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Ramanova spektroskopie

Ala-Ala

Rozsah vlnových délek Ramanova rozptylu
pro různé excitační vlnové délky (l0)



Ramanova spektroskopie

Ramanova spektra myoglobinu

Asher et al. Chem. Rev. 2012, 112, 2604-2628
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- rezonanční zesílení Ramanova signálu chromoforu o několik řádů



Historie 

objevu 

Ramanova

rozptylu

1923 – A. Smekal: teoretická předpověď 

neelastického rozptylu fotonů

1928 – Objev of Ramanova rozptylu

21 Feb – G. Landsberg & 

L. Mandelstam

28 Feb – C. V. Raman & K. S. Krishnan

1930 – Nobelova cena za fyziku: C. V. Raman

1934 – G. Placzek: kompletní teorie 

Ramanova rozptylu na základě 

kvantové mechaniky
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Experimentální podmínky 

Ramanovy spektroskopie

Spektra měřená v době objevu (1930-60)

− Spektrální rozlišení: 10 cm-1

− Objem vzorku: 1 litr

− Doba expozice: cca 40 hodin

Spektra měřená dnes  (lasery, citlivé detektory, …)

− Spektrální rozlišení: 5 cm-1 (0,1 až 10 cm-1)

− Objem vzorku: typicky 1 nanolitr (mikroskopie <10-15 L)

− Doba expozice: 0,1 s (možné studium ps-fs jevů)

Ruční spektrometry Ramanův mikroskop

Standardní technika v oblasti analytické chemie a materiálových věd



Optická aktivita

Opticky aktivní systém – stáčí rovinu lineárně polarizovaného svazku (optická rotace)

Optická aktivita (obecně):

– rozdílná odezva vůči levo a pravotočivě polarizovanému záření



Opticky aktivní látky – chiralita

Louis Pasteur (1848): Molekuly, které jsou si navzájem zrcadlovými 

obrazy vykazují optickou rotaci stejné velikosti 

ale opačného znaménka

Krystaly kyseliny vinné

Jakýkoli geometrický útvar nebo 
skupinu bodů nazývám chirální a 

říkám, že vykazuje chiralitu, pokud se 

jeho obraz v rovinném zrcadle 

nemůže shodovat sám se sebou.

Lord Kelvin (William Thompson), definice chirality (1904):



Ramanova optická aktivita
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L-Alanyl-L-Alanine

D-Alanyl-D-Alanine

L-alanyl-L-alanine D-alanyl-D-alanine

- měří malou změnu Ramanova signálu při interakci chirálních molekul s levo- a 
pravotočivě kruhově polarizovaným zářením

- umožňuje určit absolutní konfiguraci,
- poskytuje informace o prostorovém uspořádání chirálních molekul v roztoku



Ramanova optická aktivita – využití

jednoduché
organické
molekuly

proteiny
nukleové
kyseliny

virysložitější
molekulární

systémy

Využití:   - od výzkumu (řešení základního problému strukturní biologie)

- po farmaceutický průmysl (stanovení enantiomerního přebytku chirálních léčiv)



Určování absolutní konfigurace

- zásadní úloha farmaceutického 

průmyslu

R-(+)-Limonene
pomeranč

S-(-)-Limonene
citron

R-(-)-Carvone
máta peprná

S-(+)-Carvone
kmín

Dextropropoxyphene (Darvon)
- prostředek proti bolesti

Levopropoxyphene (Novrad)
- prostředek proti kašli

S-(-)-Thalidomide
- teratogen
- karcinogen

R-(+)-Thalidomide
- uspávací látka
- hypnotikum

Příklady:



Určování enantiomerního přebytku
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Určování enantiomerního přebytku a-pinenu

- přesnost (správnost) určení enantiomerního přebytku 
pomocí ROA < 0,3%



Homochiralita

L-aminokyseliny    –> bílkoviny D-cukry –> nukleové kyseliny



Studium struktury proteinů

Kessler, Kapitán, Bouř: J. Phys. Chem. Lett. 2015, 6, 3314

a-lactalbumin

- kvantově chemické simulace (~ 10 tis. atomů)



Studium struktury virů

Virus vignové mozaiky 
(Cowpea Mosaic Virus - CPMV)

Blanch et al., 2002. J. Gen. Virol. 83, 2593.



Studium struktury virů

Virus vignové mozaiky 
(Cowpea Mosaic Virus - CPMV)

ROA poskytuje informace:

- o struktuře proteinů tvořících kapsidu: b-skládaný list

- o struktuře jádra nukleové kyseliny: jednovláknová

šroubovice RNA typu A!

(a) prázdná kapsida

(b) intaktní virus

(c) virová RNA (b-a)

Blanch et al., 2002. J. Gen. Virol. 83, 2593.



Klinická diagnostika nemocí

‐

ROA spektra plazmatu krve 
pacientů s AD (červeně) a 
zdravých kontrol (černě)

- rozlišení pacientů od zdravých kontrol 
na základě spekter:

sensitivita 94%, specificita 84%



Spektrometr pro měření ROA

Cíl:

Realizovat spektrometr pro měření Ramanovy optické aktivity pro:

- průmyslové aplikace (farmaceutický průmysl, medicínské aplikace)
- základní výzkum

Vlastnosti spektrometru:

- použitelnost v průmyslovém a medicínském prostředí (bez potřeby čistých prostor a vysoce stabilní teploty)
- spektra prostá artefaktů
- spolehlivost
- servisovatelnost (ideálně se vzdáleným přístupem) – vnitřní diagnostika
- lepší parametry získaných dat: spektrální rozsah, vyšší poměr signál:šum



Spektrometr pro měření ROA

Rozdíl v intenzitě kruhově polarizovaných složek:

- nutno eliminovat systematické chyby (artefakty)



W. Hug, Appl. Spectrosc. 2003, 57, 1

Systematické chyby - artefakty

Řešení – generace virtuálních enantiomerů optickou cestou

Spektrometr pro měření ROA



Spektrometr pro měření ROA

Projekt: Centrum digitální optiky (2012-19)
Pracovní balíček: Digitální Ramanova spektroskopie

Projekt: Centrum elektronové a fotonové optiky (2019-22)
Dílčí projekt: Rozšíření možností Ramanova spektrometru



Spektrometr pro měření ROA

Vývoj motorizovaných polohovacích zařízení pro optické aplikace



Spektrometr pro měření ROA

využití záření nultého difrakčního řádu

Vývoj spektrografu (spektrálního analyzátoru) se zvýšenou účinností detekce



Spektrometr pro měření ROA

Vývoj spektrografu (spektrálního analyzátoru) se zvýšenou účinností detekce



Spektrometr pro měření ROA

Vývoj spektrografu (spektrálního analyzátoru) 
se zvýšenou účinností detekce



Spektrometr pro měření ROA

Vývoj spektrografu (spektrálního analyzátoru) 
se zvýšenou účinností detekce



Laboratorní sestava na optickém stole (2016)
1. funkční vzorek pro průmyslové 
aplikace (2018)

2. funkční vzorek pro průmyslové 
aplikace (2021)

Spektrometr pro měření ROA
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