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Metody

vibracni spektroskopie
> infraéervena spektroskopie (IC)

> Ramanova spektroskopie (RS)



fuvulg: Vibracni spektroskopie — princip

CO, -linearni molekula (O=C=0) se stfedem symetrie

n=3 = 3n-5=4 = 2valenénivibrace = nesymetrickd = aktivniv IC
—> symetricka — aktivni v RS

= 2 deformaéni vibrace (degenerované) = aktivni v IC

stfred symetrie = alternativni zakaz

| o . - ®\\@ ¢\\@\
vibrace aktivni v IC spektru nejsou aktivni . ® ! ®
v Ramanové spektru a vice versa (tedy g g g ‘M
komplementarita IC a Ramana) nesymetricka symetricka

IC aktivni, RS neaktivni IC neaktivni, RS aktivni

frekvence vibrace

v _ 1 {7 4= mmn, f — silova konstanta (sila vazby)

2r N U m, +m, u — redukovana hmotnost
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Energie

fouly: Vibracni spektroskopie — princip
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Vibracni spektroskopie — spektra

daleka
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Jednoduché molekuly — symetrie a vibrace (priklad CCl))
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Detailni pohled na v, pas v Ramanove spektru CCl,

35 37
caclecl, ©Cl

C 35C1 37Cl,

N
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|zotopické $tépeni diky existenci dvou stabilnich izotopt 3°Cl a 37Cl
(jednotlivé komponenty odpovidaji riznému zastoupeni téchto dvou

izotopu v molekule CCl,)
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Vyzarovani oscilujiciho dipolu
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Rozptyl linearné polarizovaného svétla molekulou
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Rozptyl nepolarizovaného svétla molekulou

Rozptyl
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fuulg: Polarizovany Ramanuv rozptyl
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monokrystal siranu adeninu rozply!

‘X

Polarizovana Ramanova
" spektra orthorombického
* monokrystalu

X(zx)z ~
= >
J A MA ‘A_,.___LA__— excitace
AX
y
rozptyl
473742 bez analyzatoru
>
X(zx+zy)z I ‘ )
excitace
" : Y
y
X(zy)z : 21{'74
p4
— T | Y
excitace 2
X
zptyl ’
’ %Ly bez analyzatoru
z(yx+yz)y >
. A N M H excitace
‘Z
. 8 T=10K
S zptyl ’ v 7
2(zy)y 8 | 3%'7 , nizkofrekvenéni oblast
WJ-..MW . W T (mezimolekularni

120 140

vlnocet [cm-1]

20 40 60 80 100

excitace

vibrace)
14



Z4kony zachovani momentu hybnosti a energie vyzaduji

i

=

i_ks=
i_a)s=

H

Q

S

Mame-li dobte definovany dopadajici svazek (a)l., k,-) , z méfeni frekvence a momentu

rozptyleného zareni (a)s,ks) ziskdme informaci o studovaném systému (Q,K )

- 1,57.10° cm™ =4
VIS zafeni = | ‘=2_”= { ,57.10° em™ pro A=400 nm

k
A 0,79.10° cm™ pro 4=800 nm

-

a tedy max ’I_f‘ = 2|Ei| ~2.10° em™ pro k, = —k,

coZ je mnohem méné nez 1/a kde a je meziatomova vzdalenost

V pevnych latkach bude tedy studium pomoci rozptylu svétla omezeno prakticky na

stted Brillouinovy zony <0,£> . Jestlize a ~1 nm, potom Z 210" em™.
a a

Metodami rozptylu svétla tedy nelze studovat disperzni zavislosti v Sirokém oboru ‘I_f

ale vlastné jen v oblasti ’I_f ‘ —0.

b
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Table 1. The range of energy and momentum parameters in a number of scattering experiments

Radiation Wavelength ()  Momentum (A-1) Energy (eV)
Neutrons 0-2-10 5-0-1 0-1-0-002
Electrons 0-01-100 100-0-01 ~5x1040-1
X-ray 1 1 ~104
Visible light
Raman 5x108 2x 104 3
Brillouin 5% 108 2x10-4 3
Rayleigh linewidth 5 x 103 2x10-4 3
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Figure 2. The regions of frequency-momentum space covered by several scattering techniques.
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Pro¢ vibracni spektroskopie

strukturni informaci Ize ziskat v relativhé kratkém Case (proto
nachazi vyuziti napriklad v proteomice)

neomezuje se pouze na staticky obrazek (citlivost ke zménam,
moznost dynamickych studii)

velikost studovanych molekul a povaha okolniho prostredi
nepredstavuji zadné omezeni (a nebo jen vyjimecne)

je to mimoradne vhodna metoda pro zkoumani vztahu mezi
strukturou a funkci biomolekul

?
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fouly- Vyhody vibraéni spektroskopie

> RS a IC jsou nedestruktivni metody (moZnost testovani biologické aktivity po
skonCeni méreni).

» Aplikovatelné na vzorky libovolné morfologie (roztoky vodné i nevodné,
suspenze, precipitaty, gely, vrstvy, vlakna, prasky, monokrystaly, ...). Pro
biomolekuly Ize tak ovéfit nakolik se shoduje Ci naopak odliSuje jejich struktura
v krystalu a v roztoku.

> Nenaroéné na objem vzorku (cca 10 ml pro konvenéni RS, 20 ml pro IC).

» Rychla c¢asova Skala absorpce i rozptylu (= 10" s) - wvyuziti vibraéni
spektroskopie pro Casové rozliSené studie procesu, které nejsou pfistupné
pomoci fluorescence ¢i NMR.

> Existence rozsahlé databaze IC a Ramanovych spekter (v&etné pfifazeni pasi
jednotlivym vibracim a znamych strukturné-spektralnich korelaci).
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Specificke vyhody Ramanovy spektroskopie

» Voda predstavuje idealni rozpoustedlo pro Ramanovu spektroskopii
(na rozdil od IC).

» Intenzivni pasy v Ramanovych spektrech pochazeji od vibraci, pfi
kterych dochazi k velké zméné polarizovatelnosti (napf. aromaticke
molekuly).

» Relativné snadné mérfeni i v oblasti nizkych vinoétl (pod 400 cm,
daleka IC oblast) v jediném experimentu se zakladni oblasti

Selektivni rezonancni zesileni (tzv. rezonan¢ni Ramanuv jev).

Povrchem zesileny Ramanuv rozptyl (SERS)
(design SERS aktivniho povrchu spada do oblasti nanotechnologii)
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>

Nevyhody vibracni spektroskopie

Spektralni rozlisSeni je sice vySSi nez v elektronovych spektrech, ale
niz8i ve srovnani s NMR. Nedostate¢né rozliSeni muze byt ¢astecné
kompenzovano chemickou (izotopicka zaména) nebo biologickou
(bodova mutace) modifikaci.

Jsou potreba relativné vysoké koncentrace vzorku (= 10-100 pg/ul) byt

v malych objemech.

Jak H,O tak i D,O nejsou idealnim rozpoustédlem pro IC spektroskopii
(na rozdil od Ramanova rozptylu).
Ramanuv jev (nepruzny rozptyl svétla) je ze své podstaty slaby jev (ve

srovnani s absorpci nebo emisi svétla). Je tedy nutna znacna Cistota
vzorkU a péce pfi manipulaci s nimi (velmi vadi fluorescence pfimési).
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