MASARYKOVA UNIVERZITA BRNO

PRIRODOVEDECKA FAKULTA

Lasery v analytické chemii

(semindrni prace)

Brno 2007 Alice Stankova



OBSAH

Lo VO et 3
2. Lasery v analytiCk€ ChemMii.........cc.eeviiiiiiiiiiieiieiie ettt 3
2.1.  Linearni spektroskopick€ metody .........ccceeciieeiiieeiiieciieeiieecee e 4
2.2. Nelinearni spektroskopické teChniky ...........cccevciiiiiiiiiiiiiiiiieeiiee e 6
2.3.  Spektrometrie s indukén€ vazanym plazmatem (ICP) .........cccccveeiiiieiiieeniieeieeee, 7
2.4.  Spektroskopie laserem buzené¢ho mikroplazmatu — LIBS ..........cccooiiiiiniininninnene. 8
2.5, MALDI-TOF teChNIKA .....coouieiieiieriieiieieeieeie ettt st 9
2.6.  FotochemiCkeé reakCe........covuiiiiriiiiiiiiiieiecterte et 10
T /< RSSO 10
N U5 1 (<) v 111 | ¢ OO OSSOSO P PRSP PRPPRIPRUPRRP 10



LASERY V ANALYTICKE CHEMII

1. Uvod

Lasery jsou zafizeni, ktera se daji pouzivat v riznych oborech lidské Cinnosti. Vyuzivaji se
naptiklad v lIékarstvi (o¢ni 1€kafstvi, dermatologie, stomatologie a chirurgie) v astronomii
(zkoumani kosmu), geodézii (metfeni velkych vzdélenosti s velkou pfesnosti), ve vypocetni
technice (CD- a DVD-mechaniky, laserové tiskdrny a kopirky), vojenstvi (laserové
znackovace, laserové zamétrovani raketovych stiel), primyslu (obrabéni materialli, svafovani

a gravirovani kovi, dekorace skla), holografii (2D, 3D hologramy) a také v chemii.

Vyuziti laseri v analytické chemii je velmi Siroké, zahrnuje veSkeré pouziti u
spektroskopickych technik spojenych s laserovou ablaci (LA-ICP-MS/OES)a dale naptiklad
pouziti u MALDI-TOF (ionizace laserem za pfitomnosti matrice v kombinaci s detektorem
doby letu) techniky a fotochemickych reakci. Laserové metody se uplatiiuji v zakladnim
vyzkumu a ve velkych laboratofich. Aplikace laseri délime na spektroskopické a
nespektroskopické. O nespektroskopickém pouziti hovotime tehdy, je-li laserovy paprsek
hovotime tehdy, je-li plisobeni laseru pti pripravé vzorku dano jeho tepelnym plisobenim a
nebo je pozadované hustoty zafeni dosaZeno volbou vhodné délky pulzu laseru fokusaci

laserového paprsku.

2. Lasery v analvtické chemii

Lasery v analytické chemii mohou byt pouzity na piipravu vzorku (laserové tepelné odpateni
— ablace, atomizace a ionizace), frakcionovani vzorku (laserova selektivni ionizace) a jako

detek¢ni systém (laserova spektralni detekce).

U spektroskopickych technik, kde se laser pouziva na ptipravu vzorku, se jedna konkrétné o
hmotnostni spektrometrii s indukéné vazanym plazmatem (ICP-MS) a optickou emisni
spektrometrii s indukéné¢ vazanym plazmatem (ICP-OES). Dalsi technikou vyuzivajici

laserové ablace jako vzorkovaci techniky je spektroskopie laserem buzeného mikroplazmatu,



znamd pod zkratkou LIBS. Na rozdil od ostatnich technik je to pomérné nova analyticka
technika.

Pti spektroskopickych interakcich dochdzi k pfimé interakci laserového zatfeni s kvantovymi
stavy Castic. Monochromati¢nost (kmitani pouze na jedné frekvenci) laserového zateni je
vyznamnou vlastnosti, ktera je vyuzivana u spektroskopickych technik. Dal§i vyznamné
parametry jsou vysoké vystupni vykony, kratkd délka pulzu laseru — pro ziskéni Casové
rozliSeného idaje (u postupného sledovani fluorescenéniho vyhasinani) a spektralni intenzita
laseri (analyza na velké vzdalenosti pifi metodach dalkové detekce — LIDAR — Light

Detection and Ranging, Laserovy vyskomér).
Podle poctu interakci fotont rozdélujeme spektroskopické interakce na linedrni a nelinedrni.
O linearnich interakcich hovotime tehdy, jde-li vysledek interakce vztdhnout na jeden foton.

Naopak jestlize dochazi k interakci vice fotonli zaroven, hovotime o nelinearni interakci.

2.1. Linearni spektroskopické metody

v" Absorpéni spektroskopie
Je to optickd metoda, kde se vyuziva méfeni absorpce elektromagnetického zafeni volnymi
atomy prvkd. Atomy stanovovaného prvku jsou z kapalného stavu prevedeny do plynného
atomarniho stavu, pficemz volné atomy jsou v zakladnim energetickém stavu. Atomizace se
provadi bud’ v plameni, ktery ma teplotu 2000-3000 K nebo elektrotermicky v grafitové
kyveté. Princip analyzy je zalozen na emisi primarniho zateni (jako zdroj se pouziva bud’
vybojka nebo laser), které mé definované emisni Cary stanovované¢ho prvku. Toto zafeni
prochazi absorpénim prostfedim, kde volné atomy prvku absorbuji uréité vinové délky.
Monochromaétor izoluje vybranou rezonan¢ni ¢aru a detekéni systém zaznamend zeslabeni
toku ptivodniho zéfeni. Zeslabeni primarniho svazku je imérné koncentraci stanovovaného
prvku v roztoku. Pfed méfenim neznamého vzorku je tieba provést kalibracni méfeni vzorkt
se znamym obsahem sledovaného prvku a sestavit kalibra¢ni ktivku. Citlivost méfeni miize
byt pro nekteré prvky az v ppm. Tato technika se da napiiklad pouzit ve strukturni analyze
(identifikace spektralnich ¢ar v IR oblasti pomoci laserového polovodicového spektrometru

v IR oblasti — polovodicovy laditelny laser) a pti ur€ovani chemického slozeni latek.



v" Optoakusticka detekce v metodach laserové spektroskopie

Princip detekce spociva v nésledujici posloupnosti d€jii: absorpce elektromagnetického zateni
castici — kolize castice s dalSi castici — relaxace — transformace energie na kinetickou
energii — energie tepelného pohybu — ohfev — zvySeni objemu — nartst tlaku v uzavieném
prostoru.

Me¢feni je zalozeno na detekci tlakovych zmén vzniklych v disledku rychlé disipace
absorbované energie (pouziva se detektor). Metody vyuzivajici optoakustické detekce jsou
velmi citlivé (jednotky ppb). Vyhodou techniky je jeji velkd linearita — az pét tada
koncentrace, naopak nevyhodou je zbytkova absorpce a rozptyl laserového zafeni na
vstupnich okénkach kyvety, ohfivani okének a parazitni signdl na mikrofonu. Tato technika,

doplnéna LIBS technikou se d& pouzit pii laserovém ¢isténi materiald.

v Laserem indukovana fluorescence

Kapilarni zonova elektroforéza s laserem indukovanou fluorescencni detekci (CE-LIF) je
dalsi analytickd technika, pti které se vyuziva laser. V pfedchozich ptipadech laserovy
paprsek slouzil k analyze, nebo k pfipravé pevného vzorku pro analyzu, v tomto ptipadé je
vyuzit k vybuzeni fluorescence.

Kapilarni zoénova elektroforéza je separacni technika zaloZzenad na migraci analytt v kapaliné
mezi dvéma elektrodami o vysokém napéti, obvykle je realizovana v kapilafe. Zonova se
nazyva protoze je zde pouzit jeden pracovni elektrolyt, tim padem je v celém objemu
konstantni elektrické pole. Kvalitativni charakteristika analytu je dana jeho migraénim ¢asem
piku, kvantita souvisi s vySkou a plochou piku. Detekce je nejcastéji zalozena na zméné
absorbance nebo fluorescence pii prichodu zony analytu detektorem. Laserovy paprsek je
zaostien tak, Ze kolmo prochazi mezi vnitfnimi st€énami kapilary. Podminkou pro pouziti
tohoto typu detekce je pfitomnost fluorofori v latce. Pokud latka neobsahuje zadné
chromofory ani fluorofory je nutna jejich derivatizace, tzn. umélé zavedeni téchto skupin do
analyzované latky. Tato technika se pouziva naptiklad ke stanoveni aminokyselin v rtiznych

biologickych materialech. Nejéast&ji se pouzivaji lasery He-Ne, diodové a Ar'.



2.2. Nelinearni spektroskopicke techniky

Nelinearni techniky jsou takové techniky, pti kterych dochézi k soucasné absorpci vice foton
¢astici vzorku. Dale pii interakci vzorku s velkym mnozstvim fotont dochazi ke zvySeni
obsazeni horni energetické hladiny a snizi se tim absorpce vzorku diky nasyceni absorp¢niho
piechodu. Pokud u téchto technik dochazi k nelinearnim efektiim, nelze pro absorpci pouzit

Lambert-Beeruv zakon.

v Saturaéni subdopplerovska spektroskopie (spektroskopie Lambova fezu)
Tato technika naléza hlavni uplatnéni pfi stabilizaci laseru a pfi zjiStovani piesnych hodnot
absorpcnich Car, ale co se tyce analytického zaméfeni, nema velké vyuziti. D4 se pouzit pro
studium latek v plynném skupenstvi. Je zaloZena na Dopplerové jevu. Castice plynu interaguji
se zafenim s frekvenénim posunem danym okamzitou sloZkou rychlosti pohybu do sméru

Sifeni laserového paprsku.

v" Dvoufotonové spektroskopie
Pii zvySeni intenzity laserového zafeni (napifiklad pouZzitim pulzniho laseru) roste
pravdépodobnost soucasné absorpce dvou fotond. Ke dvoufotonové absorpci dojde tehdy, je-
li Castice atakovana druhym fotonem ve chvili, kdy se ocitla ve virtualnim stavu po interakci
s prvnim fotonem. Pfi experimentu se pfivadi dva laserové paprsky sméfujici proti sob¢.

Detekce se u této techniky provadi pomoci fluorescence.

v" Vicefotonové a vicekvantové procesy

Multifotonovy proces je ten, pfi némz dojde k pohlceni vétsiho mnozstvi fotonti pochazejicich
z jednoho zdroje. Pii multikvantovém procesu dochéazi k excitaci pomoci fotont s riznou
energii. Pfi vicekvantové fotoionizaci atomt je mozné diky mimotadné ionizacni ucinnosti
procesu a délce doby zivota iontil dosdhnout extrémni analytické citlivosti. V pfipad¢ detekce
molekul je mozné pouZzit kombinaci metod dvoufotonové excitace (ionizace) a hmotnostni

spektrometrie.



2.3. Spektrometrie s indukcné vazanym plazmatem (ICP)

Pii pouziti spektroskopickych technik se velmi Casto pouziva kapalny vzorek. V piipadé
pevnych vzorkli musi byt tyto rozpustény a poté, jako kapalné, mohou byt analyzovany.
Prevedeni do roztoku je ovSem zdlouhavé, neekonomické, netplné a Casto muze dojit
v pribéhu piipravy ke kontaminaci vzorku. ReSenim miiZze byt pfima analyza pevnych latek
bez jejich pfedchoziho rozpousténi. K tomuto ucéelu se pouziva laserova ablace. Pii pouziti
laserové ablace je pevny vzorek nutné jen minimalné pfipravit pro analyzu. V ptipadé
praskovych vzorkli je nutnd homogenizace a lisovani do formy tablet. Jednd se o
semidestruktivni vzorkovaci techniku, se kterou ve spojeni s technikami ICP-MS/OES a LIBS
muzeme dosdhnout nizkych mezi detekci a umoziiuje ndm stanoveni prvkl pfi ablaci plochy

vzorku v fadu nékolika mikrometrd, ¢asto jedinym pulzem.

Pfi pouziti laserové ablace ptisobi na povrch vzorku zaostieny laserovy paprsek o vysoké
energii. Pfi této interakci dochazi k lokalnimu ptehtati, odpafeni a uvolnéni materidlu ve
formé¢ suchého aerosolu, za soucasného vzniku mikroplazmatu a k ndsledné¢ kondenzaci
materidlu. Proud nosného plynu vede tento aerosol do prostiedi indukéné vazaného
argonového plazmatu, kde vlivem vysoké teploty plazmatu dochézi k odpafeni, atomizaci,
ionizaci a excitaci materialu. Podle zptsobu detekce pak ICP rozlisujeme na ICP-MS nebo

ICP-OES

V ptipadé ICP-MS nam kladn¢ nabité ionty vstupuji do hmotnostniho spektrometru,ve kterém
dochazi k jejich separaci podle jejich m/z. NejCastéji se pouziva kvadrupolovy analyzator, kde
jsou analyzované ionty vedeny tak, aby na povrch elektronového ndsobice v daném okamziku
dopadaly ionty jen o ur¢ené hmotnosti. MEtfi se intenzita elektrického proudu vzniklého
dopadem na zesilovac.

Nejcastéji pouzivanymi lasery pii laserové ablaci jsou: Nd:YAG lasery pracujici pti vinové
délce 213, pfipadné¢ 266 nm. Pouziti LA-ICP-MS je velmi Siroké, zahrnuje napiiklad
stanoveni mikro prvki v biologickych vzorcich Zivotniho prostfedi, mapovani povrchii oceli,
analyzu geologickych materiald, analyzu gelu po gelové elektroforéze.

V piipadé ICP-OES se vyuziva excitace a nasledné deexcitace atomu vzorku. Ta je spojena
s emisi zafeni, které je monochromatizovano pomoci optické miizky a monochromatizované

zateni je poté detekovano pomoci fotondsobice.



U optické emisni spektrometrie dochazi k excitaci elektronti piitomnych atomt do vysSich
energetickych hladin. Excitovany stav atomu je nestabilni, z toho diivodu se vraci excitované
elektrony zpét do zakladniho stavu za souCasné emise svétla o piesné definované vinové
délce. Vedené svétlo je vedeno na monochromator, ktery rozdéli zachycené svételné zareni
podle jeho vinovych délek a fotony tohoto rozdéleného svétla dopadaji na detektor, ktery
pfevadi intenzitu dopadajiciho svétla na elektricky signdl. Intenzita signalu o dané vlnové
délce pak odpovidd mnozstvi prvku v analyzovaném vzorku.

I vtomto pripad¢ jsou nejCastéji pouzivainy Nd:YAG lasery. Tato technika je vhodnad ke

stanoveni makro a mikro prvkii v riznych vzorcich.

2.4. Spektroskopie laserem buzeného mikroplazmatu — LIBS

Spektroskopie laserem buzeného mikroplazmatu (laser induced breakdown spektrometry —
LIBS) je analytické4 technika zaloZena na sledovani mikroplazmatu vznikajiciho pfi laserové
ablaci. Excitované atomy a ionty emituji zafeni s vilnovymi délkami charakteristickymi pro
jednotlivé prvky zastoupené ve vzorku. Emitované zafeni nam charakterizuje slozeni
zkoumaného materidlu. Emitované zareni je sniméno objektivem a optickou kamerou vedeno
na miizku detrektoru, kde dochazi k jeho rozkladu. Nejcastéji se pouzivda Nd:YAG lasery
nebo excimerové lasery pracujici u UV/VIS oblasti. Tato technika nachazi uplatnéni
v ruznych oblastech védy, naptiklad pii NASA vyzkumech (soucast vozitka na Marsu — pro
analyzu hornin na povrchu planety), ve vojenstvi (analyzy na dalku, detekce vybusnin) ...
v analytické chemii se pouziva pro stanoveni prvku v riznych typech vzorka — biologické,
geologické, kovové, k monitoringu tavenych materiali (oceli, sklo) in-situ Tato technika je
zajimava i tim, Ze se da pouzit v archeologii a podmotské archeologii (laserovy paprsek je
veden pomoci optickych vldknech pod hladinu a k ablaci dochazi pfimo pod hladinou;
snimané mikroplazma je pak optickym kabelem vedeno do detektoru, ktery mize byt umistén
napiiklad na lodi). Velka perspektiva metody LIBS souvisi s jejim vyuzitim pro analyzu
vzdalenych objektd (remote LIBS). Laserovy paprsek je soustavou cocek zaostfen na
analyzovany pfedmét, ktery se mulze nachazet az ve vzdalenosti nékolika desitek metri.
Vznikajici mikroplazma je sbirano pomoci specidlniho zrcadla a pomoci dalsi optické

soustavy je transportovano na miizku spektrometru. PouZitelnost této metody je zejména



v analyze radioaktivnich materialdi, analyze v tézko dostupnych mistech nebo napftiklad

detekci vybusnin.

2.5. MALDI-TOF technika

Technika MALDI-TOF se tadi do hmotnostni spektrometrie. Laserovym paprskem nastava
ionizace matrice, ktera je tam ve velkém nadbytku a tato ionizovand matrice je odpafena a
dochdzi kjeji fragmentaci a ionizaci. Toto silné odpafovani je doprovazené chemickou
ionizaci v plynu. Vytvofené ionty se nasledné separuji v hmotnostnim TOF analyzatoru.
Zménou energie budiciho pulzu miizeme ménit stupen fragmentace vzorku.

Matrice je latka, jejimz prostfednictvim se ioniza¢ni energie laseru piendsi na molekuly
vzorku a tim brani jejich Stépeni. Ionizace laserem za pomoci matrice ndm umoziuje mefit
molekulové hmotnosti vice latek ve stejném vzorku. Odtud také plyne nadzev techniky —
ionizace laserem za pritomnosti matrice (matrix assisted laser desorption/ionization)
v kombinaci s detektorem doby letu (time of flight). Detektor umoznuje zmétit dobu priletu a
zni pak vypocitat rychlost Castice. lonty o stejné energii nebo o stejném impulsu maji
rychlosti zavislé na hodnotach efektivni hmotnosti m/z. lonty ziskanou energii postupuji
analyzatorem rychlosti v, takze drdhu d proleti za dobu 7. Mezi dvéma ionty rozdilnych

hmotnosti je tedy diference v dobach letu t =k ( m1/z - m2/z).

Hmotnostni spektrometrie MALDI-TOF umoziiuje s vyjimecnou rozliSovaci schopnosti
Setrné separovat molekuly na zaklad¢ jejich molekulové vahy m/z. Pro vhodné poméry
molekulovych vah monomernich jednotek je tudiz v principu mozné urcit z MALDI-TOF
hmotnostniho spektra nejen distribuci molekulovych vah ale i1 distribuci sloZeni, nebot’
molekulova vaha je k nému klicem. Jedna se o metodu s nizkou mezi detekce, naptiklad pfi
stanoveni peptidu je potieba pouze femtomolarni koncentrace. Pomoci MALDI-TOF jsme
schopni zméfit hmotnost celé molekuly s piesnosti mezi 0,1 — 0,01% a prakticky hmotnostni
limit této techniky se pohybuje kolem 0,5 MDa. Jako laser je vétSinou pouzivan dusikovy
laser pracujici pfi 337 nm, ale mizeme se setkat s pouzitim Nd:YAG (355 nm, 266 nm),
Er:YAG (2940 nm), nebo CO, (10600 nm) laserti. NejCastéji se tato technika pouziva pii

analyzach biomolekul.



2.6. Fotochemické reakce

Fotochemické reakce - Fotochemie se zabyva reaktivitou excitovanych elektronovych stavii
molekul, tj. stavll o vy$$i energii, vzniklych absorpci elektromagnetického zateni. Organicky
polutant absorbuje zafeni, pficemz nasledné muze podléhat fotochemické transformaci. Tento
proces se obecn¢ nazyva piima fotolyza. Druhym typem fotochemického procesu je nepiima
fotolyza, pii které se nejdiive excituje senzibilizujici latka a ta poté prenasi energii na
polutant. U pfimé fotolyzy se jednd o chemické reakce, které po ozéateni piimo vedou

k transformaci na produkty.

3. Zavér

Cilem této seminarni prace bylo alespon stru¢né piiblizit jak se daji lasery pouzit v analytické
chemii. Bylo nastinéno u jakych technik se daji pouzit, at’ uz jako detektory, nebo jako
Lasery nachazi Siroké uplatnéni nejen v analytické chemii, ale také v ostatnich oborech lidské
¢innosti (CD a DVD mechaniky, ¢tecky ¢arovych kodu,...). Jiz od 60. let dvacatého stoleti,
kdy byl sestrojen prvni laser se lasery zacaly pouzivat v riznych oblastech a jejich vyuziti se
dale rozsifovalo. Jednim z béznych aplikaci, které se jiz berou jako samoziejmost jsou carové

koédy na zbozi.
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