ROZPTYLOVE a EMISNI

metody
- Rayleighuv rozptyl
- kvazielasticky rozptyl
- Ramanuv rozptyl|

- fluorescence
- fosforescence




ROZPTYLOVE a EMISNI
metody

- TEORETICKE ZAKLADY rozptylovych jevi

£ pozorovani rozptylu na heterogenitach
I zavislost intenzity rozptylu na vinove délce
I energie dopadajiciho a rozptyleného fotonu

£ zmena energie rozptylujiciho objektu
K kvazielasticky rozptyl
£ velikost makromolekul, koloidnich castic
¥ Ramanuv rozptyl
£ struktura molekul, krystall, supramolekul




Ramanova spektroskopie

Kazda cara Ramanova spektra
je svymi vilastnostmi zavisla
na poctu a hmoté spolecné kmitajicich atomii
molekuly,
na jejich prostorovém usporadani a
na vnitrne molekulovém silovém poli.

Je zrejmeé,
Ze Ramanovych spekter Ize pouziti analyticky,
zvlaste pri reseni nekterych, chemicky tézko
dokazovatelnych rozdilt konstitucnich.

Prof. Dr. Arnost Okac

Vyklad k zakladnim operacim v chemické analyse
JCMF 1948



Principy Ramanovy a
FT Ramanovy spektroskopie

Podstata Ramanova jevu

ROZPTYL ZARENI
- rozptyleny foton ma odlisnou energii oproti dopadajicimu

zarivy dvoufotonovy prechod
mezi dvema stacionarnimi vibracnimi stavy molekuly,
jejichz energie jsou E, a E,,
vyvolany interakci s fotonem dopadajiciho zareni
o frekvenci v,>|E, - E,; |/h,
provazeny vyzarenim rozptyleneho fotonu
oenergii hw= hy, = (E,-E,),

kde hy,,, = E,-E,




Principy Ramanovy a
FT Ramanovy spektroskopie
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Principy Ramanovy a
FT Ramanovy spektroskopie

Zakladni vybeérove pravidio
Ramanova rozptylu

zmena polarizovatelnosti behem vibracniho pohybu
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Principy Ramanovy a
FT Ramanovy spektroskopie

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.




Principy Ramanovy a
FT Ramanovy spektroskopie

V Ramanové spektru je intenzita pasu
dmeérna
druhé mocniné zmény polarizovatelnosti
béhem vibracniho pohybu

(6a/5q)°,
zatimco v infracerveném spektru
je umerna

druhé mocniné zmény dipolového momentu.




Principy Ramanovy a
FT Ramanovy spektroskopie
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Principy Ramanovy a
FT Ramanovy spektroskopie

Vztah intenzity pasu
- moznost meéreni teploty vzorku
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Principy Ramanovy spektroskopie
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Experimentalni vyhody

* moznost meéereni ve vodném prostredi

K nizka intenzita Ramanova rozptylu pro vodu
K pouzivané optické materialy nejsou citlivé na vihkost

* moznost mereni ve sklenenych nadobach
K meéreni v uzavrenych ampulich - napr. pod vakuuem

» snadne vyuziti skelné viaknove optiky

* minimalni pozadavky na upravu pevnych
vzorku

* intenzivni pasy -C=C-, -N=N-, -S-S-
a dalsich symetrickych vibraci



Instrumentace

Lasery pro excitaci Ramanova jevu

TYP laseru vinova délka [nm]
He-Ne 632,8

Ar* 514 5

Ar* 488.,0

Ar* 457 .9

Kr* 68,2

Kr* 647,1

Kr* 676.,4

Kr* 752,6

Nd-YAG 1064

Nd-YAG - 2f 532

diodové 780, 785 - NIR

barvivoveé 360 - 750 - UV, vis



Schéma Ramanova disperzniho pristroje
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Schéma Ramanova mikroskopu
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Externi sondy pripojené pomoci
vlaknove optiky

Kremenna vlakna
Fokusacni zrcadla

Vysoce svetelné

objektivy

_______ z kvalitniho optického
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Mobilni pristroje




Principy
FT Ramanovy spektroskopie
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Instrumentace

Materialy pro déelic paprskti

Propustny material Polopropustny povlak rozsah pouziti
[cm™T]

kfemen Si (Fe,0,) 23 000 -4 000
CaF, Si (Fe,0,) 10 000 — 1 000
KBr Ge 4700 - 350
Csl Ge 4 000 - 200




Specialni techniky

rezonanchni - RR

povrchem zesileny - SERS

rezonanchni povrchem zesileny -
SERRS

fotoakusticky - PARS

hyperRaman

koherentni anti-Stokes - CARS

koherentni Stokes - CSRS




Studovanée materialy

VZORKY

e anorganicke - korozni vrstvy
- povrchy pevnych disku, kiemik
- amorfni uhlik, diamanty
organicke - supramolekularni systémy
- systéemy na nosicich

polymery - fotolabilni materialy

biologicke - in vitro, in vivo

geologickeé - mineraly, horniny

archeologicke - od paleolitu po novovék



Studované materialy

GEMMORAMAN
FRESCORAMAN
ICONORAMAN
PETRORAMAN
RESINORAMAN
TISSUERAMAN
CERAMORAMAN
METALLORAMAN
VITRORAMAN
CLIMATORAMAN

drahokamy
anorg. barviva
org. barviva

kameny

amorf. org. m.

tkane
keramika
koroze kovu
skelny stav

viivy klimatu na m.




Kvantitativni spektrometrie
- specifické aspekty jednotlivych metod

Ramanova spektrometrie -
ANALYZA MATERIALU - polovodiée

- kontrola povrchu pevnych

disku, Seagate 1992

- magnetickych
hlav

- uhlikové
materialy




Analyza uhlikatych materialu
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Kvantitativni spektrometrie
- specifické aspekty jednotlivych metod

Ramanova spektrometrie -
ANALYZA ropnych produktd -
stanoveni oktanoveho cCisla
analyza automobilovych olejti




Kvantitativni spektrometrie
- specifické aspekty jednotlivych metod

FT Ramanova spektrometrie -

ANALYZA ropnych produktii - stanoveni
oktanoveého cisla

- analyza automobilovych oleju
- stanoveni obsahu alkoholu
- kontrola biotechnologii

- analyza ve farmaceutickem
prumyslu
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Fluorescence

Ramanuv
rozptyl

IC absorpce

Fluorescence




Fluorescence a fosforescence

excitované rotacni stavy
excitované vibracni stavy

excitované elektronové stavy

ORPCE
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Fluorescence a fosforescence

* luminiscence s kratkym dosvitem

— spinové dovoleny prechod - bez zmény
orientace elektronového spinu

* luminiscence s dlouhym dosvitem

— spinoveé zakazany prechod - zmeéna
orientace elektronového spinu
 mozny diky spin-orbitalni interakci




Fluorescence a fosforescence
- DOBA ZIVOTA EXCITOVANEHO STAVU

— kinetika ,,zaniku® excitovaného stavu

* INTENZITA fluorescence a fosforescence
— KVANTOVY VYTEZEK

@ =Ng /N g

» pocet vyzarenych fotonu vuci poctu absorbovanych

- VLIV NEZARIVYCH PROCESU - intra- a inter-
molekularnich




Fluorescence a fosforescence
STRUKTURA MOLEKULY

dvojné vazby - aromaty, konjugovanée C=C
heteroatomy - C=0, dusikaté heterocykly
VLIV SUBSTITUENTU - -OH, -NO, -NO, ...

RIGIDITA struktury tr-elektronovéeho systému
CHELATY

+ MEZIMOLEKULOVE INTERAKCE

— predevsim zhaseni luminiscence
— vliv pH, teploty, viskozity, polarita rozpoustedla




Fluorescence a fosforescence
- MERENI STACIONARNICH SPEKTER

— spektrofluorimetr

SPEKTROFLUORIMETR

1A

‘VZOREK ‘

MONOCHROMATOR .
FLUORESCENCNI

~ DETEKTOR

EXCITACNI MONOCHROMATOR



MOLEKULOVA emisni spektrometrie
- VIS a UV oblast - fluorescence a fosforescence




MOLEKULOVA emisni spektrometrie

- VIS a UV oblast - fluorescence a fosforescence
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Fluorescence a fosforescence
- MERENI STACIONARNICH SPEKTER

—spektrofluorimetr
 zdroj zareni - xenonova vybojka
- nizkotlaka rtutova vybojka
 kremenne kyvety
* mrizkové monochromatory

e detektor - fotonasobic

—excitacni a emisni spektra
« excitacni - zmeéena vinové délky excitujiciho zareni
konstantni A emisniho toku
« emisni - fixovana A excitujiciho zareni
promenna A emisniho toku




Fluorescence a fosforescence
STACIONARNI SPEKTRA

— knihovny spekter

« charakteristicka spektra polyaromatickych
uhlovodiku

« charakteristicka spektra fluorescencnich
indikatoru

CASOVE ROZLISENA SPEKTRA

— meéreni doby zivota excitovanych stavu
 snazSi u fosforescence

energie




Kvantitativni spektrometrie
- specifické aspekty jednotlivych metod

MOLEKULOVA emisni spektrometrie
- VIDITELNA a UV oblast - fluorescence a fosforescence
- stacionarni spektra
- pasoveé spektrum - maly pocet Sirokych pasu
- kvantovy vytezek fluorescence
- samoabsorpce
- zhaseni rozpoustediem Ci ,,zhasedly*
STANOVENI NiZKYCH OBSAHU PREDEVSIM
ORGANICKYCH LATEK (@, = k¢ @, (1-10"*°)



Kvantitativni spektrometrie
- specifické aspekty jednotlivych metod

MOLEKULOVA emisni spektrometrie
- VIDITELNA a UV oblast - fluorescence a fosforescence
- stacionarni spektra

PRIME METODY - stanoveni PAH
- stanoveni hemoproteint
- stanoveni vitaminu

- stanoveni steroidu



Kvantitativni spektrometrie
- specifické aspekty jednotlivych metod

MOLEKULOVA emisni spektrometrie
- VIDITELNA a UV oblast - fluorescence a fosforescence
- stacionarni spektra

NEPRIME METODY - tvorba chelatt - napf. s morinem
- stanoveni hliniku

- stanoveni aniontu na principu
zhaseni fluorescence

- stanoveni na zaklade reakce
provazene vznikem fluoreskujiciho produktu



Kvantitativni spektrometrie

Klicovy pozadavek

- vyjadiit VZTAH MEZI KONCENTRACI (OBSAHEM)
ANALYTU a SPEKTRALNi VELICINOU

- matematické vyjadreni

- experimentalni kalibrace a validace (externi standardy,
metoda standardniho pridavku)

SPEKTRALNI VELICINA - absorpéni metody
— emisni metody

OPTICKE METODY ~ _ razptylove metody
— reflexni metody




Metody kalibrace
Dulezité pojmy

— pripravime sérii kalibracnich roztokt stanovovaného
analytu, pokryvajici zamysleny koncentracni rozsah

— shazime se, aby bylo stejne slozeni matrice jako u vzorku
— predpokladame, ze vliv matrice je zanedbatelny

— (kdyz je rozsah koncentraci analytu omezen, vystacime
treba i s dvema standardy - ,,pod“ a ,,nad“ vzorky)



Metody kalibrace
Dulezité pojmy

— pouzitelna v pripade, ze je nemozné potlacit interference
matrice

— ke zmérenému vzorku je pridano malé mnozstvi roztoku
standardu a stanoveni se opakuje za maximalne moznych
stejnych podminek

VAL &4

pro overeni vlivu matrice



Metody kalibrace
Dulezité pojmy

— do vSech analyzovanych vzorku i kalibraénich (validaénich)
roztoku je pfidano stejné mnozstvi vhodné Cisté latky
odlisne od analytu

— jako kalibracni krivku vynasime
pomer odezvy analyt/standard proti koncentraci analytu ve
standardnich roztocich

— vnitrni standard by meéla byt latka podobna analytu, jejiz
signal vsak neinterferuje se signalem analytu




Kvantitativni spektrometrie

ATOMOVA EMISNI spek. — emisni metoda
ATOMOVA ABSORPCNI spek. — absorpéni metoda

MOLEKULOVA spek.
UV, vis — absorpcni metoda, (reflexni metoda)
— luminiscence — emisni metoda

NIR - absorpce, reflexe
MIR, FIR - absorpce, reflexe
Raman - rozptyl
NMR spektrometrie, hmotnostni spektrometrie



Kvantitativni spektrometrie

SPEKTRALNI VELICINA - pro absorpéni metody
- absorpce fotonu — zavisi na mnozstvi
excitovatelneho analytu
DULEZITE FAKTORY
- vstupni tok zareni
- tloust’ka absorbujici vrstvy
- absorpcni koeficient - napierovsky, dekadicky
- molarni absorpcni koeficient -
- napierovsky, dekadicky



Kvantitativni spektrometrie
- vztah k tloust'ce vrstvy

Bouguer (1729), Lambert (1760)

—dl =k I dx

dl

- =k
dx




Kvantitativni spektrometrie

- vztah ke koncentraci
Beer (1852) - vyjadreni vztahu pro k

"°9( %0): (k3 303)0

k _ g [dekadicky absorpéni®
(/2'303) koeficient -

a=— mekadlcky) molarni

Nsorpcnl koeficient
—log| ! j:—lo T=A
o !}, )--tes




Kvantitativni spektrometrie

SPEKTRALNI VELICINA - pro absorpéni metody

- ABSORBANCE
DULEZITE FAKTORY

- vinova delka vstupniho zareni A,=¢, bc

- eliminace jinych optickych jevu - rozptyl, odraz,
lom, fluorescence ...

- eliminace saturacniho efektu
- smés analytu

(AA )i = (51\ ),- b c,




Kvantitativni spektrometrie

ABSORPCNI METODY
- efekty ovliviujici hodnotu
(5 A )i

molarniho absorpéniho koeficientu
DULEZITE FAKTORY
- zavislost na vinové délce vstupniho zareni
- chemickeé reakce analytu
- mezimolekulové interakce s rozpoustédiem
- mezimolekulove interakce s jinymi analyty
- vliv teploty na stabilitu analytu




Kvantitativni spektrometrie

ABSORPCNi METODY

- ABSORBANCE - nemérime pred a za vzorkem,
ale SE VZORKEM a BEZ VZORKU

- jednopaprskove a dvoupaprskove usporadani

- pasoveé spektrum - vyska piku
- plocha piku
- KOREKCE POZADI - vlivy matrice, dal$i vlivy



Kvantitativni spektrometrie
SPEKTRALNI VELICINA - emisni metody

- emise fotonu - zavisi na mnozstvi excitovaného analytu

EMITOVANY ZARIVY TOK Gimérny KONCENTRACI analytu

- celkové mnozstvi analytu ve vzorku

- Zpusob excitace

- moznosti nezarivé deexcitace

- rusivé emisni procesy

- rusivé absorpcni procesy (samoabsorpce)
- zavislost na vinovych délkach



Kvantitativni spektrometrie

SPEKTRALNI VELICINA - reflexni metody

- pocet odrazenych fotonii Umérny koncentraci

— zavisi na mnozstvi ozarenéeho analytu
- celkové mnozstvi analytu ve vzorku
- reflektivita vzorku a dalSich materialu
- absorpce zareni behem odrazu
- lom dopadajiciho zareni / totalni odraz




Kvantitativni spektrometrie

SPEKTRALNI VELICINA - rozptylové metody
- pocet rozptylenych fotonu Uimeérny koncentraci
(Ramanuv rozptyl, nefelometrie)
- zeslabeni transmitovaneho toku zareni
(turbidimetrie)
— zavisi na mnozstvi excitovaného (ozareného) analytu

- celkové mnozstvi analytu ve vzorku
- Zpusob excitace

- rusivé emisni procesy - LUMINISCENCE



Kvantitativni spektrometrie

SPEKTRALNI DATA vs. KONCENTRACE

- kalibrace, validace, méreni neznamych vzorku
- zpracovani dat - regresni metody

- postupy kalibrace - sada nezavislych roztoku
- metody standardniho pridavku
- zpracovani kalibracnich dat - jeden analyt
- vice sledovanych analytu



Kvantitativni spektrometrie

Zpracovani kalibracnich dat - jeden analyt
- vice sledovanych analytu
- univariatni a multivariacni metody
- Zpracovani useku spekter Ci celych spekter
- analyza slozitych smesi




Kvantitativni spektrometrie

e CLS - classical least squares
 ILS - inverse least squares
* MLR - multiple linear regression

 (PCA - principal component
analysis)

* PCR - principal component
regression

« PLS1 - partial least squares 1
« PLS2 - partial least squares 2



Regrese CLS
e klasicka metoda nejmensich ¢tvercu
- ., K-matrix“

« predpoklad platnosti
Lambertova - Beerova zakona
pri vSech vinovych delkach (frekvencich) -

absorbance je funkci koncentrace
 chyby modelu jsou prirazeny
chybam v urceni absorbanci

« pouzitelna i pro cela spektra
» vSechny komponenty musi byt znamy a
zahrnuty do kalibrace



Regrese ILS

e inverzni metoda nejmensich ¢tvercu
- ,,P-matrix“

« predpoklad platnosti inverzniho
Lambertova - Beerova zakona
pro vsechny koncentrace -

koncentrace je funkci absorbance
 chyby modelu jsou prirazeny
chybam v urceni koncentraci

* pouzitelna pro omezeny pocet
vinovych delek

- komponenty nezavislé, postacuje znalost
jedné slozky v kalibracénich smésich



Regrese PLS

e ortogonalni transformace dat do systemu
souradnic oznacovaneho jako

hlavni komponenty - PC

- redukce poctu potrebnych souradnic

FT-IR SméSi (A+B+c PLSR scores 100% B
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