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Uvod

Spektroskopickych metod zkoumani hmoty je celd fada. V zasad¢ se vzily dva
zpusoby rozdéleni téchto metod. Podle ti¢elu analyzy a podle povahy studované ¢éstice
rozdélujeme spektroskopii na atomovou a molekulovou. A podle toho, v kterém sméru
sledujeme pitechod ve studované C¢astici, rozdélujeme spektroskopii na absorpéni
a emisni. Rozd¢€leni na atomovou a molekulovou vyplyva pfedevsim z toho, nakolik je
doty¢na metoda schopna detekovat a stanovit ve vzorku prvky (atomova spektroskopie),
¢i nakolik je schopna dat vypovéd o zpusobu, jak jsou atomy v molekule
vazany a 0 struktufe molekul (molekulova spektroskopie). Pfechody v molekulach jsou
faktorii. Rozdil ve spektroskopii absorpéni a emisni je mimo jiné i v tom, Ze vlastnim
pifedmétem spektralni analyzy jsou v piipadé absorpéni spektroskopie molekuly, atomy
¢i ionty ve stavu zékladnim, zatimco v ptfipad¢ emisni spektroskopie jsou tyto ¢astice
ve stavu vzbuzeném."

Ve spektroskopickych metodach, jejichz podstatou je absorpce nebo emise
energie ve form¢ elektromagnetického zareni, je rozhodujici poznatek, ze kazdému
stavu ¢astice, ktery je popsan vinovou funkci, charakterizujici jeho vlastnosti, odpovida
ur¢itad hodnota energie. Spektroskopické metody lze rozdélit do dvou hlavnich skupin.
Prvni skupinu tvofi interakce, pifi nichz dochazi k vyméné energie mezi zkoumanou
latkou a zatenim, v druhém ptipad¢ latka pouze urcitym zpisobem ovliviiuje vlastnosti
prochézejiciho zatfeni, aniz by dochazelo k vymeéné energie.2

Ramanova spektroskopie je vibracné spektroskopickd metoda pojmenovana po
indickém fyzikovi Chandrasekharu Venkatau Ramanovi (Nobelova cena 1930), ktery
jev, jenz je zakladem metody, pozoroval spolu s K. S. KriSnarem roku 1928. Jedna se
0 metodu vhodnou pro identifikaci latek, pfi ur€ovani jejich sloZeni a struktury. Pouziva
se pfi analyze pevnych latek (krystalické i amorfni materidly, kovy, polovodice,
polymery atp.), kapalin (Cisté latky, roztoky vodné i nevodné), plynt, dale téz pii
analyze povrchii (napf. sorbenty, elektrody, senzory) ¢i pifi analyze biologickych
systémti (od biomolekul az po organismy). Své uplatnéni Ramanova spektroskopie
nachdzi od mineralogie a geochemie, ptes chemicky a farmaceuticky primysl az po

biologii a 1ékafstvi.®



Tato bakalarska prace se zaméfuje na piimé porovnani vysledki z Ramanovy
spektroskopie a povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie, dosazenych pro rizné
vzorky na dvou odlisSnych sestavach. Cilem je prokazat, Ze a¢ jsou pouzity rozdilné
sestavy pro Ramanovu spektroskopii, avSak se stejnou excita¢ni vinovou délkou, tak
charakter spekter pro stejnou latku se nebude lisit. Rozdily vS§ak mohou byt pozorovany

v kvalitativnich a kvantitativnich charakteristikach ziskaného signalu.



1. Teoreticka ¢ast

1.1. Vibracni spektroskopie

Molekularni vibrace poskytuji dva typy spekter. Kvanta infracerveného zéieni
prevadeji molekulu ze zakladniho vibra¢niho stavu do vysSiho vibracniho stavu
a jejich absorpci vznika infracervené spektrum. Kvanta viditelného, ultrafialového
a infracerveného zatreni daji tytéz vysledky o vibracnich hladinach, avsak ziskame je
ve spektrech neelastického rozptylu neboli v tzv. Ramanovych spektrech. V praxi
nejvice vyuzivanou oblasti analyzy organickych latek je oblast 4000—666 cm?,
I kdyZz v posledni dobé byl projeven zvySeny zajem o blizkou infra¢ervenou oblast
142004000 cm™ a vzdalenou IC oblast 700200 cm™. Zvla§té vyhodné je pouziti
Ramanovy spektroskopie ve vzdalené IC oblasti od 10 cm™ do 200 cm™, i kdyz

Ramanovo spektrum je mozno ziskat v celé oblasti infraéerveného spektra od 10 do

4000 cm™.4

1.2. Vibrace a rotace molekul

Absorpci kvanta infraerveného zéreni prechazi molekula ze zakladniho do
nekteré¢ho ze vzbuzenych vibracnich stavii. Takovy piechod je zpravidla doprovazen
excitaci do n€kterého ze stavli rotacnich, navic v oblasti nizkoenergetického zateni
nékteré¢ molekuly vykazuji prechody do Cisté rotacnich stavli, hovoifime tedy
souhrnné¢ o vibracné-rotacni spektroskopii. Vzhledem k velikosti kvanta energie
potiebného k excitaci do nékterého ze vzbuzenych vibra¢nich stavil, nachazi se za
normalni teploty naprosta vétSina molekul v zakladnich vibra¢nich stavech.
K ptechodu do stavu vzbuzeného je proto tieba, aby molekula nabyla
prostfednictvim interakce se svételnym zarenim energii, ktera rozdilu obou stavil
odpovida. Mize se tak stat bud’ piimo absorpci infraerveného zafeni vzorkem
prostfednictvim infracervené spektroskopie, nebo prostfednictvim Ramanova
rozptylu (Ramanova spektroskopie).”

Absorpci elektromagnetického kvanta miize molekula zvySit svou energii
elektronovou (elektron je preveden znizSi hladiny na vyssi), vibracni (zvysi se
amplituda vibra¢niho pohybu atomil uvnitf molekuly) nebo rota¢ni (zvysi se tthlova
rychlost rotace molekuly jako celku kolem jeji osy). Hladiny energie elektrond jsou
od sebe velmi vzdaleny, takze k pievedeni elektronu na vyssi hladinu je potieba
zéativych kvant o pomérné vysoké energii, tedy vysokém kmito¢tu (nizké vinové
délce). Jedna se o oblast vinovych délek asi 200-1000 nm, tedy o oblast
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ultrafialového a viditelného zateni. V oblasti infraerveného zatreni postacuje energie
zateni k prevedeni molekuly zniz$iho do vyssiho vibracniho stavu. Proto se
infratervena a Ramanova spektroskopie oznacuje jako spektroskopie vibracni.
Rotac¢ni hladiny lezi jest¢ mnohem blize u sebe, takze kvantum zéfeni z infracervené
oblasti nemiiZe vyvolat &isté rotaéni piechod.®
Vibrace délime v praxi na dvé zdkladni skupiny:

a) valen¢ni vibrace, probihajici v podstaté ve sméru vazby mezi dvéma atomy.
Oznacuji se vétSinou pismenem v. U skupin typu XY, (jako je napt. CH,) nelze
ptifadit vibrace jednotlivym vazbam X-Y, skupinu posuzujeme jako celek

a rozeznavame zde symetrickou a antisymetrickou valen¢ni vibraci (viz obr. 1).

H. _H H. _H
AN 4 WC#

symetricka antisymetricka

Obrizek 1: Valenéni vibrace®

b) deformaéni vibrace: dochazi pfi ni k deformaci valenénich whld. Casto je pro
danou skupinu mozny vétsi pocet deformacnich nez valenc¢nich vibraci, proto se dale
déli podle zplsobu deformace. U rovinnych molekul (naptf. benzen) rozliSujeme
rovinnou deformac¢ni vibraci, probihajici v roviné molekuly a mimorovinnou vibraci,

probihajici kolmo na tuto rovinu (viz obr. 2).°

N\ @
X X
H H H H
H H H H
H H

Obrizek 2: Deformaéni vibrace pro molekulu benzenu®

Volna molekula (plynu) mize jako celek rotovat. Obdobné jako vibra¢ni
energie je 1 rotacni energie kvantovdna. Molekula mulZe absorbovat kvantum
elektromagnetického zafeni a jeho energii pouZzit k pfechodu na vyssi rota¢ni hladinu

(pficemz se zvysi thlova rychlost rotace). Rota¢ni hladiny lezi ov§em velmi blizko
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sebe, takze energie elektromagnetického kvanta z oblasti infracervené je pro vyuziti
k ¢isté rotaénimu prechodu piili§ vysoka. Molekula je v zédkladnim vibracnim stavu
na urCit¢ hladin¢ rotacni energie. Jestlize absorpci zafeni dojde k vibracnimu
prechodu, mize soucasné dojit ke zméné rotacni energie. Jestlize se rotacni energie
zvysi, bude frekvence pohlceného zareni vyssi, nez by odpovidalo ¢isté¢ vibraénimu

piechodu. Pi sniZeni rota¢ni energie bude frekvence zafeni niz$i.°

1.3. Infracervena absorp¢ni spektroskopie

Infracervena spektroskopie je jednou ze spektroskopickych metod, které tvori
hlavni soucast optickych analytickych metod; je tedy zalozena na interakci hmoty se
zatenim. U spektroskopickych metod je tato interakce spojena s vyménou energie
mezi hmotou a zafenim: bud’ se snizuje vnitini energie latky, kterd pfitom emituje
kvantum elektromagnetického zafeni (emisni spektroskopie), nebo, jak je tomu
Vv piipad¢ infracervené spektroskopie, latka energetické kvantum zafeni absorbuje
a zvysi na jeho ucet svou vnitini energii (absorpcni spektroskopie). V infracervené
spektroskopii se procesu zucastituje molekula jako celek, takze mluvime o jedné
z metod molekulové spektroskopie.®

Infracervené zafeni ma vétsi vinovou délku a niz§i energii nez zéfeni
ultrafialové a viditelné. Pokryva ¢ast elektromagnetického spektra v intervalu mezi
0,75 a 1000 pm. V infracervené spektroskopii se b&ézn€¢ misto vinové délky na
0se X pouziva vinocet. Nejdulezitéjsi oblast pro infracervenou spektroskopii je oblast
4000-670 cm™. Infradervenou oblast spektra rozd&lujeme na tfi &asti: blizka
infradervena oblast (12800-4000 cm™), stiedni infratervena oblast (4000—200 cm™)
a vzdalena infratervena oblast (200-10 cm™). Energie infraderveného zafeni jiz
nestati na zmény elektronovych stavii, zpusobuje pouze zmény vibrac¢nich
a rota¢nich stavii molekul.”

Principem infracervené spektroskopie je absorpce infracerveného zafeni
molekulami latek. Absorbovat miiZze jen zafeni, jehoz energie odpovida piisluSnym
vibraénim a rotacnim ptfechodiim. Tato jsou u riznych skupin atomi riizné. Proto
Z vlnoc¢tu absorbovaného zareni ziskdvame informace pro kvalitativni analyzu.
Zména vibra¢né-rotacniho stavu molekuly absorpci infracerveného zafeni muze

nastat jen tehdy, kdyZ tim dojde ke zmén& dip6lového momentu molekuly.’
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Infracervené spektrum je vysoce -charakteristické pro danou molekulu.
Neexistuji dvé latky, které by mély do vSech podrobnosti stejné infracervené
spektrum.

Porovnavame-li polohu pasii valen¢nich a deformacnich vibraci pro tutéz
skupinu atomil, zjistime, Zze vlnoCty u valencnich vibraci jsou vys$$i nez
u deformacnich. Infracervené spektrum rozdélujeme na dvé oblasti.

a) Oblast skupinovych vibraci (charakteristickych vibraci). Mezi vilnocty 4000 az
1500 cm™ nachézime absorp¢ni pasy vibraci rtiznych funk¢nich skupin, proto tuto
oblast vyuzivame pro identifikaci téchto skupin v molekule organické latky.
Hodnoty téchto vibraci jsou ovlivnény strukturnim okolim dané skupiny, napft.
pfitomnosti konjugovanych nasobnych vazeb, pnutim cyklickych systémi,
ptfitomnosti jinych vibrujicich skupin.

b) Oblast otisku prstu. Mezi vlnoéty 1500 aZ 670 cm™ nachazime pasy deformacnich
vibraci skupin, které jsou velmi ovlivnény okolnimi vazbami a celkovou
strukturou molekuly. Protoze jsou tyto vibrace uréeny vibra¢nim chovanim celého
skeletu molekuly, nenajdeme dvé latky, které by mély sva spektra v oblasti otisku
prstu shodna. Pocitaovym srovnanim spektra s elektronickou knihovnou spekter
je mozno identifikovat organickou latku.’

Vyznam infracervené spektroskopie vyplyne ze skuteCnosti, Ze i relativné
jednoduchd molekula dava charakteristické spektrum, které je moZno vyuZit
K identifika¢nim ucelim. Je totiz nepravdépodobné, Ze jakékoli dvé sloueniny,
s vyjimkou optickych enantiomerd, ddvaji totéz vibracni spektrum. I kdyz vibracni
spektrum je charakteristické pro celou molekulu, je znamo, Ze nckteré funkéni
skupiny maji absorpcni pasy ve spektrech pobliz ur¢itého vlnoctu, bez zietele na
strukturu zbytku molekuly. Tato skute¢nost je velmi vyhodna, nebot’ i zbéZny pohled
na spektrum da informaci o ptitomnosti charakteristickych skupin atomi v molekule

(viz. tab. 1).*

Tabulka 1: Charakteristické vibrace®

VInocet charakteristické vibrace (cm'l)
Skupina deformacni
valenéni
rovinné mimorovinné
O-H 3670-3000 1600 800-500
N-H 3500-3000 1640
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C-H
aromatického > 3000

charakteru
C-H

alifatického <3000

charakteru
C=0 1950-1500

NO, 1460-1430 800-900

c=C 2300-2200
c=C 1660-1400
C=N 2300-2200
C=N 1660-1500
C-F 1100
C-Cl 850-700

Mezi intenzitou absorpc¢nich linii a obsahem absorbujici skupiny ve vzorku
plati Lambert-Beertiv zékon, takZe infraervenou spektroskopii je mozno pouzit jako
metodu kvantitativni analyzy. Obrovskou vyhodou infracervené spektroskopie je to,
ze dovoluje mefit vzorky ve vSech skupenskych stavech, tedy tuhém, kapalném
a plynném."

Vibracni energie vazby se muze zvysit absorpci elektromagnetického zareni
jen tehdy, méni-li se pfi vibraci jeji dipélovy moment. Tyto vibrace se oznacuji jako
aktivni v infraerveném  spektru.  Nedochazi-li  kjeho zméné (napf.
U homonuklearnich biatomickych molekul jako je O,, Ny, Cl,, které dipolovy
moment nemaji), molekula neabsorbuje infracervené zateni.®

Aby mohla molekula pfimo absorbovat infracervené zateni, musi vibrovat
tak, Ze nastava posun centra elektrického naboje, tj. dipolovy moment molekuly pfi
vibraci se musi ménit. Dip6lovy moment je soucin naboje a vzdéalenosti mezi néboji,
proto se méni se zm&nou délky vazby.’

Celkovy dipolovy moment molekuly a jeho zmény pii vibraci souviseji se
symetrii molekuly. Pfi symetrické vibraci dochazi k sou¢asnému prodluZovani obou
vazeb Vvopacném sméru, takze vysledny dipolovy moment je opét nulovy.

Symetrické4 valencni vibrace je tedy v absorpénim infracerveném spektru neaktivni.
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Pfi antisymetrické vibraci se soucasné jedna vazba zkracuje a druha prodluzuje,
takze dipdlové momenty vazeb se jiz nekompenzuji, ale sCitaji. Béhem vibrace tedy
dochazi ke zméné celkového momentu, antisymetricka vibrace je ve spektru aktivni.?

Infracervena spektroskopie je pouzivana ke stanoveni fady anorganickych
I organickych latek a pfi kontrole Cistoty latek. Anorganické latky je mozno napt.
stanovit v aerosolech. V medicin¢ byla pouzita pro urovani slozeni ledvinovych
kameni, pro stanoveni sacharidi v krvi, pfi diagnostice zhoubnych nadori. Velmi
Casto je pomoci infracervené spektroskopie urCovany koncentrace ropnych latek ve
vod¢, v pudach a v moiskych sedimentech. Rozsédhlého pouziti dosdhla infraervena
spektroskopie v kriminalistice. Je to piedev§im dukaz a rychla analyza drog
a zneuzivanych 1é¢iv, nebo identifikace pachatele na zakladé¢ néckolika vladken

Z odévu nebo tlomky barev na misté autonehody.2
1.4. Spektroskopie Ramanova rozptylu

1.4.1. Historie

Rakousky fyzik A. Smekal pocatkem dvacatych let minulého stoleti
teoreticky predpoveédél a indicky fyzik Chandrasekhara V. Raman v roce 1928
objevil a popsal (Nobelova cena 1930) kombinovany rozptyl zafeni na hmotnych
predmétech. Tento jev, dodnes oznacovany jako Ramaniv, byl jesté koncem
dvacatych let Kohlrauschem a Dadienem v Grazu poprvé pouzit
k systematickému studiu riznych organickych slougenin.

V roce 1928, kdy C. V. Raman objevil tento jev pozdé€ji pojmenovany po
ném, byla dostupné pouze velmi hruba instrumentace. Sir Raman pouZil svételné
zafeni jako zdroj, dalekohled jako sbéra¢ paprskii a své oci jako detektor.
Postupné dochazelo k vylepSeni jednotlivych komponent Ramanovych
spektrometri. Nejprve se vyzkum zaméfil na vylepseni excitatniho zdroje. Byly
vyrobeny ruzné lampy (helium, zinek, atd.), které ale byly nepouzitelné kvili
nizké intenzité. V roce 1914 byla vytvoiena rtutova vybojka, ale az n¢kdy po
roce 1930 byla upravena pro Ramanovu spektroskopii. V roce 1962 se zacaly
jako zdroje v Ramanové¢ spektroskopii vyuzivat lasery. K detekci Ramanova
jevu se pouzivaly fotocitlivé materialy, teprve po druhé svétové valce se zacaly
pouzivat pristroje fungujici na fotoelektrickém jevu. Vyvoj optiky pro
Ramanovu spektroskopii zacal po roce 1960. Bylo zjisténo, ze dvojity

monochromator odstranuje rozptylené svétlo 1épe nez jeden monochromaétor
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a pozd¢ji byl nalezen jesté GCinngjsi trojity monochromator. V roce 1968 byly
objeveny holografické miizky. V dnesni dobé je mozno ziskat Ramanova

spektra také pomoci Fourierovy transformace.’

1.42. C.V.Raman

Indicky fyzik Raman (viz obr. 3) je prvnim ptfirodovédcem z asijského
kontinentu, kterému byla udélena Nobelova cena. Jeho otec byl ucitelem fyziky.
Raman vynikal uz jako student na univerzité v Madrasu, kde promoval se zlatou
medaili jako nejlepsi student fyziky. V roce 1917 se stal profesorem na
univerzit¢ v Kalkaté. Od roku 1947 byl feditelem vyzkumného ustavu

v Bangalofe, ktery nese jeho jméno.™

Obriazek 3: C. V. Raman®

Zabyval se akustikou i optikou, Vv akustice kmitanim struny a fyzikou
hudebnich nastroji. NejvyznamnéjSich vysledkii dosahl vroce 1928 pfi
vyzkumu rozptylu svétla, na molekulach, kapalinach 1 pfi difrakci na pevnych
latkach. Pfi studiu kombina¢niho rozptylu svétla, kdy pii prachodu svétla
latkami jsou pozorovany kromé frekvence dopadajiciho svétla i vySSi a nizsi
frekvence, které jsou ovliviiovany rozptylujicim prostfedim. Tento kombinac¢ni
rozptyl nese jméno Ramanliv a pomdhd fesit strukturni otazky rozptylujiciho
prostiedi molekul, plyna, kapalin 1 pevnych latek. Za tento objev byl poctén
Nobelovou cenou na fyziku pro rok 1930. Stejny objev ucinili pfi studiu rozptylu
svétla na monokrystalech kifemene a ve stejnou dobu na Lomonosov¢ univerzité
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vV Moskvé L. I. Mandel§tam a G. S. Landsberg, kteti Nobelovu cenu stejné jako

o .. o , .11
Ramantv spoluobjevitel Krisnan neziskali.

1.4.3. Princip metody

Principem metody je meéteni rozptyleného zaieni, které vznikéd interakci
monochromatického zafeni v oblasti viditelné az blizké infracervené
s molekulami vzorku za soucasné zmény jejich vibratnich a rotacnich stavi.’
Zateni, které dopada na vzorek, timto vzorkem caste¢né prochazi, zcasti je
absorbovano a zcasti rozptylovano. Zhruba podil 10° intenzity zareni
dopadajiciho na vzorek je rozptylovano a dale, zhruba 1 % z tohoto rozptylen¢ho
zatreni ma jinou frekvenci, nez zafeni ze zdroje. Rozptylené zateni o frekvenci
shodné s frekvenci zdroje se nazyva Rayleighiiv rozptyl a rozptylené zateni
0 frekvenci rozdilné se nazyvd Ramaniv rozptyl nebo také kombinovany
rozptyl. Pro spektroskopii bylo dilezité zjisténi, ze frekvence tohoto Ramanova
zéfeni je dana souftem a rozdilem frekvence budiciho zafeni ze zdroje
a frekvence vibraci v molekuldch vzorku a Ze podminkou vzniku Ramanova
zafeni je, aby se pifi vibraci vazby ve studované molekule ménila jeji
polarizovatelnost.

Polarizovatelnost molekuly je v podstaté mirou schopnosti posouvat
v molekule néboje ptsobenim elektrického pole a vytvaret indukovany dipdl.
Polarizovatelnost molekuly ma tzky vztah k charakteru molekulovych orbitald.
Zména polarizovatelnosti je zptisobena jejich deformaci.”

Ramanova spektroskopie je zaloZena na neelastickém rozptylu zateni (uziva
se intenzivni viditelné svétlo), jehoz energie neodpovida Zzadnému
z excitovanych stavi, zpravidla je vyS$i nezli energie vibrac¢nich piechodi
aniz8i nezli energie pifechodi elektronovych. Pfi interakci tohoto zafeni
s molekulou dojde k absorpci primarniho fotonu a témét okamzité zatrivé reemisi
sekundarniho  fotonu (rozptyleného =zafeni). Z kratkodob& existujiciho
virtudlniho pfechodového stavu se molekula vraci bud’ zpét do vibraéniho
zékladniho stavu (Rayleightiv rozptyl) nebo do jiného vibrac¢niho stavu, ktery je
energeticky blizky pivodnimu zakladnimu stavu (viz obr. 4). Molekula tedy
Vv pribé¢hu Ramanova rozptylu mize prechazet pouze mezi svymi vibracnimi
stavy. Ve spektru emitovaného zafeni potom sledujeme dvé série linii, na

energetické stupnici symetricky rozloZzené okolo intenzivni ¢ary Rayleighova
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rozptylu. Tyto linie nazyvame Stokesovy a mnohem slabsi anti-Stokesovy.

V praxi se vyuziva téméf vyhradng Stokesovych linii.”

excitovany stav

anti Stokes Stokes
A A
¢ elektronovy zakladni stav
IR Raman Rayleigh Raman

Obriazek 4: Ramaniiv rozptyl®

Anti-Stokesova vétev se vyuziva v piipadech, kdy na vzorek pusobici
zéfeni vyvolava také fluorescenci vzorku, ktera Stokesovu oblast prekryje.

Ackoli Stokesova linie a jeji protéjSek anti-Stokesovy linie jsou stejné
vzdaleny od Rayleighovy linie, nemaji stejnou intenzitu (viz obr. 5). I kdyz
Stokesovy a anti-Stokesovy linie nesou stejnou informaci o frekvenci, obvykle

., o venr C s 1
se zaznamenava pouze silngjsi (Stokesovy linie) ¢ast spektra. 3

Rayleigh

-459

Stokes anti-Stokes

Intensity

+218

+314
+459

0

Raman shift em™)

Obriazek 5: Stokesovy a anti-Stokesovy linie®
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Z teorie Ramanovy spektroskopie vyplyvd, ze podminkou aktivity
v Ramanové spektru je zména polarizovatelnosti molekuly (tj. schopnosti
elektrickych naboji v molekule posouvat se vlivem elektrického pole) v prubéhu
vibrace. Tuto schopnost maji pfedevsim nepolarni ¢asti molekul, zatimco polarni
jsou malo polarizovatelné. Proto se v Ramanové spektru projevuji intenzivnimi
pasy zejména vibrace nepolarnich vazeb, jejichz polarizovatelnost se pii vibraci
vyrazné méni.?

Ramanova spektroskopie byva z hlediska strukturni chemické analyzy
doplikem infracervené absorpéni spektroskopie. Je to kvili tomu, ze Ramanova
spektroskopie detekuje vibrace, pfi nichz nedochazi ke zméné dipolového
momentu vazby, a dale proto, ze vlastné dovoluje zjistovat frekvence vibraci
molekul pomoci zafeni v oblasti viditelné nebo ultrafialové popi. blizké
infracervené, coz umoziuje pouzivat jednak pfistrojovou optiku z materialti jako
jsou sklo nebo kiemen, jednak rozpoustédla (napt. voda), kterd by v infradervené
oblasti zafeni interferovala.®

Kdyz je vzorek ozafovany laserovym paprskem a energie fotonl pouzitého
zafeni nepostacuje na vyvolani elektronového prechodu v molekule (nedochazi
k jeho absorpci elektronovymi piechody), tak vzhledem na rozméry molekuly
a vlnové délky pouzitého laserového zafeni, vétSina fotonli dopadajiciho zateni
prochazi vzorkem (plyn nebo kapalina) nebo je odrazend (tuhd neprthledna
latka). Cast fotonti dopadajiciho zafeni mize byt rozptylovana makroskopickymi
¢asticemi vzorku (Tyndalv rozptyl), kdyz energie rozptyleného zafeni je stejnd
jako energie dopadajiciho zafeni. Nebo podléha interakci s molekulami vzorku,
pti které narazi na molekulu, interaguje s elektronovymi oblaky vazeb
v molekule a deformuje (polarizuje) je. Kdyz energie dopadajiciho zateni
nepostacuje na vyvolani elektronového prechodu, tak pfi anihilaci dopadajiciho
fotonu tato interakce prevede molekulu jen do velmi nestabilniho kratkodobého
virtudlniho stavu a energie dopadajiciho fotonu se nasledné molekulou velmi

rychle op&tovné vyzaii do okoli ve form& vytvofeného rozptyleného fotonu.®

1.4.4. Interpretace Ramanovych spekter
Interpretace  Ramanova spektra je obdobna, jako interpretace
infraCerveného spektra, avSak intenzity past v jednotlivych spektrech se mohou

vzajemné lisit vzhledem K rozdilnému fyzikalnimu principu obou spektroskopii.
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Nenasycené vazby (—-C=C—, —-C=C—, —C=N, atd.) poskytuji intenzivni
Ramanovy pasy a slabé IC pasy mezi 1600 — 2300 cm™. Valen&ni vibrace
polarnich -N—H, -O-H vazeb dévaji velmi silnou absorpci v IC oblasti spektra,
ale slaby Ramantv rozptyl. Karbonylové a karboxylové frekvence jsou
intenzivni v Ramanové i v infracervenych spektrech. Aromatické slouceniny
poskytuji  intenzivni  absorpci v Ramanovych 1 v infradervenych
spektrech. U skupin, jako jsou O=C=0, C-O-C, N=C-N, atd., byva jedna
symetrickd a jedna antisymetrickd vibrace. Symetricka vibrace bude silna
Vv Ramanov¢ spektru a slaba Vv infraerveném. Antisymetrickd vibrace bude
siln&jsi v infraerveném a slabsi v Ramanové spektru.*

Vsechna teoretickd pravidla o poloze pésu ve spektrech i ostatni vztahy jsou
jen obecnou pomuckou pro interpretaci spekter. Skute¢na schopnost
interpretovat spektra se ziska jediné peclivym studiem literatury a dlouhodobou
zkuSenosti. Pracovnik, ktery zhotovuje vibra¢ni spektrum, by mél mit jiz
hotovou elementarni analyzu a hrubou pfedstavu o tom, co jeho vzorek miize, ¢i
nesmi obsahovat. Je-1i napf. zndmo, ze vzorek neobsahuje dusik, pak pasy, které
by jinak mohly pfisluset alkoholu nebo aminu, musi nalezet alkoholu.”

Ramanovo spektrum je pro identifikaci vybornym ,otiskem palce®,
zejména je-li pfi porovnani zmétenych a databazovych dat dodrzena podminka,
ze Ramanova spektra byla ziskéna pro stejny fyzikalni stav latky. K jednoznaéné
identifikaci latek jsou vSak nutné bud’ tiSt€né, nebo elektronické knihovny

spekter.?

1.4.5. Uprava pozadi

Jak jiz bylo vySe fecCeno, signdl Ramanova rozptylu v porovnani
s elastickym rozptylem (Rayleigh) je malo intenzivni. Je proto tfeba peclivé
odstranit ze vzorku vSe, co zplsobuje vznik pozadi a prekryva spektrum.
Nejveétsim zdrojem pozadi v kyveté je fluorescence vzorku. Fluorescencni jevy
jsou mnohem silngj$i nez Ramanovo spektrum, takze fluoreskovani i stopovych
znedisténin miZze Ramanovy &ary zcela piekryt. Castymi fluoreskujicimi
necistotami jsou stopy tuku a pryZe. Dal§im velmi intenzivnim zdrojem pozadi
V samotném vzorku je rozptyl svétla na nehomogenitach. Patii mezi n€ zejména

f vz g , v . 42
prachové Castice a nerozpustné srazeniny. "
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1.4.6. Rezonan¢ni Ramanova spektroskopie

Mnoho latek, hlavné barevnych, mulze absorbovat energii zafeni laseru
a generovat silnou fluorescenci, kterd potom castecné nebo uplné prekryva
Ramanovo spektrum vzorku. To byva jednim z hlavnich problémi v Ramanové
spektroskopii, hlavné kdyz se jako zdroje excitacniho zateni pouzije lasery z UV
oblasti. AvSak jsou nékteré typy barevnych latek, které za urcitych podminek
muzou produkovat silny Ramantv rozptyl namisto fluorescence. Tento efekt,
ktery se nazyva rezonan¢ni Ramanav rozptyl, nastane, kdyz frekvence pouzitého
excitaéniho laseru odpovida frekvenci zafeni potfebného na piechod elektronu
v molekule zkoumané latky do elektronového excitovaného stavu a rezonuje
S nim. Potom intenzita Ramanovych pasi, které pochazeji z téch casti molekuly,
kde nastal elektronovy ptfechod, se mize zesilit 0 3-6 fa4dli. To znamena, Ze ne
vSechny pasy v konven¢nim Ramanove¢ spektru se zesili. Obvykle skupiny, které
v molekule zptsobuji jejich barevnost, tzv. chromofory, vykazuji nejvétsi
zesileni. Divodem je, Ze pravé tyto chromoforové skupiny nejvic absorbuji
dopadajici excitacni zafeni. Nejvyssi intenzita rezonanéniho Ramanova signalu
se ziska, kdyz frekvence dopadajicitho zéafeni se rovnd frekvenci zafeni
potfebného na ptechod do prvniho nebo druhého elektronového vzbuzeného
stavu. Z tohoto diivodu jsou tedy laditelné lasery nejvhodnéjSimi zdroji zatfeni
pro techniku rezonan¢ni Ramanovy spektroskopie. I kdyZz frekvence zateni
laseru neodpovidd presné frekvenci potfebné na piechod do elektronoveé
vzbuzeného stavu, vyrazné zvySeni Ramanova signalu mitize nastat.®

Tento aspekt rezonanni Ramanovy spektroskopie se stane velmi uZite¢ny
v pfipadé¢ velkych biomolekul, které ve své struktuie obsahuji chromofory.
Uvedené az 10°-nasobné zvySeni rezonan¢niho Ramanova signalu v porovnani
s konvencni Ramanovou spektroskopii umoziuje studovat a ziskat Ramanova
spektra vzorkd s velmi nizkou koncentraci az 10® mol/l.? Tato aroveii citlivosti
je vKkontrastu skonvencni Ramanovou spektroskopii, ktera je limitovana
koncentraci vétsi nez 0,1 mol/l.” Hlavni nevyhodou rezonanéni Ramanovy
spektroskopie je zvySené riziko fluorescence a fotodegradace vzorku v disledku
pusobeni vyssi energie excitaéniho laserového zéfeni.®

vvvvvv

biochemickych molekul. Umoziiuje méteni v pfitomnosti vody a pii velmi
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nizkych koncentracich vzorku. Napiiklad je tato technika vyuzivana k ur€ovani

oxida&nich stavil a spinu atomi Zeleza v hemoglobinu a v cytochromu c.*?

1.4.7. Srovnani IC a Ramanovy spektroskopie

Ramanova spektroskopie dopliiuje infracervenou spektroskopii pii studiu
vibra¢nich vlastnosti molekul. V Ramanovych spektrech jsou vidét takové
vibra¢ni pasy molekul, u kterych dochéazi ke zméné polarizovatelnosti. Toto je
rozdilné od infracervené spektroskopie, kde musi dochazet ke zméné dipolového
momentu bcéhem vibraéniho pohybu. Diky tomuto rozdilu mohou byt,
Ramanova a infracervena spektroskopie pouzivany navzajem jako doplnkové.
Molekuly, které maji zietelnd spektra v infracervené spektroskopii, nemusi mit
intenzivni vibracni pasy ve spektru Ramanovy spektroskopie a naopak. Pro
kvalitativni urceni latek 1ze pouzit Ramanovu spektroskopii a srovnat naméiena
spektra s knihovnami a identifikovat tak latky. Ramanova spektroskopie je
pouzitelna 1 pro kvantitativni analyzu. Pfitomnost vody neni, na rozdil od
infracervené spektroskopie, ve spektroskopii Ramanova rozptylu kriticka,
protoze uinny prifez rozptylu pro molekuly vody je v porovndni se
zkoumanymi molekulami maly.**

Mezi hlavni experimentalni vyhody Ramanovy spektroskopie patii moznost
méfeni vodnych roztokd latek. Intenzita Ramanova rozptylu pro vodu je velmi
nizka a optické materialy pouZivané v Ramanové spektroskopii nejsou citlivé na
vlhkost. Dalsi velkou vyhodou je moZnost snadného méfeni roztokti, tenkych
povrchovych filmt, pevnych vzorkl a krystalii, a to i ve velmi malém mnozstvi
métené latky (Ramanova mikroskopie). Vyhoda pfi analyze pevnych latek je
moznost méfeni materialt bez jakékoli I'Jpravy.3

Vzhled infraCervenych a Ramanovych spekter je siln€ ovlivnén symetrii
molekul a symetrii jednotlivych vibracnich pohybli. Pro molekuly s nizkou
symetrii jsou pasy vSech vibraci pozorovatelné v obou typech spekter, ovSemze
s odliSnou intenzitou. Pro molekuly s vysokou symetrii a zejména se stfedem
symetrie se stava spektrum infracervené a Ramanovo navzajem doplikovymi

(komplementérnimi).4

1.5. Instrumentace
Prvni Ramaniiv spektrometr byl zkonstruovany roku 1928 a pouzival jako

zdroj zafeni monochromatické svétlo ze slunecniho zatreni a lidské oko jako detektor.
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Pozdé¢ji byly zdrojem zafeni obloukové lampy a fotograficka platna slouzila jako
detektory. Od t¢ doby Ramanovy spektrometry prosly znaénym vyvojem a vyrazné
se zménily.

Méfeni spekter Ramanova rozptylu vyuziva pomérmné jednoduché zatizeni (viz

obr. 6):

laser

monochromator CCD

Obrizek 6: Schéma Ramanova spektrometru®

Budici monochromatické zareni laserového zdroje je zaostfeno na vzorek a ve
vhodném uhlu je opticky sbirdno zafeni, které vzorek rozptyluje. Nejbézné&jsi
uspotadani sbira zafeni v kolmém sméru na smér budiciho zafeni, existuji vSak i jiné
moznosti méfeni, naptiklad geometrie zpétného rozptylu. S ohledem na nizkou
energetickou u¢innost Ramanova rozptylu je tfeba zéafeni sbirat pomoci svételné
optiky v pomérn¢ Sirokém thlu. V sebraném svazku rozptylené¢ho zateni je nejprve
potlacena Rayleighova linie pomoci vhodného interferencniho filtru a posléze je
zaostfeno na vstupni Stérbinu obvykle dvojitétho monochromatoru s vysokou disperzi
a dobrym potlacenim rozptylen¢ho svétla. Na jeho vystupu je pfipojen
mnohokandlovy detektor, pfedstavovany chlazenou CCD kamerou, nasledovanou

poéitaéern.5

1.5.1. Zdroje

Jako excitaéni zdroje pro Ramanovu spektroskopii se pouzivaly rtutové
vybojky. Rtutové vybojky ale poskytuji malo linii, které se vhodnymi filtry da;ji
pomérné snadno izolovat.*

K excitaci Ramanova rozptylu se dnes uZzivaji vyhradné lasery. Ve viditelné
oblasti se pouzivaji hlavné He-Ne laser (Cervena linie 633 nm), argonovy
iontovy laser (vice ¢ar — od modré 457 nm, pies modrozelenou 488 nm, Kk zelené

514,5 nm) a kryptonovy iontovy laser (¢ervena linie 647 nm, zluta ¢ara 568 nm).
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Pro excitaci v blizké infracervené oblasti (NIR) je obvykly Nd-YAG laser
(neodymem dotovany yttritohlinity granat, Y3AlsO12) s linii 1064 nm.*®

Pro rutinni Ramanovu spektroskopii pracuji lasery v kontinualnim nebo
kvasikontinualnim rezimu. Vyhodou excitace ve viditelné oblasti je vyssi
intenzita rozptylu, naopak zasadni nevyhodou jsou rizika velmi intenzivni
fluorescence nebo nezddouci fotochemické reakce. Tato rizika jsou dana
polohou virtudlni hladiny v oblasti elektronové excitovanych hladin. Pravé
potlaceni rizika nezadoucich fotochemickych a fotofyzikalnich procesu je hlavni
vyhodou excitace Ramanova jevu v NIR oblasti, kdy virtualni hladina je pod
trovni elektronové excitovanych stavii.®

Laser miize byt bud’ pfimo zabudovany ve spektrometru, nebo se mulze
vyuzit 1 svételny paprsek z externiho zdroje. VySsi vinova délka zdroje zlepSuje

disperzi na mfizce, tim i rozliSeni, ale drasticky snizi intenzitu signalu. Vybér

vvvvvv
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sniméni nebo vyssi optické rozliSeni.

1.5.2. Monochromatory

Z rozptyleného zafeni je tieba nejprve odfiltrovat Rayleightiv rozptyl. Tim
pro bézné piistroje dochazi ke ztraté¢ informace v oblasti Ramanovych posunt
+100 cm™  okolo polohy excitatni linie. Pro tuto filtraci se b&n& pouzivaji
holografické filtry nebo jednoduché premonochrométory. V ptipadé¢ FT
Ramanova spektrometru (Ramantiv spektrometr s Fourierovou transformaci) pak
zéfeni vstupuje do interferometru. FT Ramantv spektrometr je vybaven délicem
paprski, kde polopropustnd vrstva je deponovdna na kifemenném prvku.
Inteferometricky modulované zatreni dopada na vysoce citlivy detektor, obvykle
germaniovy, chlazeny kapalnym dusikem.’

KdyZz je Ramaniiv rozptyl slaby, hlavnim problémem Ramanovy
spektroskopie je jeho separace od podstatné intenzivnéjSiho Rayleighova
rozptylu. Hlavnim problémem neni samotny Rayleighiiv rozptyl, ale skute¢nost,
ze intenzita rozptyleného zéfeni z Rayleighova rozptylu mize zna¢né prevysit
intenzitu Ramanova signalu. V mnohych ptipadech se problém fesi jednoduse
odstranénim spektralniho rozsahu v blizkosti vinové délky zateni laseru, kde ma
rozptylené zareni nejvyrazngj§i efekt. Toto je mozno uskuteCnit pouzitim

komer&nich interferenénich filtr,, které odstrani spektralni rozsah +80-100 cm™
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od frekvence laseru. Tento zpusob je sice efektivni V eliminovani rozptyleného
Rayleighova zafeni, ale nedovoluje tak detekci Ramanova rozptylu v oblasti pod
100 cm™. Nové filtry zkonstruované na bazi holografické optiky ¢i zlepSené
dielektrické filtry muzou efektivné odstranit intenzivni Rayleighovo zafeni.
Druhym zptlisobem, jak eliminovat co nejvice nezadouciho Rayleighova zéfeni,
je pouziti monochromatorti s dvojitou ¢i trojitou monochromacii (zafeni

prochazi ptes dvé, resp. tfi mfiiky)8

1.5.3. Detektory

K detekci zafeni se puvodné pouzivala fotograficka deska, na niz se
vyhodnocovaly polohy a intenzity jednotlivych car; Vsoucasné dobé se
pouzivaji fotonasobice. Vznikly proud se zesiluje a automaticky registruje.
V simultannich spektrometrech je pouzivana holografickd mitizka a soubor
fotodiod (diode-array) k soucasné registraci celého spektra nebo jeho vybrané
¢asti. Moderni pfistroje vyuzivaji k vytvofeni Ramanova spektra interferometru
a Fourierovy transformace (FT-Raman spektrometrie). Excitace se s vyhodou
provadi zarenim blizké infradervené oblasti. Hlavni pfednosti FT spektrometri
je rychlost méteni spekter, kterd umozinuje akumulaci spekter, a tim zvySeni
signdlu, ktery za normalnich podminek neni pfilis silny.2

Pro zpracovani a detekci rozptyleného zatreni se v souc¢asné dobé obvykle
vyuzivaji dva typy konstrukce Ramanova spektrometru. Pfi excitaci Ramanova
efektu ve viditelné (ptipadné ultrafialové) oblasti je vyuzivan disperzni pfistroj
s miizkovym spektrografem a ,,ploSnym* (viceprvkovym — mnohokanalovym)
CCD detektorem. Pfi registraci Ramanova rozptylu v blizké infracervené oblasti
(NIR) je vyuZivan interferometr a vysoce citlivy jednokanalovy detektor. Pro
ziskani vlastniho spektra se zaznamenany interferogram pievadi Fourierovou
transformaci, takZe se pfistroj oznacuje jako FT Ramantv spektrometr.3

Pfi méfeni prvnich Ramanovych spekter se jako detektory pouzivaly
fotografickd platna, ktera byla schopna pomérné¢ citlivé zaznamenavat pii jedné
expozici Ramanovo spektrum z uréitého intervalu frekvenci. Na druhé strané
vSak az do vyvolani nebylo jisté, zda optika a méfeni spektra bylo spravné
nastavené. DalSim krokem v pouzivani detektori v Ramanové spektroskopii
byly tzv. jednobodové detektory v podobé fotonasobici. Tato zatizeni méni

fotony surcitou diskrétni energii na elektrony. Ziskany elektricky signal
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z fotonasobi¢e umoznoval experimentatorim optimalizovat optické podminky
nastaveni méfeni spektra. Na druhé strané vSak tato vyhoda je limitovana
skutec¢nosti, ze neni mozné ziskat celé Ramanovo spektrum v priubéhu jediného
integratniho cyklu méfeni. Ramanovy pfistroje s timto detektorem musi celé
spektrum postupné snimat po malych krocich a pti kazdém z nich méfit intenzitu
rozptylenych fotonti. To ale znamend, ze zméfeni celého Ramanova spektra
vyzaduje znadny ¢as. ReSenim je zaznamenavani intenzity zafenim pouZitim
novych elektronickych prvka. Nejprve to byly fotodiodové pole, kamery a dnes
CCD detektory. CCD detektor se sestdvd z dvojrozmémné matrice

polovodi¢ovych elementit.®

1.5.4. Kyvety

Jako kyvet se vyuziva nadobek nejriznéjSich tvari. Pracuje-li se ve
viditelné oblasti spektra, je materidlem pro kyvety libovolny druh skla. Uzije-li
se kexcitaci ¢ary zultrafialové oblasti spektra, je zapotiebi, aby zafeni
prochazelo kfemennym materidlem. Pro praci pfi nizkych teplotach jsou nutné
specialni kyvety s vakuovym plastém, ktery brani srdzeni vlhkosti na sténach
kyvety, zvlasté na vystupnim okénku. U nejmoderné;jSich piistroji jsou specialni
zafizeni dovolujici pracovat pfi nizkych 1 vysokych teplotach. Objem kapalného
vzorku ¢ini nékolik mililitrh aZ jeden mikrolitr. Daji se zhotovovat 1 spektra
monokrystalti a praska.*

Dulezitym aspektem umisténi vzorku v kyvetovém prostoru je moznost
jeho presného polohovani va¢i excitujicimu paprsku a sbémé optice
rozptyleného zéafeni. Pfistroje jsou obvykle vybaveny x-y-z polohovacim
zafizenim. At jiZz manudlnim ovladanim ¢i s krokovymi motory s fizenim

pomoci joysticku, tlacitek ¢i ovlddaciho softwaru.®

1.5.5. Pozadavky na vzorek

Me¢feni je mozno provadét v plynném stavu, kdy se pouzivaji kyvety
S ndsobnym prachodem, i v pevném stavu (po rozdrceni na praSek umistény
V kapilafe nebo ve form¢ monokrystalll). Pro méfeni v kapalném stavu maji
vybojky a rozptylené zéareni mélo malou intenzitu, takze bylo nutno pracovat
s vysokou koncentraci vzorkl, je v soucasné dobé mozno provadét méieni

nekolika mg latek. Pouzitd rozpoustédla musi poskytovat slabé Ramanovy pasy,
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které neptekryvaji spektrum vzorku; tato rozpoustédla nemusi byt bezvoda. Je
mozno pracovat také pfimo ve vodnych roztocich, coz umoziluje pouziti

Ramanovy spektrometrie prométeni riznych biologickych materiald.?

1.5.6. MoZna usporadani

Usporadani kyvetového prostoru zavisi na zplsobu zpracovani
rozptyleného zafeni. Zéakladnimi geometriemi vzorkové komory je 90°
uspofadani (kolma geometrie vyuzivana pfedevSim pro méfeni kapalin)
a geometrie 180° (,,back-scattering” uzivana piedevSim pro meétfeni pevnych
vzork®). Rada piistrojii umoZiiuje vyuzit oba zakladni typy (viz obr. 7 a 8)

excitatni geometrie®.

vzorek

vstupni

Stérbina

laser

Obrazek 7: 90° uspoiadani®

vstupni
Stérbina

laser
Obrizek 8: 180° uspoiadani®
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180° geometrie poskytuje moznost kombinovat Ramanlv spektrometr
s optickym mikroskopem, coz umoznuje Ramanovu analyzu velmi malych ploch

vzorku.*?

1.5.7. Aplikace metody

Ramanova spektroskopie slouzi vétSinou v kombinaci s infracervenou
spektroskopii ke strukturni analyze latek. Polohy Ramanovych past i celd
spektra jsou tabelovany v rozsahlych sbirkach a ukladany v paméti pocitaci.

Ramanova spektroskopie hraje dileZitou roli pii studiu a charakterizaci
grafénovych materialti. Byla Siroce vyuzivana v poslednich cCtyficeti letech pfi
charakterizaci pyrolytického grafitu, uhlikovych vldken, skelného uhliku,
fullerenti, uhlikovych nanotrubi¢ek a grafénu. Ramanova spektroskopie nam
dava informace o velikosti krystalli, hybridizaci a pfitomnosti necistot, hustoté,
defektech, o poctu grafénovych vrstev a podobng.*®

Analyza vzorku pomoci vibraéni mikrospektroskopie mize byt vyuZzita
k mapovani (,,mapping®) a zobrazovani (,,imaging*). Mapovani piedstavuje
postupné meéteni spektra prilehlych oblasti vzorku. Je toho dosazeno pomoci
posunovani kazdé ¢asti vzorku do paprsku, fokusovaného do mikroskopu, a cely
proces se opakuje, dokud nejsou vSechny oblasti vzorku zméfeny. Zobrazovani,
na druh¢ strané, vyZaduje, aby byl vzorek fokusovan na detektor, kde je métena
intenzita zafeni prochazejici kazdou ¢asti vzorku. Pokud je vzorek posunovan
pouze V jednom sméru, nazyvame toto méfeni mapovani. KdyZ ale vzorkem
hybeme ve dvou smérech - nemiiZeme tomu sice fikat zobrazovani, jelikoz
spektrum neni méfeno pomoci detektoru, ale mikroskopu - mizeme se spektrem
zachazet, jako by bylo ziskdno pomoci detektoru pfi zobrazovéni."’ Tyto metody
jsou pouzivany napt. pii sledovani nadori tlustého stfeva nebo mozku nebo pfi
skenovani kosti a diagnostice nemoci. Dal§i vyuziti maji tyto metody v 1ékatstvi
pfi sledovani riznych bun€k v lidském téle, ¢i1 v zemédélstvi nebo

i . 15,1
farmaceutickém pramyslu. >16

1.6. SERS

1.6.1. Popis metody
Povrchové zesilena Ramanova spektroskopie (Surface-Enhanced Raman

Spectroscopy — SERS) je povrchové citlivd technika, kterd méa za nésledek
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zvySeni Ramanova rozptylu molekuly adsorbované na zdrsnéném povrchu kovu.
Toto zvySeni Ramanova signalu molekuly miiZe byt fadove az 10°-10°. SERS
tedy vyuziva skute¢nost, ze Ramanuv signal z molekuly adsorbované na povrchu
neékterych kovii mize byt vyrazné silnéjSi nez Ramantv signal zt¢ samé
molekuly. Pfesna pficina takového vyrazného zvySeni Ramanova zafeni je jesté
stale predmétem diskuze, ale kdyz intenzita rozptyleného Ramanova zafeni je
umérna druhé mocniné indukovaného dipélového momentu, jsou dvé moznosti:
zvySeni polarizovatelnosti nebo zvySeni elektrického pole adsorbované
molekuly.?

V prvnim pfipadé miize zvySeni polarizovatelnosti nastat v disledku efektu
pfenosu naboje nebo tvorby castecné chemické vazby mezi povrchem kovu
a zkoumanou molekulou. V druhém piipadé se uvazuje interakce laserového
paprsku s nepravidelnostmi na povrchu kovu. Piedpoklada se, Zze laserovy
paprsek excituje vodivostni elektrony v povrchu kovu, coz zplsobuje lokalni
excitaci plasmonu na povrchu a zvySeni intenzity elektrického pole. V piipadé
obou teorii je vybér vhodného povrchu kovu velmi dilezity. Nejrozsifengjsim
povrchem pro SERS je elektrochemicky upraveny povrch stiibrné elektrody, ale
pouZiva se i koloidni stiibro a zlato s velikosti &astic do 20 nm.’

Jednou z nevyhod SERS jsou tézkosti pfi interpretaci spekter. Zesileni
signalu je tak dramatické, Ze Ramanovy pasy, které jsou velmi slabé
¢i nepozorovatelné pii konvenéni Ramanové spektroskopii, se objevi v SERS.
TéZz nékteré stopové piimési mohou priispivat dodateCnymi pasy. Na druhé
strang, v duisledku chemické interakce s povrchem kovu, nékteré silné pasy
vV konven¢nim Ramanové spektru nejsou viibec viditelné¢ v SERS spektru.s

Pro uvedené problémy pfi interpretaci SERS spekter byla vyvinuta
povrchové zesilena rezonanéni Ramanova spektroskopie (Surface-Enhanced
Resonance Raman Spectroscopy — SERRS), kterd vyuziva efekty obou metod.
ZvySeni Ramanova signadlu v disledku spolupiisobeni SERS efektu
arezonanéniho Ramanova efektu mize dosahnout 10'*-10"-nasobek zesileni
konven¢ni Ramanovy spektroskopie. Hlavni vyhodou SERRS je, Ze spektra jsou
vice podobnd rezonanénim Ramanovym spektriim, coZ umoziuje jejich leh¢i

interpretaci.®
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1.6.2. Nanocastice

Pro méteni povrchové zesilené Ramanovy spektroskopie jsou pouzivany
k zesileni signalu nanocastice vzacnych kovi. Vzacné kovy jsou nereaktivni,
nedochazi k jejich snadné oxidaci. Nejvice je vyuzivano zlato a stiibro.

V biologickych aplikacich je pro méfeni preferovano zlato. Ma vétsi
stabilitu povrchu a mnohem vétsi biokompatibilitu s mnoha molekulami. Dale se
pouzivaji mincovni a tranzitni kovy (Pt, Ru, Rh, Pd, Fe, Co, Ni), ale jen pro
vyzkumné ucely ¢i pro specifické aplika(:e.18

V SERS jsou pouzivany i jiné substraty, nez jsou koloidni ¢astice, jako jsou
naptiklad zdrsnéné elektrody, kovové filmy, atd. Ale kovové nanocastice jsou
nejvice vyuzivané kvili jejich snadné preparaci, jako je chemickd redukce,
laserova ablace a fotoredukce. Kovové nanocastice pripravené konvencni
redukci jsou stabilni n¢kolik mésica, €i let, v zavislosti na jejich skladovéni. Ke
zvySeni stability nanocastic se napiiklad v biooblastech védy pouzivaji

N o Lt Cr o, . 18
nanocastice potazené kfemikem nebo hovézim sérovym albuminem.

1.6.3. Aplikace SERS

Vyuziti povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie Ize nalézt v 1ékatstvi
a farmakologii napt. k identifikaci 1é¢iv a drog, Kureni jejich kontaminace
a interakce s jinymi latkami."®

Dalsi pouziti této metody je v Zivotnim prostiedi a analyze jeho znecisteni,
V analyzovani potravin. Pfed témito analyzami nékdy musi byt provedena
separace napi. pomoci chromatografie. Tato metoda je také vyuZivana kvili
tomu, Ze v Ramanové¢ spektroskopii voda jako rozpoustédlo neabsorbuje zéteni,
a mize tedy byt pouZito k méfeni vodnych roztoki.™®

Aplikaci tato metoda nachazi také pfi separaci aminokyselin (napf. tyrosinu

a tryptofanu), nebo pfi identifikaci chlorofenolu. 18

1.7. UV/Vis spektroskopie

Molekulova absorpéni spektroskopie v ultrafialové a viditelné oblasti se zabyva
méfenim a interpretaci elektronovych spekter molekul latek, které absorbuji
elektromagnetické zafeni v rozsahu vinovych délek 200 az 800 nm.®

Latky, které absorbuji zafeni s vinovou délkou mensi nez 380 nm (ultrafialové),

se jevi lidskému oku jako bezbarvé. Latky, které absorbuji z bilého slunecniho zafeni
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vlnové délky vrozsahu 380 az 770 nm se oku jevi jako barevné. Oblast zafeni
s vlnovou délkou mensi neZ 200 nm se oznaduje jako vakuova ultrafialové oblast.®

Za normalnich podminek se molekula latky nachazi v zakladnim elektronovém
stavu.  Pohlcenim  energie zafeni =z ultrafialové ¢i  viditelné  oblasti
elektromagnetického spektra prechdzi molekula do excitovaného stavu. Jeji setrvani
Vv tomto energeticky bohatS$im stavu je kratké a prechazi riznymi deexcita¢nimi
prechody (zarivymi i nezativymi) za predani energie zpét do zékladniho stavu. Tim
je vabsorbujicim systému udrZzovana rovnovaha odpovidajici piebytku molekul
v zékladnim energetickém stavu.?

Absorpéni prechody latky mohou probihat z riiznych vibracnich a rotacnich
stavll zdkladniho elektronového stavu molekuly do riznych vibra¢nich a rotacnich
stavl jejiho excitovaného elektronového stavu. Protoze energetické piechody mezi
elektronovymi stavy v molekule jsou mnohem naro¢néj$i na energii nez prechody
mezi stavy vibracnimi i rota¢nimi, vyslednd absorpce zafeni o energii dostate¢né
velké pro prechody elektronli soucasné¢ znamend excitaci i vibracnich a rotacnich
hladin molekuly. Vysledné absorpéni spektrum latky je pasové, protoze pii jeho
registraci jednotlivé piechody zpravidla splyvaji.?

Poloha absorp¢nich pasti v ultrafialové a viditelné spektroskopii je dana
absorbovanou energii pii elektronovém ptechodu a souvisi se strukturou latky. Je
charakteristickd pro c¢ast molekuly (chromofor) a je ovlivnéna substituenty
I pouzitym rozpoustédlem. Identifikace latky jenom podle ziskaného absorpéniho
spektra v ultrafialové a viditelné oblasti vSak obvykle neni jednozna¢na. Nicméné
pouziti atlast spekter spolecné s aplikaci zékladnich pravidel pro absorpci zafeni
molekulami a za vyuZziti dat ziskanymi jinymi metodami umoZiuje identifikaci
latek.?

Pomoci UV/Vis spektroskopie jsme méfili vramci této bakalaiské prace,
abychom zjistili, zda jsme nebo nejsme v rezonanci s vinovou délkou pouzitého
laseru. Mimo rezonanci méfime konvencni Ramantv rozptyl. V rezonanci s vinovou

délkou 532 nm métime rezonan¢ni Ramaniv rozptyl.
1.8. Mérené latky

1.8.1. Voda
Voda ma v Ramanové spektroskopii tu vyhodu, ze diky malému G¢innému

prufezu, nedochdzi k absorpci zareni, a tim k zeslabeni signalu vlastni latky,
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kterou ve vodném roztoku méfime. Samotnd voda samoziejm¢é ma
pozorovatelné vibracni pasy, a to dvé valen¢ni (Symetrickou a asymetrickou)

a jednu deformacni.

1.8.2. Tetrahydrofuran
@)

)

Obrazek 9: Tetrahydrofuran

Tetrahydrofuran (THF) je heterocyklicka sloucenina, bezbarva kapalina,
zapachajici po ethylenetheru; misi se v kazdém poméru s vodou. Pouziva se
v kombinaci s jinymi rozpoustédly (ketony) k rozpousténi vinylovych hmot, pii
vyrob¢ kyseliny adipové, jantarové apod. Tetrahydrofuran se ptipravuje destilaci
butandiolu s malym mnoZstvim kyseliny sirové.*®

Tetrahydrofuran byl méfen pro charakteristicky cyklus, kterym je tvofen.
Jeho charakteristickd vibrace by se méla nachazet okolo 915 cm™. Dale budou

ve spektru pozorovany valen¢ni a deformacni vibrace CH vazeb.

1.8.3. Acetonitril
H3C—C=N
Obrazek 10: Acetonitril

Acetonitril se nejcastéji ziskava jako vedlejsi produkt pii vyrobé
akrylonitrilu. Acetonitril ma kyanidovy G&inek, ale i uinky narkotické.?

Acetonitril obsahuje skupinu -C=N, jejiz charakteristicka vibrace by se
méla nachézet v oblasti 2270-2200 cm™. Protoze jde opét o organickou
slouceninu, budou rovnéz vibrace CH vazeb patrné ve spektru Ramanova

rozptylu.

1.8.4. Nanodcastice vzacnych kovi (Ag, Au)

Zlaté a stfibrné nanocastice v podobé koloidnich roztok, pfipravené
redukci zlatité ¢i stiibrné soli borohydridem sodnym, byly pouzity pro meéteni
povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie vybrané organické slouceniny,

kterou byl niZze uvedeny porfyrin.
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1.8.5. Kationtovy ve vodé rozpustny porfyrin

CH3

|

Obrazek 11: Kationtovy ve vodé rozpustny porfyrin

Zvoleny kationovy porfyrin (5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridyl)-21H,
23H-porfin, tetratosylatova stl (TMPyP)) byl méfen pro uéely rezonancni
Ramanovy spektroskopie (RRS) a povrchem zesilené rezonanéni Ramanovy
spektroskopie (SERRS). Obecné porfyriny jsou cyklické slouceniny tvotené
spojenim 4 pyrrolovych kruhii methenylovymi mustky. Jejich charakteristickou
vlastnosti je tvorba komplexli s kovovymi ionty vdzanymi k dusikovému atomu
pyrrolovych kruht. Piikladem porfyrini obsahujicich Zelezo je hem
Vv hemoglobinu, porfyrini obsahujicich hoi¢ik je chlorofyl, fotosyntetické
barvivo rostlin. V pfirodé¢ jsou methaloporfyriny konjugované s proteiny
avznikd tak fada sloucenin dulezitych v biologickych procesech. Jsou to
hemoglobiny, myoglobiny, cytochromy, katalasy a tryptofanpyrrolasa.?

Porfyriny jsou barevné. Pfi studiu porfyrinu a jejich derivath jsou dilezita
charakteristickd spektra ve viditelné 1 ultrafialové oblasti. Za pozornost stoji
vyrazny absorp¢ni pas u 400 nm. Ten je vyznamnym rysem porfyrinového kruhu
a je charakteristicky pro vSechny porfyriny bez ohledu na postranni fetézec.
Tento pas byl oznaGen Soretiiv, po svém objeviteli.?

Kdyz jsou porfyriny rozpusténé v kyselinach nebo organickych
rozpoustédlech osvétlovany ultrafialovym svétlem, emituji silnou fluorescenci
v ¢ervené oblasti. Tato fluorescence je tak charakteristicka, Ze je Casto pouzivana

k detekci velmi malych mnozstvi volnych porfyrinu. Za charakteristickou
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absorpci 1 fluorescenci téchto latek jsou odpovédné dvojné vazby spojujici
pyrrolové kruhy. Zajimavou aplikaci fotodynamickych vlastnosti porfyrinu je
jejich mozné vyuziti pti 1éCeni nékterych typa rakoviny. Postup je nazyvan
nadorova fototerapie. Tumory Casto piijimaji vice porfyrinti nez normalni tkan.
Hematoporfyrin nebo ptibuzna latka je podana pacientovi s nékterym druhem
tumoru. Poté je nador ozafen argonovym laserem, ktery excituje porfyriny za

vzniku cytotoxického efektu.?
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2. Experimentalni ¢ast

2.1. Pristroje

Méfeni byly provadény na dvou odlisnych Ramanovych spektrometrech. Jeden
se nachazi na Pfirodovédecké fakult€¢ a druhy na Lékarské fakult€¢ Univerzity
Palackého v Olomouci. VSechna méfeni byla provadéna v lesténé péti okénkové

kfemenné kyveté. Objem vzorku byl vzdy 2 ml.

2.1.1. Spektrometr na Piirodovédecké fakulté (PYF)

K méfeni Ramanovych spekter na Piirodovédecké fakulté byl pouzit
ptistroj Thermo Scientific DXR Raman Microscope. Tento spektrometr ma 180°
usporadani. Vlnova délka se d4 nastavit na 780 nm, 633nm a 532 nm. Pfi vinové
délce 532 nm je schopny méfit spektra od 50 do 3500 cm™, citlivost (signal:§um)
pfistroje udavana vyrobcem je 1000:1.

532 nm laser je polovodi¢ovy diodovy laser. Jeho maximalni vykon je
10 mW. Ptistroj dale obsahuje filtr, ktery eliminuje Stokesovy linie. Detektor je
chlazeny termoelektricky na -50°C (223,15 K). VsSechny parametry
spektrometru jsou nastavitelné pomoci softwaru v PC. Kalibrace pfistroje

probiha pomoci softwaru na Ramanovo spektrum polystyrenu. Tento pfistroj

miZze byt pouzit pro méteni kapalnych, ale i pevnych vzork.

Obriazek 12: Thermo Scientific DXR Raman Microscope
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2.1.2. Spektrometr na Lékaiské fakulté (LF)

K méfeni Ramanovych spekter na Lékarské fakulté byl pouzit variabilni
spektrometr upevnény na optickém stole. Vyuziva diodovy laser Verdi 0 vinové
délce 532 nm, maximalni vykon laseru je 2 W. M¢feni probihalo pii 10 mW
a 100 mW. Usporadani na LF je 90°. K fokusaci paprsku jsou pouzity dva
objektivy a CocCka. Dale paprsek vstupuje na miizku. Pfistroj ma tii rdzné

miizky. Detektor je chlazen kapalnym dusikem.

Obriazek 13: Ramaniiv spektrometr na LF

2.2. Nastaveni spektrometri

Tabulka 2: Nastaveni spektrometrii

parametr PiF LF
A 532 nm 532 nm
vykon laseru 10 mW 10 mW, 100 mW
miizka 900 vryptl/mm 600 vrypil/mm
mikrons slit 50 50
nacitani signalu 25 expozice 60x 2s expozice 60x
teplota detektoru 223,15 K 100 K (kapalny N»)

2.3. Chemikalie
Ramanovou spektrometrii byla méfena vybrana rozpoustédla a roztoky

nanocastic Ag u Au, ¢i tyto koloidni roztoky v kombinaci s porfyrinem. Voda byla
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pouzita destilovana. Acetonitril pochazel od firmy Fluka (LC-MS Chromasolv®).
Tetrahydrofuran byl zakoupen u firmy Sigma-Aldrich (>99.9%, Chromasolv®Plus,
pro HPLC). Zlaté nanocastice pfipravila Bc. Magdaléna Bryksova v ramci své
diplomov¢ prace a jejich primérna velikost je 10 nm. St¥ibrné nanoc¢astice piipravila
rovnéz Bc. Magdaléna Bryksova v rdmci své diplomové prace a jejich primeérna
velikost je 12 nm. Porfyrin 5,10,15,20-tetrakis(1-methyl-4-pyridyl)-21H, 23H-porfin,
tetratosylatova stl (TMPyP) pochazi od firmy Aldrich.

2.4. Pouzity software

Pro vyhodnocovani a zpracovani spekter byl pouzity software OriginPro 7.0
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3. Vysledky a diskuse

Ke srovnani dvou raznych Ramanovych spektrometrti byla vybrana nésledujici
rozpoustédla: voda, acetonitril a tetrahydrofuran. Pro méfeni rezonanéniho Ramanova
rozptylu byl méfen porfyrin a pro Gcely povrchem zesilené Ramanovy spektroskopie
zlaté a stiibrné koloidni roztoky. Jejich kombinace s porfyrinem pak davala signaly
povrchem zesileného rezonanc¢niho Ramanova rozptylu.

Nejprve byly vSechny meéfené latky zméfeny pomoci UV/Vis spektrometru,
abychom zjistili, zda jsme nebo nejsme v rezonanci s vinovou délkou laseru 532 nm
a prokazali tak moznost rezonan¢niho zesileni signalu Ramanova rozptylu.

Voda se vyznafuje malym uU¢innym prufezem pro Ramaniv rozptyl, takze
mizeme méfit 1 vodné roztoky sloucenin, na rozdil od infracervené spektroskopie.
S ohledem na nepfitomnost jakéhokoliv absorp¢niho pasu v UV/Vis spektru vody

(obr. 14), méfime u vody Ramantiv rozptyl.
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Obrazek 14: UV/Vis spektrum vody

U acetonitrilu a tetrahydrofuranu méfime také pouze Ramanlv rozptyl

s ohledem na prabéh jejich UV/Vis spekter (viz obr. 15 a 16).
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Obrazek 15: UV/Vis spektrum acetonitrilu
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Obrazek 16: UV/Vis spektrum tetrahydrofuranu
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Kationovy porfyrin, ktery je dobfe rozpustny ve vodé, byl méten jako modelova
sloucenina pro ucely rezonan¢ni Ramanovy spektroskopie. Proméfili jsme jeho
UV/Vis spektrum v koncentracich 1 x 10 mol/l a 1 x 10°® mol/I (obr. 17), aby bylo
ziejmé, ze jde o chromofor s nejvyssi absorbanci u 423 nm. Vyssi koncentrace vedla
VvV oblasti Soretova pasu k piesyceni detektoru, ale poskytla cennou informaci
0 absorpci vzorku v oblasti excitacni vlnové délky laseru pouzivaného na obou

sestavach (532 nm). Niz$i koncentrace byla méfena pro vizualizaci Soretova pasu

a urceni jeho piesné pozice.
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Obrazek 17: UV/Vis spektrum porfyrinu

U nanocéastic stiibra a zlata métime pomoci UV/Vis spektroskopie intenzitu
extinkce, coz je soucet absorbance a rozptylu, povrchového plasmonu (obr. 18). Je
ziejmé, 7ze zatimco stiibrné nanocastice vykazuji povrchovy plasmon s maximem
extinkce v oblasti 413 nm, zlaté koloidni roztoky poskytuji maximum extinkce
u 532 nm. Dé se ¢ekat, Ze pfedevsim v piipadé zlatych nanocéstic budeme pii excitaci
532 nm v rezonanci s povrchovym plasmonem, a budou tedy méfena SERS spektra.

V piipadé stiibrnych nanocastic musi nejprve dojit k agregaci nanocastic, tim posunu
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plasmonové extinkce a naslednému zesileni Ramanova rozptylu vlivem povrchu
nanocastic. K agregaci nanoc¢éstic dojde vlivem ptidavku roztoku kationového porfyrinu
(obr. 19). Jelikoz uz vime, ze i porfyrin je v rezonanci s excita¢ni vlnovou délkou
laseru, tak se bude jednat o meétfeni povrchem zesileného rezonan¢niho Ramanova
rozptylu (SERRS). Opakujici se pik ve viech spektrech v oblasti 650 cm™ je chyba
detektoru.

Srovnani intenzit extinkce nanocastic s porfyrinem a bez n¢j se nachazi
vV obrazcich 20 a 21. Ozifejmuje tak vyskyt pasu v oblasti 423 nm pochazejiciho od
Soretova pasu porfyrinu. Siroky pas nachézejici se vpravo od Soretova pasu v kazdém
ze spekter systémil nanocastic s porfyrinem pak pochdzi od agregovanych nanocastic
Au (obr. 20) a Ag (obr. 21).
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Obrazek 18: UV/Vis spektrum AgBH a AuBH
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Obrazek 19: UV/Vis spektrum AgBH a AuBH s porfyrinem
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Obrazek 20: UV/Vis spektrum zlata s porfyrinem a bez néj
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Obrazek 21: UV/Vis spektrum stfibra s porfyrinem a bez néj

Vsechny latky zméfené na obou spektrometrech srovndme a u jednoho
zvoleného pasu (ktery je, pokud mozno, izolovany a umoziiuje tak snadnou kvantifikaci
intenzity oproti hodnoté Sumu z pozadi) vypoc¢itame pomér SNR (Signal to Noise Ratio)
— pom¢ér signalu k Sumu. Tato charakteristika spektra nam fekne, ktery spektrometr méfi
kvalitativné 1épe pii dodrzeni stejného nastaveni.

Uvedena spektra Ramanova ¢i povrchem zesileného Ramanova rozptylu jsou
spojend z Prirodovédecké a Lékaiské fakulty. Jednotlivd spektra je moZzno nalézt
v ptilohach. V ptilohach je rovnéZz pro zajemce uvedeno srovnani spekter méfenych na
Lekarske fakulté pii vykonu laseru 10 mW a 100 mW. Nutno podotknout, Ze Ramaniv
posun na ose x je rozdilny, zvlast¢ na okrajich spektra, pro ob¢ sestavy. To je
zpusobeno pon€kud chybnou kalibraci u sestavy na LF, kde nasledna rekalibrace
pomoci externiho programu selhala a v dobé¢ méfeni a vyhodnocovani této bakalaiské
prace nefungovala. Oproti tomu, kalibrace u sestavy na PiF je provadéna hned pied
méfenim a hodnoty Ramanova posunu pro piislusné latky jsou v souladu s diive
ur¢enymi spektry pro piislusné latky v literatufe.

U spektra vody odpovidaji vinoéty kolem 3400 cm™ valenénim vibracim

avoblasti kolem 1600 cm™ deformagni vibraci (viz obr. 22). Ze srovnani spekter
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Z obou sestav je patrné, ze na lékarské fakult¢ ziskdme spektrum o mnohem vétsi
intenzité. Ale oznaceni pasu (patrné zvlasté u valencnich vibraci) je u sestavy na LF

posunuté s ohledem na vySe zminéné problémy s kalibraci.
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Obrazek 22: Ramanovo spektrum vody na PfF a LF

SNR pro vodu na PiF pogitame pro deformaéni pas 1636 cm™. V obou spektrech je

vidét cely pas (viz obr. 23).

I . . o . o . I
SNR =—2, kde | je intenzita vlastniho piku a I3 je intenzita Sumu pobliz vlastniho piku

v

Sa
studované molekuly.

PiF: SNR, o = % =9,4

LF: SNR,,, = g =57
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Obrazek 23: Priblizeny deformacni pas vody na PiF

Ve spektru acetonitrilu budeme SNR pocitat pro charakteristicky pas 2253 cm™,
ktery odpovida valenéni vibraci -CN skupiny (viz obr. 24). Je dostate¢né tuzky a v jeho
okoli (smérem k niz§im vlno¢tim) se nevyskytuje zadny pas. Lze tudiz s dobrou
aproximaci odecitat jak intenzitu tohoto signalu, tak intenzitu Sumu z této ¢asti a urcit

SNR.

45000

] — ACN PiF — ACN LF
40000 ~

2944

35000

30000

2253

25000 ~
20000 ~

15000 ~

Raman. intenzita

920

10000 ~

5000

. I V1
L I ) ) //

T T T T T T T T T T T
500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

912
1375
1370

Raman. posun [cm™]

Obrazek 24: Ramanovo spektrum acetonitrilu
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PHF: SNR,q, :%:81,6

LF: SNR,q, :%:41,8

SNR pro tetrahydrofuran budeme pocitat pro charakteristicky pas v oblasti
913 cm™, ktery nalezi vibraci cyklu. Tento pas je nejuzsi a bude nejmensi chyba pfi

posouzeni signalu k Sumu na zaklad¢ intenzity pasu (viz obr. 25).
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Obrazek 25: Ramanovo spektrum tetrahydrofuranu
y 1900
PiF: SNR; =——=29,2
65
525

LF: SNRTHF = E :52,5

Porfyrin se bohuzel podafilo zméfit jen na Lékatské fakulté, neni tedy srovnani
S pristrojem na Ptirodovédecké fakulté. V ptipadé métfeni porfyrinu na LF je také vidét,
ze pii vykonu laseru 100 mW dochazi k pfesyceni detektoru Ramanova spektrometru

(viz obr. 57 v piiloze). SNR méfime pro pik 2934 cm™ (viz obr. 26).

4800
LF: SNRTMPyP = W :16
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SNR pro stfibrmé nano&astice pocitime pro deformadni pas 1627 cm™ (viz

obr. 27).

PEF: SNR,q, :? =15
LF: SNR, g, = %0 =3,75

V porovnani S Ramanovym spektrem cisté vody je ve spektru AgBH vidét nejen
prispévek vody, ale 1 naznak pasiti borati (viz obr. 28). Signal vody je ve vodném
roztoku AgBH cCaste¢né potlacen (obr. 28), coz mize byt zpisobeno tim, Ze boraty jsou
blize povrchu nanocéstic a molekuly vody az ve vzdalenéjsi vrstvé. Nedochazi tak
k zesilovani signalu molekul vody vlivem nanocastic. Navic, diky pfitomnosti
sttibrnych nanocastic dojde k alespont ¢astecné absorpci dopadajiciho zafeni (o cemz
svédéi UV/Vis spektrum AgBH — obr. 18, extinkce 0,2 u 532 nm), ¢imz je opét

zmensSen prispévek Ramanova rozptylu vody v celkovém signalu.
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Obrazek 26: Ramanovo spektrum porfyrinu
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Obrazek 27: Ramanovo spektrum AgBH
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Obrazek 28: Srovnani AgBH a vody na PfF

SNR pro zlaté nanocastice pocitame pét v oblasti deformacni vibrace vody,

tzn. 1622 cm™, nebot se tento pik objevuje v obou spektrech (viz obr. 29).
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PiF: SNR, =3—33=11

LF: SNR, . =§=1,8

Je pozoruhodné, Ze u zlatych nanocastic, na rozdil od stfibrnych nanocastic, je
evidentni ve spektru pouze signdl vody a nikoliv boratd (viz obr. 30). Porovnani
Ramanova spektra cisté¢ vody se spektrem vodného roztoku zlatych nanoc¢éstic na téze
sestavé (napi. PfF UP — obr. 30) ukazuje, ze vlivem zlatych nanocastic, jejichz
maximum extinkce se nachdzi pravé u excitatni vlnové délky laseru (jak bylo
prokazano métenim UV/Vis spekter — obr. 18, 20), dojde k ¢aste¢né absorpci zareni, jak
dopadajiciho, tak i rozptyleného, a tudiz je signal Ramanova rozptylu méné intenzivni

pro vodu ve vodném roztoku téchto nanocastic.
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Obrazek 29: Ramanovo spektrum AuBH
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Obrazek 30: Srovnani AuBH a vody na PfF

SNR pro AgBH s porfyrinem budeme poéitat v oblasti 398 cm™ (viz obr. 31).
Ve spektru jsou vidét charakteristické metalaéni markery metalovaného porfyrinu (398,
1015, 1342, 1544 cm™). %%

y 1500
PrF: SNRAgBH+TMPyP = ? :125

275
LF: SNRAgBH+TMPyP = E 218,3

SNR pro AuBH s porfyrinem na PiF pocitame v oblasti 1004 cm™, na LF neni
vidét zadny pas zietelné (viz obr. 32). SERRS spektrum je daleko méné intenzivni
u AuBH-TMPyYP nez u AgBH-TMPYP, protoZe Vv ptipadé zlatych nanoc¢astic nedochazi
k metalaci porfyrinu, v disledku ¢ehoz se nepfiblizi porfyrin tolik k povrchu nanoc¢astic
a nemuze byt tolik zesilen jeho Ramantv rozptyl.

PEF: SNRyugh s ey = 3—5 =12,6
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Obrazek 32: Ramanovo spektrum AuBH s porfyrinem
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Pro nazorné&jsi srovnani zapiseme vypoctené SNR do tabulky (viz tab. 3):

Tabulka 3: SNR méFenych latek

. SNR
latka PEF =
H,O 9,4 5,7
ACN 81,6 41,8
THF 29,2 52,5
TMPyP — 16
AgBH 15 3,75
AuBH 11 1,8
AgBH + TMPyP 125 18,3
AuBH + TMPyP 12,6 -

Témét vzdy je lepSi pomér signdlu a Sumu na Ramanové spektrometru na
Ptirodovédecké fakulté, kromé tetrahydrofuranu. Na PiF je také snadnéjsi kalibrace
a sefizeni optiky. Ale na Lékarské fakulté¢ je mnohem vétsi variabilita méteni vzorka —
pevné i kapalné, mozno i méfeni pomoci termostatu. Je také vétsi variabilita nastaveni

vykonu laseru.

Z tabulky 3 je patrné, ze téméf vzdy, kromé tetrahydrofuranu, je lepSi pomér
signalu k Sumu na Ramanové spektrometru na Ptirodovédecké fakulté. U vody je pomér
SNR srovnatelny na obou sestavach. Tyto rozdily (lepsi SNR na PfF u ACN, zatimco
hor§i SNR na PfF u THF a srovnatelny SNR na PiF a LF u vody) si vysvétlujeme
jednak rozdilnym charakterem latek, jednak rozdilnou geometrii uspotfadani
Ramanovych spektrometrii. Nebot’ na PiF je detekovan zpétny rozptyl, zatimco na LF
jde 0 90° uspotadani.

Absolutni hodnoty SNR v tabulce 3 pro jednotlivd rozpoustédla a roztoky
nanocastic se vzajemn¢ pochopitelné znacné 1i8i, coz souvisi predevsim s faktem, Ze je
pokazdé vybran jiny pas, ktery je vSak charakteristicky pro pfisluSny systém.

Kromé vyrazné vys§iho SNR u SERS/SERRS spekter zméfenych na Ramanové
spektrometru na PiF patii k dal§im vyhodam této sestavy 1 snadnéjsi kalibrace a sefizeni
optiky, které probihaji automaticky.

Nicméné nutno poznamenat, Zze na Lékarské fakulté je mozno realizovat 1 méfeni
S uplatnénim termostatu, a tim definované hlidat teplotu vzorku. Dale s ohledem na
vykonngjsi laser, ktery je na LF k dispozici, je také vEtsi variabilita nastaveni vykonu

laseru.
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4. Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo porovnat spektra Ramanova a povrchem
zesileného Ramanova rozptylu zmétfenych na dvou odliSnych sestavach Ramanova
spektrometru, ale za jinak stejnych podminek nastaveni. Shodna excita¢ni vinova délka
(532 nm) méla zajistit, ze charakter spekter pro jistou slouc¢eninu bude stejny bez ohledu
na pouzitou sestavu. Oba Ramanovy spektrometry mély nastaveny stejny vykon laseru
10 mW, 1 kdyz jsme méfili na Ramanové spektrometru na Lékaiské fakulté (LF) 1 pfi
vykonu laseru 100 mW.

Hlavni sledovanou charakteristikou kvality signdlu na kazdé ze sestav
Ramanova spektrometru pouzitych v této bakalaiské praci byl pomér signalu k Sumu
(SNR). Témét vzdy jsme na Ptirodovédecké fakulté (PfF) dostali lepsi pomér SNR, az
na piipad tetrahydrofuranu. Dale jsme na PfF vétSinou dostali spektra s vétsi intenzitou
Ramanova rozptylu, ale na LF tato spektra zacinala na mnohem vyssi hladin€ intenzity.

Byla zméfena spektra pro riizné systémy s cilem vyzkouSet rozdilné metody
zesileni Ramanova rozptylu. Voda, acetonitril a tetrahydrofuran byly méfeny pro ucely
normalni Ramanovy spektroskopie. Porfyrin, diky svym pyrrolovym cyklim, rezonuje
s pouzitou vlnovou délkou (532 nm) a dochdzi k méfeni rezonan¢niho Ramanova
rozptylu (RRS). Zlaté a stiibrné koloidni roztoky se vyuzivaji pfi povrchem zesilené
Ramanové spektroskopii (SERS), a spolu s porfyrinem dojde k méteni povrchem
zesilené rezonan¢ni Ramanové spektroskopie (SERRS).

Kalibrace pfistroje na Pfirodovédecké fakulté je mnohem snazsi nez na Lékarské
fakulté, probihd totiz pfed vlastnim méfenim vzorkd automaticky pomoci softwaru,
ktery je nainstalovany v PC. Naproti tomu na Lékaiské fakulté je nutno, po zméfeni
spekter Ramanova rozptylu, provést rekalibraci pomoci externiho programu. Tento
program je schopen kalibrovat jiz naméfena spektra, ale v dob& zpracovani této
bakalarské prace tento program bohuZel nebyl k dispozici ve funkéni podobé. Proto je
v nékterych spole¢nych spektrech z Piirodovédecké a Lékatské fakulty vidét rozdilny
Ramantiv posun v fadu nékolika cm™.

Dalsi nevyhodou na Lékatské fakulté je sloZitost sefizeni optickych komponent.
Musi se spravné setidit ¢ocky, aby drdha paprsku byla co nejvyhodnéjsi, paprsek
dopadal na §térbinu monochromatoru a pak do detektoru, a nedochazelo tak ke ztratdm
signalu. Oproti tomu na Pfirodovédecké fakulté toto sefizeni probihd automaticky

pomoci softwaru.
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Rozdil v obou Ramanovych spektrometrech je také v uspotradani, délce optické
dréhy a teploté¢ chlazeni detektoru. Na PiF je detekovan zpétny rozptyl, pfistroj
nepfesahuje rozmér 1 m a detektor je chlazen termoelektricky na 223 K; kdezto pfistroj
na LF je v uspofadani 90°, umistény na masivni optické lavici a detektor je chlazen
pomoci kapalného dusiku na teplotu 100 K.

Vyhodou Ramanova spektrometru na Lékatské fakult€ je moznost méteni
vzorkll v termostatované cele a vétsi variabilita pfi volbé vykonu laseru.

Lze tedy zavérem fici, ze kazdd ze sestav Ramanova spektrometru ma své

vyhody a nevyhody.
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5. Summary
This bachelor thesis aims to compare Raman and Surface-Enhanced Raman scattering
spectra recorded on two different setups, but otherwise using the same experimental
conditions. The same excitation wavelength (532 nm) should provide the same
character of the spectra of a particular compound regardless the setup used. Both Raman
spectrometers were adjusted to the same laser power, 10 mW, although we measured
also at 100 mW using the Raman spectrometer at Faculty of Medicine.

The main characteristic of the signal quality for each of the Raman
spectrometers employed in this Bachelor thesis was the signal-to-noise ratio (SNR).
Nearly always, except the case of tetrahydrofuran, we got a better SNR ratio at Faculty
of Science (FS) than at Faculty of Medicine (FM). Furthermore, we usually got spectra
with a greater intensity of Raman scattering at FS, but spectra at FM started on a much
higher level of intensity.

Spectra for different systems were measured to test different methods of Raman
scattering enhancement. Water, acetonitrile and tetrahydrofuran were measured by
normal Raman spectroscopy. Porphyrin, which due to its pyrrole cycles resonates with
the used laser wavelength (532 nm), was measured by resonance Raman scattering
(RRS). Gold and silver colloidal solutions are exploited in surface-enhanced Raman
scattering spectroscopy (SERS), and in the combination with the porphyrin, surface-
enhanced resonance Raman spectroscopy (SERRS) was measured.

Calibration of spectrometer at FS is much easier than that at FM, because of the
fact that before the measurement of samples the spectrometer at FS is calibrated
automatically from the software which is installed on PC. On the contrary, after
recording spectra on the spectrometer at FM, it is necessary to do recalibration using an
external program. This program is able to calibrate as-measured spectra, but in the time
of writing this Bachelor thesis, this program was not available in a functional form.
Therefore, in Raman spectra of a particular compound stemming from the two
employed spectrometers (at FS vs. FM), different Raman shifts of a few cm™ can be
observed.

Another disadvantage of the spectrometer at FM lies in the alignment of optical
components. Lenses have to be properly adjusted so that the beam path becomes the
most useful, beam gets into the monochromator slit and then into detector, and there
have to be no signal losses. On the contrary, the alignment of the spectrometer at FS is
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done automatically by software.

The difference in the two Raman spectrometers is also in the arrangement, the
length of the optical path and temperature of cooling of the detector. At FS, back
scattering is detected, the device does not exceed the size of about 1 meter and the
detector is thermoelectrically cooled down to 223 K; while at FM, the device is in 90°
arrangement, placed on a massive optical bench and the detector is cooled with liquid
nitrogen to the temperature of 100 K.

The advantage of Raman spectrometer at FM is the ability to measure samples in
a thermostatically controlled cell and a greater variability in the choice of laser power.

It can be thus summarized that each of the Raman spectrometers has its

advantages and disadvantages.
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6. PFilohy

Spektra jednotlivych latek mérenych na spektrometru na Piirodovédecké fakulté
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Spektra jednotlivych latek méirenych na spektrometru na Lékarské fakulté
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