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Osnova

» Zakladni principy IR spektroskopie
> MEé&Fici techniky
» FT-IR transmisni méFeni
» ATR, DRIFT, PAS
» TG/IR, GC/IR
» Ramanova spektroskopie
» Zpracovani spekter

» Analyza spekter
» Spektralni databaze

> Aplikace
» Chemie

» Restaurovdni uméleckych predméti
» Biologie

» Informace o pfistrojovém vybaveni UCH
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Molekulova spektroskopie

UV-VIS IR MW

50-800 nm 1-100 pm 1-10 mm
Elektronickd | Absorpéni UV-VIS
spektroskopie | Luminiscenéni

spektroskopie
Vibraéni Ramanova spek- | Infraervend
spektroskopie | troskopie spektrosko-

pie
Rotaéni Ramanova  spek- Mikrovinna
spektroskopie | troskopie spektrosko-
pie
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IR spektroskopie

Princip

Penetrates Earth's

N

Atmosphere? !
Radiation Type Hadlo Microwave Infrared Visible Ultraviolet  X-ray Gamma rayI
Wavelength / m 102 10% 0.5 x10°® 108 1070

T 1 [ ? 8 4 % @

Humans  Butterfies Needle Point Protozoans Molecules — Atoms  Atomic Nuclei

Frequency / Hz

10 108 1012 1018 10'€ 108 1020
Temperature of
objects at which
this radiation is the

peak wavelength 4
emitted 100 K 0,000

K 10,000,000 K
-272°C -173°C 8,728°C ~10,000,000°C
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electronic energy levels
vibrational energy levels
rotational energy levels
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» NIR (0,7 — 2,5 um; 14 000 - 4 000 cm~1!) - infratervena
spektroskopie v blizké oblasti

» MIR (2,5 - 25 um; 4 000 - 400 cm~1) - infragervena
spektroskopie ve stfedni oblasti

» FIR (25 - 1000 pm; 400 - 10 cm™1) - infratervend
spektroskopie ve vzdalené oblasti
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IR spektroskopie

Vibrace chemickych vazeb

» Béhem vibrace vazby dochazi k pfechodu systému na jinou
energetickou hladinu.

» Ptechod mezi zdkladni a 1. excitovanou hladinou se nazyvd
zdkladni (fundamentalni) vibrace .

» Pokud dochazi k pfechodim na vy$si hladinu, jedna se o tzv.
vy$8i harmonické pFechody (overtony) . Jejich frekvence jsou
pfiblizné ndsobkem fundamentalni frekvence (energetické
hladiny se postupn& zhustuji).

» Pokud dojde k souéasné zmé&né dvou vibraénich stav molekuly
jedna se o kombinacni pfechody .
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» Valen¢ni vibrace — dochazi ke zméné mezijaderné vzdalenosti

» Deformaéni vibrace — dochazi ke zmé&né vazebného thlu.
—-———
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» Vektor popisujici rozloZeni elektrického ndboje v molekule.

» Vysledny dipélmoment ziskdme vektorovym soudtem
dipélmomentd jednotlivych vazeb.
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Absorpce infralerveného zareni

» Aby mohla molekula absorbovat infracervené zafeni musi
b&hem vibrace dochazet ke zméné dipélového momentu.

» PYi absorpci dochazi ke zmé&n& amplitudy vibrace, frekvence
zlistdvd nezménéna.

P Intenzita absorp&nich pdsu je imé&rnd druhé mocnin& zmény
dipélového momentu.

» Absorpci infracerveného zafeni molekulami vznikaji pasova
spektra.
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» FT-IR - transmise, ATR
» DRIFT, IRRAS

» TG-IR, GC-IR
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> Nejbézné&jsi méFici technika

» Podle tGpravy vzorku rozliSujeme mé¥eni v transmisnim mddu a
ATR

» Spektrometr neobsahuje monochromdtor, ale interferometr

» Celé spektrum se snimd najednou, ziskdme interferogram,
ktery je nutné zpracovat pomoci Fourierovy transformace
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I
Pohyblivé zrcadlo

Beam splitter

[—t—

Pevné Vzorek Detektor
zrcadlo

A
_,"."'__ Zdroj IR
o zafeni Dac
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» | ze méFit pevné latky, kapaliny i plyny

> Pevné litky m&fime ve form& KBr tablet (1-3 hm. % v KBr)
nebo jako suspenze v Nujolu

» Kapaliny méfime jako tenky film mezi okny z vhodného
materidlu (KBr, KRS, NaCl, ...)

O «Fr 2> B> =
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MéF¥ici techniky

Transmisni méFeni - Nujol

» Nujol - smés alkan( s dlouhy Fetézcem.

",
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MéF¥ici techniky

Transmisni mé&Feni plynd

» Plyny se mé&fi v plynovych kyvetdch, ty jsou konstruované tak,
aby drdha paprsku byla co nejdelsi
» ProtoZe v plynném skupenstvi existuji pouze slabé interakce

mezi &asticemi lze namé&Fit Cisté rotadni, rotaéné-vibraéni i
elektronové-rotaéné-vibralni spektra

] Pressure gauge

32
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» ATR - Attenuated Total Reflection

» Krystaly jsou z diamantu, ZnSe, Ge, KRS-5 (smé&s TIBr a TlI)
nebo kfemiku

» Vzorek se pfitladi vysokym tlakem k méFicimu krystalu

» Paprsek se pohybuje po povrchu vzorku (0,5 - 5 um)

o i Double-pass multiple internal
& Fi’“ reflection plate
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MéF¥ici techniky
IRRAS

» IRRAS - IR Reflection Absorption Spectroscopy

| 2

| 2

CaF, windows

45° plane mirror and polariser
spherical mirror (behind

aspherical mirror (behind) MOVPE quartz glass reactor
(upper window for RAS)

FTIR

sémple wafer
spectrometer |

beam exit 7 3 ‘\
/ graphite susceptor

45° plane mirror

liner tube

Metoda vhodna pro tenké vrstvy nanesené na kovovych
materidlech nebo nasorbované ldtky na materidlech

Pro zvyseni citlivosti se vyuziva polarizovaného zareni

detector tower
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MéF¥ici techniky

DRIFTS

>

DRIFTS - Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform
Spectroscopy

Tato technika je vhodnd pro mé&feni malych &astic nebo
hrubych povrchi

Vyuziva rozptylu IR zateni

Rozptylené zateni je pomoci kulového zrcadla odrdZeno na
detektor

Yy /

Praskové vzorky se méFi v kelimcich, pevné vzorky se obrousi
abrasivem (SiC) a m&Fi se 4stice zachycené na abrasivu

Vi

\
‘ ( it so;r*ce Samplcdetm

IR beam
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» TGA - termogravimetricka analyza

» Plyny vznikajici b&hem degradace vzorku vedeme do méfici
cely a pomoci IR spektroskopie stanovime jejich sloZeni

» Be&hem transportu plyni z pece do mé¥ici cely dochazi k

velkému zfedé&ni plynu, proto je nutné pouZivat citlivéjsi
detektory (MCT)
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Coupling TGA/

IR
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Coupling GC/IR

» GC - plynovd chromatografie

» Méné citlivé nez GC/MS, ale umoZiuje analyzu stereoizomerd.

» Interferogramy je nutné snimat v kratkych &asovych
intervalech
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Ramanova spektroskopie

Princip

Komplementarni metoda k infraervené spektroskopii.

1928 — Sir Chandrasekhara Venkata Raman objevil nepruzny
rozptyl za¥eni (Ramanuv rozptyl).
Vyuziva silné zdroje monochromatického za¥eni — lasery.

N4

P¥i interakci se vzorkem dochazi z nejvétsi &asti k Rayleighovu
rozptylu, energie rozptyleného zafeni je stejnd jako energie
excitujiciho za¥eni.

S niZ8i pravd&podobnosti dochazi k Ramanovu rozptylu, kdy
zdfeni &ast své energie predava vzorku (Stokesovy linie) nebo
ji naopak vzorku odebird (Anti-Stokesovy linie).

Aby mohlo dojit k Ramanovu rozptylu, d&j musi byt spojen se
zménou tenzoru polarizovatelnosti.

24 /47



Ramanova spektroskopie
Princip

» Polarizovatelnost («) popisuje deformovatelnost
elektronové hustoty v okoli molekuly piisobenim
elektromagnetického zafeni, nebo presnéji elektrického pten, 7
pole generovaného fotonem.

H . s v VT T
» Polarizovatelnost je tensor druhého Fadu, tzn. 7e ji lze o’
popsat matici 3 x 3. Tl ples)

» Polarizace je ovlivnéna nékolika faktory:
» Cim vice elektronti ma atom, tim slab&ji je k sob& [am g aﬂ}
o =

vaZe a tim je polarizovatelnost v&tsi. e Gy Oz
» Cim je elektron vice vzdalen od kladného jadra, tim je
pohyblivéjsi a zvySuje polarizovatelnost atomu.

» Orientaci molekuly vici vngjsimu elektrickému poli.

Qzx  Qzy Qg

"https://en.wikipedia.org/wiki/Polarizability
2h‘ctp ://chemwiki.ucdavis.edu/Physical_Chemistry/Physical_
Properties_of_Matter/Intermolecular_Forces/Polarizability
3Animace - polarizovatelnost
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Ramanova spektroskopie
Princip

Vzorek

LASER

Rayleigh

f@—>J\_}\JJ

i

Detektor
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Ramanova spektroskopie

Lasery

Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
He-Ne laser — 632,8 nm

Ar laser — 488 nm, 496,5 nm a 514,4 nm

Kr laser — 530,9 nm a 674,1 nm

Nd:YAG laser — 1064 nm

laserové diody

VVvyVvyVvVVvVYVYY

laditelné lasery
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Ramanova spektroskopie

Instrumentace

29/47



Ramanova spektroskopie

Instrumentace

The Bruker FRA 106 FT-Raman Accessory.

The FRA 106 enables
the analyst to routinely
collect essentially
fluorescence-free Raman
data without sample
preparation.

FRA 106 FT-Raman accessory
mounted on an IFS 66 FTIR optical bencit

T
i OPTICAL DIAGRAM (Top View) H
Control ! [ Ej"f" o “"'
iy n el | Mirror Scanner
i )
6 K
B P FRA 106 fore optics
U | RAMAN SAMPLE STAGE
: S
SRR 4 (Side View)
oo 2y A Filter
IR Detectors 2 Hals Module
yr }
i i 0
] | ! 2 Raman
= | } ot Detector
i 1R Beam Exit Port| 1

Optical diagram of the FRA 106 FI-Raman

accessory and IFS 66 bench. R
aman

Sample
Chambety|

Do
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Ramanova spektroskopie

P¥iprava vzorku

» Jednodussi neZ u IR spektroskopie.

» Pevné vzorky se mé&Fi ve sklenénych kapildrach nebo jako
tenké vrstvy na vhodném substratu. VE&tsi vzorky Ize uchytit
do drzaku vzorku bez upravy.

» Kapalné vzorky se také plni do kapilar.

» Pro méFeni plynnych vzork( se vyuZivaji kyvety s ndsobnym
odrazem.

» Komplikaci p¥i méFeni byva luminiscence vzorku. Lze ji
potladit zménou vinové délky laseru, pokud to spektrometr
umoziuje.

3147



Raman intensity, arbitrary units

514 nm

1064 nm

— T T T T T Q>
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Ramanova spektroskopie
Mikroskopy

g RENISHAWS
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Vyuziti IR spektroskopie v chemii

v

Identifikace slou€enin srovnanim spekter s databazi

v

Kontrola Cistoty pfipravenych produktil, vyhodou metody je
jeji vysoka citlivost

» Kuvalitativni a kvantitativni analyza polymerd, analyza
degradadnich produkti

v

Monitorovani polymerizanich reakci

» Analyza povrchovych vrstev s vyuzitim ATR
» Kvantitativni analyza - Lambert-Beeriiv zakon:

A — pel
> Plyny.. A= BT
» Kapaliny: A = ec/

» Je nutné zvolit vhodny pds - vysoky absorpéni koeficient, bez
prekryvu s okolnimi pasy, symetricky a vykazujici linedrni

zavislost intenzity na koncentraci
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Vyuziti IR spektroskopie v oblasti restaurovani a
konzervovani uméleckych dél

» Vyhodou IR spektroskopie je nizkd spotfeba vzorku, p¥ip
nedestruktivnost metody, p¥i pouZiti bezkontaktniho
spektrometru.

36/47



Vyuziti IR spektroskopie v oblasti restaurovani a
konzervovani uméleckych dél

» Rutinné Ize provést analyzy pigment(, pojiv, organickych
slozek (dfev&né ramy, povrchové tpravy, apod.)

» Mezi specialni aplikace patFi nap¥. datovani dreva, které miize
byt pro mladsi dfevéné pfedméty podstatné presné&jsi nez
datovani pomoci C.

» FT-IR mikroskop se Ize vyuZit k analyze nadbrusi a identifikaci
sloZeni a stratigrafie vrstev
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» Spektroskopickd analyza uméleckych predméti je velice
dadlezitd pro konzervatory, historiky uméni i sbératele.
» Ramanova spektroskopie a mikroskopie se vyuZiva pro:
» |dentifikaci anorganickych pigmenti
» |dentifikaci organickych pigmenti
» Identifikaci pojiv a laki
P VEtsi predméty, napt. nasténné malby Ize analyzovat s
vyuZitim optickych vldken, aniz by hrozilo jejich poskozeni.[4]

"http://www.ndt.net/article/wendt00/papers/idn163/idn163.htm

2Raman spectroscopic database of azo pigments and application to modern
art studies

3Library of FT-Raman spectra of pigments, minerals, pigment media and
varnishes, and supplement to existing library of Raman spectra of pigments
with visible excitation

*Non-destructive analysis of museum objects by fibre-optic Raman
spectroscopy

5The art of Raman
38/47
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Analyza biologickych vzorki

» S vyhodou lze vyuZit fluorescenéni mikroskopy s Ramanovym
spektrometrem.

» Na obrazku jsou buiky primati obarvené fluorescenénim
barvivem DAPI a pfislusné Ramanovo spektrum.

» Pro excitaci byl vyuZit laser o vinové délce 532 nm. Byl ziskan
obrazek plochy 50 x 40um.

» Jadra bunék jsou zndzornéna modre, jadérka zelené a
endoplazmaticka retikula ¢ervené.

endoplasmic reticulum

10 pm

1CHEMAGAZIN, 2019, 5, 22-23
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http://www.chemagazin.cz/5-2019-(Farmacie-a-biotechnologie)-C1047/

Analyza biologickych vzorki

» IR spektrosokopii Ize vyuZzit ke studiu biologickych systémii,
tzn. lipidd, proteini, peptidd, biomembran, nukleovych
kyselin, tkani, bunék, atd.

» U fosfolipidii Ize stanovit konformaci ¥etézce a tim ziskat
informace o uspo¥adani v buiice

» IR spektra proteind obsahuji vyrazné absorpéni pasy amidové
skupiny, podle jejich vinoctu a intenzity Ize uréit konformaci a
sekundarni strukturu (dekonvoluci a fitovdnim pési)

Absecrbance ———

S I T S BT S S SO S R L)
1700 1680 1660 1640 1620 1600
wavenumber (cm="}
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Analyza biologickych vzorki

» Spektra nukleovych kyselin poskytuji informace o konformaci
hlavniho Yetézce kyseliny a o parovani bazi

» IR spektra lze vyuzit i pro diagnostiku nador(i, napt.
sledovanim zavislosti polohy pdsu deformaéni vibrace
methylenové skupiny na tlaku lze odliSit zdravou a
rakovinovou tkar

Wavenumber (cm™'}

1478

1474

1472 -

1470 -

1468 o

1466

T T T T T 1
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Pressure {kbar)
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Spektrometry na Gstavu chemie

» MIR spektrometr Bruker IFS 28
» FT-IR ( NIR+MIR) spektrometr Bruker Equinox IFS 55/S s

» FT-IR ( NIR+MIR) spektrometr Bruker Tensor 27 s moZnosti

méfeni TG/IR
» ATR Bruker Alpha Platinum
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Spektrometry na Gstavu chemie
MIR spektrometr Bruker IFS 28
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Spektrometry na Gstavu chemie
Bruker Equinox IFS 55/S s Ramanovym nastavcem FRA 106/S
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Spektrometry na Gstavu chemie
Bruker Tensor 27




Spektrometry na Gstavu chemie
Bruker Alpha Platinum




Spektrometry na Gstavu chemie
Mikro-ramanovsky spektrometr Horiba — Labram HR Evolution - UGV

» http://ugv.cz/pracoviste-ramanovy-spektroskopie/
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