Laborator charakterizace nano a mikromateridlu

Ramanova mikro-spektroskopie - [RMS]

(Lucia Becherovd, Martin Clupek, Marie Svecovd)

1. Uvod

Ramanova spektrometrie je metodou vibraéni molekulové spektroskopie, kterd byla
pojmenovana po indickém fyzikovi Candra$ékharu Venkatau Ramanovi (Nobelova cena 1930).
Profesor Raman spolecné s K. S. KriSnanem popsali v roce 1928 jev neelastického optického
rozptylu, ktery je zdkladem metody. Jednd se o metodu vhodnou pro identifikaci latek, pfi
uréovani jejich sloZzeni a struktury. PouZiva se pfi analyze pevnych latek (krystalické i amorfni
materialy, kovy, polovodice, polymery atp.), kapalin (Cisté latky, roztoky vodné i nevodné),
plynG, dale téZz pri analyze povrchl (napf. sorbenty, elektrody, senzory) ¢i pfi analyze
biologickych systém( (od biomolekul az po organismy). Své uplatnéni Ramanova spektroskopie
nachazi od mineralogie a geochemie, pfes chemicky a farmaceuticky prlimysl az po biologii a
|ékarstvi.

Od svého objevu v roce 1928 az témér do poloviny 70. let se vSak Ramanova spektroskopie
pouzivala pouze pro studium makroskopickych materidld a slouzila tak predevsim k ziskavani
informaci o zakladnich molekuldrnich vlastnostech (pfedevsim strukturnich parametrech) latek.
Limitujicim faktorem SirSiho vyuziti metody byla az do 60. let 20. stoleti absence zdroje
intenzivniho monochromatického zareni. S vyuzitim laseru, vysokovykonného budiciho zdroje,
pro excitaci Ramanova rozptylu se vSak objevila moznost vyuzit metodu také pro mikroanalyzu,
protoze vyssi zarivé toky, poskytované laserem, do znaéné miry kompenzuji pokles v poctu
analyzovanych molekul. VyuzZiti laseru vytvofilo z Ramanovy mikrospektroskopie jedinecnou
metodu, kterd svymi moznostmi predcila do té doby znamé techniky mikroanalyzy vzorku. Na
rozdil od nich totiz umoZnuje selektivné rozlisSit chemickou formu jednotlivych sloZek
mikroskopického vzorku. Prvni komeréné dostupny Ramanlv mikro-spektrometr (mikroskop) se
zacal prodavat v roce 1977 pod oznacenim Mole (Jobin Yvon, Francie).

Mimo to byl v roce 1974 nahodné pozorovan dalsi opticky jev, svazany s Ramanovou
spektroskopii, u kterého se uplatfiuji nano- a mikro- strukturni motivy. Timto jevem je zesileni
intenzity Ramanova rozptylu pro molekuly latek adsorbovanych na vhodnych kovovych
substratech.

2. Teorie

Podstatou Ramanova rozptylu je zafivy dvoufotonovy prechod mezi dvéma staciondrnimi
vibraénimi stavy molekuly, jejichZ energie jsou E1a E2, vyvolany interakci s fotonem dopadajiciho
zareni o frekvenci vo> | E2- E1 | / h, kde h je Planckova konstanta, a provazeny vyzarenim fotonu
rozptyleného zareni o frekvenci vr (viz Obr. 1). Tento rozptylovy efekt si lze zjednodusené
predstavit jako sou¢asnou absorpci fotonu budiciho zafeni molekulou, kdy molekula prechazi na
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virtudlni energetickou hladinu, a emisi sekundarniho fotonu, za splnéni podminky zachovani
energie:

hvg = hvy + (E; — E7) (1)

Existuje nékolik moZnosti takto uskutecnéného prechodu podle polohy virtudlni energetické
hladiny vici vlastnim staviim molekuly (napf. normalni a resonanéni Ramanfv jev).

Raman(v jev je moino popsat pomoci kvantové teorie, jeho zaklady je vSak moino
vystihnout i v klasickém pfiblizeni. V klasickém pfiblizeni plati pro molekulu interagujici se
zarenim, Ze v molekule je indukovdan dipélovy moment p:

p = aEcos(2mv,t) + iZ—ZqE{cos[Zn(vo —vyip)t] + cos[2m(vy + vy E]} (2)

kde vo je frekvence budiciho zareni, wib je vibracni frekvence, E je vektor intenzity
elektrického pole dopadajictho zafeni, g jsou wvnitfni soufadnice molekuly a a je
polarizovatelnost molekuly (polarizibilita, tj. mira ,,obtiznosti“, s niz se vychyluji negativni naboje
elektrickym polem). Z rovnice (2) vyplyva, Ze molekula emituje zareni s nezménénou frekvenci
(vo - Rayleighlv rozptyl) a dale zareni s frekvencemi (vo + wib ) a (vo - wib ), které se souhrnné
nazyvaji Ramanlv rozptyl, pfi ¢emzZ nizsi frekvence (vo -wib) odpovidd Stokesovu rozptylu,
zatimco vyssi frekvence (vo + wib) ndlezi anti-Stokesovu rozptylu. Z rovnice je téz zfejmé, ze pro
vznik Ramanovy linie je nutné, aby pfi daném vibraénim pohybu dochdzelo ke zméné
polarizovatelnosti, tedy aby

% # 0 (3)

Pokud by zména polarizovatelnosti béhem vibra¢niho pohybu byla nulova, zistal by v rovnici
(2) nenulovy pouze ¢len pro Rayleighlv rozptyl. Rovnice (3) se oznacuje za zakladni vybérové
pravidlo pro Ramanovu spektrometrii, které je principialné odlisné pro pozorovani vibraéniho
modu v infralervené spektrometrii, kde touto zakladni podminkou je zména dipdlového
momentu béhem prislusného vibracniho pohybu.

Pokud je dany vibra¢ni mod aktivni v Ramanové spektru, bude pro néj principidlné mozné
pozorovat dvé linie, a to symetricky rozloZzené kolem linie Rayleighova rozptylu — ve Stokesové
oblasti (vr = vo - wib) a v anti-Stokesové oblasti (v = vo + wib). V fadé praktickych pfipadl jsou
vSak mérena spektra pouze v oblasti Stokesova rozptylu, a to s ohledem na nutnost odfiltrovat
RayleighQv rozptyl, jeho? intenzita je zhruba 10°-10%-krdt vy$si neZ intenzita béZnych
Ramanovych linii.
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Obr. 1: Schéma dvoufotonovych prechodl; Raman(v a Rayleighlv rozptyl pfi excitaci ve viditelné a blizké
infracervené oblasti (1 - znadi excitaci, { - znaci emisi fotonu)

Ramanova spektra stejné jako infracervena spektra poskytuji informace o vibracnich (a
rotacnich) pohybech polyatomickych ¢astic (molekul, krystald atd.). Frekvence normalnich
vibra¢nich modl zdvisi na hmotnostech zidcastnénych atom( a na sile vazeb mezi nimi, tj. na
zakladnich parametrech popisujicich strukturu molekuly. Obecné vzato, identifikacni moZnosti
Ramanovy spektrometrie jsou srovnatelné s potencidlem infraervené spektrometrie. Je tfeba
zdlraznit, Ze vibracni frekvence molekul jsou nezavislé na tom, zda je studujeme
infracervenou nebo Ramanovou spektroskopii, avSak intenzity spektralnich linii budou pro obé
spektroskopické techniky zretelné odliSné. V Ramanové spektru je intenzita pasti umérna
druhé mocniné zmény polarizovatelnosti béhem vibraéniho pohybu (6a/6q)? zatimco v
infraCerveném spektru je umérna druhé mocniné zmény dipélového momentu. Pfirazeni pas(
jednotlivym vibraénim modim se tak provadi podobné, jak je obvyklé pfi interpretaci
absorpcnich spekter ve stfedni infraCervené oblasti. Kombinované tabulky charakteristickych
vibraénich frekvenci funkénich skupin obsahuji pro danou funkéni skupinu spole¢ny udaj o
poloze pasu (vinoétu, cm™) a zvlddt Udaje o intenzité pédsu v infraerveném a v Ramanové
spektru. Zatimco v infra¢ervenych spektrech jsou intenzivni pasy pro vibrace s vyraznou zménou
dipdlového momentu (vibrace polarnich skupin, napf. —OH, -C=0, -NO3), intenzity past v
Ramanovych spektrech souviseji se zménou polarizovatelnosti (intenzivnéjsi pasy jsou pro
symetrické vibrace a vibrace ve fazi nez pro vibrace antisymetrické a v protifazi, obzvlasté
intenzivni jsou pasy vicenasobnych symetrickych vazeb — napf. -C=C-, -C=C-, -N=N-). Vzhled
infraCervenych a Ramanovych spekter je tak silné ovlivnén symetrii molekul (bunék krystalu) a
symetrii jednotlivych vibraénich pohybU. (pozn. Polohy a intenzity vybranych charakteristickych
vibraci jsou pro ilustraci shrnuty v priloze tohoto ndvodu).

Pro zakladni popis vyhod a nevyhod mikrospektroskopické techniky je dalezité si uvédomit,
Ze pti minimalizaci mérené plochy vzorku klesne v disledku mensiho poctu molekul intenzita
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méreného signalu. Dalsi problém predstavuje neidealnost optickych vlastnosti objektivi, kdy se
¢ast zarivého toku prlichodem pres objektiv a ostatni optické prvky ztraci. Tento negativni efekt
je pouze castecné kompenzovan pouzitim vysokovykonného zdroje zareni (laser). MozZnost
prostorové rozliSené mikroanalyzy vsak spolehlivé prevazi uvedené nevyhody. PouZitim
mikroskopickych technik totiz mizeme v béZzné Ramanové spektroskopii dosahnout i k analyze
velmi malych mnoiZstvi vzork(, konkrétné k velmi malému mnoiZstvi pevnych latek (jednotlivé
krystaly). Mikroanalyza vzorku je vyznamnd technika poskytujici informace o fyzikdlné-
chemickych vlastnostech specifické mikroskopické oblasti studovaného vzorku a mize, pfi
vyuZziti technik spektralniho mapovani ¢i zobrazovani, slouzit ke sledovani distribuce analytu. To
uZ je ale problematika, ktera presahuje napln této laboratorni ulohy.

Povrchem zesileny Raman(v rozptyl (surface-enhanced Raman scattering — SERS) patfi mezi
techniky objevené experimentdlné bez predchoziho teoretického odvozeni. Teoreticky popis
tohoto jevu je i dnes pomérné komplikovany a presahuje mozZnosti tohoto navodu.
Zjednodu$ené mlzeme konstatovat, Ze schopnost ¢i neschopnost urcitého substratu zesilovat
signal Ramanova rozptylu je dana fyzikdlnimi vlastnostmi pouZitého kovu ale i morfologii
povrchu substratu v nano-az mikroméritku. Povrchové zesileni je z vétsSi Casti zplUsobeno
interakci laserového zareni s povrchem vhodného kovu, nasledkem ¢ehoz dojde ke kolektivni
oscilaci elektronli ve vodivostnim pdasu (Povrchovd plasmonova resonance — SPR). Vybuzena
povrchovd plasmonova vina pak vytvafi pulsujici energetické pole, které na vhodné
strukturovaném povrchu vystupuje nad Uroven substratu, obklopuje molekulu analytu, kterd se
nachazi v blizkosti povrchu, interaguje s jejimi elektrony a zvySuje tak jejich polarizaci.
Nevyhodou je, Ze mira povrchového zesileni neni pro vSechny spektralni pasy stejna, ale zavisi
na orientaci navazané molekuly vici povrchu kovového substratu — neplati intenzity uvedené
v tabulkach charakteristickych vibraci.

3. Zadani prace

1. Seznamte se s obsluhou pfislusného typu Ramanova spektrometru (demonstrace a
dohled asistenta)

2. Promérte zadany vzorek a zhodnotte vliv mikro-, nano- usporadani na ziskana data
(dohled asistenta)

3. Ziskané zavéry shriite ve formé kratkého, vystizného protokolu

4. Popis zarizeni

Pro Ramanovu spektrometrii se pouZivaji jak disperzni spektrometry, tak spektrometry s
Fourierovou transformaci (FT). Hlavnimi soucdstmi spektrometru jsou: zdroj excitujiciho zareni
(laser), vzorkovaci prostor (komora), sbérna optika, disperzni prvek (disperzni spektrometry) /
interferometr (FT spektrometry), detektor.

Pro Ramanovu spektrometrii Ize vyuZit jako zdroje zareni rlizné typy laser(, které pokryvaji
viditelnou (VIS) oblast, blizkou infracervenou (NIR) oblast, pfipadné i ultrafialovou (UV) oblast. U
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jednoduchych spektrometr( je k dispozici jeden laser, obvykle pevnolatkovy ¢i diodovy, pracujici
v kontinudlnim nebo kvasikontinualnim reZimu. U védeckych systém( jsou ptipraveny optické
cesty pro nékolik laserd, umoZnujicich pfizplsobit vinovou délku excitace feSené problematice.
Vyhodou excitace v UV-VIS oblasti je vy$si intenzita rozptylu (intenzita rozptylu klesa se ¢tvrtou
mocninou vinové délky excitujiciho zareni), naopak zdsadni nevyhodou jsou rizika velmi
intenzivni fluorescence nebo nezddoucich fotochemickych reakci. Tato rizika jsou dana polohou
virtudlni hladiny v oblasti elektronové excitovanych hladin (obr. 1). Pravé potlaceni rizika
nezadoucich fotochemickych a fotofyzikadlnich proces( je hlavni vyhodou excitace Ramanova
jevu v NIR oblasti, kdy virtualni hladina je pod urovni elektronové excitovanych stava (obr. 1).
vysoce citlivé (chlazené) detektory. Tok zafeni Ramanova rozptylu obecné téz roste se zvySujicim
se tokem excitujiciho laserového zareni, to znamena se zvysujicim se vykonem laseru (,laser
power”“). Vykon laseru je vsak limitovan riziky ohrevu vzorku, jeho rozkladu, pfip. riziky dalSich
nezadoucich fotochemickych a fotofyzikalnich proces(. Vykon laseru lze obvykle softwarové
nastavit a prizplsobit jeho hodnotu vlastnostem vzorku, pozadavk{m na rychlost analyzy a na
hodnotu poméru signal/Sum.

Dulezitym aspektem umisténi vzorku v kyvetovém prostoru je téZ moznost jeho presného
polohovani vici excitujicimu paprsku a sbérné optice rozptyleného zareni. Pristroje jsou Casto
vybaveny x-y-z polohovacim zafizenim, at jiz s manualnim ovlddanim ¢i s krokovymi motory s
fizenim pomoci joysticku, tlacitek ¢i ovladaciho softwaru. Zasadni je predevsim vzdalenost
vzorku od sbérné optiky, tak aby rozptylené zareni bylo optimalné soustfedéno bud na vstupni
Stérbinu dispersniho Ramanova spektrometru, ¢i na vstupni aperturu Ramanova spektrometru s
Fourierovou transformaci, pfipadné do sbérného optického vldkna.

Pro potfeby této ulohy jsou v analytické laboratofi instalovany dva disperzni Ramanovy
spektrometry iRaman Plus (B&W Tek, USA) s ptisluSenstvim pro méreni kapalnych a pevnych
vzorkd. Mérici sondu je moiné rovnéz pfripojit k optickému mikroskopu, ktery nahrazuje
vzorkovy prostor. K excitaci Ramanova rozptylu jsou vyuzity termoelektricky chlazené diodové
lasery, poskytujici zafeni o vinové délce 785 nm s maximalnim vykonem 450 mW (ca 350 mW
v prostoru vzorku, po prichodu vldknovou optikou). Drzaky vzorku jsou umistény mimo télo
pristroje a excitujici zafeni je na vzorek fokusovano pomoci méfici hlavice spojené s pfistrojem
optickymi vilakny, kdy jedno vldkno vede excitujici zareni a druhé slouzi k prfenosu vzorkem
rozptyleného zafeni. Rayleigh(v rozptyl je odfiltrovan tak, Ze rozsah pfistroje je od cca 65 cm™
do 3350 cm™ ve Stokesové oblasti. Rozsah je pevné uréen, protoZe pFistroj neobsahuje Zadné
pohyblivé prvky, disperzni mfizka i mnohokanalovy termoelektricky chlazeny detektor jsou
fixovany ve vyrobcem nastavenych polohach. Kvlastnimu télu spektrometru je pak vlaknovou
optikou pripojena méfici hlavice, kterd je bud’ fixovana v drzaku pro vialky , télu x-y-z polohovaciho
zafizeni nebo optickému mikroskopu (Obr. 1).



Laborator charakterizace nano a mikromateridli

Obr. 1 Pohled na spektrometr iRaman Plus s pfislusenstvim pro a) makroskopické a b) mikroskopické vzorkovani;
oznaceni soucasti a) 1 - télo spektrometru, 2 — vlaknova optika, 3 — sonda, 4 — drzak na vialky, 5 — x-y polohovaci
stolek pro pevné vzorky, 6 — posun stolku v ose x a y, 7 — fokusace; b) 1 - x-y polohovaci stolek mikroskopu, 2 -
posun stolku v ose x a y, 3 — fokusace, 4 - osvétleni

Ramanova spektra budete mérit v prostredi softwaru BWSpec (B&W Tek, USA), ktery fidi
cely spektrometr. Nastaveni jednotlivych parametrl je pomérné intuitivni na horni [isté
zakladniho okna (Obr. 3). Prvni pole slouZi k nastaveni doby samotné akumulace (ve vedlejsim
okné je pak moznost volby jednotky v milisekundach, sekundach a minutach), druhé pak k poctu
opakovani jednotlivych akumulaci. Posledni aktivni pole slouzi k nastaveni vykonu laseru
v procentech z maximalniho mozného (ca 350 mW v zdvislosti na pouZzitém pfrislusenstvi,
nenastavuje se absolutni hodnota). Dalsi tlacitka slouzi ke spusténi jednotlivého méreni
(jednoducha Sipka), zaznamu spektra a pridani do aktualniho pracovniho okna s hromadnym
zobrazenim ziskanych spekter (ikona s dvéma Sipkami pres sebe), kontinudlni méreni (dvojita
Sipka), dale tlacitko pro zastaveni méreni (CtvereCek) a zaznam korekce (dark) pfi vypnutém
laseru (Cernocervené kolecko). V pravé ¢asti je nutné zkontrolovat spravné volby, tedy Ze na ose
x mame Raman(v posun (,Raman shift“ vcm™?), na ose y spektrum korigované na ,dark”
(konkrétné,dark substracted”) avzakladnim nastaveni vypnuté externi spousténi zahdjeni
méreni (external trigger) ¢i ¢asovac (auto time).
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Obr. 3 Hlavni okno programu BWSpec a predstaveni zakladnich funkci

Po vloZeni vzorku do vzorkového prostoru a jeho zakryti je nutné zméfrit korekci pro vypnuty
laser. Tato reference, oznacovana jako dark, v sobé zahrnuje informace o dopadajicim zareni na
detektor z rlznych netésnosti systému (napt. nedoléhajici vicko kyvetového prostoru), které
mohou zpUsobovat rizné interference a defekty ve finalnim spektru. Hlavni vliv na intenzitu
zaznamenaného zareni ma predevsim doba a pocet jednotlivych akumulaci, proto je nutné pfi
kazdé zméné téchto parametr( dark aktualizovat, stejné tak jako pfi vyméné vzorku. Informace
o aktualnim a pouZivaném darku je signalizovana uprostied dolni listy (Obr. 4). Posledni dilezZita
ikona z daného pracovniho okna je symbolizovdna gumou a slouZi k vymazani vSech spekter

v pracovnim okné (v nékterych pripadech nutné pro obnoveni moznosti zméreni darku).
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Obr. 4: Hlavni okno programu BWSpec a predstaveni dalSich zakladnich funkci

Nevyhodou softwaru je, Ze automaticky neuklddd naméfend data. Je velmi dlrazné
doporucovano okamzité po doméreni kazdého spektra ho ruéné ulozit s aktudlnim (a spravné
zvolenym) darkem pro korekci. Spektrum vyberte z nabidky v pravé casti okna, kliknéte na néj
pravym tla¢itkem mysi a prejmenujte ho. Ndzev spektra volte jednoznaény (zkraceny nazev
vzorku a experimentalnich podminek), abyste byli schopni z ného identifikovat konkrétni
experiment. JelikoZ je software vyvinut zahrani¢ni firmou, vyvarujte se pouzivani diakritiky a
dalSich specidlnich znakd v ndzvu (predevsim carky a tecky). Misto mezer je vhodné pouzivat
pomlcky. Spravné pojmenované spektrum nasledné ulozte pomoci ikony v levém hornim rohu
(Obr. 4). Ve vyskakovacim okné (Obr. 5) zkontrolujte spravnou cestu k vasi slozce pro ulozeni
spektra (pfipadné zménte pomoci tlacitka se tremi te¢kami), jeho nazev a volbu formatu *.spc
(bézny format pro ukladani spekter, kompatibilni s dalSimi softwary). V pravé casti rovnéz
zkontrolujte ukladany rozsah spektra (pro cely experiment stejny). Po kontrole vSech parametr(

ulozte spektrum tlacéitkem , save”.
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Volbaslozky
a7 Save Spectrum Data 1 - (] X
Export Option
{ C:\\my documents\LACH-II\
Save name [aceteon_2¢1s_70pr_m01 Save Y Axis X Axis
Fletype ||"SPC - e € Raw Data 8]
aceteon_2x1s_60pr m01.sp c
aceteon_2x1s_70pr_m01.spc " Dark
aceton_2x1s_50pr_m01.spc (@]
(@ (@]
Dakladné =
zkontrolovat!!!! * Dark Subtracted (Processed) ‘ =
C {* Raman Shift {cm-1) Linear ‘
I Sat [6 ()
= End 3345 {em-1)
Interval |1 {em-1)

Obr. 5: Priklad uloZeni spektra

Moznosti operaci se spektry jsou vramci programu BWSpec pomérné omezené a dalsi
zpracovani dat bude probihat v programu Omnic (Thermo Scientific, USA).

Software Omnic nabizi fadu operaci pro zpracovani a vyhodnoceni spektrdlnich dat, véetné
kvalitativni a kvantitativni analyzy, a je zndmy svou jednoduchosti, intuitivnim a pro uzivatele
privétivym rozhranim. Spektra do tohoto programu se importuji pomoci ikony ,,open file” v levé
¢asti horni liSty (Obr. 6) nebo klasicky pres zdlozku ,file” -> ,open”, &i kldvesovou zkratkou
Ctrl + O. Budete-li otevirat do okna vice spekter, je vhodné zkopirovat nazev daného souboru a
vlozZit ho do radku ukazujiciho ndzev aktudlné zvoleného spektra (polozka ndzvu se nepienasi
mezi softwary) a potvrdit entrem.

Pro zdkladni interpretaci Ramanovych spekter a urceni funkénich skupin neznamych vzorki
je vhodné znat presné pozice pdsu. Pro jejich oznaceni lze vyuZzit nastroj v zdloZce ,,analyse” —>
Jfind peaks” (¢i pouZit kldvesovou zkratku Ctrl + K, Obr. 7). Cernd linie vymezuje hranici ve
spektru, nad kterou jsou oznacovany jednotlivé pasy (timto zplsobem lze minimalizovat pocet
pasl v zaSumeéné oblasti, linii posurite klikem mysi na obrazovce). V levé ¢asti obrazovky je dale
nastroj pro upravu citlivosti oznacovani past (jsou-li oznaceny i pdsy s pfilis nizkou intenzitou,
Ize citlivost snizZit; naopak nejsou-li oznaéeny vSechny vyznamné pasy, je vhodné citlivost zvysit —
jednotlivé upravy je doporuceno konzultovat s vyucujicim). Nasledné muizZete spektrem
s oznacenymi pasy nahradit predchozi ¢i ho pridat do stejného nebo jiného pracovniho okna.
Pocet oznacenych pasl je mozné nasledné jesté upravovat (pfidavat ¢i mazat) pomoci ndstroje

Ill

»,annotation tool“ v levém dolnim rohu obrazovky.
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Fle Edit Collect Visy Progsss jnahze Report \Window Hel (=] x
OtevFeni spektra s Py - L=l
= Vybér spektra

Default - D=1

.‘;‘ "‘ aceteon_2x1s_60pr_m01

aceteon_2x1s_60pr_m01

Radek pro vloZeni nazvu spektra

Raman intensity

2000 1500
Raman shift (cm-1)

Obr. 6: Zakladni pracovni okno programu Omnic

File Edit Collect View Process Analyze Report Window Help |- |&]x
Default - Default (default exp)

b o
_. I Replace the original spectrum

r?—{ Aﬂ:!aamwwinde ”

rw— il .Md

Ered

VolbavloZeni do Potvrzeni nastaveni a |

Hranice pro oznaceni pasu

| _Jt,ﬁi‘u\ L

2000
P dnota Raman shift (cm-1)

e ho ok
pracovnihookna vioZeni do pracovniho
[=<]
Nastaveni citlivosti
M —

0

Obr. 7: Ukazka nastaveni pro oznaceni pozice pasu
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5. Postup prace

5.1. Analyza vzorku (typ: praskova smés)

e Smésny vzorek podrobime mikro-spektroskopické analyze, kdy se postupné zamérime
vzdy na jeden druh krystalu. Vzorek umistéte pod mikroskopicky nastavec, dle pokynu
asistenta bud'jako rovnomérnou vrstvu ¢i pfimo ve vialce.

e Pomoci optické kamery zaostrete excitaéni laserovy paprsek na povrch krystalu a s
pouzitim predem optimalizovanych parametra (vykon laseru, integracni ¢as, pocet
opakovani) zmérte spektrum neznamé latky.

e Stejny postup opakujte pro vSechny typy krystal(, které identifikujete ve vzorku.

5.2. Analyza vzorku (typ: roztok o stopové koncentraci)

e Pfi mérenivzorkd, kde rozpoustédlo mnohonasobné prekracuje mnozstvi analytu
mulzeme zkusit vyuZit metodu povrchového zesileni signalu.

e Pfinormalnim méreni ziskdme pouze spektrum rozpoustédla. Za normalnich podminek
bychom se mohli pokusit Cisté spektrum rozpoustédla od méreného odecist
(kompenzovat), ale pti stopovych koncentracich by se vysledné odectové spektrum
ztracelo ve spektralnim Sumu (interferenci) a bylo by neinterpretovatelné.

e Pokud v3ak vzorek smichate s roztokem nanocastic, které se naucite pfipravovat v
laboratoti pripravy nano a mikromaterialli, mGzete se pokusit ziskat zesilena spektra
analytu, ktery se bude nachdazet v blizkosti téchto nanocastic — a tedy tento identifikovat.

@

Kontrolni otazky

Jaka je fyzikdlni podstata Ramanova rozptylu?

Jaké je zakladni vybérové pravidlo pro to, aby se vibrace projevila v Ramanové
spektru?

Jak se lisi Stokes(yv a anti-StokesQv rozptyl?

Jaké dva zakladni typy konstrukce Ramanova spektrometru rozliSujeme?

Jaké zdroje zareni se pouzivaji pro buzeni Ramanova rozptylu?

Popiste hlavni ¢asti disperzniho Ramanova spektrometru.

Uvedte spolecné charakteristiky infracervené a Ramanovy spektroskopie, dale
v ¢em se metody lisi a jak se doplnuji.

Pozn. Uvedené otdzky jsou pouze vzorové, v testu se miZete setkat s jinou formulaci.

O N Uk WNE
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Pfiloha — Interpretace spekter

Frekvence jednotlivych vibraénich mod( jsou nezavislé na tom, zda je sledujeme pomoci
infracervené ¢i Ramanovy spektrometrie. OdliSnosti v obou typech spekter jsou v intenzitach
pasq, které souviseji s odliSnymi vybérovymi pravidly pro tyto dva typy vibraéni spektroskopie.

NiZe uvedend Tabulka | uddva prehled vybranych pas( vyznamnych typu latek s udaji o
relativnich intenzitach v Ramanovych spektrech.

Pti hledani v tabulce se predpoklada postup od vyssich vinoctd k nizsim. V rubrice "Dalsi
charakteristicky pas" je uvedena oblast, ve které se musi vyskytovat spektralni pas (i vice past)
charakteristicky pro danou funkéni skupinu. V nékterych pripadech je odkaz na Sirsi oblast, ktera
je rozdélena na dil¢i podoblasti napfiklad s ohledem na vliv okolnich skupin, vétveni skeletu
apod. Pokud odkaz na dalsi vinocet (vinoCtovy interval) uveden neni, je tim seznam typickych
pasu vyznamnych pro charakterizaci dané funkéni skupiny vycerpdn. V pfipadech, kdy se v dané
oblasti prekryvaji pasy vice funkénich skupin, je samoziejmé nutné zkoumat vSechny moznosti,
které pro pfifazeni prichazeji v Uvahu. Je tfeba zvazovat vzajemné prekryvy pdsu a brat v potaz
zastoupeni rlznych funkcnich skupin v molekule. Jestlize je dana funkcni skupina malo
zastoupena v molekule, veskeré jeji pasy budou slabsi vic¢i dominantnimu typu skeletu Ci
prevazujicimu typu funkéni skupiny.

Tabulka | byla sestavena na zakladé udaji prevzatych z nize uvedenych publikaci. Pri
sestavovani byl bran zfetel na vyznamné typy funklnich skupin, resp. hlavni typy skeletu
organickych molekul a fada detailnich informaci byla vynechdna. Tato tabulka neni uréena pro
detailni interpretaci Ramanovych spekter, jejim ucelem je shrnuti pouze zakladnich
charakteristik dalezitych pro vyuku principl Ramanovy spektroskopie, a to vsak nejen
v ramci uvedené laboratorni tlohy.

1/ G. Socrates: Infrared and Raman Characteristic Group Frequencies, J.Wiley,
Chichester Third Edition 2001.

2/ N. P. G. Roeges: A Guide to the Complete Interpretation of Infrared Spectra of Organic
Structures, J.Wiley, Chichester 1993.

3/ Spectool for Windows 2.1, A Hypermedia Book for Structure Elucidation of Organic
Compounds with Spectroscopic Methods, Chemical Concepts, Weinheim 1994.
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Tabulka I:  VInocty charakteristickych vibraci nékterych vazeb a skupin v Ramanovych spektrech

Vinocet,cm!  Intenzita PFifazeni Funkéni skupina Dalsi charakteristicky pas

voda — v organickém rozpoustédle

3760-3580 VW-W Vas(H20) H20 3640-3500
3640-3500 w-m, br  vs(H20) H20 1640-1605
1640-1605 vw 5(H20) H20 -

voda — krystalova, rozpoustédlo
3600-3100 m,br v(OH) H20 1645-1615
1645-1600 v 6(H20) H20 , -

alkoholy, fenoly

3670-3580 VW-W, v(OH) -OH, izolované 1420-1260
— bez vlivu vodikovych mustkd, dzky
3600-3400 VW v(OH) -OH, intramol. H-vazba 1440-1300

— vyznamny vliv intramolekularnich vodikovych mustka,
vinocet koncentracné nezavisly, SirSi nez pro izolované —OH, uzsi nez
v pfipadé intermolekuldrnich mastk
3600-3150 vw-w,br v(OH) -OH, pevné ¢i kapal. I. 1440-1290
— vyznamny vliv intermolekularnich vodikovych mastka ,
vinocet s rostouci koncentraci klesa

3200-2500 w, br v(OH) -OH, pevné Ci kapal. | . 1440-1290
- chelatovana —OH skupina

1440-1310 m-w &(COH) terc.-OH, Ar-OH 1260-1100
(pozor na prekryv pasi)

1400-1260 m-w S(COH) ROH, R20H, (prim. a sek.) 1150-1000

1260-1170 m-w v(CO) Ar-OH -

1215-1100 m-s v(CO) RsC-OH, (terc.) 800-750

1150-1070 s-m v(CO) R2CH-OH, (sekund.) 900-800

1090-1000 s-m v(CO) R-OH, (primar.) 900-800

900-800 s-m v(CCO) R-OH, (primar.) -

900-800 s v(CCO) R-OH, (sekund.) -

800-750 s 6 (CO) RsC-OH, (terc.) -

karboxylové kyseliny — nedisociovana forma, izolované molekuly

3580-3500 VW v(OH) -COOH, monomer 1800-1740
neasociované molekuly

1800-1740 w-m v(C=0) -COOH, monomerni 1380-1280

1380-1280 m-w 6(0OH) -COOH, monomerni 1190-1075

1190-1075 w v(CO) -COOH, monomerni forma -

karboxylové kyseliny — nedisociovana forma, asociované molekuly

3200-2230 vw-w, br v(OH) -COOH, dimerni, asoc. 1725-1700
vinocet s rostouci koncentraci kles3, intermol. H-vazba
1725-1700 w-m v(C=0) -COOH, dimerni forma 1440-1395

1725-1700 — nasycené kys.,
1710-1680 — nenasycené a Ar kys.
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1440-1395 w-m 6(0OH)+ v(CO) -COOH, dimerni forma 1320-1210

Vino&et, cm?! Intenzita Pfifazeni Funkéni skupina Dalsi charakteristicky pas 1320-1210 v (m-s)
dimerni forma, nékdy dublet

970- 875 m,br v(OH) -COOH, dimerni forma -

karboxylové kyseliny — disociovana forma (anion), asociované molekuly

1655-1540 w Vas(COO") -COO" 1440-1335

1440-1335 m-s vs(COO™) -COO -

Sirsi pas s raménky (dva az tfi piky)

aminy — primarni

3550-3280 m-w Vas(NH2) -NH: 3450-3160

vinocet s rostouci koncentraci klesa, intermol. H-vazba, vliv mensi nez u —OH

Sirsi pas v pripadé chemicky Cisté latky v kondenzované fazi

3450-3160 VW-W vs(NH2) -NH: 1650-1580

vinocet s rostouci koncentraci klesa, intermol. H-vazba, vliv mensi neZz u —-OH

SirSi pas v pripadé chemicky Cisté latky v kondenzované fazi

1650-1580 w 6(NHz2) -NH: Ar: 1360-1240
R:1295-1145

1360-1240 m-w v(CN) ArNH: 1120-1020

1295-1145 m-w p(NH2) RNHg, ¢asto prekryv pasl 1240-1020

1240-1020 m-s v(CN) RNHa, ¢asto prekryv pasu -

1120-1020 m-w p(NH2) ArNHz, casto prekryv past 1120-1020

aminy — sekundarni

3500-3300 w v(NH) -NH- 1580-1490
1580-1490 w S6(NH) -NH - R:1190-1170
pro ArNH riziko prekryvi Ar:1360-1250
1360-1250 m-w v(CN) Ar2NH, Ar-NH-R 1280-1180
1280-1180 m-w v(CrN) Ar-NH-R -
1190-1170 m Vas(CNC) R2NH 1145-1130
1145-1130 m-w vs(CNC) R2NH 1145-1130
750- 700 w,br w(NH) -NH- -

amidy - primarni

3540-3320 m-w Vas(NH2) -CO-NH: 3420-3180
nizsi vinocCet pfi vlivu H-vazby, Sirsi pas v pfipadé chemicky cCisté latky v kondenzované fazi
3420-3180 m-w vs(NH2) -CO-NH: 1690-1640
nizsi vinocCet pfi vlivu H-vazby, Sirsi pas v pfipadé chemicky cisté latky v kondenzované fazi
1690-1640 m-w v(C=0) -CO-NH3, amid I 1640-1590
1640-1590 w-m 6(NH2) -CO-NH2, amid Il 1420-1400
1420-1400 m v(CN) -CO-NH>, amid Il 1170-1130
1170-1130 VW p(NH2) -CO-NHz, nezfetelny 600-550
600- 550 m 8(N-C=0) -CO-NH2 -

amidy - sekundarni

3460-3270 m-w v(NH) -CO-NH-, trans 1700-1665, 3100-3070
SirSi pas v pripadé chemicky Cisté latky v kondenzované fazi

3180-3140 m-w v(NH) -CO-NH-, cis 1700-1630

3100-3070 VW svrchnitén -CO-NH-, trans 1700-1665
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od amid.p.ll, velmi slaby, ¢asto nezfetelny

1700-1630 w-m v (C=0) -CO-NH-, amid | 1570-1510

1570-1510 m-w 6(NH) -CO-NH-, amid Il 1305-1200

1350-1310 S v(CN) -CO-NH-, amid llI, cis 820-780

1305-1200 S v(CN) -CO-NH-, amid IlI, trans 770-620
obvykle okolo 1260 cm™

820-780 m-s,br  y(NH) -NH-CO-, cis -

770- 620 w,br V(NH) -NH-CO-, trans -

amidy - terciarni

1670-1630 w-m v(C=0) -CO-N< 870-700
870-700 s Vas(C-N-C)  -CO-N<C 620-570
620-570 m 8(N-C=0)  -CO-N<C -

alkyny (alkiny) — alkylacetylény

3340-3280 w-m v(CH) -C=C-H 2150-2100
2150-2100 s-m v(C=C) -C=C-H 1020-905
1020-905 w-m v(C-C=C)  H-C=C-C 370-220
370-220 w-m 8(-C=C-H)  -C=C-H -

alkyny (alkiny) — dialkylacetylény
2260-2190 VS-S v(C=C) -C=C-
u symetrické molekuly vs nékdy doprovazen pasem okolo 2310 cm”

1

alkeny — vinyl a vinyliden derivaty (koncova dvojna vazba)

3120-3050 m Vas(CH2) >C=CH2 3050-2960
3050-2960 m vs(CH2) >C=CH2 1685-1620
1685-1620 s v(C=C) >C=CH: 1440-1360
1440-1360 m-s 6(CHz) >C=CH: 1320-1250
pozor na prekryvy pasl

1320-1250 m-w 6(CH) >C=CH: 1180-1010
1180-1010 m 6 (CH) >CH=CH: 980- 810
980- 810 w V(CH) >CH=CH: -

alkeny, cykloalkeny a jejich derivaty — (vnitfni dvojna vazba, dvojné vazby)

3060-2995 m v(CH) =CH- izolované: 1685-1620
konjugované: 1660-1580
1685-1620 S-Vs v(C=C) >C=C<,izolované 1440-1190
1660-1580 s-m v(C=C) -C=C, konjugované 1440-1190
poloha pasu klesa se stupném konjugace, konjugace s C=C, Ar, C=0
1440-1340 s-m v(C=C) cyklické, vice C=C vazeb -
vibrace nenasycenych kruhl
1350-1340 w 6(CH) >C=CH-, trisub. 850-790
1350-1260 W-VW 6(CH) -HC=CH-, trans 1000- 910
1295-1190 s-m p(CH) -HC=CH-cis 980- 880
1000- 910 m v(CH) R-CH=CH-R, trans 630- 430
980- 880 m v(CH) R-CH=CH-R, cis 730- 660
850- 790 w v(CH) RR'>C=CH-R" -
730- 660 w v(CH) R-CH=CH-R, cis -
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630-430 w V(CH) 8§(CH) R-CH=CH-R, trans -

aromatické uhlovodiky

3105-3000 m-s v(CH) Ar 1630-1590
nékolik past, pocet klesa s ristem substituce jadra
pro Ar-NO; derivaty 1. maximum i nad 3105

1630-1590 m-s v(C=C) Ar, obvykle 1600 1590-1575
1590-1575 Y v(C=C) Ar, 1525-1470
1525-1470 w v(C=C) Ar, obvykle okolo 1490 1470-1425
1470-1425 w v(C=C) Ar 1290- 990

interval zavisi na typu subst.,
pro Ar, 1,2,4,5-tetrasubstit., penta- a hexasub.pfimy odkaz do oblasti v celkovém intervalu 575- 385

1290-1130 m 3(CH) Ar, 1,4-disubstit. 880- 790
1270-1220 m 3(CH) Ar, 1,2,4-trisubstit. 680- 610
1190-1070 w 3(CH) Ar, 1,2,3, 4-tetrasubstit. 585-565
1170-1120 m O(CH) Ar, 1,2,3,5-tetrasubstit. 580- 505
1150-1030 m-s S(CH) Ar, 1,2 3-trisubstit. 670- 500
1140-1020 m-s 3(CH) Ar, 1,2-disubstit. 790-650
1050-990 m-vs S(CH) Ar, monosubstit. 710-605
1025-990 Vs 3(CH) Ar, 1,3-disubstit., 800-660
Ar, 1,3,5-trisubstit. 535-495
880- 790 s v(CH) Ar, 1,4-disubstit. -
800- 660 m-s Y(CH)y(CC)  Ar, 1,3-disubstit. -
790- 650 S Y(CH)y(CC)  Ar, 1,2-disubstit. 590- 510
710- 605 m-w ¥(CC),y(CH)Ar, monosubstit. -
680- 610 m-s y(CC) Ar, 1,2,4-trisubstit. -
670- 500 s y(CC) Ar, 1,2,3-trisubstit. -
590- 510 m-s y(CC) Ar, 1,2-disubstit. -
585- 565 s y(CC) Ar, 1,2,3,4-tetrasubstit. -
580- 505 % y(CC) Ar, 1,2,3,5-tetrasubstit. -
575- 545 S-Vs y(CC) Ar, pentasubstit. -
535-495 m-s v(CC) Ar, 1,3,5-trisubstit. 280- 250
470- 420 s-m y(CC) Ar, 1,2,4,5-tetrasubstit. -
415- 385 s-m y(CC) Ar, hexasubstit. -
280- 250 m-s y(CC) Ar, 1,3,5-trisubstit. -

alkany, alkylové retézce

2995-2940 m Vas(CH3) -CHs 2895-2840
2955-2915 m Vas(CH2) -CH2- 2880-2835
2895-2840 m-s vs(CH3) -CHs 1470-1385
2880-2830 m-s vs(CH2) -CH2- 1480-1385
1480-1440 w-m 6(CH2) -(C)-CHg, -(0)-CHa- 1305-1295
(mUze se prekryvat s pasem Ar, -CHz) (odkaz plati pouze pro —(CH2)a- n>2)
1470-1440 m 64(CH3) -(C)-CHs, -(O)-CHs 1395-1345
(mUzZe se prekryvat s pasem Ar, -CH2-)
1450-1390 w 64(CH3) CHs-(C=0)-0-, CHs-Nx, 1385-1300
CHs-(C=0)-C-, CH3-(S=0)-C-
1445-1385 m 6(CH2) - CHz-X, X:-(C=0)-, 785-720

-COOR, -C=C-, -C=C-, Ar, -CN, NO., Cl, Br
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1395-1345

1385-1330
1370-1310
1360-1320
1340-1300
1305-1295

1255-1245
1225-1165
1175-1165
1150-1130
1100-1040
1020- 980
930- 925
955-900
900-800
840- 790
785-750
750- 735
735-720
495-490
360- 270

aldehydy
2850-2800

2745-2650

1745-1650

1440-1325
975-780

thioly
2600-2520
750- 570
410-200

fosfiny
2460-2100

1150-965

isokyanaty
2295-2250
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w-m 6s(CH3) CHz-(C)-,CHs-(0)- 1255-1130

dublet typicky pro rozvétveni (odkaz plati
pouze pro dublet)

w-m 8s(CHs) CHs-(C=0)-, CH3-(C=0)-O0- -

w-m 8s(CHs) CHs-(N<) -

w 6(CH) -C-H, nasyc. -

w 6s(CH3) CHs-(S=0)-C- -

m 6(CH2) —(CH2)n- 1100-1040

n>2, intenzita roste s n

m v(CC) -C(CH3)s 1225-1165

m v(CC) -C(CHs)3 1020- 980

w v(CC) -CH(CHs)2 1150-1130

w -CH(CHs)2 955- 900

m-s v(CCQ) —(CH2)n- 900-800

m-s v(CC) -C(CHs)3 930- 925

m -C(CHs)3 360-270
v(CC), 8(CCH) -CH(CH3)2 840-790

m-s skeletalni —(CH2)n- 750-720

m skeletalni -CH(CHz3)2 495-490

VW p(CH2) -CH2-CHy, x#2 -

VW p(CH2) propyl, (CH2)n-(0)-, n>4 -

VW p(CH2) (CH2)n-(C)-, n>3 -

m skeletalni -CH(CHs)2 -

m -C(CHs)3 -

w v(CH) -CHO 2745-2650

nékdy raménko pasu pod 2745 cm™!

s-m v(CH) -CHO 1745-1650

efekt Fermiho resonance

w-m v(C=0) -CHO 1440-1325

vy$$i hodnota vino¢tu pro nasycené alifatické aldehydy
hodnota vino¢tu se snizuje vlivem konjugace C=0 vazby
s C=C, Ar apod. v okoli

s-m 6(CH) -CHO 975-780

m v(CH) -CHO -

s V(SH) -SH 750-570

s v(CS) -C-SH 410-200

v 6(CS) -C-SH -

m-w v(PH) -PH 1150-965
m-w S6(PH) -PH -

w vas(N=C=0) -N=C=0, 1460-1340
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1460-1340
650-580

nitrily
2270-2200

390-340
200-160

thiokyanaty
2185-2135

1090-925
700-670
660-610

isothiokyanaty
2150-1990

1250-925
690-650

B,y- laktony
1840-1770

1370-1160

estery
1800-1750

1750-1720
1740-1705
1730-1705
1335-1250

1330-1250
1300-1150

1200-1130
1200-1180
1165-1100
1160-1050
1150-1080
775- 620

ketony
1750-1690

1705-1650
1325-1175

1320-1280

Laborator charakterizace nano a mikromateridlu

S Vs(N=C=O)
w 6(N=C=0)
s v(C=N)
velmi uzky pas
s 6 (C-C=N)
skeletdlni
m-s v(C=N)
velmi uzky pas
m-s vs(S-C=N)
S Vas('C-S-C)
s vs(-C-S-C)
m,br Vas(N=CES)
S vs(N=C=S)
s 6s(N=C=S)
m-w v(C=0)
w v(CO)
m-w v(C=0)
m-w v(C=0)
m-w v(C=0)
m-w v(C=0)
m-s Vas(COC)
m-s Vas(COC)
m-s Vas(COC)
w vs(COC)
m-s Vas(COC)
w vs(COC)
w vs(COC)
w vs(COC)
m 5(0CO)
m v(C=0)
m-w v(C=0)
m-w v(CC)
m 6(C-CO-C)

-N=C=0 650-580
-N=C=0 -

-C=N 390-340
odkaz plati pouze pro alifatické nitrily
-C-C=N 200-160
-C-C=N -

-S-C=N 1090-925
-S-C=N 700-670
-C-S-C=N 660-610
-C-S-C=N -

-N=C=S 1250-925
-N=C=S 690-650
-N=C=S

B,y-laktony 1370-1160
B,y-laktony -

vinyl a fenylestery 1310-1250
nasycené estery 1300-1150
-CO-0-, a,B-nenas. estery 1335-1250
Ar-CO-O-R, estery aromatd 1330-1250
-CO-0-, a,B-nenas. estery, 1200-1130
pas Sirsi nez u ketond

Ar-CO-0-R, Sirsi nez u keton  1150-1080
R-CO-0-R, nasyc. 1160-1050
(obvykle $irsi nez u ketonti)

R-CO-0O-R', a,B-nenasyc. -

HCOOR 1165-1050
HCOOR 775-620
R-CO-0-R', nasyc. -
Ar-CO-0O-R -

HCOOR -

R-CO-R,' nasycené ketony 1325-1175
ArCO-, a,B-nenas. ketony 1320-1280
R-CO-R' 1170-1095
(Casto obtizné rozpoznatelny)
Ar-CO-Ar(-R), 1225-1075

obecné nékolik past
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Laborator charakterizace nano a mikromateridlu

1225-1075 m v(CarC) Ar-CO- -

1170-1095 m-w vas(CC(=0)C) R-CO-R', 800-700
nékolik past pfi delsich rfetézcich

800-700 m-s vs(CC(=0)C) R-CO-R' 630-580

630-580 s-m 6(CC(=0)C) R-CO-R' -

nitroslouceniny

1570-1485 m-w vas(NO2) -NO» 1385-1315
1385-1315 s-vs vs(NO3) -NO» 1180-850
1180- 850 s-m v(CN) -C-NO; -

Poznamka: ) Valenéni vibrace vas(CHs) by méla byt spravné oznaena v4(CHs). Oznaéeni vas se viak
béZné pouZiva, a bylo proto zachovano i v této tabulce.

Pouzité zkratky:

Intenzita: vs - velmisilng, s - silna, m - stfedni, w - slaba, vw — velmi slaba, v - proménna, br - Siroky pas,
sh - raménko (anglicky shoulder).

Popis vibracnich kmitd: v - valencni, & - deformacni, y - mimorovinny, w - kyvavy (anglicky wagging),

p - kolébavy (angl. rocking), as - antisymetricky, s - symetricky, d - degenerovany,

amid | - lll - oznaéeni amidickych past | - lII, vystihujici silné spfazeni vibraci v amidech,

komb.p. - kombinaéni pasy. R - alkyl, Ar - aryl.
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