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Spektroskopie Ramanovy optické aktivity (ROA) je pomérn¢ vzacna vzhledem k experimentalni narocnosti a Casto
pracné interpretaci spekter. Piesto se neustale rozviji a v posledni desetileti vyzkum v tomto sméru piinesl podstatné zdo-
konaleni experimentalnich a teoretickych metod. S tim bylo ziskdno mnoho novych poznatkl o struktuie a chovani mole-
kul a jejich interakcich se svétlem. V ¢lanku se pokusime podat struény piehled nasich i obecnych zkuSenosti s touto meto-
dou. Ukazuje se, ze ROA spektroskopie poskytuje unikatni informace o molekulach, je vhodna nejen ke stanoveni absolut-
ni konfigurace molekul, ale i jejich optické Cistoty, zkoumani konformacnich stavli a elektronové struktury.
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V soucasné dobé je vedoucim skupiny Biomolekuldrni spektroskopie na Ustavu organické chemie
a biochemie Akademie véd CR, a profesorem na Ustavu analytické chemie Vysoké skoly chemicko
technologické v Praze. Publikoval 240 praci v odbornych casopisech.

Chem. Listy /17, 722-731 (2023) https://doi.org/10.54779/ch120230722
722


file:///C:/Users/CSCH/Documents/CHL12-23/Bouř/Bour%20upravR.doc#_ENREF_1#_ENREF_1
file:///C:/Users/CSCH/Documents/CHL12-23/Bouř/Bour%20upravR.doc#_ENREF_2#_ENREF_2
file:///C:/Users/CSCH/Documents/CHL12-23/Bouř/Bour%20upravR.doc#_ENREF_3#_ENREF_3
file:///C:/Users/CSCH/Documents/CHL12-23/Bouř/Bour%20upravR.doc#_ENREF_6#_ENREF_6
file:///C:/Users/CSCH/Documents/CHL12-23/Bouř/Bour%20upravR.doc#_ENREF_7#_ENREF_7
file:///C:/Users/CSCH/Documents/CHL12-23/Bouř/Bour%20upravR.doc#_ENREF_8#_ENREF_8
file:///C:/Users/CSCH/Documents/CHL12-23/Bouř/Bour%20upravR.doc#_ENREF_9#_ENREF_9
file:///C:/Users/CSCH/Documents/CHL12-23/Bouř/Bour%20upravR.doc#_ENREF_10#_ENREF_10

P. Bour

Metoda se dlouhou dobu drzela v nékolika specializo-
vanych laboratofich (napf. prof. Barrona (Glasgow)',
Nafieho (Syracuse)'? a Huga (Freiburg)'®). W. Hug je také
povazovan za ,,otce” prvniho komeréniho ROA spektro-
metru firmy Biotools, dostupného zhruba od roku 2005.
Césteén& vlivem historickych nahod, napiiklad osobnich
kontaktd s dalsim prukopnikem vibracni optické aktivity,
prof. Keiderlingem (Chicago), se metoda relativné brzy
objevila i v Praze na Univerzité Karlové', poté na Vysoké
$kole chemicko-technologické'®, Ustavu organické chemie
a biochemie AV CR' a Univerzité Palackého
v Olomouci'”.

V Ceské republice je proto vyzkum v tomto sméru
relativné ,,pfedimenzovan“ (ROA se ovSem stala rychle
populéarni i v jinych zemich, napt. v Polsku, Belgii nebo
Japonsku). Jeden ze svétovych odbornikti na experimental-
ni aspekty ROA, J. Kapitdn (Univerzita Palackého, Olo-
mouc), dokonce v soucasnosti vyviji se svymi spolupra-
covniky vlastni komeréni verzi ROA spektrometru'”.

Béhem casu si tato spektroskopie nasla uplatnéni
zejména pii studiu ,,biomolekul®, jako jsou cukry, peptidy,
bilkoviny, nukleotidy a nukleové kyseliny'?. Velkou po-
zornost vzbudilo i urCeni absolutni konfigurace brom-
chlorfluormethanu'®. Piikladem unikatni informace, kterou
je mozné ziskat pouze touto metodou, je analyza konformac-
ntho chovani  deuterovaného  neopentanu  (2,2-di-
methylpropan)'. Objevily se riizné ,,odriidy experimenti,
jako ROA zesileni na kovovych povrdich®*?', vzbuzena
agregaci karotenoidt®, indukovan4 aplikaci magnetického
pole”, méfend v plynném stavu®* nebo za podminek
,rezonance pro barevné vzorkyzS. Mimo standardniho
laseru o vinové délce 532 nm se experimentuje s excitaci
ultrafialovou®® nebo v blizké infradervené oblasti*’. Pro

Tabulka I
ZjednoduSeny piehled chiroptickych metod
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chemiky je urcité zajimava moznost pfesné stanovit po-
moci této metody enantiomerni prebytek®® a uvazuje se
i 0 jejim pouziti jako diagnostické metody v lékatstvi®’,
Samostatnou kapitolou jsou dva jiné jevy, mimo vlastni
vibra¢ni ROA, kter¢ lze také sledovat pomoci ROA spek-
trometru: cirkularné polarizovand luminiscence (CPL)*
a kombinace elektronového cirkularniho dichroismu
(ECD) s Ramanovym rozptylem cirkularné-polari-
zovaného zafeni (ECD-Raman)’".

Pomérné unikatni pro spektralni metodu je uzké sepé-
ti ROA a kvantové-chemickych vypoctil. Polohy, intenzity
a znaménka spektralnich pést lze pfifadit struktufe na
interpretace spekter na zakladé jejich ,,ab initio* simulaci.
Ty navic poskytuji dopliikové informace o studovanych
systémech. Vypocetni metody a experiment se v tomto
sméru vzajemné¢ dopliiovaly, inspirovaly a podnécovaly.
Teoretickymi milniky bylo napf. zavedeni Londonovych
orbitalt do vypoéti*’, coz odstranilo zavislost vysledkii na
zvoleni soufadné soustavy, spojeni simulaci s ,,rychlymi‘
vypoity zalozenymi na teorii elektronové hustoty™, a pre-
nos vibracnich parametrdi umoznujici simulovat vibra¢ni
spe3k5tra proteint i jinych systémi az o desitkach tisic ato-
mu”.

2. Fyzikalni principy a souvislosti

Pro predstavu o moznostech a omezenich ROA je
uzite¢né zafadit ji mezi ostatni spektroskopické metody
vyuzivajici chiralitu molekul a cirkuldrné-polarizované svét-
lo (tab. I). Jako forma vibracni optické aktivity (VOA),
ROA zkouma vibracni ptechody. Ty je mozné sledovat

Chiropticka metoda

Pro elektronové prechody

Pro vibra¢ni prechody

Vyuzivajici prirodni chiralitu:
Opticka rotacni disperze (ORD)

Cirkularni dichroismus (CD)
metoda

Cirkularné polarizovand luminiscence
(CPL)

standardni, vétS§inou nahrazena ECD

elektronicky CD (ECD), standardni

za¢iné byt komer¢né dostupna

VORD, znam4, ne moc roz§itena’®

vibraéni cirkularni dichroismus
(VCD), pozorovan poprvé v roce 1974
(cit.”®), komerén& dostupny po roce
1997

neznama

Ramanova opticka aktivita (ROA) neznama pozorovana od r. 1973 (cit.'), komer-
cializovana od roku 2005 (cit.%%)

Chiralita buzend magnetickym polem:

Magneticka ORD Faradaytv efekt nepouziva se

Magneticky cirkularni dichroismus

Magneticka CPL

Magnetickd ROA pozorovana®

MCD, pomérn¢ Casta metoda

dostupna, spise ojedinéla

Magneticky VCD (MVCD), pozoro-
van od r. 1984 (cit.®"), teoreticky popis
2018 (cit.®%), pouzivan vzacné
neznama

pozorovana pro absorbujici vzorky®

i plyny®
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P. Bour

i pomoci jiné chiroptické metody, vibracniho cirkularniho
dichroismu (VCD)**. V¢ nému ROA nabizi v&tsi rozsah
vibra¢nich frekvenci (napt. 50-4500 cm™)'” a pohodIngji
praci s vodnymi roztoky. Ty jsou tradicné problematické
v infracervené spektroskopii, tedy i pro VCD, nebot’ voda
siln€¢ absorbuje infracervené zafeni. Ramantv signal vody
je pomérné slaby. Naopak, vyhodou VCD jsou mensi na-
roky na ¢istotu vzorku. Fluorescenéni pozadi v Ramanové
spektru zpisobené necistotami mize zcela znehodnotit
ROA experiment, nebot’ ROA Sum je zhruba umérny od-
mocniné Ramanova signalu. VCD technika je také po
experimentdlni a  teoretické  strance  jednodussi,
a ,,premira® informace v ROA spektru mlize byt i rusiva.
Typickym ptikladem je sekundarni struktura proteind dana
konformaci hlavniho peptidového fetézce. Ta se ve VCD
projevuje specifickym tvarem past tzv. amidu 1 (z velké
&asti valenéni vibrace karbonylové skupiny, ~1650 cm™).
V ROA je amid I méné specificky, a do spekter zasahuji
i postranni peptidové fetézce komplikujici jejich interpre-
taci. Spole¢nou nevyhodou VCD a ROA je potieba velké-
ho mnozstvi vzorku (zpravidla vice nez 1 mg) a velkych
koncentraci (idealnd >10 mg ml™).

Oproti elektronovym chiroptickym metodam (ECD,
ORD, CPL) vibracni spektra poskytuji zpravidla vice roz-
liSenych pasu, tedy vice nebo alespon 1épe Citelnou infor-
maci. Také interpretace VOA spekter pomoci kvantové-
mechanickych vypocti je jednodussi. Ty jsou notoricky
pomalé a nespolehlivé pro excitované elektronové stavy,
zatimco vibracni spektra zpravidla vyzaduji jen popis za-
kladniho elektronového stavu molekuly. Dalsi vyhodou
VOA je ,lokalita” vibracnich interakci, vyhodna pro urce-
ni struktury spekter. Elektronova spektra pro jednu a tu
samou molekulu/skupinu daleko vice zavisi na okoli, napf.
na rozpoustédle.

Magnetické analogy chiralnich spektroskopii jsou
zajimavé v tom, ze jsou univerzalné pouzitelné, tj. i nechi-
ralni molekuly davaji chiralni signal. To mize byt dalezité
tovym staviim, a rozliSeni past splyvajicich pfi pouziti
metod necitlivych k polarizaci svétla.

Kdyz se vratime k vlastni ROA, mtzeme rozliit né-
kolik druhii experimentii. Spektrum S ziskame vzdy jako
odezvu detektoru, S(w) = Ix — I;, kde ® je Ramantv posun
frekvence (zpravidla v cm™) a Iy, intenzity pro pravo/
levotogivé polarizované svétlo. Uhel mezi dopadajicim
a analyzovanym paprskem muize byt rizny, nejcastéji 0°
(doptedny rozptyl), 90°, nebo 180° (zpétny rozptyl). Navic
vzorek mize byt ozafovan nepolarizovanym svétlem,
a rozdil Iz — I; detegovan na vystupu (modulace cirkularni
polarizace na vystupu — scattered circular polarization,
SCP), nebo sttidave pravo- a levotocivym svétlem, a dete-
govana celkova intenzita (kruhova polarizace na vstupu,
incident circular polarization, ICP). Pii kontrole vstupni
(horni index) i vystupni (dolni index) polarizace mizeme
méfit rozdil ve fazi (I —I; kruhova polarizace, dual cir-
cular polarization, DCPy) i opaénou kombinaci (I} —1I,
DCPy). Diky komercializaci se pod ,,ROA spektrem™
zpravidla mini SCP (180°) experiment, ale pfi srovnavani
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riznych prament je tfeba druh spektra zkontrolovat.
U jednotlivych druhii experimentd se 1isi i celkova Rama-
nova intenzita, definovana jako Iz + ;.

Pomér ROA a Ramanovych intenzit (normalizovany
rozdil kruhové-polarizovanych intenzit, normalized circu-
lar intensity difference, CID) je zpravidla maly, CID ~107",
a méfeni i na modernich pfistrojich mize byt obtizné
a zdlouhavé (hodiny, dny). Slabé signaly mohou byt pte-
hluseny artefakty. Pokud je to mozné, je dobré ovéfit, ze
optické antipody, enantiomery, davaji ,,zrcadlové obrace-
na“ spektra, tj. ROA pésy stejné intenzity ale opacného
znaménka. Dilezité je také uvédomit si, Ze Sum v ROA
signalu je piiblizné imérmy odmocniné Ramanova signa-
Iu. Pokud je tedy napt. pozadi v Ramanové spektru vyso-
ké, typicky vlivem fluorescenc¢nich necistot nebo flu-
orescence zkoumané latky, snadno muize piekazit ROA
experiment.

Pro experimentovani s riiznymi excita¢nimi vlnovymi
délkami (A) je dulezité, ze intenzita Ramanova signalu je
imérna A a u ROA je to dokonce A~. V komer&nim pii-
stroji se pracuje s vinovou délkou 532 nm. Pokud bychom
provadéli méteni s 785 nm laserem jako v laboratofi prof.
Unna?’, signal by pak byl (785/532)° ~7krét slabsi. Nao-
pak, ultrafialovy ROA spektrometr prof. Barrona a Dr.
Kapitana s vinovou délkou 244 nm zesili signal (532/244)°
~50krat (cit.?®). V poslednim piipadé ale mize dochazet
k rozkladu vzorku a jinym parazitnim jevim. V tomto
smyslu je vlnova délka 532 nm rozumny kompromis.

Jako excitacni zdroj se tedy pouziva vyhradné mo-
nochromatické zafeni laseru. Podle klasické predstavy
svétlo molekulu polarizuje, indukuje v ni elektrické prou-
dy, a molekula jako anténa se stava zdrojem Ramanova
signalu, ktery se deteguje. Nahlizeno z jiné strany, miZze-
me si také predstavit, ze molekula pohlti kvantum elektro-
magnetického zafeni, foton, a vypusti jiné. Pro simulace
ROA spekter musime spocitat polarizovatelnost molekuly
a jeji vibraéni energie, coz je dnes tloha dobfe zvladnuta
v kvantové-chemickych programech, napt. v Gaussianu®’.

3. Priklady nerezonan¢ni ROA spektroskopie

Nerezonancni ROA se rozumi spektroskopie vzorkl
neabsorbujicich excitacni laserové zareni. Sem patii pre-
vazna vétsina dosavadnich experiment. Jako piiklady
pouziti uvadime tii aplikace, urceni konformerti valinomy-
cinu, simulace spekter globularnich proteintl, a pokrocilou
analyzu ROA spekter.

Valinomycin je flexibilni molekula a napt. NMR
spektroskopie neni schopna rozlisit signaly jednotlivych
konformaci. ROA spektrum je prosty soucet sub-spekter
vSech komponent ve smési. NMR a ROA jsou jedny
z mala metod vhodné ke studiu molekul v roztoku, a tento
pripad dobte doklada ,konkurenceschopnost™ optickych
metod. V na$i praci®® jsme zjistili, Ze v roztoku, stejné
jako v krystalu, pfevladad nesymetrickd konformace, kde
¢ast peptidového fetézce zaujima tzv. f-turn (obr. 1). Tuto
formu neni mozné piimo detegovat pomoci NMR. V ROA
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Obr. 1. Priklad konformeri valinomycinu, jeho ROA spektra méfena v methanolu a dioxanu, a komplex s draselnymi ionty méfeny

v methanolu, podle cit.*®

spektrech je také dobfe vidét sbaleni molekuly do komplexu
s draselnymi ionty, zejména u past v okoli 1320 cm ™.

Na globularnich proteinech byla z hlediska vyvoje
metodologie zajimava piredev§im jejich velikost. Pfima
simulace spekter kvantové-chemickymi metodami nebyla
mozna. Proto jsme aplikovali metodu pienosu vibracnich
parametrti®®. Krystalova struktura byla zndma; zkoumané

proteiny jsme proto rozlozili do menSich fragmentt

Konkavalin A (46% B-list)

0 ~100 atomech, na kterych jsme pomoci dalSich drob-
nych vypocetnich trikti mohli s vysokou pfesnosti spocitat
silové pole a intenzitni parametry. Ty byly pfeneseny zpét
na pavodni protein, pro ktery tak bylo mozné generovat
Ramanovo i ROA spektrum. Z obr. 2 vidime, ze simulace
pomérné vérné experiment reprodukuji. Napf. jsou schop-
ny zachytit rozdily mezi strukturou proteinu zaloZenou na
B-listu (konkavalin A) a a-Sroubovice (albumin). Podobna
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Obr. 2. Ukazka shody simulovanych a exgerimentélnich Ramanovych a ROA spekter dvou globularnich proteinii, konkavalinu A

a lidského sérového albuminu, podle cit.’
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presnost simulaci byla dosud mozna jen u malych mole-
kul. Trik s pfenosem vibracnich parametri umoziuje po-
sunout pfesné simulace vibracnich spekter k systémim
o desitkach tisic atomtl, kde zacina byt limitujicim fakto-
rem diagonalizace silového pole.

Prvotni simulace ROA, a obecné vibracnich spekter,
mély k realit¢ dost daleko. Rozdil mezi experimentalnimi
a vypoctenymi frekvencemi ¢asto zabranoval i zakladnimu
pfifazeni pozorovanych spektralnich pasid, velkd chyba
byla i v intenzitach. U tzv. biomolekul i jinych systému
presné simulace spekter casto jest¢ komplikuje jejich fle-
xibilita a polarita. Ve vzorku je pfitomno mnoho konfor-
maci, které siln¢ interaguji s rozpoustédlem, zpravidla
s vodou. Modernéjsi vypocetni postupy zalozené na spoje-
ni klasické a kvantové mechaniky (multi-scale methods)
ale dokazi realnou situaci zohlednit i pro tyto ptipady.
Pokud pak vétime simulovanym spektrim, mizeme do
nich rozlozit spektra experimentalni; koeficienty rozkladu
pak ptimo udéavaji zastoupeni slozek ve vzorku*’. Nedavno
jsme na piikladu modelovych nukleotidii tento postup
jesté rozvinuli a rozkladem experimentalnich spekter zis-
kali celou konformacni mapu, tj. zavislost volné energie
na vybranych soufadnicich v molekule (obr. 3, cit.*!).

Chem. Listy 717, 722-731 (2023)

4. Magneticka rezonan¢ni méreni v plynech

ROA méfeni v plynech jsou podstatné exoti¢téjsi nez
pro roztoky. Dosahnout métitelné koncentrace v plynu je
obtizné a pro nativni ROA signdl se to povedlo jen pro
methyloxiran®*. Jeho signal byl srovnatelny s faleinymi
signaly od stény kyvety. Abychom eliminovali artefakty,
béhem meéfeni jsme nechali plyn uniknout. Signél kyvety,
ktera neménila polohu, byl stale stejny, a dal se tak 1épe
odecCist. Méfeni ma vyznam pro kalibraci vypocetnich
metod, Casto aplikovanych ve vakuu, nebo pro zkoumani
interakce s rozpouétédlem“. Methyloxiran s teplotou varu
34 °C je ovSem vyjimecna chiralni molekula.

Zajimavy byl také pokus, kdy se plynny NO, naché-
zel v magnetickém poli®. NO, ma lichy pocet elektronii
a je to tedy paramagnetickd molekula. Magnetické pole

sorbuje excitacni laserové zareni, coz vSechno spolu
s vybérovymi pravidly pro rota¢né-vibra¢ni prechody vede
k silnému ROA signélu (obr. 4), ktery bychom tak mohli
oznacit jako (para)magnetickou rezonancni rotacné-
rozliSenou ROA. Spektra tak odrdzi zajimavé vlastnosti
molekuly, jako jsou jednotlivé slozky polarizovatelnosti,
které by bylo obtizné zjistit jinymi metodami.

I tak byla experimentalni ROA spektra NO, zatiZzena
velkym Sumem. Prvni Gvahy naznacovaly, Ze podobny
vysledek nemtizeme ocekavat u diamagnetickych molekul.

Soufadnice (7,7) okamitjch MD
geometrii a jejich spektra §;

» Oblast odpovidajici néjakému

konformeru
Experimentalni spektrum §

S(v) = icisi(v)
p)

AGE = Z daga;i

Mapa energie

¢, =exp(—AG, ' kT)

&4 --- funkce baze, sin, cos

Mapa pravdépodobnosti

AG(y, 1) =Y d g, (r.7) p.2)~exp(-AG(y, 2)/ kT)

Idealizované geometrie a prislusna

spektra s; (i=1..n)

Minimalizace

7d,)=[(5=3 eS8 dv - min

=d,

Integrace

[ G, ety

o0 /=

Pravdépodobnost
vyskytu

konformeru

Obr. 3. Schéma postupu p¥i rozkladu experimentalnich spekter do teoretickych. Ve vypocetnim modelu se snazime pokryt cely pro-
stor vybranych soutadnic, nasledna analyza pak poskytne oblasti s nejvétsimi pravdépodobnostmi vyskytu molekuly, podle cit.*!
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Obr. 4. Méfeni v magnetickém poli a ROA spektra plynného
NO,, experiment (modie) a simulace (Cerné, s vyznaCenymi
jednotlivymi prechody), podle cit.??

Vzdyt jejich magneticky moment je zhruba 2000krat men-
§1 neZ u paramagnetickych. Proto bylo pfekvapenim, Ze
diamagnetické plynné halogeny (Cl,, Br,, 1) za stejnych
podminek vykazovaly podobné silné ROA pasy™®. Vysvét-
lenim bylo to, ze u Ramanova rozptylu v rezonanci se
siln¢ uplatiuji i excitované elektronové stavy molekul,
a ty uz u halogenii paramagnetické jsou. Ony ,,virtualni*
energetické hladiny, které se kresli v ucebnich textech
oziejmujicich Ramantiv rozptyl, jsou v tomto pfipadé vel-
mi hmatatelné.

5. Chiralni rozptyl v kombinaci s povrchovym
Ramanovym zesilenim

Ramantv signal molekul v blizkosti povrchl kovi
(nejcastéji Ag, Au, Cu) a jinych materiald mize vzrist aZ
o nékolik tadd. Standardni zesileni se udavaji v rozsahu
10°-107, n&které prameny oznamuji zesileni az ~10'%, kdy
Ize dajné zaznamenat signal jediné molekuly**. Proto se
mnoho pracovist’ véetné nasi laboratote pokusilo prozkou-
mat podminky, za kterych by se dala méfit i povrchove-
zesilenda ROA (SEROA, surface-enhanced ROA). Podle
naseho teoretického modelu by to bylo mozné®, nékteré
préce to viak vyluéuji*. Je pravda, Ze experimentalni pra-
ce v tomto sméru jsou Casto podezielé, autofi se nenama-
haji s ovéfenim pomoci méfeni s opa¢nymi enantiomery
nebo s vysvétlenim naméfeného signalu. Odstrasujicim
ptikladem je SEROA , spektrum® nechiralniho adeninu®’.

Chem. Listy 717, 722-731 (2023)

Presto jsme reprodukovatelné SEROA spektra ziska-
li, diky principu ,,velitel a vojaci“ (sergeant and soldiers).
Chiralni vinna kyselina sama poskytuje velice slaby povr-
chove-zesileny Ramantv signal. Pokud se ale na stiibrny
povrch navaZze merkaptopyridin, molekula se silnym sig-
nalem, vinna kyselina ovlivni jejich orientaci, coZ vede
k méfitelnému ROA signalu (obr. 3, cit.?"). Enantiomery
davaji opacné signaly a metoda funguje pro rizné
,velitele® (vinna kyselina, alanin, arginin)
a ,,vojaky* (2-merkaptopyridin, 4-merkaptopyridin).

Nameéfeny SEROA signal tak jasn¢ zachycuje mole-
kularni chiralitu, ale je Casto jen imérmy Ramanovu spek-
tru. To ponékud snizuje mnozstvi informace, ktera se z né¢j
da vycist. Také pivod ROA intenzit neni jasny, mize se
jednat o rezonan¢ni ROA (koloidy silné absorbuji laserové
zateni) nebo efekt pramenici v elektronovém cirkularnim
dichroismu vzorku.

6. Rezonancéni ROA a interference
s cirkularnim dichroismem

Mimo zesileni na kovovych povrsich Ramantv signal
také neobycejné vzroste za podminek tzv. rezonance. Zna-
mena to, ze vzorek absorbuje excitani zafeni, energie
fotonu zafeni je blizkd nebo rovna rozdilu energii néja-
kych stavii v molekule. Pro excita¢ni délku 532 nm zhruba
uprostfed viditelného spektra k tomu zpravidla dochazi
u barevnych vzorkil. K zesileni ale miZze dojit i v tzv.
prerezonan¢nim ptipade, kdy se v blizkosti excitacni frek-
vence nachazi néjaky elektronovy prechod (absorpéni
pas). Hranice mezi rezonanci a prerezonanci neni nijak

a8
1 S
=k

ROA ROA
S5e+d kyselina D-vinna u H JM ‘ l 5e+5
0 - 0
—5e+5‘ v

500 1000 1500 200 500 1000 1500 2000
v/cm! v/cm!

o
PR

kyselina L-vinna | _5e45

Obr. 5. SEROA spektra 2-merkaptopyrimidinu na stfibrnych
koloidech za p¥itomnosti p- a L-vinné kyseliny, podle cit.”'
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Obr. 6. Zjednodusené schéma ROA experimentii. V piipadé
prerezonance je signal vétsi, v rezonanénim ptipadé ¢asto prevla-
da jedno znaménko. % je excitaéni energie laseru

dana, intenzita Ramanova signalu mize vzriist jen o tro-
chu, nebo az 1000x (obr. 6).

manovych intenzit, se zpravidla v rezonanci zvétsi. Mize-
me si to predstavit tak, ze onen elektronovy rezonujici stav
,»preda® svoji chiralitu (elektricky a magneticky moment)
molekulové polarizovatelnosti, na které ROA intenzita
zavisi. V piipad¢ tzv. limitni rezonance s jednim elektro-
novym stavem (single electronic state, SES)* dokonce
Casto dochazi k tomu, Ze CID je tmérny poméru elektro-
nového cirkularniho dichroismu a absorpce pro vinovou
délku excitacniho zafeni. Tvary ROA a Ramanovych
spekter jsou pak az na eventuelni opacné znaménko iden-
tické.

Jednoznaménkova ROA, opacna nez ECD, se casto
povazuje za indikator rezonance. Neni to Uplné piesné, ale
napf. v tzv. ROA indukované agregaci (AIROA, aggrega-
tion induced ROA) to u karotenoidl a odvozenych barviv
funguje velice dobte. Molekuly karotenoidi jsou piiblizné
symetrické, a tedy nepfili$ chiralni, a jejich ROA spektra
v roztoku jsou az neméfitelné slaba. Za jistych podminek,
napt. kdyz vzroste polarita rozpoustédla, agreguji, jejich
absorp¢ni pas se posune ,,do rezonance™ s excitacnim zare-
nim, a objevi se silny jednoznaménkovy ROA signal®.

Mnoho experimentatortt se nicméné absorbujicim
vzorklim radgji vyhnulo. Vzorky se mohou netimérné za-
hiivat, rozkladat, a fluorescence mize prehlusit Ramantv
a tedy 1 ROA signal. Neméné nepiijemné bylo to, Ze se pfi
zaznamendvani ROA spekter Casto objevovaly zvlastni
jevy. V roce 2019 jsme s prof. Y. Xu (Edmonton) publiko-
vali studii, kde u roztokd barevného niklového komplexu
byly vidét i ROA pésy nechirdlnich rozpoustédel™. Tento
Hhevysvétlitelny” ukaz jsme pfitkli tomu, ze komplex
polarizuje rozpoustédla ve svém okoli a predava jim tak
svou chiralitu.

Tato teorie se sice ukazala jako v mnohém nespravna,

mu dichroismu®'. ECD, rozdilna absorpce levo- a pravoto-
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¢ivé polarizovaného svétla, u absorbujicich vzorkl zptso-
bi, Ze excitujici laserové zatreni je mirn¢ kruhové polarizo-
vané. To se uCastni Ramanova rozptylu. Pfitom se jeho
polarizace méni, ale obecné¢ zlistdva nenulova. Rozptyleny
Ramantiv paprsek je také modifikovan, pokud vzorek vy-
kazuje cirkularni dichroismus i pro pfislusné vinové délky.
Vysledné ROA spektrum, rozdil intenzit pravo- a levotoci-
vé polarizace, obsahuje tedy dvé slozky: ,,skute¢nou” re-
zonan¢ni vibraéni ROA chiralni molekuly a signal prame-
nici z kombinace ECD a polarizovaného Ramanova roz-
ptylu (,,ECD-Raman*). Dobrou zpravou ale je, Ze pii zna-
losti ECD a absorpcnich spekter se daji obé slozky separo-
vat (obr. 7, cit’). Tim se otevira moznost mé&fit
L,skuteénou* molekularni ROA v rezonanci.

ECD-Raman slozku v totdlnim signalu méfeném na
ROA spektrometru miizeme povazovat za nezadouci arte-
fakt, ale i za zpUlsob, jak alternativné zaznamenat cirkular-
ni dichroismus molekul. Druhou moznosti se napt. zaby-
vala studie vénovana komplexacnim vlastnostem a pfeno-
su chirality u komplexu vanadu®?. Pro praktické pouziti je
dobré uvédomit si, Ze u ECD-Ramanova efektu je pomér
CID (na rozdil od pravé ROA nebo RROA) zavisly na
koncentraci a délce kyvety, resp. optické draze excitacni-
ho a rozptyleného paprsku. Zaostiime-li laser na predni
sténu kyvety (pfi zpétném rozptylu), tj. minimalizujeme-li
optickou drahu, ECD-Ramanova slozka témét vymizi, atd.
Pii studiu kobaltamind, derivati vitaminu Bj,, nékteré
latky dokonce vykazovaly opa¢né znaménka ROA a ECD-

N N=
pe
t+Bu 0O O t+Bu
tBu t-Bu

vzore
b K
RROA
a oy
y ~ molekula
Ig-1p olbal efekty. (YUY J}j
600 RRO/(AR- ) K}} CP-Raman
(opraveny Signal) ECD
0 A
| e
-600 pred korekci excitacni laser
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Obr. 7. MéFeni chirdlniho kobaltového komplexu®. a) ROA
ziskana ve dvou rozpoustédlech, pied a po korekei na ECD. Ne-
korigovana spektra obsahuji pasy rozpoustédel, po korekci ziska-
me vibracni ROA vlastniho komplexu. b) kombinace ECD,
RROA a Ramanova rozptylu kruhové polarizovaného zafeni pii
méfeni barevnych vzorkd, ¢c) Ramanova spektra
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Obr. 8. ROA spektrum derivatu kobaltaminu zavislé na polo-
ze kyvety, podle cit.*>. Optickou drahu miizeme zhruba rozdélit
na ¢ast odkud se sbira Ramantv signal (L) a ¢ast, kde dochazi
k cirkularnimu dichroismu (L")

Ramanovych past. Vysledné znaménko se pak dalo ladit
posouvanim vzorku (obr. 8)*.

7. Cirkularné polarizovana luminiscence

Pokud tedy pfijmeme myslenku, Ze kazdy signal zis-
kany na ROA spektrometru nemusi nutné souviset
s molekularni vibraéni ROA, nepiekvapi nas, ze tak mize-
me méfit i cirkularné-polarizovanou luminiscenci (CPL)
molekul. Z praktického hlediska se méfeni CPL na ROA
nebo konvenénim CPL spektrometru 1i§i. ROA spektrome-
tr poskytuje silnéjsi excitacni zafeni, a tak je mozné zazna-
menat slabé luminiscencni signdly, jinak neméfitelné.
Také diky propracované detekci kruhové-polarizovanych
slozek zafeni je mozné zaznamenat CPL s velmi malym
CID pomérem. Na druhé strané, interval vinovych délek
detegovanych na ROA spektrometrech je omezeny a exci-
tacni frekvence je fixni. U spektrometru firmy Biotools
s excitaéni délkou 532 nm je rozsah Ramanovych frekven-
ci zhruba 200-2400 cm™, coZ odpovida 507-610 nm.

Podobné jako u ECD-Ramanova efektu, v prvotnich
studiich byly CPL a (skute¢né¢) ROA pasy zaméhovany.
Typickym pfikladem jsou lanthanové komplexy, napf.
obsahujici europium. U téch se totiz ptedpokladalo, ze
dojde k rezonan¢nimu zesileni, a tak luminiscence, ktera
je zpravidla silngjsi neZ Ramanova intenzita, nevzbudila
podezieni®*. CPL a ROA pasy viak Ize ve spektru celkem
dobfe odlisit. Pokud je mozné ziskat alesponi Ramanova
spektra pii riznych excitaénich vinovych délkach, pravé
Ramanovy a ROA pésy ,,zlistanou na misté“, tj. jejich
Ramantiv posun odpovidajici vibraénim frekvencim se
v Ramanové spektru neméni. CPL pésy zase ,,zlistanou na
misté* pokud jde o absolutni vlnovou délku, ale rozdily
vzhledem k rznym excitaénim délkam budou jiné, a tedy
dojde k jejich posunu v Ramanové spektru. Jinou moznos-
ti je méfeni tzv. stupné cirkularity (degree of circularity,
DOC), ktery zjednodusené feceno fikd, jak moc si mole-
kula pamatuje polarizaci budiciho zafeni. Méteni je velmi
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rychlé, srovnatelné s métenim Ramanova spektra. Zatimco
pro molekularni ROA je DOC tadové jedna, pro CPL je
DOC rovné nule.

Na moznost méfeni CPL pomoci ROA spektrometru
jsme upozornili v pfipadé komplexu obsahujiciho cesium
a europium®. Ten byl zajimavy jeité neobyéejné vysokym
pomérem CID, blizkym jedné. Molekula tak velice efek-
tivné konvertuje jakékoliv zafeni do kruhové polarizova-
ného. I u jinych ptipadt jsou hodnoty CID u CPL zpravi-
dla vyssi neZ u ROA, coz je dano rozdilnou fyzikélni pod-
statou obou jevi. Naplno se vyhoda méteni CPL na ROA
spektrometru projevila v piipadé¢ indukované chirality
lanthanovych komplexd. Ty v rozsahu méfitelnych vl-
noctl poskytuji mnoho luminiscencnich pasu, na rozdil od
s malou $itkou. Indukovana CPL spektra jsou také neoby-
&ejné citliva®® na okoli, ¢ehoz lze vyuzit k detekci mole-
kul, jako jsou cukry nebo nukleové kyseliny. Srovnani
ROA/Ramanovych spekter dvou proteint a CPL/
luminiscenénich signalti komplexu [Eu(DPA);]* v jejich
pfitomnosti je na obr. 9 (DPA je kyselina dipikolinova,
pyridin-2,6-dikarboxylova). Ackoliv se oba proteiny pfilis
nelisi, rozdily jsou patrné ve vSech spektrech a nejvice
v indukované CPL.

8. Zavér

Ramanova optickd aktivita je velice flexibilni meto-
da, poskytujici unikatni informace o studovanych moleku-
lach. Interpretace spekter je z velké casti zaloZzena na

1
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Obr. 9. Ramanova a ROA spektra lidského (I) a slepiciho (II)
lysozymu, a luminiscenéni a CPL spektra komplexu
[Eu(DPA)]*" méfena za jejich pFitomnosti, vpravo struktura
obou bilkovin, podle cit.”’
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kvantové-chemickych simulacich. Jak jsme se pokusili
ukazat na uvedenych ptikladech, ROA je zpravidla pouzi-
vana ke konformacnim studiim transparentnich roztokl
chiralnich latek. V posledni dobé& se také objevilo né¢kolik
variaci této techniky, kazda pfinaSi mnohé obtize, ale také
nové moznosti umoziiujici ndm 1épe pochopit svét mole-
kul a jejich interakce se svétlem.

Seznam zkratek

CPL circular polarized luminescence, cirku-
larné polarizované luminiscence

CID circular intensity difference, pomér
ROA a Ramanova signalu

DOC degree of circularity, stupen cirkularity

DPA dipikolinova kyselina

ECD/VCD/MCD elektronovy/vibra¢ni-magneticky cir-
kularni dichroismus

ICP/SCP/DCP incident/scattered/dual circular pola-
rization, cirkularni polarizace na vstu-
pu/vystupu/dualni

MD molekulova dynamika

NMR nuklearni magneticka rezonance

ORD opticka rotacni disperze

ROA Ramanova opticka aktivita

AIROA aggregation-induced ROA, ROA indu-
kovana agregaci

RROA rezonan¢ni ROA

SEROA surface-enhanced ROA, povrchové
zesilena ROA

VOA vibra¢ni opticka aktivita
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P. Bouf (Institute of Organic Chemistry and Bioche-
mistry, CAS, Prague, Czech Republic): Variability of the
Raman Optical Activity Spectroscopy

Spectroscopy of Raman optical activity (ROA) is
rather rare because of its experimental demands and diffi-
cult interpretation of the spectra. Yet it is further develop-
ing and in the last decade we witnessed significant im-
provement of the experimental and theoretical methods.
This brought about new knowledge regarding structure
and behavior of molecules, and their interactions with
light. We give a brief summary of the experience we and
others obtained with this method. It appears that ROA
spectroscopy gives unique information about molecules,
suitable for determination of the absolute configurations,
but also for studies of conformations and electronic struc-
ture.

Keywords: Raman optical activity, resonance, circularly-
polarized luminescence, spectra simulations
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