, 16]

Obrázek 1.8: Spektrum asparaginu před (nahoře) a po (dole) použitı́ klouzavého
průměru.



2. Praktická část

Všechny aminokyseliny byly měřeny ve vodném roztoku v kapiláře. Vlastnosti skleněných
kapilár a jejich použitı́ je popsáno v dřı́vějšı́ bakalářské práci [17]. K měřenı́ byl použit
spektrometr Renishaw in Via, který má objektivy 5×, 20× a 50×, He-Ne laser o vlnové
délce 633 nm a výkonu 6,9 mW a Ar laser o vlnové délce 514 nm a výkonu 11,4 mW.
Dále byl použit spektrometr NT-MDT s He-Cd laserem o vlnové délce 442 nm a výkonu
25,5 mW a zeleným diodovým laserem o vlnové délce 532 nm s měnitelným výkonem
do 1 W.

Obrázek 2.1: Spektrometr Renishaw in Via (nahoře vlevo) a NT-MDT TERS
(nahoře vpravo) a technika měřenı́ v kapilárách (dole).

Ve spektrech jsou uvedeny názvy měřenı́, jejichž seznam je umı́stěn v kapitole Laboratornı́
denı́k.

– 15 –
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2.1 Voda
Na obrázku 2.2 je znázorněno ramanské spektrum vody v kapiláře. Jejı́ největšı́ dvojitý pı́k,
který odpovı́dá symetrickému natahovánı́ molekuly vody, se nacházı́ na 3 400 cm−1, dalšı́
poněkud menšı́ pı́k můžeme vidět na 1 600 cm−1, jenž odpovı́dá symetrickému ohýbánı́
molekuly vody. Protože voda i všechny aminokyseliny byly měřeny ve skleněné kapiláře,
na většině spekter je patrný ramanský signál amorfnı́ho skla na 1 100 cm−1 a také kolem
500 cm−1. Intenzitu ramanského signálu skla můžeme snı́žit až téměř na nulu, měřı́me-li
v dostatečné hloubce kapiláry.

Obrázek 2.2: Ramanské spektrum vody s jejı́mi typickými pı́ky na 3 400 cm−1

a 1 600 cm−1 (vlevo) a vibrace molekuly vody v plynném stavu (vpravo) [18].
V kapalném stavu se frekvence symetrického natahovánı́ snı́žı́ z 3 652 cm−1 na
3 400 cm−1 kvůli vodı́kovým můstkům.

Luminiscenci můžeme v malé mı́ře pozorovat i u vody. Na obrázku 2.2 můžeme vidět,
že celé spektrum je posunuto nahoru ve směru svislé osy, takže má nenulovou inten-
zitu i v mı́stech, kde nenı́ žádný ramanský signál. Tuto luminiscenci můžeme snı́žit jako
v přı́padě aminokyselin napřı́klad vysvı́cenı́m, které je znázorněno na obrázku 2.3.
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Obrázek 2.3: Vysvěcovánı́ luminiscence vody.

Protože všechny aminokyseliny byly měřeny ve vodném roztoku v kapiláře, bylo potřeba
z jejich spekter toto celkové pozadı́ odečı́st. Odečı́tánı́ pozadı́ je zobrazeno na obrázku 2.4.
Vlevo vidı́me spektrum prolinu ve vodném roztoku (červeně) a spektrum vody (zeleně).
Přestože je odečı́tánı́ optimalizované, často nenı́ dokonalé kvůli různým poměrům intenzit
jednotlivých pı́ků vody a skla. Proto na obrázku 2.4 vpravo vidı́me, že po odečtenı́ v okolı́
3400 cm−1 nenı́ zcela rovné pozadı́ a na 1600 cm−1 zůstal malý zbytek pásu vody.

Obrázek 2.4: Prolin před odečtenı́m vody a voda (vlevo) a prolin po odečtenı́
vody (vpravo).

Všechna spektra v této kapitole jsou měřena Ar laserem o vlnové délce 514 nm a výkonu
11,4 mW, přı́ akumulaci 1×10 s a s objektivem 20×.
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2.2 Koncentračnı́ studie
Protože intenzita ramanského signálu je úměrná koncentraci studované látky, k měřenı́
byly většinou použity nejvyššı́ možné koncentrace, maximálně však 1 M. Přestože se
uvádı́, že aminokyseliny jsou dobře rozpustné ve vodě, u většiny z nich 1 M roztok nelze
připravit. V tabulce 2 jsou převzaty maximálnı́ koncentrace, které lze za dané teploty
připravit. Některé hodnoty se však mohou od skutečnosti lišit, napřı́klad kyselina aspa-
ragová byla připravena o koncentraci 0,05 M. Dále je v tabulce 2 uvedeno, že maximálnı́
koncentrace serinu při 25 ◦C je 3 M, zatı́mco v tabulce z jiného zdroje, podle které byl
tento roztok připraven, byla uvedena koncentrace pouze 0,5 M.

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

Aminokyselina
Molárnı́ Rozpustnost Maximálnı́

pIhmotnost při 25 ◦C koncentrace
[g/mol] [g/100 ml H2O] [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 asparagová 133,10 0,51 0,038 2,77
Kyselina glutamová 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 následujı́cı́ch obrázcı́ch můžeme vidět, jak s klesajı́cı́ koncentracı́ klesá intenzita pı́ků,
a tı́m i jejich zřetelnost vůči pozadı́. Zvýšenı́ ramanského signálu oproti pozadı́ můžeme
dosáhnout delšı́ dobou akumulace. Celková akumulace následujı́cı́ch obrázků je vždy
100 s. K měřenı́ byl použit Ar laser o vlnové délce 514 nm a výkonu 11,4 mW, a s objek-
tivem 20×.

Z tohoto hlediska je zajı́mavou aminokyselinou tryptofan. Přestože má velmi nı́zkou
koncentraci (pouze 0,05 M), intenzita jeho signálu přesahuje intenzitu většiny aminokyse-
lin o koncentraci 0,1 M (obrázek 2.6).
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Obrázek 2.5: Alanin 1 M, histidin 0,1 M, kyselina glutamová 0,05 M a tyrosin
0,002 M.

Obrázek 2.6: Tryptofan 0,05 M.
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2.3 Luminiscence a jejı́ potlačenı́

2.3.1 Změna vlnové délky
Při změně vlnové délky byl použit kromě základnı́ho zeleného argonového laseru o vlnové
délce 514 nm a výkonu 11,4 mW také červený He-Ne laser o vlnové délce 633 nm a
výkonu 6,9 mW a modrý He-Cd laser o vlnové délce 442 nm a výkonu 25,5 mW.

Podle očekávánı́ spektra naměřená červeným laserem obsahujı́ vı́ce šumu než spektra
naměřená zeleným laserem. Nicméně zatı́mco při měřenı́ se zeleným laserem u některých
aminokyselin detektor nedokázal kvůli velkému množstvı́ luminiscence spektrum zazna-
menat, při použitı́ červeného laseru se spektrum naměřit podařilo. Naopak při měřenı́
modrým laserem se intenzita ramanského signálu mnohonásobně zvýšila, přibylo však i
množstvı́ luminiscence (obrázek 2.7). Spektra modrého laseru byla naměřena jiným spek-
trometrem, proto byla normována s využitı́m referenčnı́ch spekter vody (celkem faktorem
26× intenzita původnı́ho spektra, viz také kapitola Laboratornı́ denı́k).

Obrázek 2.7: Lysin 1 M, fenylalanin 0,1 M, glycin 1 M a alanin 1 M, lasery o vl-
nových délkách 514 nm (zeleně), 633 nm (červeně) a 442 nm (modře – inten-
zita byla vydělena padesáti), vše normováno na 1×10 s spektrometru Renishaw s
výkonem 10 mW a vlnovou délkou 514 nm.
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2.3.2 Vysvěcovánı́ luminiscence
Při vysvěcenı́ luminiscence byl laser přiveden na vzorek se začátkem měřenı́, jednotlivá
spektra byla měřena ihned po dokončenı́ měřenı́ předchozı́ho spektra. (Délka měřenı́ jed-
noho spektra je přibližně 1 minuta.) Spekter bylo zı́skáno 10 – 20 v závislosti na tom, zda
luminiscence stále ubývala.

Přestože prvnı́ spektrum lysinu 1 M na obrázku 2.8 bylo z poloviny saturované kvůli
velkému množstvı́ luminiscence, dı́ky vysvı́cenı́ luminiscence se jej povedlo zı́skat téměř
celé. Oproti tomu na druhém spektru lysinu 1 M je mnohem méně luminiscence, i když jde
o stejný vzorek, protože jednotlivé série spekter nebyly měřeny ve stejný den, ale projevil
se zde vliv stárnutı́.

Obrázek 2.8: Vysvěcovánı́ luminiscence u lysinu 1 M (2× v různém stářı́), lysinu
0,1 M a u histidinu 0,1 M (shora dolů), (Ar laser 514 nm, 11,4 mW, 1×10 s,
objektiv 20×)
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2.3.3 Změna intenzity excitace
Při zvýšenı́ intenzity excitace zı́skáváme silnějšı́ ramanský signál. Zároveň se rychleji a
výrazněji vysvěcuje luminiscenčnı́ pozadı́. Na obrázku 2.9 jsou znázorněny spektra ami-
nokyselin při různých nominálnı́ch výkonech laseru. Touto metodou se napřı́klad podařilo
zı́skat spektrum lysinu, který měl v důsledku stárnutı́ velmi mnoho luminiscence. K měřenı́
byl použit zelený diodový laser o vlnové délce 532 nm, při akumulaci 1×10 s a objektivu
20×.

Obrázek 2.9: Alanin 1 M, lysin 1 M, fenylalanin 0,1 M a glycin 1 M při různé
intenzitě laseru.

Při vysvěcovánı́ luminiscence laserem o vysoké intenzitě docházı́ k rychlejšı́mu a výraz-
nějšı́mu poklesu luminiscenčnı́ho pozadı́, jak je znázorněno na obrázku 2.10 na spektrech
lysinu 1 M a histidinu 0,1 M.
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Obrázek 2.10: Vysvěcovánı́ luminiscence lysinu 1 M (vlevo) a histidinu 0,1 M
(vpravo) (shora dolů) při nominálnı́m výkonu 1 W.

2.3.4 Rozdı́l v depolarizovanosti
Jak bylo popsáno v teoretické části, ramanský signál je méně depolarizovaný než lumi-
niscence. Proto optimálnı́m odečtenı́m spektra měřeného v kolmé polarizaci od spek-
tra měřeného v souběžné polarizaci zı́skáme v ideálnı́m přı́padě pouze ramanský signál.
Na obrázku 2.11 je znázorněno použitı́ této metody na spektru tryptofanu.

Obrázek 2.11: Spektrum tryptofanu ve souběžné (červeně) a zkřı́žené (zeleně)
polarizaci (vlevo) a rozdı́l těchto dvou spekter (vpravo). Na 1 100 cm−1 se
nacházı́ ramanský signál skla. (Ar laser 514 nm, 11,4 mW, 10×10 s, objektiv
20×)
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Na obrázku 2.12 byla použita tato metoda také při vyššı́ intenzitě laseru.

Obrázek 2.12: Spektrum histidinu v souběžné (červeně) a zkřı́žené (zeleně) po-
larizaci (vlevo) a rozdı́l těchto dvou spekter (vpravo). Na 1 100 cm−1 se nacházı́
ramanský signál skla. (Diodový laser 532 nm, 1 W, 1×10 s, objektiv 20×)

2.3.5 Klouzavý průměr
Na obrázku 2.13 je znázorněno ramanské spektrum cysteinu před a po jeho úpravě klouza-
vým průměrem při šı́řce okna 100 bodů a třech iteracı́ch. Spektrum je poměrně vyrovnané
a ležı́ blı́zko nulové hladiny intenzity. Stejné nastavenı́ bylo použito u všech spekter upra-
vených touto metodou.

Obrázek 2.13: Spektrum cysteinu před (vlevo) a po (vpravo) použitı́ klouzavého
průměru.
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2.4 Stárnutı́ vzorků
Spektrum některých aminokyselin se v průběhu času nijak neměnı́, u jiných naopak sledu-
jeme jejich vývoj v čase. U většiny aminokyselin, které se v čase měnı́, můžeme pozorovat
nárůst luminiscence, u některých aminokyselin ale přechodně sledujeme i jejı́ pokles. Mezi
aminokyseliny, jejichž spektrum se v čase neměnı́, patřı́ alanin, glutamin, isoleucin, leucin,
methionin, prolin a valin. Mı́rný přı́růstek luminiscence je patrný ve spektrech argininu,
asparaginu, kyseliny glutamové, serinu, threoninu a tyrosinu.

Obrázek 2.14: Stárnutı́ alaninu.

Největšı́ nárůst luminiscence probı́há u lysinu, kde po krátké době je luminiscence tak
silná, že saturuje detektor (po měsı́ci je již polovina spektra saturovaná při koncentraci
1 M). Jiná situace ovšem nastane, pokud použijeme lysin o nižšı́ koncentraci. Na rozdı́l
od 1 M lysinu se vývoj v čase 0,1 M lysinu měnı́ jen pozvolna. U této aminokyseliny
můžeme zároveň sledovat žloutnutı́ jejı́ho roztoku.

Obrázek 2.15: Stárnutı́ fenylalaninu (vlevo) a histidinu (vpravo).

Druhou aminokyselinou, u které se luminiscence silně projevuje, je fenylalanin. Na obráz-
ku 2.15 vlevo můžeme vidět, že po vı́ce než třech měsı́cı́ch má polovina spektra většı́
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luminiscenci, než je detektor při zvolené akumulaci schopen zachytit. O něco pomaleji
stárne histidin, který je znázorněn na stejném obrázku vpravo. Dále v průběhu času lumi-
niscence narostla u glycin a tryptofanu (obrázek 2.16).

Obrázek 2.16: Stárnutı́ glycinu (vlevo) a tryptofanu (vpravo).

Zvláštnı́ aminokyselinou, která přechodně vykazuje pokles luminiscence je kyselina aspa-
ragová, kterou můžeme vidět na obrázku 2.17 vlevo. Vpravo je ramanské spektrum cys-
teinu, který kvůli disulfidickým můstkům vypadává z roztoku a krystalizuje na stěně ka-
piláry, takže klesá jeho koncentrace. Proto se v průběhu času měnı́ jeho spektrum.

Obrázek 2.17: Stárnutı́ kyseliny asparagové (vlevo) a stárnutı́ cysteinu (vpravo).

Všechna spektra byla měřena pomocı́ Ar laseru o vlnové délce 514 nm a výkonu 11,4 mW,
při akumulaci 1×10 s, s objektivem 20×.
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2.5 Spektra aminokyselin
V této kapitole byla ve všech spektrech potlačena luminiscence. Všechny aminokyseliny
byly měřeny ve vodném roztoku. K měřenı́ byl použit spektrometr Renishaw a zelený
argonový laser o vlnové délce 514 nm a výkonu 11,4 mW na vzorku, při celkové aku-
mulaci 100 s. Ze všech spekter bylo nejprve odečteno spektrum kapiláry s vodou, poté,
pokud bylo potřeba, bylo spektrum upraveno metodou klouzavého průměru o šı́řce okna
100 bodů a třech opakovánı́ch.

Obrázek 2.18: Ramanské spektrum alaninu 1 M, prolinu 1 M, glicinu 1 M a
argininu 0,1 M.
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Obrázek 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.



2. Praktická část 29

Obrázek 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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Obrázek 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 Laboratornı́ denı́k
Celkem bylo naměřeno několik set spekter, přičemž celková doba všech akumulacı́ přesá-
hla 1 000 minut. V tabulce je uvedeno označenı́ a podmı́nky jednotlivých měřenı́ použitých
v této práci.

NT-MDT:

442 Lys x Lys 1 M 1×10 s He-Cd 441 nm, 25,5 mW
442 Phe x Phe 0,1 M 1×10 s He-Cd 441 nm, 25,5 mW
442 Gly x Gly 1 M 1×10 s He-Cd 441 nm, 25,5 mW
442 Ala x Ala 1 M 1×10 s He-Cd 441 nm, 25,5 mW
H2O 10mW H2O — 1×10 s DPSL 532 nm, 10 mW
Ala 10mW Ala 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 10 mW
Ala 50mW Ala 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 50 mW
Ala 100mW Ala 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 100 mW
Ala 200mW Ala 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 200 mW
Ala 300mW Ala 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 300 mW
Lys 10mW Lys 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 10 mW
Lys 30mW Lys 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 30 mW
Lys 50mW Lys 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 50 mW
Lys 100mW Lys 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 100 mW
Lys 200mW Lys 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 200 mW
Lys 500mW Lys 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 500 mW
Lys 1000mW Lys 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 1000 mW
Phe 10mW Phe 0,1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 10 mW
Phe 50mW Phe 0,1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 50 mW
Phe 100mW Phe 0,1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 100 mW
Phe 200mW Phe 0,1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 200 mW
Phe 300mW Phe 0,1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 300 mW
Phe 500mW Phe 0,1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 500 mW
Phe 1000mW Phe 0,1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 1000 mW
Gly 10mW Gly 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 10 mW
Gly 30mW Gly 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 30 mW
Gly 50mW Gly 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 50 mW
Gly 100mW Gly 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 100 mW
Gly 200mW Gly 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 200 mW
Gly 300mW Gly 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 300 mW
Gly 500mW Gly 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 500 mW
Lys 1-22 Lys 1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 1000 mW
His 1-13 His 0,1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 1000 mW
His pol4 His 0,1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 1000 mW
His pol8 His 0,1 M 1×10 s DPSL 532 nm, 1000 mW

U DPSL laseru je uváděn nominálnı́ výkon, na vzorku je kolem 20% této hodnoty. Aby-
chom mohli porovnat spektra naměřená každé na jiném spektrometru, je potřeba přepočı́tat
jejich intenzity. Pro přepočet bylo použito spektrum vody 17apr11a a H2O 10mW. K dosa-
ženı́ stejné intenzity je tedy potřeba intenzitu spekter ze spektrometru NT-MDT vyná-
sobit 260×. Tento přepočet byl použit u spekter měřených He-Cd laserem o vlnové délce
442 nm, aby mohla být porovnána se spektry o jiných vlnových délkách měřených na přı́s-
troji Renishaw. Kvůli vysoké intenzitě byla spektra He-Cd laseru vydělena padesáti, tedy
celkově vynásobena 26×.
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Renishaw:

17apr11a H2O — 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan19d H2O — 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan19d1-12 H2O — 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
Phe soubezna Phe 0,1 M 50×2 s Ar 514 nm, 11,43 mW
Phe zkrizena Phe 0,1 M 50×2 s Ar 514 nm, 11,43 mW
Trp soubezna Trp 0,05 M 10×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
Trp zkrizena Trp 0,05 M 10×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
16oct20b Ala 1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan26f Pro 1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17mar14d Lys 1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17mar14d1 Lys 1 M 1×10 s He-Ne 633 nm, 6,91 mW
17mar14g Phe 0,1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17mar14g1 Phe 0,1 M 1×10 s He-Ne 633 nm, 6,91 mW
17mar14f Gly 1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17mar14f1 Gly 1 M 1×10 s He-Ne 633 nm, 6,91 mW
17mar14b Ala 1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17mar14b1 Ala 1 M 1×10 s He-Ne 633 nm, 6,91 mW
17jan19b Lys 1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan19b1-14 Lys 1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17feb28b Lys 1 M 20×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
17feb28c Lys 0,1 M 20×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan26r2 His 0,1 M 20×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
16oct20b Ala 1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan20l Ala 1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17apr11b Ala 1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
16oct6c Phe 0,1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan26q Phe 0,1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17apr11t Phe 0,1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
16oct06d His 0,1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan26r His 0,1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17apr11d His 0,1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
16oct20c Gly 1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan26m Gly 1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17apr11e Gly 1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
16nov10b Asp 0,05 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan26c Asp 0,05 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17apr11o Asp 0,05 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
16nov10e Cys 0,2 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17jan26b Cys 0,2 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
17apr11r Cys 0,2 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
16oct20b1 Ala 1 M 10×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
16sep29f1 Pro 1 M 10×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
16oct20c1 Gly 1 M 10×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
16oct06b1 Arg 0,1 M 10×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
16oct06c1 Phe 0,1 M 10×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
16oct06d1 His 0,1 M 10×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
16oct20d1 Val 0,1 M 10×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
16oct20e1 Ile 0,1 M 10×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
16oct20f1 Ser 0,1 M 10×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
16sep29d1 Thr 0,1 M 10×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW
16oct27b1 Asn 0,1 M 10×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
16oct27c1 Gln 0,1 M 10×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
16oct27d1 Leu 0,1 M 10×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
16oct27e1 Met 0,1 M 10×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
16nov10b1 Asp 0,05 M 10×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
16nov10c1 Glu 0,05 M 10×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
16nov10d1 Trp 0,05 M 10×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
16nov10e1 Cys 0,2 M 10×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
16nov10f1 Tyr 0,002 M 10×(1×10 s) Ar 514 nm, 11,43 mW
16aug12e2 Lys 1 M 1×10 s Ar 514 nm, 11,43 mW



3. Závěr

Cı́lem této bakalářské práce bylo aplikovat různé metody potlačenı́ luminiscence a s vy-
užitı́m těchto poznatků co nejlépe potlačit luminiscenčnı́ pozadı́ ve spektrech aminokyse-
lin. Z experimentálnı́ch metod potlačenı́ luminiscence byla použita změna vlnové délky
laseru, vysvěcovánı́ luminiscence se změnou intenzity excitace a rozdı́l v depolarizova-
nosti ramanského signálu a luminiscence. Z matematických metod byla použita metoda
klouzavého průměru.

Ukázalo se, že velký vliv na luminiscenčnı́ pozadı́ má stárnutı́ vzorků, v jehož důsledku
luminiscence u některých aminokyselin výrazně roste. Proto měřenı́ čerstvých vzorků
velmi usnadnı́ práci při potlačovánı́ luminiscence.

Za použitı́ laseru o většı́ vlnové délce množstvı́ luminiscence výrazně kleslo, takže
jsme byli schopni naměřit i spektra aminokyselin, která byla při použitı́ laseru o kratšı́
vlnové délce saturovaná. Klesla ale i intenzita ramanského signálu, takže klesla i kva-
lita spekter. Při použitı́ laseru o kratšı́ vlnové délce byl podle předpokladu ramanský
signál silnějšı́, nicméně vzrostlo i množstvı́ luminiscence. Při vysvěcovánı́ luminiscence
se podařilo snı́žit luminiscenčnı́ pozadı́, dokonce při použitı́ této metody na vzorek, jehož
spektrum bylo zpočátku z poloviny saturované, jsme zı́skali téměř celé jeho spektrum.
K výraznému snı́ženı́ luminiscence došlo také při zvýšenı́ intenzity excitace, čı́mž se
podařilo zı́skat i spektra staršı́ch vzorků a vzorků s nižšı́ intenzitou ramanského signálu.
Dalšı́ použitou metodou potlačenı́ luminiscence byl rozdı́l v depolarizovanosti ramanského
signálu a luminiscence, pomocı́ kterého se podařilo luminiscenčnı́ pozadı́ ze spektra ode-
čı́st. Osvědčila se i metoda klouzavého průměru, s jejı́ž pomocı́ byla ramanská spektra
vyrovnána a posazena na nulovou hladinu intenzity. Nevýhodou této metody však je, že
nenı́ založená na fyzikálnı́m principu a s jejı́ pomocı́ je možné spektrum upravit téměř
jakkoliv.

Celou situaci komplikovala nı́zká rozpustnost většiny aminokyselin, kvůli které byla
intenzita ramanského signálu poměrně nı́zká. Přesto se podařilo zı́skat spektra všech ami-
nokyselin s potlačeným luminiscenčnı́m pozadı́m.
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