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1. Uvod

Na ptelomu 60. a 70. let minulého stoleti bylo na zakladé obecné teorie polarizacnich
vlastnosti Rayleighova (pruzného) a Ramanova (nepruzného) rozptylu svétla chirdlnimi
molekulami ukédzéno, ze rozptylené svétlo obsahuje velmi slabou slozku s kruhovou
polarizaci, a naopak Ze intenzita rozptylu dopadajiciho pravo- a levoto¢ivé kruhové
polarizovaného zateni je ponékud rozdilna.! Tento objev vedl k rozvoji zcela nové chiroptické
metody, kterd je nyni znama jako Ramanova opticka aktivita (ROA) a ktera se rozvinula ve
vyznamnou spektroskopickou techniku aplikovatelnou na Sirokou Skalu chirdlnich vzorka
poéinaje jednoduchymi molekulami aZ po viry.?

ROA, ktera je ve své podstaté technikou diferen¢ni spektroskopie, méfi rozdil v odezve
chirdalni molekuly vi¢i pravo- a levotocivé kruhové polarizovanému zdieni. Vysledkem
méteni ROA jsou vzdy dvé spektra — vlastni ROA (tedy diferen¢ni) spektrum a zdrojové
Ramanovo (sumarni) spektrum. V teorii ROA zavadime bezrozmérnou veli¢inu A
pojmenovanou jako diferencni cirkuldarni intenzita (circular intensity difference), kterd je

definovéna jako podil ROA ke zdrojovému Ramanovu signalu vztahem

R

AT
a kterou lze experimentalné urcit na zakladé méfeni intenzity rozptylu dopadajiciho pravo-
(17) a levotocivé (1) kruhové polarizovaného zafeni. Tato veli¢ina je analogem faktoru
chirality g (dissymmetry factor), ktery je pouzivan pro popis cirkuldrniho dichroismu (CD).
Pov§imnéme si, Ze z historickych diivodi ROA pouziva konvenci R minus L, zatimco CD
konvenci opacnou (L minus R).

ROA je velmi slabym jevem, nebot A nabyva v nejlepsim ptipadé hodnot ~107.
Piitom i konvenéni Ramaniiv jev ma jako nepruzny rozptyl velmi maly G&inny priifez (z 10°
rozptylenych fotond je jen jeden rozptylen nepruzné). Experimentalné byla ROA prokazana
v roce 1973, aviak jeji rozvoj az do po&atku 90. let 20. stoleti byl vyrazn& omezen tehdej3imi

experimentalnimi moznostmi (jednokanalova detekce a métfeni spekter bod po bodu). Od
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pocatku 90. let vSak diky pokroku v experimentalni technice (piedevSim diky vyuziti
mnohokandlovych CCD detektord v Ramanové spektroskopii) nastal prudky rozvoj této
metody, ktery byl zavrSen v roce 2002, kdy se na trhu objevil prvni (a zatim jediny) komer¢ni
ROA spektrometr ChiralRAMAN™ od firmy BioTools.

Vyznam ROA tkvi v tom, méti vibracni optickou aktivitu a poskytuje tedy ve srovnani
se standardni chiroptickou technikou viditelného a ultrafialového cirkularniho dichroismu
(ECD), ktery méii elektronovou optickou aktivitu, mnohem bohat§i stereochemickou
informaci. To je na prvni pohled zfejmé z ROA spektra L-alanyl-L-alaninu (obr. 1), kde
pozorujeme ROA pasy témét pro vSechny pasy vibraéniho Ramanova spektra, piicemz
znaménko a intenzita kazdého z nich odrazi stereochemii vetné€ absolutni chirality té Casti
molekuly, kterd se pfisluSné normdlni vibrace ucastni. ROA, podobné jako komplementéarni
technika vibra¢niho cirkularniho dichroismu (VCD), sonduje stereochemii molekularniho
skeletu piimo, zatimco elektronova optickd aktivita sonduje stereochemii pouze nepiimo
prostiednictvim chromoforu. Opticky aktivni molekuly, které postradaji elektronovy

chromofor, nelze zkoumat pomoci ECD, lze je ale zkoumat pomoci ROA a VCD.
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Obr. 1: Zrcadlova symetrie dvou enantiomert se odrazi v zrcadlové symetrii jejich ROA spekter.
Ramanovo spektrum (vlevo dole) a odpovidajici ICP ROA spektrum (vlevo nahoie) 2M roztoku ve
vod¢ L-alanyl-L-alaninu (Cern€) a D-alanyl-D-alaninu (Sed¢) méfena v geometrii zpétného rozptylu.
Udalost rozptylu probiha v dasové skale ~107*s, kterd je mnohem kratsi nez i ty
nejrychlejsi konformacni zmény. ROA spektrum tedy bude superpozici piispévkl od vSech
konformaci, které jsou ptritomny ve vzorku v rovnovaze. Intenzita ROA zavisi na absolutni
chiralité, a proto mtize dojit k vyruseni ptispévkl enantiomernich struktur, jez mohou vznikat
pii tom, jak pohyblivé ¢asti molekuly prochazeji celou skalou dostupnych konformaci. To je

zdrojem zvysSené citlivosti ROA k dynamickému chovani (bio)molekularnich struktur.



2. Experimentdlni pristupy

Ramanova optickéd aktivita je spojena s fundamentalnim pfechodem mezi vibra¢nimi
hladinami normdlniho vibra¢niho moédu v zakladnim elektronovém stavu, podobné jako pfi
vibracnim cirkuldrnim dichroismu, coz umoziuje piimé srovnani VCD a ROA spekter
métenych ve stejném spektralnim oboru. Ramanlv rozptyl je ale na rozdil od absorpce
dvoufotonovy proces, a proto je ROA ve srovnani s VCD mnohem komplexnégjsi, a to jak
teoreticky (slozity nepfili§ ndzorny formalismus) tak experimentalné (tady komplexnost
umoziuje veEtsi variabilitu). Diky tomu lze pii méfeni ROA pouzit riznd experimentalni
usporadani, kdy volitelnymi parametry jsou geometrie experimentu (thel rozptylu) a
modulacni schéma (to jest zptsob jak ROA méfime). V soucasnosti je nejbéznejsi méteni
v geometrii zpétného rozptylu (180°), nebot’ se ve shod¢ s teorii ukazuje, ze v této geometrii
je pomér ROA ke zdrojovému Ramanovu signélu nejptiznivejsi. AvSak ranna ROA méfeni az
do konce 80. let byla realizovana v pravouhlé geometrii (90°). Pokud jde o modula¢ni schéma
historicky prvni byla ICP (incident circular polarization) varianta, kterd je zalozena na
modulaci polarizace dopadajiciho zdieni (obr. 2a), kdy pomoci elektrooptického moduléatoru
stiidavé prepindme mezi pravo- a levoto¢ivou kruhovou polarizaci, synchronné s tim
IR I* a méfime bud totalni rozptyl

zaznamenavame intenzity rozptyleného zafeni a

(v geometrii 180°) nebo jeho polarizovanou respektive depolarizovanou slozku (v 90°
geometrii pii pouZiti analyzatoru). V této varianté ROA tedy neméfime 1% a 1" signal
soucasné ale v riznych Casech. ICP variantu vyuzivda i ROA spektrometr vybudovany na
Fyzikalnim ustavu UK.

Komeréni spektrometr ChiraRAMAN™ naopak vyuziva SCP (scattered circular
polarization) variantu (obr. 2b) vychazejici z originalni koncepce W. Huga.* Jeji hlavni
prednosti je soucasné zaznamenavani intenzity pravo- a levotocivé kruhové polarizované
sloZky v rozptyleném zareni. Tim se automaticky zbavime slozky Sumu oznacované jako
"flicker noise", kterd je vyvolana pfitomnosti prachovych castic ve vzorku, fluktuacemi
hustoty, kolisanim vykonu laseru a dal$imi ndhodnymi d&ji. Sum je potom v tomto piipadé
Cisté statistické povahy a je mozno ho vyhlazovacimi procedurami minimalizovat.
Experimentalné byly realizovany i DCP (dual circular polarization) varianty, kdy modulujeme
kruhovou polarizaci dopadajiciho zafeni a zaznamenavame intenzitu kruhové polarizované
slozky v rozptyleném zéafeni - DCP; (ve fazi, kdy mé¥ime 15 — 1) a DCPy (v protifazi, kdy
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méfime 1 —17).



Typicky ROA spektrometr se tedy sklada z budiciho laseru (zpravidla argonovy nebo

diodami Cerpany pevnolatkovy), rychlého (idealné¢ f /1.4) zobrazovaciho spektrografu a

chlazeného CCD detektoru.”> ICP ROA spektrometr ma navic v excitatni vétvi elektroopticky
modulétor (Pockelsova cela), pomoci kterého ptfepiname mezi pravo- a levoto¢ivou kruhovou
polarizaci dopadajiciho zateni. Jadrem SCP ROA spektrometru je naopak polarizaéni délic,
ktery dokaze oddelit pravo- a levotocivé kruhové polarizované komponenty v rozptyleném
zateni, pomoci vlaknové optiky je pfivést na vstup spektrografu a ob¢ je zobrazit na CCD
detektoru (nad sebou). ROA spektrum potom ziskdme jejich odectenim.
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Obr. 2: Dva ekvivalentni ROA experimenty. (a) v ICP ROA métime 11, kde I¥ a I" jsou intenzity
rozptyleného zafeni (nepolarizované) pro dopadajici pravo- respektive levotoCivé kruhove
polarizované zéieni. (b) v SCP ROA métime Ig-I., kde Iz a I jsou intenzity pravo- a levotociveé
kruhové polarizované komponenty v rozptyleném zdieni, zatimco dopadajici zafeni je bud’ linearné
polarizované nebo pfipadné nepolarizované (jak je ukazano zde). Podle uzivané konvence horni
indexy oznacuji polarizaci dopadajiciho zafeni a dolni indexy polarizaci rozptyleného zareni.
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méfeni. VCD je zpravidla mé&feno v oblasti nad 900 cm™, vyjime&né lze méfit jiz od 600 cm™,
oblast vIno&ti nizsich nez 600 cm™ vsak doposud ziistava pro VCD nepiistupnd. ROA lze
dnes standardnd méfit jiz od 200 cm™ a v ptiznivém piipadé dokonce od 100 cm™. Druhou
vyhodou ROA oproti VCD je moznost méfeni ve vodném roztoku. Voda jako polarni
molekula siln¢ absorbuje infraervené zareni a to komplikuje ¢i dokonce znemoziuje méteni
VCD v oblastech silné absorpce rozpoustédla. Voda naopak ma pouze slaby Ramantv rozptyl

a predstavuje tak pro tuto spektroskopickou metodu témét idealni rozpoustédlo.



3. Nastin teorie

Vyrazy pro veli¢inu A muzeme odvodit pro riizné experimentalni varianty ROA na
zakladé semiklasické teorie tak, Ze si vyjadiime vektory intenzity elektrického a
magnetického pole oscilujiciho elektrického dip6lu, magnetického dipolu a elektrického
kvadrupo6lu, které jsou indukovany dopadajici svételnou vinou (v pfipadé ICP ROA kruhové
polarizovanou), a ptimo vyjadiime 1% -1 (ROA) a I® + 1" (Raman). Pro popis Ramanova
rozptylu je postacujici tzv. dipdlova aproximace omezujici se pouze na indukovany elektricky
dip6l, pii popisu ROA vSak musime vyjit za jeji ramec a zahrnout do vypoctu i indukovany
magneticky dip6l a elektricky kvadrupdl. Piispévky od jednotlivych ¢lenti mizeme vyjadfit

pomoci tenzoru molekulamni polarizovatelnosti «,, (elektrické dipol-dipolové), a dvou
tenzorti optické aktivity G/, (elektrické dipol-magnetické dipolové polarizovatelnosti) a A,

(elektrické dipol-elektrické kvadrupolové polarizovatelnosti). Pro izotropni soubor chiralnich
molekul (pfechod k nému pfedstavuje stfedovani pifes vSechny orientace rozptylujicich
molekul a pfechod od slozek tenzorl k jejich invariantiim) potom naptiklad pro ICP ROA
v geometrii zpétného rozptylu dostaneme pro A vyraz
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Striktn€ vzato plati vySe uvedené vztahy pro Rayleighiv (pruzny) rozptyl. V ptipadé

Ramanova rozptylu musime ve vyrazu pro A tenzory molekuldrnich vlastnosti nahradit

Ramanovymi tenzory prechodu mezi poc¢atecnim a kone¢nym vibracnim stavem n, a m,.
Tedy napifklad @, je nahrazeno (m,|a,,(Q)[n,) atd., kde a,,(Q) atd. jsou operatory

polarizovatelnosti a optické aktivity, které parametricky zavisi na normalni vibracni

soufadnici Q. V ramci Placzekovy teorie polarizovatelnosti potom bude ROA intenzita

zéviset na soutinech typu (0a,, /0Q) (G, /0Q), a (8a,,/oQ), &, (0A/0Q), .°



4. Interpretace ROA spekter

ROA spektra mohou byt interpretovana na né€kolika tGrovnich — od cisté empirické
korelace uzivané v pocatcich rozvoje, pres sofistikovanéjsi pristupy zalozené na statistickych
metodach, jako je napiiklad faktorova analyza, az po modelové ab initio kvantové-chemické
vypocty spekter. Vypocet zahrnuje né€kolik krokdi — optimalizaci geometrie (vypocet
rovnovazné konfigurace jader), vypocet silového pole a frekvenci vibraci (zpravidla
v harmonické aproximaci) a konecné vypocet intenzit pastt v Ramanové i v ROA spektru.
V posledni dobé je ziejma snaha zahrnout do vypoctu i vliv rozpoustédla, predev§im pro
podvojné ionty, pro které vypocty ve vakuu nevedou k realistické rovnovazné konfiguraci.
Zakladnim kritériem uspésSnosti vypoctu ROA spekter je dosazeni shody znaménka pasii,
popfipadé i relativni intenzity, s experimentalnimi daty. Lepsi shody s experimentem obecné
dosahuji vypocty zahrnujici elektronovou korelaci, at’ uz teorie elektronové hustoty (DFT) ¢i
poruchova teorie MP2, jeZ vedou k realisti¢téjSimu silovému poli a tudiz 1 k pfesnéjSimu
popisu vibra¢nich pohybu jader. Ab initio metody vypocétu ROA spekter jsou podrobnéji
probirany jiné kapitole téchto skript.

5. Vybrané piiklady vyuZiti ROA

Zakladnimi aplikacemi ROA spektroskopie jsou: (1) ur¢ovani absolutni konfigurace
opticky aktivnich molekul v roztoku, (2) méfeni enantiomerni Cistoty a (3) studium struktury
(bio)molekul v roztoku.

Ad (1): Mame-li vzorek Ccist¢tho enantiomeru, potom zdkladnim problémem
stereochemie je urcit pomoci fyzikalnich metod, ktery ze dvou enantiomerii to je. ROA
spektra v kombinaci s jejich kvantové-chemickou simulaci lze uzit pro urceni absolutni
konfigurace malych az stfedné velkych chiralnich molekul. Postup je nasledujici: na zakladé¢
ab initio vypoctu je pro zvolenou absolutni konfiguraci simulovano ROA spektrum. Pokud
simulované a zméfené spektrum sob€ odpovidaji jak ve znaméncich ROA past, tak v jejich
polohach a relativnich intenzitach, je konfigurace molekuly zvolend pro vypocet totozna
s konfiguraci méfené molekuly.

PresvédCivym testem schopnosti ROA je urceni absolutni konfigurace chiralné
deuterovaného neopentanu C(CHs),.” Tato molekula neobsahuje Zadny tézky atom, proto
anomalni rozptyl X-paprski neni v tomto ptipadé¢ pouzitelny. Chiralita je zde indukovana
pouhou izotopickou zadménou vodiku za deuterium ve tfech ze ¢tyt CHj; skupin, tak aby

molekula obsahovala po jedné skupin¢ CH;, CH,D, CHD; a CD;. ROA je navic velmi slaba

(A ~107"). Situaci komplikuje i existence celkem deviti rliznych rotaénich konformert ve



vzorku, nebot’ kazdd z CH,D a CHD; skupin mlZe mit tfi rGzné orientace. Proto bylo pro
kazdy rotamer spocitino ROA spektrum a vysledné ROA spektrum bylo ziskano jako jejich
pramér (diky vyruSeni signalu je A ve vysledném spektru fddové mensi ve srovnani se
spektry jednotlivych rotamert!). Impozantni shoda s experimentem, primarné ve znaménku
ale 1 v intenzit€ past, umoznila jednoznacné stanovit absolutni konfiguraci jako R.

Ad (2): Sledovani enantiomerni Cistoty je jednou z moznych analytickych aplikaci
Ramanovy optické aktivity (ROA), kterd mize byt potencidlné zajimava pro farmaceuticky
pramysl. Opticka aktivita vzorku se projevuje pouze tehdy, je-li v méfeném vzorku bud’ Cista
enantiomerni forma nebo piebytek jedné z enantiomernich forem. V ptipadé¢, kdy jsou ve
vzorku piitomny pouze dva optické antipody o riiznych koncentracich, je uzite¢né definovat

enantiomerni piebytek (enantiomeric excess) f.. jako piebytecné mnozstvi jednoho

enantiomeru (R) nad druhym (S) vztaZzeny k celkovému mnoZstvi obou enantiometl ve
vzorku
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Veli¢ina f_. nabyva hodnoty 100% pro Cisty enantiomer R, -100% pro Cisty enantiomer S a
0% pro racemickou smés. Je ziejmé, Ze intenzita padsi ROA spektra je pfimo umérna
enantiomernimu piebytku. Pro kvantitativni stanoveni je vSak nezbytné provést kalibracni
méfeni na souboru vzorkt o rizné ale znamé enantiomerni Cistoté (jako piiklad mohou slouzit
data uvedena na obr. 3). Namisto ROA spekter je pfi uréovani enantiomerniho piebytku
vhodnéjsi pracovat s podilovymi spektry ROA/Raman, nebot’ ta jsou normovana na zdrojovy
Ramantv signal. Toto podilové spektrum je vlastné spektrem diferencni cirkuldrni intenzity
A definované v uvodu.

Informaci o enantiomernim piebytku lze z kalibraénich métfeni vyhodnotit nékolika
zpusoby. Ten nejjednodussi pracuje s intenzitou jednoho ¢i nékolika vybranych pasi, ten
pokrocilejsi vyuziva statistickych metod zpracovani dat, napt. faktorovou analyzu. Prednosti
druhého pfiistupu je, ze pro vyhodnoceni vyuzivd celé¢ spektrum a nikoli jen nékolik
vybranych past. V ptipadé roztokli nebo smési obsahujicich vice riznych chirdlnich molekul
je pouziti statistickych metod nutnosti, protoze umoziiuje separovat signal od jednotlivych
komponent 1 signdl rozpoustédla. Ptiklad kalibra¢ni kiivky ziskané pomoci intenzity tii
nejvyrazn&jsich pasa (854, 917 a 1322 cm™) v podilovych spektrech ROA/Raman (obr. 3B) je
uveden na obr. 4A. Na obr. 4B je uveden vysledek faktorové analyzy stejného souboru dat.

Faktorova dimenze 1, ktera udava pocet vyznamnych komponent, neni ptekvapenim, nebot



ROA spektra dvou enantiomert jsou aZz na znaménko shodna (jedno pfevedeme v druhé

prostym vyndsobenim faktorem -1).
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Obr. 3: Soubor ROA spekter 19 vzorkd trans-pinanu o rtizné enantionerni Cistoté (vlevo). Soubor
odpovidajicich podilovych (ROA/Raman) spekter diferen¢ni cirkularni intenzity A (vpravo).
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Obr. 4: A: Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni enantiomerni Cistoty na
nejvyrazngjsich past (854, 917 a 1322 cm™) v podilovych spektrech z obr. 3B. B: Vysledek faktorové
analyzy souboru 19 podilovych spekter ROA/Raman zobr. 3B. Vyznamné je pouze prvni
subspektrum (oznacené S1), tedy faktorova dimenze je 1. Linearni zavislost koeficientu C1 na
enantiomernim piebytku je analogem kalibra¢ni kiivky.

zéklad¢ intenzity tii



V jednosloZkovém vzorku (smés dvou enantiomerti jedné chiralni molekuly) 1ze pomoci
ROA za ptiznivych podminek stanovit jiz 0,1% piebytek, ve dvouslozkové smési riznych
chiralnich molekul Ize odhalit 1-2% enantiomerni piebytek jedné ze slozek.®

Ad (3): Ab initio vypoéty ROA spekter za¢inaji mit dopad i na studium konformace
malych biomolekul ve vodném roztoku. Mapovani konformacéniho prostoru zwitterionického
L-alaninu ukazalo, Ze tvar Ramanovych a ROA pasii je do znaéné miry ovlivnén rotaci NH;"
a COO" skupin.” Molekulu v roztoku nelze popisovat jako rigidni systém, naopak pro
dosazeni lepsi shody s experimentem je nezbytné do vypoctu zahrnout i dynamiku jeji
struktury (obr. 5). Na takto ,,jednoduchych® systémech lze také testovat implicitni i1 explicitni

modely rozpoustédla.'
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Obr. 5: Srovnani experimentalnich Ramanovych a ICP ROA spekter 1,6M roztoku zwitterionického
L-alaninu ve vodé se simulovanymi spektry (ab initio DFT, implicitni model rozpoustédla,
Boltzmannovo konformacni stfedovani).

Na piikladu dvou jednoduchych dipeptidit Gly-Pro a Pro-Gly ve vodném roztoku lze
demonstrovat, jak vyraznym zptisobem se konformacni flexibilita molekul projevuje v ROA a
Ramanovych spektrech (obr. 6).” Rigidita Gly-Pro je dana tim, Ze prolin je na C konci
dipeptidu a Ze rotace kolem vazby C,-N (torzni uhel @) je péticlennym kruhem vyrazné
omezena. Pro-Gly je ve srovnani s Gly-Pro mnohem flexibilngjsi, nebot’ prolin se nachazi na
N konci dipeptidu a rotace kolem torzniho thlu @ je vtomto piipadé volna. Z obr. 6 je

ziejmé, ze u flexibilniho systému je ROA spektrum diky vyruSeni signalu od rtznych



konformerti velmi jednoduché, pasy v ROA i v Ramanové spektru jsou rozsifené, v oblasti
torznich vibraci (200-750 cm™) jsou Ramanovy pésy $iroké a ROA signal je zde velmi slaby.
Naopak u rigidniho systému je spektrum zfetelné bohatsi, s izkymi dobie rozliSenymi pasy a

relativné intenzivnim ROA signélem 1 v oblasti torznich vibraci.
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Obr. 6: Srovnani spekter rigidni (Gly-Pro) a flexibilni (Pro-Gly) molekuly s naznacenymi hlavnimi
stupni volnosti. Vlevo: Ramanovo a ICP ROA spektrum 2M roztoku Gly-Pro ve vodé. Vpravo:
Ramanovo a ICP ROA spektrum 0,89M roztoku Pro-Gly ve vodé.

6. Zavér

Ramanova optickd aktivita ptfedstavuje unikatni a dynamicky se rozvijejici metodu
studia struktury chirdlnich molekul v roztoku s velkym aplikacnim potencidlem nejen
v zakladnim vyzkumu. Sledovani enantiomerni Cd{istoty predstavuje jednu z moznych
analytickych aplikaci ROA, ktera miize byt zajimava pro farmaceuticky primysl. V Ceské
republice je dostupny nekomeréni ROA spektrometr, vybudovany na Fyzikdlnim ustavu

Univerzity Karlovy v Praze.
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