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Ramanova spektra myoglobinu
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- rezonancni zesileni Ramanova signalu chromoforu o nékolik radu

Asher et al. Chem. Rev. 2012, 112, 2604-2628
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1923 — A. Smekal: teoreticka prfedpovéd
neelastického rozptylu fotonu

| | Chand kh
H | Sto re 1928 — Objev of Ramanova rozptylu andrasexnara
] Venkata Raman
@) bJ evu 21 Feb — G. Landsberg &
L. Mandelstam
Ram anova 28 Feb — C. V. Raman & K. S. Krishnan
07 p tyl U 1930 — Nobelova cena za fyziku: C. V. Raman

Georg Placzek

1934 — G. Placzek: kompletni teorie
Ramanova rozptylu na zakladé
kvantové mechaniky
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Experimentalni podminky

Univerzita Palackého -
\ P A el Ramanovy spektroskopie
Spektra mérena v dobé objevu (1930-60) Spektra mérena dnes (lasery, citlivé detektory, ...)
— Spektralni rozliSeni: 10 cm? — Spektralni rozliSeni: 5 cm (0,1 az 10 cm™?)
— Objem vzorku: 1 litr — Objem vzorku: typicky 1 nanolitr (mikroskopie <10-1° L)
— Doba expozice: cca 40 hodin — Doba expozice: 0,1 s (mozné studium ps-fs jevu)

Rucni spektrometry RamanCv mikroskop

ITec ThermoFisher

SCIENTIFIC

focus innovations

Standardni technika v oblasti analytické chemie a materialovych véd
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@ Univerzita Palackého Opt|Cké aktiVita

Opticky aktivni systém — st&cirovinu linedrné polarizovaného svazku (optickd rotace)

Incident light Exiting light

Optickad aktivita (obecné):

—rozdiln& odezva vU¢ilevo a pravotocivé polarizovanému zdreni
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Louis Pasteur (1848):  Molekuly, ktere jsou si navzdjem zrcadlovymi
obrazy vykazuji optickou rotaci stejné velikosti
ale opacného znaménka

Jakykoli geometricky Utvar nebo
skupinu bodu nazyvdm chirdini a
rikédm, ze vykazuje chiralitu, pokud se
jeho obraz v rovinném zrcadle
nemuze shodovat sém se sebou.
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- méri malou zménu Ramanova signalu pfi interakci chiralnich molekul s levo- a

pravotocivé kruhové polarizovanym zarenim

- umoznuje urcit absolutni konfiguraci,

- poskytuje informace o prostorovém usporadani chiralnich molekul v roztoku
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molekuly systemy

Vyuziti: - od vyzkumu (feseni zakladniho problému strukturni biologie)

- po farmaceuticky priimysl (stanoveni enantiomerniho prebytku chiralnich lé¢iv)



S Urcovani absolutni konfigurace
niverzita Palackého , y - = J4
|Vt - zasadni uloha farmaceutického
Piiklady: P ru myslu

N |

R-(+)-Limonene S-(-)-Limonene Dextropropoxyphene (Darvon) Levopropoxyphene (Novrad)
pomeranc citron - prostfedek proti bolesti - prostfedek proti kasli

O O O O
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S-(-)-Thalidomide R-(+)-Thalidomide
- teratogen % - uspavaci latka
R-(-)-Carvone S-(+)-Carvone - kKarcinogen - hypnotikum

mata peprna kmin
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Urcovani enantiomerniho prebytku a-pinenu

Univerzita Palackého
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L-aminokyseliny —> bilkoviny
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Univerita Palackeho Studium struktury proteinu

Concavalin A (46% p-sheet)
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Kessler, Kapitan, Bour: J. Phys. Chem. Lett. 2015, 6, 3314
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@ Univerzita Palackého Stu d i u m Stru ktu ry Vi rlo.l

. (@) T-CPMV

Virus vignové mozaiky "

TOP EMPTY ﬁ o

(Cowpea Mosaic Virus - CPMV) i

1294 ,1318 1669
1549

S !
A /\/\N\//\/\ /'/\An /\/\ A DA, /\'\A /\ Aady
0 VA ~ ¥

VA

1218 | 1358 1452 \

] 9.8x10° 1256 - 1651
(b)_ M-CPMV
=
m—
[ 84x10°
CAPSID
MIDDLE WITH RNA 2
‘ & 1289 \1°10 1674
1478 1554 /\m
- | !
G T 0 A NYAWY, JNTARYAN A
m_ ¥ v V kv/ \,\/ Al
5 \/ | 1651
[ 9.8x10 Yoas 1374
(c) B,-CPMV
— +
m—
[ 96x10°
129. 1315 1674
1267
CAPSID ~N 1483 1556
s (| ¥ @ o |t

Blanch et al., 2002. J. Gen. Virol. 83, 2593. [98x10° Mags 1979 1655

800 1000 1200 1400 1600 1800
wavenumber / cm™




@ Univerzita Palackého Stu d i u m Stru ktu ry Vi rlc]

v Olomouci
(a) prazdna kapsida
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sensitivita 94%, specificita 84%

(Mahalanobis distance)z from AD

References:

1. Setnicka, V. and L. Habartova, Chiroptical Spectroscopy of Biofluids, in Chiral Analysis, P.A.
Polavarapu, Editor. 2018. p. 429-465.

2. Habartovéa, L., et al., Chiroptical spectroscopy and metabolomics for blood-based sensing of
pancreatic cancer. Chirality, 2018. 30: p. 581-591,

3. Habartova, L., et al.,, Blood-based molecular signature of Alzheimer's disease via
spectroscopy and metabolomics. Clin. Biochem., 2019. 72: p. 58-63.

4. Hrubesova, K., et al.,, Search for biomarkers of Alzheimer's disease: Recent insights, current
challenges and future prospects. Clin. Biochem., 2019. 72: p. 39-51.
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@ Univerzita Palackého Spektrometr prO mé‘r"eni ROA

Cil:
Realizovat spektrometr pro méreni Ramanovy optické aktivity pro:

- primyslové aplikace (farmaceuticky primysl, medicinské aplikace)
- zakladni vyzkum

Vlastnosti spektrometru:

- pouzitelnost v primyslovém a medicinském prostredi (bez potreby Cistych prostor a vysoce stabilni teploty)
- spektra prosta artefaktd

- spolehlivost

- servisovatelnost (idealné se vzdalenym pristupem) — vnitini diagnostika

- lepSi parametry ziskanych dat: spektralni rozsah, vyssi pomeér signal:Sum
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transformator prifezu svazku

polarizator oL
zavérka

vstup optickych viaken
- pfenos zafeni do spektrografu

1. dvojice linearni rotator '

zreadel (LR1, LR2) 2. dvojice

zrcadel
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(CC1)

detektor » polarizaéni déli¢ svazku
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o IR —IAL) oo
Rozdil v intenzité kruhové polarizovanych slozek: I(R)+ I(L)

- nutno eliminovat systematické chyby (artefakty)



W e Spektrometr pro méreni ROA
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@ Univerzita Palackého Spektrometr pro méi:eni ROA

Projekt: Centrum digitalni optiky (2012-19)
Pracovni bali¢ek: Digitalni Ramanova spektroskopie

-]

A Program Centra kompetence
R

)¢

Projekt TE01020229 (Centrum digitdlni optiky) je fesen s finan¢ni podporou TA CR

W Katedra optiky Hm ®

Projekt: Centrum elektronové a fotonové optiky (2019-22)
Dil¢i projekt: RozSifreni moznosti Ramanova spektrometru

HES
W Katedra optiky ASCR ascruv.

gopta
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v

Vyvoj motorizovanych polohovacich zarizeni pro optické aplikace
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@ Univerzita Palackého Spektrometr pro méizeni ROA

Vyvoj spektrografu (spektralniho analyzatoru) se zvysenou ucinnosti detekce
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vstupni objektiv miiZka
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| VR o
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v s >
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merapacaeio  Gpektrometr pro mereni ROA

Vyvoj spektrografu (spektralniho analyzatoru) se zvysenou ucinnosti detekce

difrakéni polarizaéni
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Vyvoj spektrografu (spektralniho analyzatoru)
se zvysSenou ucinnosti detekce

detector 2
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input grating 1 objective
slit R L TR
‘\ [}2 l
I //Uﬂ\\ \ / I’
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colimating | [~ | diffraction
objective polarization grating 2

detector 1

optics

Spektrometr pro méreni ROA

v Katedra optiky  ([ME[JIE
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Vyvoj spektrografu (spektralniho analyzatoru) v Katedra optiky mﬂ P 3
se zvysSenou ucinnosti detekce
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Spektrometr pro méreni ROA
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1. funkéni vzorek pro prumyslové 2. funkéni vzorek pro primyslové

Laboratorni sestava na optickém stole (2016) aplikace (2018) aplikace (2021)
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Raman Optical A

5
3 |
4 o sl . . Spectrometer
® I : '
g L
%0 1000 1500 2000 200 000 3500

S l’v rct i the Czech Wavenumber / om’'

G Figure 1. Raman and ROA spectra of a-pinene enantiomers recorded in extended
spectral range 40 — 3800 cm™. Almost perfect mirror symmetry spectra were
obtained even for strongly polarized Raman bands. Due to high signal-to-noise
ratio ROA overtone and combinational (anharmonic) vibrations in 1800 — 2800 cm™
spectral range were observed for the first time.
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scattering spectra of lysozyme
dissolved in water at concentration
70 mg/mL. Exposure time: 15 min
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= 650 mW. Spectra are smoothed
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LllP.Mldnl R.Oeled\owky M. Dudka, J. Kapitan, M. Viijtek, M. BereSova, J.
Sebestik, K. Thangavel, P.MWWMMMA
Overtone, and Combination Bands: 2-Chloropropionitrile and a-Pinene. J. Phys.
‘Chem. B, 2019, 123, 2147-2156.
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Instrument layout

External size W x D x H
Weight
Power supply backup

Support

Specifications
Spectrometer
Excitation wavelength 532 nm
<15W
Specual range 50—-4500 cm™
Spectral resolution <7 cm for 50— 2400 cm™
< 10 cm* for 2400 — 4500 cm™
Scattenng geometry back-scattering
Modulation scheme SCP, ICP, DCP,, DCP,
Wavenumber calibration automatic, no customer handling
of calibration source needed
Detectors
Detector type  spectroscopic CCD, 1024 x 255 pixels
Detector temperature down to -100 °C, stabilized
Quantum efficiency > 85 % in spectral range 500 — 700 nm
Binning flexible and automatically adjustable
— to minimize readout noise
Gain selectable
Control system
~PC_ industrial type, integrated

Windows 10 Pro
adjustable
full, via TeamViewer
hot swap technology

single unit
870 x 1100 x 1500 mm
<500 kg
stable legs, wheels for easy transport
fully Integrated UPS with safety
features
optional laser interlocs

2 years, extension available
2 years, extension available

Optlonal additi

Spectrometer options

Spectral range

Spectral resolution

Additional polarization options

Sample

| selectable upon request

selectable upon request

 linearly polarized Raman

<'z".;L
amnancmnxnedposms
sample positions.
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