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1 Uved

V dnesni dobé dochdazi stale rychleji k vyvoji novych technologii, které nas az
udivuji. RovnéZ z mnohych filmd a seridlii zname rGzné technologie, které spiSe
pfipominaji védeckou fikci, nicméné ne vzdy se mize jednat o fiktivni vyndlezy, ale
mohou mit podstatu ve skuteCnych existujicich technologiich. Aby si dnesni ¢lovék
mohl sam udé€lat nazor na prezentované technologie a objevy, je nutné, aby byl
informovdn o novych trendech a vyvoji v oblastech védy a techniky. Tuto
informovanost mohou zajiStovat rizné popularné¢ védecké potady v televizi a akce
pofadané vysokymi Skolami. Nicméné je dilezité, aby jiz Zaci a studenti v prub¢hu
vzdélavaciho procesu na zakladnich, stfedni a vysokych Skolach byli informovani o
soucasném stavu poznani, o minulych a soucasnych technologiich a moznostech jejich
dalsiho vyvoje.

Jednou z téchto technik, ktera by méla byt znama Siroké vetejnosti je bezesporu
Ramanova spektrometrie, jejiz kotfeny sahaji do konce dvacétych let dvacatého stoleti,
nicméné hlavni vyuziti a rozSifeni zaznamenava tato technika zejména Vv poslednich
letech a to predevsim diky rozvoji technologie polovodict, laser a vypocetni techniky.
Zejména pak instrumenty vyuzivajici tuto techniku se postupem c¢asu zmensuji a
zptestuji, ¢imZ piestavaji byt jen doménou laboratofi, ale dostavaji se tak do bézného
progresivni a robustni techniku schopnou velice rychlé analyzy velkého mnoZstvi
znamych i neznamych pfirodnich a syntetickych latek schopnou rozpoznat i velké
mnozstvi nebezpecnych latek (jedd a vybusnin), dd se piedpokladat, Ze s dalSim
vyvojem techniky bude tato technologie nalézat stale vétsi vyuziti v kazdodennim
zivote 1 v ptipad¢ laické vetejnosti zejména pro zajisténi vSeobecné bezpecnosti.

Tato prace je zaméfena na detailni popis této progresivni technologie, jejich
moznosti vyuziti, a také na zplisob prezentace zakim stfednich Skol a studentim

vysokych skol.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Historie vibra¢ni spektrometrie

Jiz v roce 60 pred nasim letopoctem T. Lucretius Carus napsal:

Forsitun et rosea sol alte lampade lucens possideat multum caecisfervorihus
ignem circum se, nullo qui sit fulgore notatus, aestiferum ut tantum radiorum exaugeut
ictum.!

(Mozna Ze slunce, vysoko zafici jako rizova pochoden, je obklopeno vice
ohném s neviditelnym teplem, které nelze rozpoznat jeho zafi, a tak zesiluje silu
paprski prenasejicich teplo (citace z Nonnenmachera, 1961 )).

Jiz tento citat lze chapat jako praptivod studia neviditelného zatreni ptenasejiciho
teplo, tedy infracerveného zateni. Prvni vyuziti pak infraervené zafeni ziskava az na
pocatku 19 stoleti, kdy byl objeven a studovan termoelektricky jev Seebeckem (1823).
Infracerveného zatfeni zejména vyuzil Melloni, ktery v roce 1833 objevil propustnost
chloridu sodného pro infraCervené zafeni, ¢ehoz vyuzil pii1 konstrukci prvniho
infracerveného spektrometru ve stiedni infracervené oblasti vroce 1835. Timto
objevem zacalo studium vibraénich spekter s vyuzitim infra¢erveného zéafeni.

Nejprve byla studovana zejména absorpce infraerveného zafeni, nicméné byl
zaznamenan a studovan i rozptyl tohoto zafeni. Nejdfive byl studovan elasticky rozptyl
zateni (Rayleightiv rozptyl), nicméné byli mnohokrat popisovany urcité anomalie
zejména v piipadé fluorescence, kdy dochéazi k vyzareni zafeni o jiné vinové délce, nez
bylo plivodni absorbované zareni. Nasledné pak v roce 1923 byl piedpovézen také
rozptyl neelasticky. Tuto predpovéd ucinil v roce 1923 Adolf Smekal, dale Kramers a
Heisenberg (1925), Schrodinger (1926) a Dirac (1927). O pét let pozdéji od prvni
predpovédi, tedy vroce 1928, byla skutecnost neelastického rozptylu potvrzena
Ramanem. 2

Raman se snazil najit analog Comptonova jevu, coz je fyzikalni d¢j, pfi kterém
se po srazce elektromagnetického zareni s atomy pevné latky meéni vilnova délka zatreni
v disledku pfedani ¢asti své energie atomim nebo jejich elektronim. Nasledné pak
7. tnora 1928 Raman a jeho spolupracovnici Kariamanickam Srinivasa Krishnan a
Venkateswaran pozorovali ,,modifikovany*“ rozptyl slune¢niho svétla, ktery Raman

identifikoval jako Kramerstiv-Heisenbergtiv efekt. O tomto objevu pak Raman a



Krishnan informovali svét v kratkém védeckém c¢lanku ,,A New Type of Secondary
Radiation zaslaném do redakce ¢asopisu Nature 16. unora 1928 .6t 1

Tento objev nezistal bez povSimnuti. Ve Francii v témze roce (1928) Rocard
okamzité prisoudil tento novy efekt optické modulace oscilaci molekul. Dale také
Cabannes v témze roce popsal novy efekt jako ,,optické biti“ a pfedpoveédél existenci
Cisté rotacniho Ramanova rozptylu v anizotropnich molekulach. Stejny jev nezavisle na
Ramanovy pozorovali také v tehdej$im sovétském svazu v Moskvé Grigory Landsberg
a Leonid Mandelstam v krystalech kiemenu, kde popsali linie, které byli odlisné od
téch, které byli ocekavané dle Debyeho teorie. Tento jev pak vysvétlily jako neelasticky
rozptyl svételnych kvant. Také ve Spojenych statech americkych si Woods v roce 1928
uvédomil, ze také jiz pozoroval a zaznamenal Ramanovy linie na fotografické desky,
kdyz zkoumal rezonanéni fluorescenci. Rovnéz ptedstavil termin ,,anti Stokes* pro
rozptylené svétlo, jehoz kvantum ma vétsi energii, nez mélo pivodni excitaéni zafeni.

Jelikoz vsak byl Raman prvnim, kdo publikoval spektra rozptylené¢ho zareni
obsahujici linie posunutych frekvenci, byla mu pak nasledné 11. prosince 1930 udélena
Nobelova cena za fyziku za jeho préaci na difuzi svétla a objevu jevu, jeZ nese jeho
jméno.?

Jak jiz bylo zminéno, tak zaklady teorie Ramanova jevu byly poloZeny jiz pted
jeho vlastnim potvrzenim. Nicméné vSak numerické vypocty intenzity Ramanovych
linii nebyly Vv této dobé mozné, jelikoz je k tomu zapotiebi informaci o vSech stavech
rozptyleného systému. Tyto vypocty pak umoznily az prace z rokd 1930 - 1934, které
vytvofil ¢eskoslovensky fyzik Georg Placzek (narozen v Brné 1905). Placzek ve své
praci zroku 1934 piedstavil semi-klasicky pfistup ve formé teorie polarizace. Toto
poskytlo zaklad pro mnoho teoretickych a experimentalnich teorii. Od této doby si
fyzikové a chemici z celého svéta uvédomili dilezitost a zacali vyuzivat Ramanova jevu

jakozto nastroje pro kvalitativni a kvantitativni analyzu a uréovani struktury latek.*

2.2 Vyvoj Ramanovy spektrometrie

A¢ byla infracervena spektrometrie a infracervené spektrometry pouZivany jiz
od pocatku 19 stoleti, za¢ala se Ramanova spektrometric a Ramanovy spektrometry
konstruovat az po vlastnim Ramanové objevu.® Viibec prvni Ramaniv spektrometr viz
Obr. 1, na némz Raman pozoroval neelasticky rozptyl, vyuzival slune¢niho zareni

zaostteného teleskopem. Nasledoval modrofialovy filtr, za kterym byla cela s méfenym



vzorkem. Za vzorkem byl opét umistén filtr, tentokrate zluto zeleny. V piipadé kdyby
nedochazelo k neelastickému rozptylu, nepronikalo by pfes druhy filtr Zadné zateni,
nicméné diky neelastickému rozptylu na vzorku doslo ke zmén¢ vinové délky svétla a
bylo mozné pozorovat zafeni jak je patrné z Obr. 2.5 4 V této dobé tak byli Raman
s jeho kolegou schopni vyuzitim tohoto pfistroje detekovat Ramanovy linie pro

piiblizné 60 kapalin a plyni.°

Obr. 1 Prvni Ramanitiv spektrometr®

Slunce

sluneéni

‘\\fﬁ'r’eni A

vzorek

Obr. 2 Schéma principu prvniho Ramanova spektrometru®



Po tomto objevu se tak brzy ukédzalo, Ze Ramanova spektrometrie neni jen
nahrazkou infracervené spektrometrie, ktera byla ve tficatych letech 20 stoleti mnohem
dopliikova metoda k infracervené spektrometrii (Schaefer a Matossi, 1930). Nasledné
v letech (1931, 1938, a 1943) popsal Kohlrausch vztah mezi Ramanovym spektrem a
strukturou molekul. Nicméné piiblizné¢ do roku 1950 byla Ramanova spektroskopie
pouzivana mnohem castéji, nez infracervena spektrometrie a jen ziidka byli spektra
Z obou téchto metod hodnoceny spole¢né. Toto se zménilo po roce 1950, kdy byly na
trh uvedeny infracervené spektrometry s automatickym zaznamem a infracervena
spektrometrie se tak stala soucasti rutinni analyzy bézné provadéné v laboratotich, coz
vedlo k vytladovani pouzivani Ramanovy spektroskopie.t
laseru, ktery vynalezl Maiman v roce 1960. Béhem kratké doby tak byli dfive vyuzivané
vybojky se rtutovym obloukem nahrazeny opravdu monochromatickym a silnym
zdrojem zafeni, kterym byli lasery. Ve stejné dobé byla detekce Ramanovych spekter
pomoci fotografickych desek nahrazena fotondsobi¢i a skenovaci miizkové
spektrometry nahradili dfive pouzivané hranolové spektrometry. Také zavedeni
dvojitych a trojitych monochrométori a propracovani techniky vzorkovani a také
pozdé&jsi vyuziti diodového pole a CCD c¢ipa (charge-coupled devices) vyrazné ptispélo
k rozvoji Ramanovy spektrometrie.®

Nicméné hlavni prekdzky k zavedeni Ramanovy spektrometrie jako rutinni
analytické chemické metody nebylo mozné odstranit az do pozdnich 80 let 20 stoleti.
Témito pfekazkami byla zejména fluorescence zplisobena necistotami pfitomnymi v
béznych vzorcich. Takto vybuzené zafeni zejména ve viditelné ¢i UV oblasti
elektromagnetického spektra je az o nékolik ¥ad silngjsi nezli Ramaniv jev.®

Kromé¢ faktu, ze neustaly vyvoj techniky umoznil zlepSeni kvality méfenych
spekter a jejich pohodlny zdznam, byl tento ptinos naruSen vyssi cenou téchto piistrojt.
Toto ma v disledku za nésledek stile niz§i zastoupeni Ramanovych spektrometri a
jejich nasazeni v praxi je tak pouze zlomkem poétu infra¢ervenych spektrometri. Sanci
na zménu tohoto nepfiznivého poméru piinaseji Ramanovy spektrometry vyuZzivajici
zafeni v blizké infradervené oblasti’, které je realizovano pomoci relativné levnych
diodovych laserii, a také zavedeni zaznamu pouze interferogramti, které jsou nasledné
pfevadény Fourierovou transformaci na klasické spektrum. Tato technika se nazyva

Ramanova spektrometrie s Fourierovou transformaci v blizké infraervené oblasti
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(NIR-FT Raman)?, jez umoziiuje ziskani spekter vétsiny vzorki bez ruseni fluorescenci.
Rovnéz zavedeni disperznich spektrometri s multikandlovymi detektory a vyvoj mnoha
riznych forem Ramanovy spektrometrie, umoziuje kombinovat Ramanovu
spektroskopii s infracervenou, coz rozSifuje moznosti analyzy u obou téchto

analytickych technik.®

2.3  Soucasny stav Ramanovy spektrometrie

V soucasné dob¢ jsou komeréné nabizeny Ramanovy spektrometry v riznych
rozmanitych variantach. Tyto spektrometry jsou vyrabény jako laboratorni nepfenosna
zafizeni, ale také existuji pfenosnd zafizeni, takika kapesnich rozmérd. Pfenosné
Ramanovy spektrometry jsou dokonce modifikovany takovym zplisobem, aby byly
odolné i p¥i hrubém zachéazeni v neptiznivych povétrnostnich podminkéch.

Konstrukéné¢ jsou dne$ni Ramanovy spektrometry sestaveny ze zdroje
monochromatického zatreni, kterym je zejména laser se stabilizovanou vinovou délkou.
Do drahy laseru je umistén méfeny vzorek. Zatfeni rozptylené vzorkem je sbérnou a
pfenosovou optikou dopravovano pies monochromdator odstrafiujici zafeni o stejné
vinové délce, jakou mél pouzity laser (Rayleighiiv rozptyl). VétSinou nasleduje
difrakéni mtizka pevna €1 rotujici, délici rozptylené zafeni podle vlnové délky. Vlastni
detekci zajistuje CCD ¢ip, detekujici intenzitu dopadajiciho zafeni pro konkrétni vinové
délky. Z naméfenych hodnot vInoth (pfevracenych hodnot vinovych délek) a jim

odpovidajicich intenzit je sestaveno vysledné spektrum viz Obr. 3. 11

spektrum

CCD detektor

l
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|
e L
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-
= o
o '@
E e
Laser
E | |/
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Obr. 3 Schéma optické drahy Ramanova spektrometru®
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Pokud se jedna o laboratorni systémy, pak jsou dodavany systémy s moznosti
zmény vinové délky pouzivaného laseru, nejbéznéjsi pouzivané vinové délky jsou 1064
nm, 830 nm, 785 nm, 632 nm, nebo 532 nm. Rovnéz je mozné ménit intenzitu
pouzitého laseru, ktera se bézn€ pohybuje v rozmezi 300 mW — 450 mW. Tyto pfistroje
jsou zejména schopny méfit vlnodty v rozmezi 4000 cm™ — 40 cm? tudiz se jedna o
stiedni az vzdalenou infraéervenou oblast se spektralnim rozligenim 3 cm™*—5 cm™.cit 12
Rovnéz jsou u laboratornich Ramanovych spektrometrii pfipojeny automatické
vzorkovace, umoznujici automatickou analyzu velkého mnozstvi vzorkd. U
laboratornich Ramanovych spektrometri byva soucasti prenosové optiky také
mikroskop, umoziujici zaostieni ohniska na konkrétni misto povrchu vzorku a
provedeni analyzy v tomto misté viz Obr. 4. Dalsi variantou jsou 3D mikroskopy, které
jsou schopny postupné zmapovat cely povrch vzorkd v relativné kratkém case.

Ramanovy spektrometry s mikroskopem dosahuji rozligeni 0,5 pm i nizsi.*3

spektrometr

ccD e
detektor

dérova
clona

dichromatické | »
zrcadlo "

dérova
clona

objektiv
mikroskopu

vzorek

Obr. 4 Schéma Ramanova spektrometru s mikroskopem?



Pokud se jedna konkrétné¢ o pfenosné Ramanovy spektrometry, ty vyuzivajici
nejcasteji vinovou délku laseru 785 nm, méné pak 532 nm ¢i 1064 nm. Tyto piistroje
jsou schopny méfit zejména ve stfedni infracervené oblasti, tudiz jsou zaznamenavany
vlnoéty v rozmezi 200 cm™ — 3000 cm™ se spektralnim rozlisenim 7 cm™ — 15 cm™ (v
zavislosti na vyrobci). Tyto ruéni pfistroje jsou zejména urceny k rychlym terénnim
analyzdm pro razné ,bilé prasky“, drogy, vybusniny, chemikélie a podobné, ¢imz
ziskavaji své uplatnéni zejména u slozek integrovaného zachranného systému, tedy

policie a hasi¢t.'*

2.3.1 Prenosné Ramanovy spektrometry Ahura FirstDefender

Béhem této prace bylo vyuzivano pifenosného Ramanova spektrometru Ahura
FirstDefender ve verzi z roku 2007. Tento pienosny spektrometr je primarné uréen pro
vyuziti v terénu, zZ ¢ehoz plyne zna¢na robustnost jeho konstrukce a to i pfi zachovani
kompaktnich rozmérti. Tento ptistroj naléza své uplatnéni zejména pro analyzu latek
v pevném a kapalném skupenstvi. Databaze tohoto piistroje obsahuje k prosinci roku
2013 celkem 11500 polozek. Nespornou vyhodou tohoto pfistroje je nejen moznost
aktualizace databaze, ale také umoznuje pfidavani novych latek a sloucenin do
databaze, coz nachazi uplatnéni pfi rozSifovani schopnosti analyzy pfistroje v ptipadé
chemicky Ccistych latek i smési. Tohoto lze vyuzit pro kalibraci pfistroje ke
kvantitativnimu stanoveni riiznych obsaht latek ve smési.*

Hlavni vyuziti nachéazeji tyto pfistroje jako prvni obrana linie pii identifikaci
chemickych zbrani, v energetice, pfi analyze bilych prasku, narkotik, pasovaného zbozi
a riiznych nebezpe&nych latek a toxickych latek.*

Pfenosné¢ Ramanovy spektrometry jsou v podstaté beztdrzbova zatizeni a jsou
dodavany v ochranném kufru s veSkerym pfisluSenstvim. Podrobnéjsi specifikace
Ramanova spektrometru jsou uvedeny v Priiloha ¢. 2 — Parametry pienosného

Ramanova spektrometru.#



Obr. 5 Ramaniiv spektrometr Ahura FirstDefender verze 2007 (vlevo), verze

2012 (vpravo)'*

2.4  Praktické vyuziti Ramanovy spektrometrie

Ramanova spektrometrie ziskavd v posledni dobé stale vétSi uplatnéni jak
Vv laboratorni praxi, tak v praktickém zivoté. Ramanovy spektrometry jsou hojné
vyuZzivany statni policii a celni policii pfi ur€ovani pasovanych latek zejména pak drog,
popiipadé k analyze bilych praskt pro ovéieni ¢i vylouCeni nebezpe€nosti nalezené
latky, zejména pii teroristickych utocich. RovnéZz své uplatnéni nalézaji Ramanovy
spektrometry pfi identifikaci podezielych latek na letiStich k rozpoznéni, zda se jedna o
vybusninu a také o jaky typ vybusnych latek se jedna. Dalsi Siroké vyuziti nalézaji
Ramanovy spektrometry v rukou hasicu, ktefi jsou schopni témito pfistroji rozpoznat
povahu latek, které jsou nalezeny rozsypané ¢i rozlité pii rGznych havariich ¢i
v nelegalnich skladech.’

Urcit¢ modifikace Ramanovych spektrometrti lze pouzit ke kontinudlnimu
meéfeni sloZeni anestézniho plynu pii podavani anestezie pacientim v lékafstvi. Pro
1ékaiské ucely je také vyuzivana Ramanova spektrometrie zejména v modifikaci SERS
(Surface Enhanced Raman Spectroscopy - povrchové zesilend Ramanova
spektrometrie).’® S vyuzitim této techniky je mozné z vétsi Gasti piekonat silnou
fluorescenci biologickych materialti a Ize tak méfit spektra jednotlivych tkani. Rovnéz
tak lze touto technikou kupftikladu rozlisit nadorovou tkan od zdravé tkané viz Ptiloha ¢.
3 — SERS spektra organickych a biologickych latek.!® Této metody je také vyuZivano

pro studium vird, bakterii a jinych mikroskopickych organismii. Pro ucely 1ékafstvi je
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dalezité také vyuziti pii analyze slozeni 1ékl, pro konfirmaci, zda obsahuji danou
Gi¢innou latku a také jaké dalsi latky obsahuji.!’

Dalsim specidlnim vyuzitim byla oblast ovéfeni pravosti uméleckych dél.
Kuptikladu se jednalo o ovétfeni pravosti mapy Vinlandu, jez méla dokazat, ze byla
Amerika objevena Vikingy jesté pifed Krystofem Kolumbem. Toto stanoveni spocivalo
Vv analyze inkoustu, jimz byla tato mapa zakreslena. Vyhodou této metody je, ze se
jedna o nedestruktivni metodu, tudiz ji 1ze aplikovat i na vzacna umélecka dila a to bez
rizika jejich poskozeni.®
Své vyuziti nalézd Ramanova spektrometrie také pii analyze drahych kamend,

zejména pak k rychlému rozliseni diamantu od zirkonu.8

T T b B ol

[ % it — e

Obr. 6 Ramanovo spektrum zirkonu (nahofe), diamantu (dole)

V neposledni fadé nalezla Ramanova spektrometrie a zejména pak pienosné
Ramanovy spektrometry velké vyuziti pfi rychlé analyze sloZeni alkohold, coz bylo
napomocné pii ovérovani ptitomnosti methanolu v alkoholech béhem obdobi zvySené¢ho
vyskytu otrav zptisobenych nelegalné distribuovanymi alkoholy v Ceské republice na
podzim roku 2012.

10



2.5 Princip Ramanovy spektrometrie

Hlavnim principem, na némz je Ramanova spektrometrie zalozena, je
neelasticky rozptyl zafeni. Rozptyl zafeni se v tomto piipadé nazyva Ramantv
rozptyl.l® Podstatou Ramanova rozptylu je vyvolani zmény polarizace molekuly

oscilaci elektrického pole piichoziho zateni viz Obr. 7.6 20

ty

molekula

~ 180° rozptyl 90° rozptyl

Obr. 7 Princip Ramanova rozptylu zafeni?
Polarizace (P) indukovana v elektronovém obalu molekuly dopadajicim
optickym elektrickym polem (E). K rozptylu zafeni dochazi v rtiznych
smérech, zde jsou zobrazeny ptiklady pro uhly rozptylu 90° a 180°

Takto indukovany dipdl nésledné vyzatuje rozptylené zareni, u néhoz dochazi ¢i
nedochdzi k vyméné€ energie s vibratnim stavem molekuly. Sila takto indukované
polarizace P je umérna polarizaci o a intenzité dopadajiciho elektrického pole E.?°

P=aFE (@D

Jak klasicky tak i kvantové mechanicky pfistup k feSeni Ramanova rozptylu jsou
zalozeny na rovnici (1) a toto feSeni je velmi dulezité pro pochopeni tohoto jevu a
interpretaci spekter.?°

Z teorie elektrodynamiky rovnéz vime, ze jakykoliv pohyb molekuly, spojeny se
zménou elektrického momentu dipdlu, vede k emisi nebo absorpci zéafeni. Elektricky

moment dip6lu P se pii vibracich dvouatomové molekuly méni v prvnim pfiblizeni
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podle rovnice (2). Kde Po je elektricky moment dip6lu v rovnovazné poloze a (0P/dr)o
se nazyva efektivni naboj P %

pr+(2) @

Klasické tfeseni Ramanova rozptylu je zalozeno na vlivu vibrace molekuly na
polarizovatelnost « v rovnici (1). Podminky, jez jsou nutné k tomu, aby se objevili
Ramanovy linie, odvodime pomoci klasické mechaniky pro dvouatomovou molekulu
kmitajici s frekvenci vi. Dale uvazujeme V klasické mechanice dvouatomovou
molekulu, u niz nejprve nedochazi k vibraci. Po ozafeni této molekuly frekvenci Vo
kmitajici s urcitou frekvenci vo jsou elektrony vychylovany ze svych poloh periodicky
s frekvenci Vo, coz vede ke vzniku stfidavého momentu dip6lu. Vektor intenzity
dopadajiciho elektrického pole zafeni je pak popsan rovnici (3).6" 20

E = Eycos2myyt (3)

Indukovany moment P;i pak nabyva tvaru popsaného v rovnici (4), kde
polarizovatelnost « je mirou snadnosti, kterou se vychyluji negativni naboje elektrickym
polem. Index nula pak znaci, ze veli¢ina se tyka rovnovazné polohy.?

P; = ayE cos2mvyt 4)

Polarizovatelnost o se pro vibrujici molekulu méni podle vztahu vyjadieného

vrovnici (5), kde x je vychylka vibrace, pro kterou v zobecnéném priblizeni

harmonického oscilatoru plati vztah vyjadieny rovnici (6).6" 2*
Jda )
= + -
‘=% (096) x=0 x
X = XgCOS2mVt (6)

Pro molekulu s vibrujicimi atomy je indukovany moment dipolu vyjadien dle
rovnice (7).
P; = aE = (ay + a’'x)Ey cos2mvyt (7

= aygEycos2mvyt
1
+ Ea’ono [cos2m(vy + vt + cos2m(vy — vq)t]

Z této rovnice je ziejmé, Ze molekula sama se stane zdrojem zéafeni se stejnou
frekvenci vo jako mélo primarni zareni (klasicky neboli Rayleightiv rozptyl). Nicméné
rovnice obsahuje dalsi ¢leny, a tudiz bude molekula mimo priméarniho zéfeni zdrojem

dalsich zafeni s frekvencemi (vo + v1) a (vo - v 1) neboli Ramantv rozptyl. Linie, jez se
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objevi v Ramanové spektru s nizsi frekvenci nez Vo, maji vétsi energii nezli ptivodni
linie a nazyvaji se Stokesovy linie. Naproti tomu linie pfi vyssich frekvencich, tedy linie
s niz8i energii nezli ptivodni linie se nazyvaji anti-Stokesovy linie.?°

Z rovnice (7) déale vyplyva, Ze k objeveni Ramanovych linii je nezbytné nutné,
aby pfi vibraci dochizelo ke zméné polarizovatelnosti, neboli aby se vyraz a =
(60/0X)x=0 nerovnal nule. Dale je mozno dokazat, ze intenzita Ramanovych linii je pak
imérna &tverci polarizovatelnosti.?

V rozptylovych Ramanovych spektrech pti vzniku Ramanovych linii tak dochézi
ke kvantovych pfechodtim, jak je zobrazeno na schematickém diagramu viz Obr. 8. Pfi
tomto jevu je nutné si uvédomit, ze v rozptylovych spektrech se prechody mezi
jednotlivymi kvantovymi vibra¢nimi stavy déji souc¢asné a ne postupné, tak jako je tomu
v ptipadé fluorescence, kde dochazi k emisi svételného kvanta Ay’ nasledné az po
vlastni absorpci svételného kvanta /v.??

Energie T
A Virtualni energeticka :
hladina T AT

AE,= i -AE, =
AE; =hw, WE, = -hvi AE, =hv, ‘hiv,-v)) | AE =hv, | [-h(v+v)

=== S R o N IEEE L B S
] excitovana v=1 1Y . v=1
vibracni hladina AE, =hv, )
Zaldadni nulova 1Y =0 de v=10 Y v=0
energeticka hladina Rayleighiv ! Stokesiv-Ramanitv | anti-Stokestv -Ramantiv
v=10 elasticky rozptyl | neelasticky rozptyl } neelasticky rozptyl

Obr. 8 Kvantové pirechody pro Ramanova rozptylova spektra®

Intenzita Ramanovych rozptylovych spekter je stejné jako intenzita rozptyleného
zéafeni nepfimo timérna ¢tvrté mocniné vinové délky dopadajiciho zareni. Ramanovy
linie jsou rozlozeny symetricky na obou stranach budici frekvence. Anti-Stokesovy linie
pak maji mnohem mensi intenzitu nez Stokesovy linie a vyskytuji se za normalni
teploty pouze u vibraci s vinoétem do 700 cm™. Pomér intenzit odpovidajicich anti-
Stokesovych a Stokesovych linii je popsan podle rovnice (8).6" 22

las _ ¢ + vv>“ — ®
I V=V,
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2.5.1 Fluorescence

Fluorescence je z hlediska Ramanovy spektrometrie velmi dualezita, jelikoz se
jedna o doprovodny jev vznikajici pii méfeni Ramanovych spekter a ovliviiuje tak a rusi
vlastni stanoveni Ramanovych linii.?*

Fluorescence je tudiz ve své podstaté emise zareni latkou, kterd absorbovala
elektromagnetické zareni. Objevuje se také, kdyz jsou molekuly excitovany do vyssich
energetickych stavii pfi bombardovani elektrony. Fluorescence je tedy formou
luminiscence. V mnoha ptfipadech ma vyzarované zafeni delsi vinovou délku, a tedy
mensi energii, nez melo puvodni absorbované zafeni. Nicméné pokud je absorbované
elektromagnetické zareni dostatecné intenzivni, je mozné, aby elektrony absorbovaly
dva fotony oproti jednomu. Tato absorpce dvou fotonti pak muze vést k emisi zafeni o
kratsi vinové délce a tedy vyssi energii nezli mélo piivodni absorbované zateni.?*

Nejcastéji  vSak  dochazi  kabsorpci  zafeni v ultrafialové  oblasti
elektromagnetického spektra, tedy v neviditelné oblasti, nicméné vyzafované zafeni je
jiz o0 vyssi vinové délce a tudiz okem viditelné. Postupné uvolilovani zafeni a s tim
souvisejici pfechod molekul z vysSich excitovanych stavli do zédkladniho energetického

stavu je popsano Jablonskiho diagramem viz Obr. 9.6t 24

A
2 i s nezarivy
51 piechod
-
0 .
absorpce
fluorescence
L
<]
L]
| =
o 3
2 .
SD
1
0

zakladni stav

Obr. 9 Jablonskiho diagram energetickych pfechodi béhem fluorescenéniho

zareni®
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Z diagramu je patrné, Ze poté co elektron absorboval vysokoenergeticky foton,
doslo ke zméné rotacniho a vibracniho stavu molekuly a jeji excitaci na vyssi rotacné
vibrac¢ni energetickou hladinu. Excitovand molekula se postupné vibra¢né uvolnuje
Z excitovaného stavu pfi ¢emz vyzatuje fluorescencni zafe ve formé fotoni o delsi
vinové délce do doby, dokud se molekula nenavrati na ptivodni nulovou energetickou
hladinu.?

Trvéni fluorescen¢niho zéieni je vSak ¢asové omezené a v béznych situacich kdy
je vybuzeno absorpci fotonli elektromagnetického zareni v ultrafialové az blizké

infradervené oblasti, trva fluorescenéni zafeni v ¥adu 0,5 aZ 20 nanosekund.?*

2.6  Princip infracervené spektrometrie

Infracervend spektrometrie je predevsim urcena pro identifikaci a popis struktury
organickych latek a samoziejmé také latek anorganickych. Infraervend spektrometrie
vyuziva, jak jiz nazev napovid4, infracervené zafeni, které ma pravé dostatek energie,
jez postacuje k rotacnim a vibracnim pfechodiim molekul. Kazd4 vibrace a rotace si tak
z infraderveného spektra vybere pravé ty fotony, které ji energeticky vyhovu;ji.?

Infraervend spektrometrie vyuzivd cast elektromagnetického spektra,
nazyvanou infradervené zafeni (A = 0,78 um — 1000 um), ktera se dé€li na blizkou
sttedni a vzdalenou infra¢ervenou oblast. Blizké infraervena oblast NIR se naléza ve
vlnovych délkach 0,78 um az 3 um (vlnocet ptiblizné 13000 cm™ az 4000 cm™). Stiedni
infraervena oblast MIR se nachdzi v rozmezi vinovych délek 3 pm az 30 pum (vlnocet
piiblizné 4000 cm™ az 200 cm™). Nésleduje vzdalena infradervena oblast FIR lezici
Vv rozmezi vinovych délek 30 um az 1000 pm (vlnoget piiblizné 200 cm™ az 10 cm™).
Nejvice je vSak pro identifikaci vyuzivana stfedni infracervena oblast, v niz lezi nejvétsi
podet charakteristickych absorpci.?®

Pro piepodet vinovych délek na vinoéty lze vyuZit rovnici (9).6 2

Inocet Blcm™1] = - i
vinocet vicm " vilnova délka A [um]

Princip infracervené spektrometrie pak spociva v absorpci infracerveného zareni
pii jeho prichodu vzorkem. Timto dochdzi ke zméné rotacnich a vibracnich
energetickych stavli molekul Vv zavislosti na zménach dipdélového momentu dané

molekuly.®®
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Aby bylo mozné zaznamenat vibrace molekul, provedeme opét aproximaci
realné molekuly dvouatomovou molekulou a budeme ji popisovat opét klasickou
mechanikou jako kmitajici harmonicky oscilator. Pokud budeme toto aplikovat na
realné molekuly, plati zde zakony kvantové mechaniky, podle kterych mutze vibrujici
molekula nabyvat jen urcitych hodnot energie, danych vibracnimi energetickymi
hladinami, oproti klasické predstavé, kde miize nabyvat libovolnych hodnot energie.
Tyto hladiny pfipustné vibracni energie jsou od sebe stejn¢ vzdaleny a byla jim
pridélena vibraéni kvantova &isla.!

Aby byl umoznén ptechod molekuly do vyssich kvantovych energetickych
vibra¢nich hladin, musi molekula absorbovat foton o velikosti energie presné
odpovidajici energetickému rozdilu dvou energetickych vibra¢nich hladin. Energie
fotonu o dané energii a vlnové délce (vlnoctu) se spotiebuje na rozkmitani atomd
v molekule. Detektor pak tuto skutecnost zaznamena jako pokles toku zafeni o dané
vinové délce (vinoc¢tu). Na vysledném spektru se v tomto misté objevi absorpéni
maximum. Protoze vSak jsou vibra¢ni piechody u dvou i vice atomovych molekul
doprovazeny rota¢nimi ptechody, dochézi tak k rozSifeni linie za vzniku absorp&niho
maxima. U realné molekuly v§ak kmity nejsou dokonale harmonické, projevuje se tato
skutecnost tim, ze potencidlova kiivka neni symetricka a energetické hladiny nejsou od

sebe rovnomémé vzdaleny viz Obr. 10.5"

V=4 \ / E= (4+'/;)hV /
V=3 \ 7 E=@ahv | oy § >
V=2 = E,= (2+»)hv 5 = 3 Y ~
V=1 E=(+ahy | 27
V=0 E,= (0+%)hv V=0
Obr. 10 Potencialova kiivka harmonického (vlevo) a anharmonického

(vpravo) oscilatoru®’

Vibrace u viceatomovych molekul si pak l1ze ptedstavit jako soubor vibraci fady
oscilatort, jejichz pohyby jsou na sebe vazany a vzijemné se ovliviyji. Tento slozity
vibra¢ni pohyb lze rozlozit na né€kolik jednoduchych vibracnich pohybt, z nichz kazdy
pfedstavuje jednu tzv. normalni vibraci neboli normalni vibracni modus. Zakladni

rozdéleni vibraci je na vibrace valenéni a deformaéni.t
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U valen¢nich vibraci se méni pfevazné jen mezijaderné vzdalenosti, ¢imz
dochdzi k prodluzovani ¢i zkracovani vazeb a to bud’ symetricky ¢i antisymetricky.

U deformacnich vibraci dochazi ptfevazné ke zméné valencnich uhli.
Deforma¢ni vibrace se déli na ntzkové (scissoring), kyvadlové (rocking), torzni
(twisting) a vé&jitové (wagging).!

Pocet téchto vibraci roste s poctem atomt v molekule (N) a ¢ini (3N — 6) pro
nelinearni molekulu a (3N — 5) pro linearni molekulu. Pficemz v infraCerveném spektru
se projevuji jen ty vibrace, pii kterych dochazi k periodick¢ zméné dipdlového

momentu molekuly.

2.7 Porovnani Ramanovy spektrometrie s infracervenou
spektrometrii

Jak jiz bylo zminéno, tak infracervend spektrometrie je zalozena na absorpci
infraerveného zafeni o uréitych vinovych délkach ptitomnosti konkrétnich vazeb
v molekule. Podminkou zeslabeni prochazejiciho zafeni je vyvolani charakteristickych
vibraci, pfi nichz se méni dipdl moment molekuly. Oproti tomu je Ramanova
spektrometrie zalozena na neelastickém rozptylu zéreni, ke kterému dochazi absorpci
infracerveného zareni a detekci vyzafeného rozptyleného zéteni, jehoz frekvence je
charakteristicka pro dany typ substituentti a vazeb mezi atomy. Aby doslo k rozptylu
zateni, musi tak dojit ke zméné polarizovatelnosti molekuly.*®

Z podstaty principu téchto metod je patrné, Ze charakteristické vibrace vazeb, jezZ
jsou silné v Ramanovo spektru, budou slabé v infraerveném spektru a naopak
charakteristické vibrace silné v infraCerveném spektru, budou slabé v Ramanovo
spektru. Z toho vyplyva, Ze jsou tyto dvé metody k sobé vzajemné doplitkové. Nicméné
kazda z téchto metod ma své prednosti a omezeni.?!

V pfipadé Ramanovy spektrometrie ma kuptikladu voda velice slaby
molekularni signdl, tudiz je snazs$i analyzovat vodné roztoky, v nichz Ramanovy
pfistroje vodu v podstaté nezaznamenavaji, a mohou tak neruSen¢ stanovovat ostatni
slozky vodného roztoku. V piipad¢ infraervené spektrometrie je naopak obtiznéjsi
stanovovat vodné roztoky, jelikoz v infraCervené spektrometrii ma voda velice silny

molekularni signdl a rusi tak stanoveni ostatnich komponent vodnych roztoki.
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V nékterych piipadech je dokonce méfeni vodnych roztokd zcela nemozné a to
V piipadé infradervené spektrometrie vyuzivajici méfici kyvety z chloridu sodného.?®
Ukazme si rozdil téchto dvou metod na piikladu spektra methylesteru kyseliny
olejové meéfeného Ramanovou spektrometrii  a infracervenou spektrometrii
s Fourierovou transformaci. Je patrné, Ze polarizovatelnost vazby C=C se vyrazné méni
s vibraci spojenou se zménou délky vazby C=C. V tomto piipad¢ je Ramaniv rozptyl
vibraci vazby C=C silny, oproti vibraci vazby C=0 ktera je velmi slaba. Provedeme-li
porovnani s infracervenou spektrometrii, pak absorpce v infracervené oblasti vyzaduje
zménu dip6l momentu, aby byla vibrace aktivni v infracerveném spektru. Tudiz vibrace

vazby C=C je velmi slabd vii¢i absorpci infracerveného zareni vazbou C=0O, kde je

vibraéni zména délky vazby velmi silna viz Obr. 11.6 1

Methylester kyseliny olejove

600 1100 1600 2100 2600 3100

Vinoget, cm!

Obr. 11 FT-IR spektrum (nahoi'e) a Ramanovo spektrum (dole)

methylesteru kyseliny olejové!

Pro Ramanovu spektrometrii také existuje urcité omezeni, zejména pak pfi
analyze biologickych materidli a obecné vysoce fluoreskujicich materiali, kde
fluorescencni zafeni vybuzené ozafenim vzorku je intenzivngj$i, nezli vlastni
molekularni signal a znemoziiuje tak vlastni analyzu vzorku.!” Tuto nevyhodu je viak

mozné zmirnit ¢i pIn¢ odstranit vhodnou volbou vinové délky budiciho zateni popiipadé
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vyuzitim modifikovanych technik Ramanovy spektrometrie, kterymi jsou zejména
SERS a SERRS, jez poskytuji o n¢kolik fadt silnéjsi molekularni signal, ¢imz je rusivy
vliv fluorescence prekonan.?®

Pokud se jedna o Ramanovu spektrometrii, je mozné provadét analyzu piimo,
bez pfipadné uUpravy vzorku ¢i zdznamu pozadi, nicméné v piipad¢ infracervené
spektrometrie je vzdy zapotiebi soubézné s vlastni analyzou provadét méfeni srovnavaci
pro eliminaci ruSivych vlivii pozadi, poptipad¢ je nutné nejprve identifikovat méfené
pozadi a nasledn¢ odecist tyto hodnoty pozadi od naméfenych hodnot stanovovaného
vzorku.!

Ob¢ dvé metody jak infraCervena spektrometrie, tak Ramanova spektrometrie
jsou diky rozvoji techniky dostupné i v pfenosné varianté, coz umoziuje provadeéni
analyz i v terénnich podminkéch.°

Dal$i nespornou vyhodou pfi vyuzivani Ramanovy spektrometrie, zejména
V pfenosném provedeni, je moznost provadéni analyz i bez nutnosti odbéru vzorku.
V ruénich pfistrojich byva vétSinou vyuzivano diodovych laserti pracujicich v blizké
infracervené oblasti 785 nm. Toto zafeni z vétsi ¢asti prochdzi i sklenénymi nddobami,
tudiz je mozné provadét stanoveni i pies transparentni sklenéné Ci plastové obaly.
Naproti tomu u infraCervené spektrometrie je vzdy nezbytné provést vlastni odbér
vzorku.**

Obé¢ tyto metody nalézaji zna¢né vyuZiti a je vzdy zapotfebi vybrat vhodnou
metodu pro konkrétni oblast pouziti, poptipadé vyuziti obou téchto metod znaéné

rozSifuje moznosti provadénych analyz.
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3 Prakticka ¢ast

3.1 Ovladani Ramanova spektrometru

Pienosny Ramantiv spektrometr Ahura FirstDefender je velice robustnim
zafizenim schopnym pracovat ve znacné nepfiznivych podminkach. Kupftikladu je
schopen pracovat déle jak 30 minut v zapnutém stavu vice jak metr pod hladinou vody.
Lze s nim pracovat pfi vysoké relativni vlhkosti konkrétné 95% vlhkosti a teploté 60°
déle jak 10 dni. Je také schopen dlouhodobé pracovat v prasném prostiedni. Tento
ptistroj je schopen efektivné pracovat i pfi narazu po padu 26 krat z vysky 1,22 m na
pieklizkovou desku poloZenou na betonu.*

Parametry tohoto pfistroje tak reflektuji pozadavky na praci v terénu
V nebezpecném prostiedi. Rovnéz pfi nasazeni tohoto pfistroje do vyuky chemie, kdy
lze oCekavat ne pfili§ vhodné zachazeni, nemtze prakticky dojit k poskozeni tohoto
pfistroje 1 neSetrnym zachézenim ze strany zaku ¢i studenti.

Pti praci s ptistrojem je vSak dilezité¢ dodrzovat nékolik bezpecnostnich opatieni
a rovnéz se dikladné seznamit s principem, funkcemi a postupem pouzivani tohoto

pfistroje.

3.1.1 Bezpecnostni upozornéni pro praci s Ramanovym spektrometrem

Jelikoz pfistroj pro svou funkci vyuziva stabilizovany diodovy 300 mW laser
spadajici do skupiny CLASS IIIB pracujici v blizké infracervené oblasti na vinové délce
785 nm +/- 0,5 nm je nutné dbat zvySené opatrnosti pii vyuziti vnéjSiho zdroje
laserového paprsku. V tomto ptipade je nutné dodrzet minimalni vzdalenost 35 cm od
hrotu pfistroje viz Obr. 12. Do této vzdalenosti mize laserovy paprsek, do oka piimo
dopadajici poptipadé i odrazeny, vazné a nenédvratné poskodit zrak. Rovnéz pii praci
S vybus$ninami ¢i jinymi hoflavymi a nestabilnimi materialy je nezbytné pro analyzu
snizit nastaveni vykonu laseru na minimum, zvolit co nejmenSi mnoZstvi této latky a
vyuzit k analyze vné&jsi nastavec, aby se zabranilo, popiipadé minimalizovalo nebezpeci

exploze & vzplanuti méfené latky.
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vzdalenosti 35 cm
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Obr. 12 Bezpeé&na zéna pro praci s Ramanovym spektrometrem?*

3.1.2 Postup analyzy vzorku pfenosnym Ramanovym spektrometrem

Pro zajiSténi spravného sniméni, je dillezité spravné nastaveni ohniska laseru pii
pouziti vnéjSiho konického snimaciho nastavce. Ohnisko laseru je bodem, kde je
soustiedény laserovy paprsek nejintenzivngjs$i a produkuje tak maximalni molekularni
signal. Snimaci nastavec piispiva ke spravnému umisténi piistroje tak, aby bylo ohnisko
laseru umisténo ve spravné pozici pro idealni méfeni testovaného vzorku. U pfistroje je
mozné nastaveni snimaciho nastavce do t¥i poloh:*

1. Snimaci konicky nastavec je V krajni pozici: Ohnisko laseru je na Spicce
snimaci hlavy (krajni pozici snimaciho néstavce znaci oranZovy pruh na
snimacim nastavci).

2. Snimaci konicky nastavec je ve stiedni pozici: Ohnisko laseru je ve
vzdalenosti 5 mm nad Spic¢kou snimaciho nastavce.

3. Snimaci konicky nastavec je sejmut: Ohnisko laseru je ve vzdalenosti 18 mm

od sbérné optiky piistroje.
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Obr. 13 Nastaveni ohniska laseru*

Ramantv spektrometr vyuziva pro svou funkci laserovy paprsek o vinové délce

v blizké infracervené oblasti. Toto zafeni pronikd béznym sklenénym popiipadé i

plastovym obalem. Z tohoto vyplyva, Ze lze timto pfistrojem stanovovat latky umisténé

v riznych sklenénych ¢i plastovych lahvich, saécich ¢i jinych obalech. Podminkou je,

aby byl pouzity obal prihledny. Zabarvené obaly propoustéji jen malé mnozstvi zafeni,

coz by znesnadnovalo, poptipad¢ zcela znemozilovalo analyzu. Pfi analyzovéani obsahu

nadob a obalii tak mohou nastat 4 piipady:**

1.

Tenkosténna nadoba (3 mm a tenci) vyrobend z transparentniho plastu ¢i
¢irého skla s kapalnym obsahem — snimaci hlavu zasunutim nastavime do
stiedni polohy, kdy neni viditelny oranzovy pruh.

Tenkosténna nadoba (3 mm a tenci) vyrobend z transparentniho plastu ¢i
¢ircho skla s pevnym obsahem — snimaci hlavu vysunutim nastavime do
krajni polohy, kdy je viditelny oranZovy pruh.

Silnosténna nadoba (siln€j$i neZ 3 mm) vyrobend z transparentniho plastu ¢i
¢irého skla — snimaci hlavu odpojime od pfistroje a ptiloZime sbérnou optiku
piimo na analyzovany obal.

Nadoba z neprthledného obalu — snimani pfes stény téchto nadob neni

mozné.

Obr. 14 Analyza vzorki ve sklenénych a plastovych obalech*
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V piipad¢ analyzovani volnych kapalin mohou nastat dva ptipady, jak lze tyto

kapaliny analyzovat:!*

1. V ptipad¢ rozlité kaluze kapaliny s hloubkou nad 5 mm umistime snimaci
hlavu do stfedni polohy a ponofime hrot snimaciho nastavce pod hladinu
kapaliny.

2. V ptipad¢ tenkého filmu kapaliny ¢i pouhych kapek, odsajeme kapalinu
pomoci vatové tyCinky tak, aby byla vatova tyCinka pln¢ nasékla kapalinou.

Snimaci nastavec umistime do stfedni polohy a piilozime jej k vatové

ty¢ince.
i i 2.
_—

Obr. 15 Analyza kapalnych volnych kapalnych vzorki*

V piipadé, Ze je zapotiebi analyzovat sypké, pevné ¢i pastovité materialy, jsou

mozné 3 varianty snimani téchto vzorki:*

1. Rozsypany material ve vrstvé dostatecné silné, ze neni vidét povrch pod nim.
Umistime snimaci nastavec do krajni polohy (oranzovy pruh je viditelny) a
ptiloZime hrot k povrchu sypkého materialu.

2. V ptipadé vétsich castic pevného materidlu, umistime snimaci nastavec do
krajni polohy a ptiloZime hrot nastavce k povrchu pevného vzorku.

3. Pokud je zapotifebi analyzovat tenky film pastovitého vzorku, utvoiime
z materialu vétsi hromadku, aby nebyl viditelny material podkladu. Snimaci
nastavec umistime do krajni polohy a pfiloZzime k povrchu pastovitého

materialu.
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Obr. 16 Analyza volnych pevnych a pastovitych vzorka'*

V piipadé, Ze analyza vzorku s vyuzitim konického snimaciho nastavce
neposkytuje dostatecné silny molekularni signal k provedeni analyzy, popiipadé je-li
stanoveni ruseno silnou fluorescenci, je vhodné umistit vzorek do vialky a vialku
umistit do drzaku vialek uvnitf pfistroje. Analyza vzorkll uvnitt vialek je piesnéjsi,
jelikoz je stanoveni mén¢ ruseno okolnim osvétlenim a povrchy. V ptipadé analyz
s vyuzitim drzdku vialek je vétSinou maximalni doba analyzy v fadu maximalné
nékolika desitek sekund. V ptipadé pouzivani vnéjsiho nastavce mize analyza trvat i
nékolik minut, tudiz je vhodné&jsi pouzivat vnitini drzék vialek, je-1i to mozné vzhledem
k povaze vzorku.!*

V piipad€ méteni s vyuZitim vnitiniho drzdku vialek pouzivame vialky o objemu
4 ml. Vialky vkladame zasunutim do drZzéku vialek do slysitelného cvaknuti. Vyndani
vialky z pfistroje provedeme stiskem tlacitka EJECT uvniti drzaku vialek. Vlastni
analyzu provadime dle nasledujiciho postupu v zavislosti na povaze vzorku:'*

1. V pfipadé kapalného vzorku, naplnime vialku alesponi 300 pl vzorku tak, aby

dosahoval ohniska laseru pfi umisténi v drzaku vialek, ktery ma sklon 45°.
Dale pokud je na vialce etiketa ¢i néjaky napis, umistime vialku do drzédku
tak, aby nebyla etiketa na strané sméfujici dolt viz Obr. 17.

2. V ptipad¢ pevného vzorku, premistime do vialky dostatecné mnozstvi

vzorku a dbame na to, aby byl vzorek v kontaktu se sténou vialky a zaujimal

pozici v ohnisku laseru viz Obr. 17.

24



Obr. 17 Analyza kapalnych a pevnych vzorki uvnitf drziku vialek'*

3.1.3 Detailni postup ovladani pristroje

Nejprve pred pouzivanim je zapotfebi pfistroj zapnout tlacitkem ON/OFF.
Nasledné pted zahdjenim vlastniho snimani je zapotiebi zadat kod, ktery odemkne laser
a umozni tak praci s pfistrojem. Kod je zadavan po stisku klavesy ARM a je soucasti
dokumentace Kk piistroji Ahura FirstDefender. Rychlé spusténi snimani lze provést
klavesou QUICK SCAN. Pro praci s pfistrojem vyuzivame kurzorové klavesy pro
pohyb vmenu a vybér jednotlivych polozek menu. Potvrzeni volby je provadéno
klavesou ENTER. Ruseni volby je provadéno klavesou ESC viz Obr. 18.

Obr. 18 Ovladaci prvky Ramanova spektrometru Ahura FirstDefender

Pro zahijeni analyzy vzorku vlozime vzorek do drzdku vialek ¢i pfilozime
snimaci konicky nastavec ke vzorku. V menu pfistroje pomoci kurzorovych klaves
zvolime polozku SCAN a klavesou ENTER potvrdime nabidku V nasledujicim menu
kurzorovymi klavesami zvolime nabidku Go a stiskem kldvesy ENTER zahdjime

vlastni analyzu viz Obr. 19.
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Obr. 19 Hlavni menu Ramanova spektrometru Ahura FirstDefender

Po spusténi analyzy se rozsviti varovné oranzové diody, umisténé v horni Casti
pfistroje po stranach drzaku vialek. Behem vlastniho méfeni je na obrazovce pftistroje
zobrazeno varovani s nejmensi doporucenou bezpecnou vzdalenosti operatora od
ptistroje a je zde také zobrazen aktudlni prib&h méfeni. V horni ¢asti obrazovky je
volitelné umisténa stupnice sily molekularniho signalu a pfipadné také stupnice
zobrazujici Groven ruSeni analyzy vlivem fluorescence. Ve spodni stavové stupnici je
zobrazen i piiblizny prubéh analyzy a je zde mozné odecist odhadovany Cas zbyvajici k
dokonceni analyzy viz Obr. 20.

Active Scan - [Session009 : Scan002]
Warning: Laser emission possible.

Use in accordance with manual

. and ANSI Z136.1. Maintain an eye
\§ distance of > 35 cm (14 in) from
») laser aperture,

Press <esc> to cancel scan.
Press <arm> for emergency stop.

| JARM) 1/1/14 1:32PM

Obr. 20 Obrazovka probihajici analyzy*
Po zméteni ukonceni méfeni pohasnou kontrolni oranZové diody a na obrazovce

piistroje je zobrazen aktualni pribéh prohledavéani databaze a porovndvani naméfené¢ho

spektra se zaznamy z databaze viz Obr. 21.
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Obr. 21 Obrazovka probihajiciho vyhodnoceni naméreného spektra

Po ukonceni prohledavéani databaze je, Vv pfipad¢ nalezeni shody naméteného
spektra s databazovym zaznamem, v horni ¢asti obrazovky pfistroje zobrazen nazev
chemické latky, ktera byla spektrometrem identifikovana. V ptipadé nalezeni vice
shodnych vysledkii jsou Vsestupném pofadi zobrazeny nazvy potencialné
identifikovanych latek s vyjadfenim procentualni moznosti shody naméiené latky se

zaznamem z databaze viz Obr. 22.

Session002 : Scan001 (review) Session004 : Scan001
Positive matches found

Positive match found Toluene 69.7%
Lacquer Thinner 30.3%

Acetone

The measured data is consistent with ALL of the above library
The measured data is fully consistent with the library record for  items. The probabilities (%) indicate how much the measured
Acetone. Press enter for menu. data favors one item versus another, They are NOT
concentrations.

i’ @ 1/1/14 1:32PM ={i} (TID 1/1/14 1:32PM

Obr. 22 Vysledky pozitivni analyzy méreného vzorku

Pokud je béhem analyzy nalezeno v méteném vzorku vice latek, zobrazi ptistroj
upozornéni na nalez smési a dle intenzity odezvy jednotlivych slozek urci pfiblizné
procentualni zastoupeni jednotlivych slozek v méfené smési. V piipadé ze pristroj
nenalezne zadnou shodu méfené¢ho spektra se zdznamy z databédze, je na obrazovce
pristroje zobrazeno varovani, ze nebyla nalezena Zadnd odpovidajici latka. V tomto

pripadé muze byt divodem, bud’ velice slaby signal métené latky, nebo velké ruSeni
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stanoveni fluorescenci, popfipad¢ danad databaze neobsahuje spektrum méfené latky viz
Obr. 23. V ptipadé, kdy je pfistroj schopen zméfit spektrum dané latky s dostate¢nou
presnosti, ale neni nalezena shodnd latka z databaze, je mozné dany scan ulozit do
databaze pfistroje (zname-li méfenou latku) a tim je pfistroj schopen v budoucnu danou

latku rozpoznat jak v Cistém stavu, tak v ptipadé smési.

Session004 : Scan008 (review) Session003 : Scan001 (review)
Mixture No match found
2-Propanol 14 i No similar materials found

Methanol 38%

The measured data can not be adequately described by a single

library item, but a mixture of the above items accounts for 97%  No match was found in the library. Contact Ahura Support
of the measured Raman data. Yalues shown are the amount of  Services at 800-374-1992 for spectral analysis assistance.
Raman data that can be described by each item.

E ] ZARM] 1/1/14 1:32pM =i} @D 1/1/14 1:32PM
Obr. 23 Vysledky analyzy pii identifikaci smési a negativniho vysledku

analyzy

V piipadé pozitivni identifikace dané latky, lze zmenu pfistroje vyvolat
zdznamy z databaze obsahujici podrobné informace o identifikované latce, zejména je
zde uveden vzorec, ¢islo CAS, dale jsou zde uvedeny zakladni udaje charakteru a
nebezpecnosti identifikované latky, zda je nachylna k vybuchu ¢i k vzplanuti, dale je
zde uvedena nebezpecnost latky pro zdravi clovéka ¢i nebezpecnost pro Zivotni
prostiedni a rovnéz jsou zde uvedeny moznosti nakladani s danou latkou a jeji
likvidace. Rovnéz je zde moznost zobrazit méfené spektrum dané latky. Namétené
spektrum Ize ulozit jako obrazek ve formatu JPG obsahujici graf a udaje o
identifikované latce poptipad¢ l1ze spektrum exportovat jako soubor SPC, ktery je
mozné nacist v pocitaCovém softwaru pro zpracovani spektrofotometrickych dat viz

Obr. 24.
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Obr. 24 Detailni popis analyzované latky a jeji méirené spektrum

3.2 Kalibrace Ramanova spektrometru

Soucasti této prace je vytvoreni kalibrace methanol-ethanol ke kvantitativnimu
stanoveni obsahu methanolu v alkoholickych napojich. Popudem K vytvofeni této
kalibrace byl zejména zvySeny vyskyt trvalého poskozeni zdravi a dokonce i né€kolik
desitek ptipadd Gmrti po poziti alkoholickych népoji kontaminovanych zejména
methanolem. Béhem této methanolové aféry byl rovnéz zjistén zvySeny vyskyt
nelegalné distribuovanych alkoholickych napojt, které byly vyrdbény nedokonalym
precisténim denaturovanych alkoholii, zejména se jednalo o denaturaéni smési dle
Ptilohy &. 2 vyhlasky &. 141/1997 Sb. ve znéni pozdgjsich predpisti?®. Témito smésmi
byla denatura¢ni smés €. 13 obsahujici jako denaturacni ¢inidlo isopropylalkohol, dale
denatura¢ni smés €. 14 obsahujici methanol a nésledné denaturac¢ni smési €. 1a, 19, 20 a
21 obsahujici denaturacni ¢inidlo Bitrex (denatonium benzoat). Vytvoteni kalibrace pro
Ramaniv spektrometr tak bude slouzit k rychlejsimu vylouceni ¢i potvrzeni
nebezpecnosti distribuovanych alkoholickych napoju i bez nutnosti otevieni obalu. Tato
rychlé identifikace tak mlize pomoci v ochrané zdravi populace.

Soucasti kalibrace Ramanova spektrometru je vytvoreni kalibracni fady pro
nejbéznéjsi alkoholické napoje S objemovym obsahem 40% ethanolu. Celkové budou
vytvofeny dvé kalibra¢ni fady. Prvni kalibra¢ni fada je sestavena pro vyS$i obsahy
methanolu ve 40% roztoku ethanolu viz Tabulka 1. Druha kalibracni fada je vytvofena
zejména pro nizSi obsahy methanolu ve 40% ethanolu pro piesngj$i stanoveni, zda
alkohol spliiuje legislativni pozadavky na obsah methanolu dle Natizeni ¢.

110/2008/ES*° viz Tabulka 2.
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Tabulka 1 Kalibraéni Fada pro vyssi obsahy methanolu ve 40% alkoholu

Methanol
) 0 5 10 15 20 25 30 35 40
[obj. %]
Ethanol
) 40 35 30 25 20 15 10 5 0
[obj. %]

Tabulka 2 Kalibraé¢ni Fada pro niZsi obsahy methanolu ve 40% alkoholu

Methanol
0 1 2 3 4 5
[obj. %]
Ethanol
) 40 39 38 37 36 35
[obj. %]

Soucasti kalibrace bude také ovéteni schopnosti pfistroje detekovat pfitomnost

isopropylalkoholu a denatonium benzodtu v denaturovaném lihu.

3.3 Stanoveni sloZeni alkoholickych napoji s vyuzitim Ramanova
spektrometru

Nespornou vyhodou pfi analyze alkoholil s Vyuzitim Ramanovy spektrometrie je
fakt, Ze alkoholy obsahuji zejména vodu a jelikoZ ma voda velmi slaby signal
v Ramanovych spektrech, lze tak bez vétSiho ruseni stanovit ostatni slozky alkoholi,
zejména pak ethanol, ale také ostatni latky, kterymi mohou byt alkoholy
kontaminované. Témito latkami jsou zejména methanol, isopropylalkohol, n-butanol,
tzv. ptiboudliny a dalsi latky.

Ptiklady namétenych spekter kalibrace pro nizsi obsahy alkoholu je vidét na
vybraném useku spektra na Obr. 25. Na vlnoétu 1035,8 cm™ je jiz v p¥ipadé nizsich
obsahii methanolu patrny rostouci charakteristicky peak methanolu, ktery je posunuty
oproti charakteristickému peaku ethanolu na vlnoétu 883,9 cm™. Jesté lépe je tato
skutecnost patrnd na vybraném useku spektra kalibrace vysSich obsahtt methanolu na
Obr. 26. Z grafu je dobie patrné jak rostouci obsah methanolu se odrazi ve vysce

nametfeného charakteristického peaku methanolu.
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Obr. 25 Vybrany usek spektra s charakteristickymi peaky methanolu a
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Obr. 26 Vybrany usek spektra s charakteristickymi peaky methanolu a

ethanolu kalibrac¢ni Fady pro vyssi obsahy methanolu

Na Obr. 27 je pak na vybraném useku spektra vidét rozdil v naméfeném spektru
ethanolu a 2-propanolu, ktery je soucasti denaturovanych alkohold. Je zde dobfe patrné,
ze charakteristické peaky obou téchto chemickych latek jsou oproti sobé vyrazné
posunuty a lze tak Skodlivy 2-propanol jiz vizualnim pohledem na spektrum bezpecné

od ethanolu odlisit.
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Obr. 27 Vybrany usek spektra s charakteristickymi peaky 2-propanolu a

ethanolu

3.4 Identifikace neznamych latek pomoci Ramanova spektrometru

Soucasti této prace je ovéfeni schopnosti Ramanova spektrometru identifikovat
nékolik druhli nezndmych latek, zejména pak Cirych roztokl a bilych prasku, které
senzoricky ¢lovék nedokaze rozlisit. Na Obr. 28 jsou zobrazeny ptiklady testovanych
latek. Jedna se o 10 Cirych roztokt, které jak je z obrazku patrné, nelze vizualné rozlisit.
Dale je zde zobrazen piiklad 10 bilych prasku, které je opét nesnadné okem rozlisit.
V obou piipadech vizualni identifikace selhava, rovnéz tak ur¢eni pomoci Cichu nelze
brat pfili§ v potaz a také se nedoporucuje Cichat k neznamym latkam, které by mohli byt
toxické jiz pfi inhalaci vypari. Rovnéz rozliSeni latek pomoci chuti nelze v ptipadé
chemickych latek provadét s ohledem na jejich potencialni toxicitu. Z tohoto postu byl
k analyzam pouzit Ramantv spektrometr, ktery byl schopen neznamé latky presné
identifikovat v fadu n¢kolika malo sekund.

Dale bylo analyzovano nékolik bézné dostupnych 1€kt k ovéfeni piitomnosti
ucinné latky v daném Iéku viz Obr. 28. V kapitole Ptiloha ¢. 4 — Analyza neznamych
latek, jsou pak zobrazeny vybrané useky métenych spekter téchto neznamych vzorkd.

Jednotlivé analyzované vzorky jsou dle ¢isla uvedena v Tabulka 3.
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Obr. 28 Testované neznamé vzorky ¢irych kapalin, bilych praska a 1éka

Tabulka 3 Identifikované neznamé vzorky ¢irych kapalin, bilych praski a

1éka
Neznamy kapalny | Identifikovana Neznamy pevny Identifikovana
¢iry vzorek ¢. latka bily vzorek ¢. latka
1 Xylen 8 Sulfonamid
2 Benzen 9 Uhli¢itan sodny
7 Chloroform 14 Ethylendiamid
tetraoctova
kyselina (EDTA)
11 Tetrahydrofuran 17 Sulfid barnaty
37 Dichlormethan 20 Diamantan
(C1aH20)
38 Aceton 21 Adamantan
(C10H16)
39 Toluen 25 Octan vapenaty
42 Polyvinyl 28 Sific¢itan sodny
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pyrollidon

43 1-hexanol 44 Kys. citronova

46 Tetraethyl 45 Skrob
orthosilikat

Neznamé léky c¢. Identifikovana latka

A Ibuprofenum

B titanova béloba, uhli¢itan vapenaty

C Acetaminophen (Paracetamol)

3.5 Zakladni interpretace Ramanovych spekter

Aby bylo mozné interpretovat spektra métenych latek, je dilezité nejprve urcit
intenzivni charakteristické peaky, které odpovidaji vibracim vyvolanych specifickymi
funkénimi skupinami a jejich vazbami. Intenzita peakti v Ramanové spektru je uréena

zménou polarizovatelnosti b&hem vibrace. Dana je vztahem:3!
da\*
[ x (%) (10)
Kde a = polarizovatelnost
Q =normalni soufadnice
Polarizovatelnost o méfi miru snadnosti, s niz vné&jsi elektrické pole muze

vyvolat doCasny dipolovy moment. Tak méfi snadnost, s jakou muize byt elektricky

naboj molekuly piesunut. Polarizovatelnost je velka, kdyz je velka koncentrace volnych

elektroni v molekule. Experimentalné bylo ovéfeno, Ze kdyz je pomér (Z—g) velky,

dostavame pak relativné intenzivni Ramanovy vazby.3! Napiiklad:

a) Nasobné vazby: C=C, -C=N, C=C, C=0. V piipad¢ téchto vazeb je velka
koncentrace elektronové hustoty mezi atomy a tim je pii vibraci zptisobeném
protazeni vazeb ziskan silny Ramantiv signal.®!

b) CI, Br a I atomy. Tyto atomy maji elektrony umisténé ve vné&jsi slupce a jsou
drzeny pomérné¢ volné¢ a mohou tak byt vloZzenym elektrickym polem
posunuty. Vibrace vyvolavajici protazeni a ohyb vazeb vyvolanych témito

atomy jsou vétsinou intenzivni.>!
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d)

f)

Ostatni mnoha elektronové atomy: S, Hg a dalsi t€zké kovy. Zde jsou opét
elektrony ve vné&jsi slupce drzeny relativné slabé. Vibrace vyvolavajici
protazeni vazeb vyvolané témito atomy jsou pak relativné intenzivni.3!
Naopak u vazeb, které jsou siln¢ polarni, intenzita Ramanovych linii ma
tendenci byt slaba, jelikoz jsou elektrony pévné drzeny elektronegativnim
atomem. Protazeni vazeb vyvolané skupinami O-H a C-F jsou velmi slabé
vV Ramanovych spektrech, naproti tomu v infraCervenych spektrech jsou
velmi intenzivni.3!

Vylucujici pravidla: Pro molekuly se stfedovou soumérnosti, které jsou
aktivni v infraCervené spektrometrii, jsou zakdzané v Ramanovych spektrech
a naopak.>!

Ramanova spektra maji tendenci byt vice citlivd na strukturu molekuly,

naproti tomu infraervena spektra jsou vice citlivda na funkéni skupiny

pfipojené ke struktuie.®!

Priklady porovnani intenzity odezvy pro vybrané funkéni skupiny a vazby

Vv infracervené spektrometrii a Ramanové spektrometrii jsou uvedeny v Tabulka 4.

Tabulka 4 IC vs. Ramanovy intenzity skupin®

Slaba v IC, silné | Intenzivni v IC, slabé | Intenzivni vIC i
v Ramanovych spektrech | v Ramanovych spektrech | v Ramanovych spektrech
C=C protazeni C-F protazeni -C=N protazeni

C=C protazeni O-H protazeni >C=N protazeni

N=N protazeni N-H protazeni C-Cl protazeni

S-H protazeni C-H mimo rovinu ohybu | -NO; protazeni

C=S protazeni

C-S protazeni

S-S protazeni

CH3 krouceni

Vybrané Ramanovy skupiny frekvenci, které mohou byt wuzitecné

Vv problematickych sekcich:*®
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a) C=C protazeni — velmi silné v Ramanovych spektrech: 1680 — 1630 cm™.it

33

b) Fenylové slouceniny — velmi silné v Ramanovych spektrech pro mono-, 1,3-,
a 1,3,5-substituenty: 1000 +10 cm™.ct 33

¢) C-CHs — symetrickd deformace na vInodtu 1375 +5 cm™ je viditelna
vV Ramanovych spektrech pokud je methylovda skupina védzana na
nesaturovany uhlik (napfiklad: aromat —CH3, =C-CHz nebo =C-CHz). Pokud
je methylovd skupina vazdna na saturovany uhlik, je Ramaniiv signal

extrémné slaby.®

Dosud byla popsana Ramanova spektra s ohledem na jednotlivé funkéni skupiny
a nyni si ukazme, jak budou vypadat Ramanovy linie, kdyZ bude v molekule ptitomno
vice vazeb a tudiz se bude jednat o spojovani vibraci. Pro ilustraci si uvedeme spojovani
vibraci prvniho fadu na symetrické molekule CO,.%

Molekulu CO; si Ize piedstavit jako dva identické harmonické oscilatory (C=0)
sdilejici centralni uhlikovy atom. Pokud dojde pii vibrace k protaZeni jedné vazby,
zpusobi pohyb uhlikového atomu kompresi druhé vazby ¢imz je tato vazba zapojena do
vibrace. Vysledkem této interakce je spojeni dvou pivodnich energetickych stavi

tvoficich dva nové stavy, jeden s vyssi energii a druhy s niz§i energii.®

o 2349 (10) 0=c=0
|T5 (~1850)
. \\\
nesp?Jene . (1340) (Raman) —O0=C=0—
oscilatory X
spojené
oscilatory

Obr. 29 Spojené oscilatory prvniho fadu v molekule CO2 (uvedené Ciselné

hodnoty jsou v jednotkach cm™)

Spojovani prvniho tadu se objevuje u frekvenci mnoha vyznamnych skupin:
a) Protazeni vSech kumulovanych dvojnych vazeb X=Y=Z
b) Protazeni u skupin XY? vcetné skupiny -CH>-
€) Protazeni u skupin XY3 véetné skupiny -CHs-
d) Deformace u vazby skupiny XY3
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e) Skupina N-H v roviné ohybu sekundarnich amidi

V molekuldch se nicméné také uplatiiuje spojovani druhého tadu nazyvané
Fermiho rezonance. Tento jev lze opét dobfe ilustrovat na molekule CO2. Opét se jedna
0 interakci dvou stavl s rozdélenim vysledné energie, ale s tim rozdilem, ze jeden ze
stavil je souCtem frekvenci (napfiklad: va + vb, 2va + vb, va + Vb + v¢) a druhy je
harmonickym nasobkem frekvenci (napiiklad: 2va, 3va, 4va). Soucet frekvenci a nasobky
jsou kvuli neharmonickym podminkam potencialni funkci. Fermiho rezonance tak
zavisi na neharmonickych podminkach, coZ je pfi¢inou interakce druhého fadu.®®

V molekule CO; je hypoteticky aktivni Ramanova vazba na vinoétu 1340 cm™,
Nicmén¢ ve skuteCnosti ma tato molekula dva pasy s téméf stejnou intenzitou na
vlnoétu 1286 cm™ a 1388 cm™. Tento jev vysvétlil az Enrico Fermi. Nerusené
symetrické protazeni by bylo na 1340 cm™. Ohyb v molekule CO- je aktivni na vlno&tu
667 cm™ tudiz bude prvni nasobek frekvence o néco mensi nez 2 x 667 = 1334 cm™.
Jelikoz je tato hodnota blizko vlnoétu 1340 cm™, rozdéli se tento mix dvou stavi, tak

jak je ukazdno na Obr. 30. Toto rozdéleni o 102 cm™ je viak nezvykle velké pro

Fermiho rezonanci, ktera vétsinou dosahuje nizsich hodnot.®
1388
—_ -
— -
(~1340) -
2 x 667 =1334 ~ —
—~ —
~

~ 1286

Obr. 30 Interakce druhého Fadu (Fermiho rezonance) v molekule CO2 (uvedené
Ciselné hodnoty jsou v jednotkach cm™)3

Fermiho rezonance musi vSak spliiovat 3 podminky:

a) Frekvence prvniho fadu musi byt blizko sebe (typicky je vzdalenost mensi
nez 30 cm)*

b) Zakladni, harmonické nebo souctové frekvence musi mit stejnou symetrii ve
smyslu teorie grup®?

C) Musi byt néjaky mechanismus pro interakci, z tohoto divodu nemohou byt
vibrace lokalizovany v riznych c¢astech molekuly. Napiiklad u molekuly

CO2 zplisobi ohyb molekuly malé odstréeni kyslikovych atoml od sebe,
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pokazdé kdyz prochazi atom uhliku rovnovaznou polohou, k ¢emuz dochazi
dvakrat za cyklus ohybu.®

Fermiho rezonance tak zpiisobuje posun vazeb z jejich normalnich pozic.

Abychom vubec byli schopni rozkli¢ovat naméfena Ramanova spektra, 1ze jako
zakladni pomucku pro interpretaci Ramanova spektra vyuzit nasledujici tabulku
obsahujici vlnocty pro charakteristické vibrace zakladnich funkénich skupin viz

Tabulka 5.

Tabulka 5 Charakteristické vlno¢ty vibraci pro nejbéZnéjsi funkcni

skupiny*

Vinodet [cm] Vibrace Skupina
480-510 SS protazeni dialkyl, disulfid
615-630 kruhova deformace monosubstituent benzenu
650-660 CCl protazeni primarni chlorované

alkany
620-715 CS protazeni dialkyl, disulfid
585-740 CS protazeni alkyl, sulfidy
820-825 C30 protaZeni skeletu sekundarni alkoholy
720-830 vibrace kruhu para-disubstituenty
benzenu
749-835 protazeni skeletu isopropyl
877 0O protazeni peroxid vodiku
850-900 symetrické CNC protaZeni | sekunddrni aminy
837-905 CC protazeni skeletu n-alkany
830-930 symetrické COC protazeni | alifatické ethery
990-1010 trigonalni ,,dychani* kruhu | mono-substituenty
benzenu
990-1010 trigonalni ,,dychani* kruhu | meta-substituenty benzenu
1015-1030 CH rovinna deformace mono-substituenty
benzenu
1020-1060 vibrace kruhu ortho-disubstituenty
benzenu
950-1150 CC protazeni n-alkany
1188-1196 symetrické SOz protazeni | alkyl sulfaty
1205 CeHs-C vibrace alkyl benzeny
1200-1230 vibrace kruhu para-disubstituenty
benzenu
1251-1270 CH rovinna deformace cis-dialkyl ethyleny
1295-1305 CH: fazové krouceni n-alkany
1175-1310 CH; krouceni n-alkany
1290-1314 CH rovinné deformace trans-dialkyl ethyleny
1330-1350 CH deformace isopropyl
1368-1385 CH3 symetricka deformace | n-alkany
1370-1390 protazeni kruhu naftaleny
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1385-1415 protazeni kruhu antraceny
1465-1466 CHs deformace n-alkany
1446-1473 CHs, CH> deformace n-alkany
1550-1630 protazeni kruhu (doublet) | derivaty benzenu
1590-1650 NH2 ntizkova primarni aminy
1649-1654 symetrické C=0 protazeni | karboxylové kyseliny
(cyklické dimery)
1700-1725 C=0 protazeni alifatické ketony
1720-1740 C=0 protazeni alifatické aldehydy
2100-2160 C=C protazeni alkyl acetyleny
2232-2251 C=N protazeni alifatické nitrily
2231-2301 C=C protazeni dialkyl acetyleny
2560-2590 SH protazeni thioly
2849-2861 symetrické CHz protazeni | n-alkany
2883-2884 symetrické CHz protazeni | n-alkany
2912-2929 antisymetrické CHz 2 n-alkany
protazeni
2965-2969 antisymetrické CHs n-alkany
protazeni
3000-3100 aromatické CH protazeni | derivaty benzenu
3330-3400 vazebné  antisymetrické | primarni aminy

NH:2 protaZeni

Jak jiZ bylo diive zminéno, Ize Ramanovu spektrometrii vnimat jako doplitkovou
metodu Kk infradervené spektrometrii. V nasledujici tabulce jsou pak uvedeny
charakteristické vlnocty vibraci pro specifické funkéni skupiny s dirazem na intenzitu

odezvy v Ramanové a infracervené spektrometrii viz Tabulka 6.

Tabulka 6 Charakteristické vibrace funkénich skupin a porovnani intenzity

odezvy pro Ramanovu a infradervenou spektrometrii®

Funkéni skupina /- v ot [cm1] Raman I¢
vibrace
Mfizové vibrace v 10 - 200 silna silna
krystalech
8(CC) alifatické 250 - 400 silna slaba
retézce
v(Se-Se) 290 -330 silna slaba
v(S-S) 430 -550 silna slaba
v(Si-O-Si) 450 -550 silna slaba
v(Xkov-0) 150-450 silna slaba
v(C-1) 480 - 660 silna silna
v(C-Br) 500 - 700 silna silna
v(C-Cl) 550 - 800 silna silnd
v(C-S) alifatické 630 - 790 silna stiedni
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v(C-S) aromatické 1080 - 1100 silna stiedni
v(0-0) 845 -900 silna slaba
v(C-0-C) 800 -970 stiedni slaba
v(C-0-C) 1060 - 1150 slaba silna
asymetricka
v(CC) alicyklické, 600 - 1300 sttedni stfedni
alifatické retézové
vibrace
v(C=S) 1000 - 1250 silna slaba
v(CC) aromatické 1580, 1600 silna stiedni
kruhové fetézové
vibrace

1450, 1500 stiedni stiedni

1000 silnd/stfedni slaba

d(CHas) 1380 stiedni silna
d(CHz2) 6(CHa) 1400 - 1470 stfedni stfedni
asymetrické
d(CHz2) 6(CHa) 1400 - 1470 stfedni stfedni
asymetrické
v(C-(NO2)) 1340 - 1380 silna stiedni
v(C-(NOy)) 1530 - 1590 stiedni silna
asymetrické
V(N=N) aromatické 1410 - 1440 stredni -
v(N=N) alifatické 1550 - 1580 stiedni -
o0(H20) ~1640 slaba Siroka silna
v(C=N) 1610 - 1680 silna stiedni
v(C=C) 1500 - 1900 silna slaba
v(C=0) 1680 - 1820 stiedni silna
v(C=C) 2100 - 2250 silna slaba
v(C=N) 2220 - 2255 stiedni silnd
v(-S-H) 2550 - 2600 silna slaba
v(C—H) 2800 - 3000 silna silna
v(=(C-H)) 3000 - 3100 silna stiedni
v(=(C-H)) 3300 slaba silna
v(N-H) 3300 - 3500 stiedni stiedni
v(0-H) 3100 - 3650 slaba silna

V piipadé nasobné vazby jsou vlnocty charakteristickych vibraci ovlivnény
polohou substituentli na nadsobné vazb¢. Jako ptiklad budou uvedeny charakteristické
vinocty pro specifické substituenty vinylové skupiny (ethenu) v zavislosti na poloze

vzhledem k nasobné vazbé viz Obr. 31.

>c=c73

2 4

Obr. 31 Substituenty vinylové skupiny>°
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Ptiklady vlivu substituentii vinylové skupiny na vysledny vinocet jsou

prezentovany v tabulkach 7 - 9.

Tabulka 7 VInoéty funkénich skupin cis a trans izomeri ethenu®

1,3 = H (cis izomery)

2 4 VInod&et [cm™]
CHa- CHs- 1662
CH3CH»- CHs- 1658
(CHz).CH- (CHz)2.CH- 1649
CH3CH>- C(CHa)s- 1650
CeHs- CeHs- 1629
OCHzs- OCHzs- 1672
Cl- Cl- 1591
Br- Br- 1587
COOH COOH 1631, 1697
CHa- CHa(CH2)- 1655
CHs- CH3CH,SS- 1612
1,4 = H (trans izomery)
2 3 VInodet [cm™]

CHs- CHs- 1676
CH3CH»- CHs- 1673
(CH3)>CH- (CH3).CH- 1663
CH3CH>- C(CHa)s- 1659
CeHs- CeHs- 1648
OCHzs- OCHg- 1666
Cl- Cl- 1579
Br- Br- 1582
COOH COOH 1683

Tabulka 8 VInoéty charakteristickych substituenti ethenu®

1 3 4 Vinoéet [cm]
H- H- CHs- CHs- 1658
H- H- CHs- CH3CH:- 1649
H- H- CHs- CH3CH2CHo»- 1649
H- H- CHs- CeHs- 1634
H- H- CeHs- CeHs- 1610
H- H- Cl- Cl- 1612
H- Cl- Cl- Cl- 1582
H- CHs- CHs- CH3CH;- 1669
H- CHs- CHs- CHs- 1680
CHs- CHs- CHs- CHs- 1676
Cl- Cl- Cl- Cl- 1572
CN- CN- CN- CN- 1567
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Tabulka 9 Vino¢ty substituenti ethenu v poloze

4 cit. 35

1,2,3=H
4 Vinoéet [cm]

CeHs- 1625
CeHsCHo- 1635
CesHsCH2CH»- 1648
CN- 1607
CNCH:2- 1646
Cl- 1607
Br- 1601
I- 1581
CHClI- 1650
CH>Br- 1630
HOCH:- 1644
CH3CHOHCH- 1644
OCNCH:»- 1645
(CH3)3C- 1641
CH3COO- 1635
1,2,3=H

4 = nerozvétveny alkan

Pocet uhliku na 4 pozici

Vinodet [cm™]

0 1623
1 1651
2 1645
3 1641
4 1638
5 1640
6 1642
7 1641
10 1641
11 1637
14 1642
16 1641
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4 Didakticka cast

4.1 Didaktické vyuziti Ramanovy spektrometrie ve vyuce

Ramanova spektrometrie naléza své znacné uplatnéni zejména pii vyuce teorie
struktury latek, kdy napoméha lepsimu pochopeni vazebnych sil, délek vazby a pohybt
vazeb v disledku vnéjsiho puisobeni. JelikoZ je tato technologie zalozena na zménach
polarizovatelnosti vazeb, muze tak slouzit k lepSimu vykladu a snaz§imu pochopeni
principt polarizovatelnosti vazby molekul.

Nepopiratelnou vyhodou je také moZznost piimého predvedeni této
spektrofotometrické techniky a informovani o vyuziti této technologie v béZném Zivoté
zejména slozkami integrovaného zachranného systému. Tyto praktické zkuSenosti
s odkazy na realné kazdodenni vyuziti v redlném zivoté mohou u zakl vést ke zvySeni

zdjmu o studium dané problematiky a jeji lepsi zapamatovani.

4.2 Vyuziti Ramanova spektrometru pri vyuce chemie

Ramanova spektrometrie a zejména pak Ramanovy spektrometry, ac stéle
ptedstavuji zna¢né finan¢né naro¢nou investici, jsou bezesporu velkym piinosem pro
vyuku chemie jak jiz na stfednich Skolach tak 1 na Skolach vysokych.

Ramanovy spektrometry pak najdou uplatnéni pii laboratornich pracich pro
identifikaci neznamych latek, tak své uplatnéni najdou i pfi teoretickém vykladu.

V piipad¢ laboratornich praci mohou Ramanovy spektrometry slouZit jako
podpiirny prostfedek pii analytickych laboratofi pro ovéfeni latek stanovovanych béhem
kvalitativniho zjiSt'ovani pfitomnosti konkrétnich latek, prvki, funkénich skupin a iontit
zejména pii anorganickych a organickych laboratornich pracich. RovnéZ mohou
Ramanovy spektrometry vyraznou mérou piispét ke kvantitativnimu stanoveni mnoZzstvi
jednotlivych slozek zkoumanych roztokii i vzorkd pevnych latek. Zejména pak pfi

Pti vykladu teorie miize pochopeni principii Ramanovy spektrometrie vést
Kk lepsimu pochopeni struktury latek a jejich slozeni. Rovnéz moznost praktickych
ukazek s odkazy na nejbéznéjsi realné vyuziti je velice pfinosné pro lepsi zapamatovani

dané problematiky zaky.
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4.3 Predstaveni Ramanovy spektrometrie Zakiim stifednich Skol

Pro zaky stfednich skol je pfedstaveni Ramanovy spektrometrie multioborovy
problémem. Ramanova spektrometrie v sobé spojuje problematiku chemie a zejména
pak urCovani struktury latek a moznosti jejich identifikace. Déale pak podstata této
metody je zejména problematikou z oblasti fyziky a je zalozena na vlastnostech
elektromagnetického spektra a principech Sifeni a rozptylu svétla. Oba tyto predméty
spadaji dle RVP pro gymnazia do vzd&lavaci oblasti Clovék a piiroda. Nicméng princip,
na némz funguji Ramanovy spektrometry, spada i do vzdélavaci oblasti Informatika a
informa¢ni a komunika¢ni technologie, zejména tim, Ze Ramanovy spektrometry
vyuzivaji vypocetni techniku ke zpracovani a vyhodnoceni spekter pomoci heuristické
analyzy, coZ vyzaduje znalost vypocetni techniky. Okrajové pak Ramanova
spektrometrie zasahuje do Matematiky zejména zminkami o Fourierové transformaci
prevadéjici spektrum Casové zavislosti intenzity na ¢ase na spektrum zavislosti intenzity
na frekvenci. Rovnéz zminka o historii a historickém vyvoji dané technologie ¢astecné
zasahuje problematiku Dé&jepisu zejména pak novodobé¢ historie.

Vyklad Ramanovy spektrometrie rozviji u zaki predev§im kompetence k uceni
(nejvice pak schopnost pochopeni principu, funkci a pouziti Ramanovy spektrometrie
v praxi) dale kompetence Kk feSeni problému (schopnost urcit vhodnost pouziti této
metody V praxi pro analyzu konkrétnich typa latek).

Obecné cile tohoto tématu a konkrétni hodiny jsou objasnéni Zakiim princip,
vlastnosti a pouziti Ramanovy spektrometrie, dale pak objasnéni vhodnosti Ramanovy
spektrometrie pro analyzu konkrétnich typi latek.

Béhem vykladu je vhodné pouzit tyto vyukové metody:

e prace s ucebnici, odbornou literaturou, fotografiemi
e vyklad s prezentaci a diskusi
o diskuse
e instruktdz
e prace s textem
e piedvadéni a pozorovani
Organizacni formy vyuky pak jsou frontdln€¢ — individudlni, individualizovana,

kooperativni.
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4.3.1 Priklad vykladu Ramanovy spektrometrie Zakam stifednich $kol

Ramanova spektrometrie je pojmenovana po objeviteli svého principu, kterym
byl Indicky védec Sir Chandrasekhara Venkata Raman, ktery pozoroval tento jev
rozptylu elektromagnetického zafeni za pouziti slunecniho svétla jiz v roce 1928. Po
tomto objevu byl cely obor této spektrometrie pojmenovan po Ramanovy, jez byl dva
roky poté ocenén Nobelovou cenou za fyziku a to v roce 1930. Svlij objev Raman
uskutecnil za vyuziti slunecniho zafeni, pficemz pouzil fotograficky filtr k vytvoteni
monochromatického zateni nasledovany méfenym vzorkem a dale filtrem pohlcujicim
toto monochromatické zareni. Timto zjistil, Ze u malého mnozstvi svétla doslo ke
zméng vinové délky a tudiz proslo monochrométorem a mélo tak jinou vinovou délku
nezli piivodni zafeni. Jeho méfeni s vyuzitim fotografické detekce trvala i nékolik hodin
nicméné i takto byl Raman schopny naméfit Ramanovy linie pro piiblizné 60 kapalin a
plyni.3®

Jak Sel vyvoj dél, zacali byt pro Ramanovu spektrometrii vyuzivany jako zdroj
svétla rtutové vybojky nejdiive s fotografickou detekci a néasledné pak 1 se
spektrofotometrickou detekci. V sou€asné dobé jsou jiz pouZivany jako zdroj svétla
zejména lasery a detekce probihd pomoci CCD &ipi1.*

Ramantiv rozptyl je jevem, ktery vznika pfi interakci mezi fotony dopadajiciho
svétla a atomy. Tyto fotony pfedaji svou energii rotaénim a vibra¢nim stavim atomu
nebo molekul, které jsou excitovany na vys$i energetické vibra¢ni hladiny. Tento
excitovany stav je pro molekuly nestabilnim stavem a tudiz se molekuly vraceji na
zakladni nulovou energetickou hladinu, pfi ¢emz vyzafi foton o stejné energii a tedy
stejné vinové délce jako méli pivodni absorbované fotony. Tomuto jevu se fika
Rayleighliv rozptyl, ktery vSak nic o dané latce nevypovida. Nicméné v jednom ptipadu
Z milionu dochazi pfi ndvratu molekuly do zékladniho stavu k vyzafeni fotonu o mensi
energii (deldi vlnové délce) poptipadé o vétsi energii (kratsi vlnové délce).®® Tyto
fotony sriznou vinovou délkou nesou analytickou informaci, ktera vypovida o

struktufe, a charakteru dané latky jak je patrné na Obr. 32.
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Obr. 32 Pfechody mezi vibraénimi hladinami excitovanych molekul®
Ramanova spektrometrie vyuziva zejména zateni v blizké infracervené oblasti
zateni tedy zafeni o vlnovych délkach kolem 785 nm. Toto zafeni ma méné energie
nezli zafeni viditelné nicmén¢ tato energie dostacuje ke zmeéné rota¢né vibracnich stavli
molekul a tudiz k jejich excitaci viz Ptiloha ¢. 1 — Elektromagnetické spektrum. Tato
vlnova délka zateni ma tu vyhodu, ze velkou mérou pronika i sklem, cozZ ndm umoznuje
provadét analyzy i ve sklenénych obalech. Zejména i z tohoto diivodu jsou dne$ni
Ramanovy spektrometry zaloZeny na interakci laserového paprsku se stabilizovanou
vlnovou délkou (785 nm) s métfenou latkou. Dochazi tak k rozptylu zateni. Vyzarené
fotony se stejnou vlnovou délkou, kterou mél excitacni laser, jsou odfiltrovany
monochromatorem. Fotony s rozdilnou vinovou délkou prochézeji ptes monochromator.
Déle jsou na difrakéni miizce rozdéleny podle vinovych délek a dopadaji na CDD C¢ip.
Pristroj pak detekuje intenzitu dopadajiciho zafeni v zavislosti na vinové délce. Z téchto
udajt je sestaveno spektrum zavislosti vinoctu (ptfevracené hodnoty vinové délky) na
intenzité¢ dopadajiciho zéafeni. Nésledné je namétfené spektrum porovnano s vnitini
databazi spekter a pti nalezeni shody je identifikovana konkrétni latka popiipadé smés
latek. V zavislosti na intenzité dopadajiciho zafeni je urceno i procentualni zastoupeni

jednotlivych slozek stanovované latky.*® Princip je patrny z Obr. 33.
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Obr. 33 Princip Ramanovych spektrometri

Touto metodou jsme schopni detekovat latky pevné, kapalné, plynné a také gely
a pasty. Jsme tak schopni napiiklad detekovat: organické slouceniny, ropné produkty,
pesticidy, hnojiva, plasty, praimyslové materialy, drogy, chemické zbran¢, “bilé prasky”,
anorganické slouceniny, mineralni kyseliny (sirova, dusic¢na, ...), anorganické oxidy
(rez, oxid titaniéity, ...), nékteré iontové slouceniny, (sirany, fosfore¢nany, chloristany,
uhli¢itany), krystalické polokovy (kfemik) a vodné roztoky.>

Nicméné i pro tuto univerzalni metodu jsou jista omezeni a Ize nalézt nékteré
latky, které jsou obtizn¢ detekovatelné ¢i zcela nedetekovatelné. Takovymi latkami
jsou: ¢ern€ nebo velmi tmavé zbarvené vzorky, vysoce fluoreskujici materialy, rozsahlé
kruhové molekuly (steroidy), nékteré pfirodni produkty, detergenty, nékteré jasné
zbarvené fluoreskujici materialy (obzvlasté modie nebo zelené zbarvené), vétsina kovi
a elementarnich latek, jakékoli substance s velmi slabym Ramanovym signalem (napf.
voda), biologické materialy, obvykle fluoreskujici, proteiny, lipidy, karbohydraty.%

Nicméné existuji 1 modifikace Ramanovy spektrometrie, které jsou schopny toto
omezeni odstranit. NejCastéjsi modifikaci je tzv. SERS (povrchové zesilenda Ramanova
spektrometrie), ktera je za provadéna nanesenim vzorku latky na povrch zlatého ¢i
sttibrného terciku. Timto postupem dojde k zesilené signalu az 1000 krat, coz umozni
analyzovat biologické materidly (krev, tkdni, apod.) a lze tak kuptikladu odlisit
nadorovou tkan od tkané zdravé.>®

Diky své univerzalnosti je Ramanova spektrometrie hojné vyuzivana pfi
identifikaci neznamych latek, coz se uplatni jak v laboratofich, tak v bézném zivote.
Tyto pfistroje pak nejCastéji vyuzivaji slozky integrovaného zachranného systému
policie a hasici. Policie vyuzivda Ramanovy spektrometry k urceni ,,bylich praskt* tedy
k rozpoznani drog od neSkodnych latek. Ramanovy spektrometry lze také vyuzit
k ur¢eni podezielych latek, zejména pak vybusnin, coz se pouziva zejména na letiStich a

celnicich. Naproti tomu hasi¢i vyuzivaji Ramanovy spektrometry k urceni
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nebezpecnych latek nalezenych v riznych legalnich i nelegalnich skladech a dale pak
pfi riznych havériich, nehodach i teroristickych utocich k vylouceni ¢i potvrzeni
nebezpecnosti nalezenych rozlitych ¢i rozsypanych latek. Ramaniiv spektrometr také
nachazi své vyuziti v medicing pii kontinualnim sledovani sloZeni anestézniho plynu pii
anestezii, analyze slozeni farmaceutik a neinvazivnim monitorovani tkani. Dal$im
specidlni pouziti Ramanovy spektrometrie je pii analyze slozeni historickych
dokumenttii, ovéfeni pravosti drahych kamen a dokonce i na vesmirnych sondach
zkoumajicich povrch vesmirnych téles.

Tento pfistroj se také hojné pouzival v ¢eské republice béhem obdobi vyskytu
otrav zpusobenych pozitim alkoholti pocatkem zati 2012. Tyto alkoholy obsahovaly
vice jak 140 trvalych poSkozeni lidského zdravi a z tohoto poctu doslo k vice jak 50
pripadiim umrti. Hlavni pfednosti této metody je moznost provadéni analyzy pfimo pies
sklenéné i plastové obaly, a to jen diky vyuziti laserového zafeni v blizké infracervené

oblasti, jez témito materialy pronika.3®

4.4 Predstaveni Ramanovy spektrometrie studentiim vysokych $kol

Pro zaky vysokych Skol je vhodné zminit historii této techniky a jeji vyvoj od
prapocatkli az po souCasny stav. Rovné€z by soucasti vykladu mél byt detailni popis
principu této metody s odkazem na elektromagnetické spektrum. Dilezité je upozornit
studenty na latky, které lze touto metodou identifikovat a zdiraznit omezeni této
techniky a informovat o moZnostech odstranéni téchto omezeni s vyuZitim pfisluSnych
modifikaci Ramanovy spektrometrie. Vhodné je také zminit technologii, kterou
soucasné pfistroje vyuzivaji a uvést piiklady praktickych métfeni a vyuziti téchto
pfistrojii nejen v laboratorni praxi, ale také v bézném Zzivoté, coZ umozni lepsi

zapamatovani dané problematiky.

4.4.1 Priklad vykladu Ramanovy spektrometrie studentiim vysokych skol

Princip Ramanovy spektrometrie resp. neelastického rozptylu neni Zadnou
soucasnou novinkou, nybrz byl pfedpovézen jiz Adolfem Smekalem a to v roce 1923.
Ramantiv efekt byl pojmenovan po jednom ze svych objevitell, byl jim Indicky védec
Sir Chandrasekhara Venkata Raman, ktery pozoroval tento jev za pouziti slune¢niho

svétla vroce 1928 spolu se svym kolegou, kterym byl Kariamanickam Srinivasa
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Krishnan. Tento jev nezavisle na Ramanovy také pozorovali Grigory Landsberg a
Leonid Mandelstam v Moskvé. Nasledné byl cely obor této spektrometrie pojmenovan
po Ramanovy, jez byl dva roky po tomto objevu ocenén Nobelovou cenou za fyziku a
to v roce 1930. Rok pied tim, tedy v roce 1929 byl Sir Chandrasekhara Venkata Raman
povysen do slechtického stavu. Sviij objev Raman provedl za vyuziti slune¢niho zafeni,
dale pouzil fotograficky filtr k vytvofeni monochromatického zatfeni nasledovany
stanovovanym vzorkem a dale filtrem pohlcujicim toto monochromatické zareni. Timto
zjistil, ze u malého mnozstvi svétla doSlo ke zmeéné frekvence a tudiz proslo
monochromatorem a mélo tak jinou vlnovou délku nezli puvodni zéafeni. Takovato
meéfeni s ,fotografickou® detekci vSak trvala i nékolik hodin nicméné i pfes toto
omezeni byli Raman se svym kolegou Krishnanem ve své dobé& schopni detekovat
Ramanovy linie pro pfiblizné 60 kapalin a plyni.®

Po tomto objevu pak nasledovali dalsi prikopnické studie, které zejména
Vv letech 1930 az 1934 vytvofil ¢eskoslovensky fyzik Georg Placzek (narozen v Brné
1905), ktery se zaslouzil o vypracovani systematické teorie Ramanova rozptylu.>

Jak Sel vyvoj dal, zacali byt pro Ramanovu spektrometrii vyuzivany jako zdroj
svétla rtutové vybojky nejdiive s fotografickou detekci a nasledné pak 1 se
spektrofotometrickou detekci. V soucasni dobé jsou jiz pouzivany jako zdroj svétla
zejména lasery a detekce probiha pomoci CCD &ipt. >

Ramanliv rozptyl je pfesnéji jev vznikajici pfi interakci mezi fotony
dopadajiciho svétla a atomy, kdy dochéazi k pfedani energie rotatnim a vibra¢nim
stavim atomd nebo molekul, kdy rozptylené zafeni ma jinou vinovou délku (resp.
energii fotonil) nez zafeni dopadajici. V Ramanové spektru je tak intenzita ziskanych
pasit imérna druhé mocnin€ zmény polarizovatelnosti béhem vibra¢niho pohybu.
K Ramanové spektrometrii také existuje dopliikkovd metoda, jiz je infracervena
spektrometrie, kde je naopak intenzita pasi umérnd druhé mocniné zmény dipolového
momentu. Z tohoto vyplyva, Ze vibracni frekvence molekul jsou nezéavislé na tom, zda
je studujeme pomoci infracervené ¢i Ramanovy spektrometrie avSak intenzity
spektralnich linii budou pro obé metody odlisné. Polohou pasti v urcitych oblastech
spektra 1ze pak usuzovat na konkrétni vazby a substituenty z nichz se méfena molekula
sklada a naopak lze ze struktury molekuly urcit, jak bude vypadat spektrum dané

molekuly viz Obr. 34.° 3
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Obr. 34 Charakteristické vibrace>®

Nyni si pfiblizZime princip, na némzZ jsou zaloZzeny dneSni Ramanovy
spektrometry. V téchto pfistrojich dochazi kinterakci laserového paprsku, se
stabilizovanou vlnovou délkou (zejména v blizké infradervené oblasti 785 nm), se
vzorkem, ¢imz dochazi k excitaci molekul vzorku na vyss$i energetickou vibraéni
hladinu. Nasledné dochazi k rozptylu zateni a vyzafeni fotonu. Mala ¢ast zateni projde
vzorkem, zbyla cast zafeni podléha elastickému rozptylu (Rayleightiv rozptyl — kde
nedochazi ke zmén¢ vinové délky) a neelastickému rozptylu (Ramantv rozptyl — zde
dochazi ke zméné vinové délka rozptyleného svétla piiblizné u jednoho fotonu z
milionu).%

Rozptylené fotony s kratsi vinovou délkou maji vEtsi energii, nezli méli ptivodni
excitacni fotony, a dale rozptylené fotony s del§i vinovou délkou oproti pivodnim

fotoniim, zodpovédnym za excitaci, maji nizsi energii viz Obr. 35.
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Obr. 35 Energetické hladiny rozptyleného zaieni®®

Rozptylené zafeni pak prochazi do pfistroje pfes monochromator, v némz
dochazi k odfiltrovani zafeni o vlnové délce pouzitého laseru (Rayleightiv rozptyl) a
Kk prichodu zafeni o odlisné vinové délce (Ramaniv rozptyl). Proslé zafeni je nasledné
registrovano pomoci polovodi¢ového CCD ¢&ipu.>®

Nasledn¢ je naméfené spektrum porovnano S vnitini databazi spekter. Pii
nalezeni shody je identifikovana konkrétni latka popiipadé smeés latek a v zavislosti na

intenzité odezvy je urceno i procentudlni zastoupeni jednotlivych slozek.
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Obr. 36 Piiklad méfeného spektra Ramanovym spektrometrem

Touto metodou jsme schopni detekovat latky v pevném, kapalném a plynném
skupenstvi. Jsme tak schopni naptiklad detekovat: organické slouceniny, ropné
produkty, pesticidy, hnojiva, plasty, pramyslové materialy, drogy, chemické zbrang,
“bilé prasky”, anorganické slouceniny, mineralni kyseliny (sirovéa, dusi¢na, ...),
anorganické oxidy (rez, oxid titaniCity, ...), n€které iontové slouceniny, (sirany,

fosfore¢nany, chloristany, uhli¢itany), krystalické polokovy (kiemik), vodné roztoky.3®
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Nicméné pro tuto metodu jsou i obtizné¢ detekovatelné nebo nedetekovatelné
latky, zejména pak: Cerné nebo velmi tmavé zbarvené vzorky, vysoce fluoreskujici
materidly, rozsahlé¢ kruhové molekuly (steroidy), nékteré ptirodni produkty, detergenty,
nékteré jasné zbarvené fluoreskujici materialy (obzvlasté modie nebo zelené zbarvené),
vétsina kovil a elementarnich latek, jakékoli substance s velmi slabym Ramanovym
signalem (napf. voda), biologické materialy, obvykle fluoreskujici, proteiny, lipidy,
karbohydraty.*

Tyto neduhy pak lze odstranit s vyuzitim piislusnych modifikaci Ramanovy
spektrometrie, jsou jimi: rezonan¢ni Ramanova spektrometrie (RR), povrchové zesilena
Ramanova spektrometrie (surface enhanced — SERS), rezonanéni povrchové zesilena
Ramanova spektrometrie (resonance surface enhanced — SERRS), fotoakusticka
Ramanova spektrometrie (photo-acoustic — PARS), hyperRaman, koherentni anti-
Stokesova Ramanova spektrometrie (coherent anti-Stokes — CARS), koherentni
Stokesova Ramanova spektrometrie (coherent Stokes — CSRS) a dal3i.®®
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Obr. 37 Piiklad spekter tkani®®
Mezi témito modifikacemi je pak zejména vyuzivana povrchové zesilena
Ramanova spektrometrie SERS, kterd je za normdch okolnosti provadéna za ucasti
koloidnich ¢astic zlata ¢i stfibra poptipad€ s vyuzitim substratu obsahujicim tyto kovy.
Dochazi tak kexcitaci elektroni kovu coz méa za nasledek zvysSeni intenzity
elektrického pole v okoli kovu. Vzhledem k tomu, Ze intenzita Ramanova spektra je

zavisla na intenzité elektrického pole, dochazi tak k zesileni signalu az 1000 krat. Tato
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technika pak najde své vyuziti zejména pfi analyze biologickych materialt (krve, tkani,
apod.) viz Obr. 37.¢it %

Své nejvetsi vyuziti nachazi Ramanova spektrometrie zvlasté pii identifikaci
neznamych latek, coz je velice dulezitou soucasti laboratorni praxe a rovnéz nachazi
znaéné vyuziti 1 v bézném Zzivoté. Jednou z dostupnych metod k rychlému urceni
neznamé latky je vyuziti Ramanovych spekter. Pomoci Ramanovych spektrometrii jsme
pak zejména schopni identifikovat ropné latky, pesticidy, hnojiva, plasty, primyslové
materialy a rovné€z muzeme identifikovat drogy, chemické zbrang, kyseliny, oxidy,
iontové slouceniny, krystalické polokovy a vodné roztoky. Ptistroje schopné vyhodnotit
Ramanova spektra dosahuji velikosti pfiru¢nich pfistroji, coz umoznuje jejich vyuziti v
terénu slozkami integrovaného zachranného systému tedy policii a hasi¢i. Ramaniv
spektrometr nachazi své vyuziti také v medicin€ pifi kontinudlnim sledovéani sloZeni
anestézniho plynu pfi anestezii, analyze slozeni farmaceutik a neinvazivnim
monitorovani tkani, dale se vyuzivd pfi detekci vybuSnin na letiStich, pfi ur€ovani
chemického sloZzeni historickych dokumentii, ovéfeni pravosti drahych kament a
dokonce i na vesmirnych sondach zkoumajicich povrch vesmirnych téles. Tento pfistroj
naSel své uplatnéni i béhem obdobi zvySeného vyskytu otrav zplsobenych pozitim
alkoholt. Pro tyto ucely byl kalibrovan na analyzu jejich slozeni, zda neobsahuji
Skodlivy methanol, izopropylalkohol a dal$i nezadouci ptimési. Vyhodou této metody je
moznost provadét stanoveni nejen vodnych roztokd, ale umoziuje také provadét
analyzu pfimo ptes sklenéné 1 plastové obaly, a to zejména diky vyuziti laserového
zafeni v blizké infradervené oblasti, jeZ témito materialy pronika.®

Ramanovy spektrometry jsou tak nedilnou soucasti laboratorni praxe, ale také
stale vice ziskavaji své misto v kazdodennim zivoté a lze ptedpokladat, ze dalsi vyvoj

techniky pftispéje k jejich stale vétsimu vyuziti.
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5 Z7.avér

V této praci byla popsana historie a vyvoj Ramanovy spektrometric a jeji
principy. Rovnéz zde byl popsan vyvoj a princip instrumentace pouzivané pro
konstrukci Ramanovych spektrometri véetné¢ detailniho popisu postupu ovladani a
prabéhu analyzy jednotlivych typi vzorkii s vyuzitim pienosného Ramanova
spektrometru Ahura FirstDefender.

DalSim dualezitym vystupem této prace bylo vytvoieni kalibrace pro pfenosny
Ramantiv spektrometr Ahura FirstDefender pro piesné kvantitativni stanoveni obsahu
methanolu v nejbéznéjsich vzorcich alkoholtt s 40 objemovymi procenty ethanolu.
Tudiz se jedna o nejbéznéjsi komeréné dostupné alkoholy, kterymi jsou typicti zastupci
ruma, vodek ¢i palenek. Tato kalibrace umoziuje rychlou a pfesnou analyzu slozeni
alkoholti, coz vede krychlému vylouceni ¢i piipadnému potvrzeni Skodlivosti
testovaného alkoholu a urceni zda alkohol dosahuje legislativné platnych limitd pro
obsah methanolu. Tento krok tak muze ptispét k zabranéni vazného poskozeni zdravi ¢i
umrti lidi zptisobené pozitim alkoholu obsahujicim vysoké obsahy methanolu a jinych
kontaminujicich latek.

Dale byla v této praci testovana schopnost Ramanova spektrometru (Ahura
FirstDefender) detekovat pfitomnost latek nachazejicich se v alkoholech pochazejicich
Z nelegalnich zdrojii, zejména pak majicich plivod v nekvalitné ¢isténych denaturacnich
smésich, které¢ obsahuji zejména isopropylalkohol, methanol a denatonium benzoat
(Bitrex). Tyto zbytky denaturac¢nich smési nesméji byt v alkoholech urcenych pro
potravinaiské ucely pfitomné, tudiz je dillezité zjistit jejich pfipadnou pfitomnost a tyto
alkoholy vyloucit z prodejnich fetézcti. Testovanim tak byla potvrzena schopnost
prenosného ~ Ramanova  spektrometru  Ahura  FirstDefender  identifikovat
isopropylalkohol v alkoholickych napojich, nicméné schopnost detekce denatonium
benzoatu (Bitrexu) v bézné pouzivanych denaturacnich smésich, ve kterych dosahuje
obsahu 2 — 30 mg.I! ethanolu (viz Piiloha ¢. 2 k vyhlasce & 141/1997Sb.
ve znéni pozdéjsich predpisti), nebyla potvrzena. Jelikoz se jedna o velmi malé obsahy
denatura¢niho cinidla, nalézd se stanovovana latka pod mezi detekce pifenosného
Ramanova spektrometru Ahura FirstDefender. Tudiz pro provedeni detekce denatonium
benzoatu je vhodné vyuzit laboratorni Ramanovy spektrometry s vétsi presnosti a

lepSim spektralnim rozliSenim. Nicméné piitomnost denatonium benzoatu lze snadno i
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Vv takto nizkych koncentraci poznat senzoricky vzhledem k jeho zna¢né hoiké chuti, coz
¢lovéku znemoziuje konzumaci alkoholll obsahujicich tuto denaturacni smés.

Jelikoz je v neposledni fadé osvéta velice dulezitym prvkem vzdélavaciho
procesu zakl a studentli na vSech stupnich vzdélavaciho procesu, je proto soucasti této
prace i navrh vhodné formy didaktického vykladu tématu Ramanovy spektrometrie
zaktim stfednich Skol a studentim vysokych Skol. Rovnéz je zde uveden ptiklad pouziti
a uplatnéni Ramanovy spektrometrie pfi vyuce chemie a laboratornich praci z chemie.
Je zde také poukazano na dalsi obory a predméty do kterych problematika Ramanovy
spektrometrie zasahuje a jsou zde uvedeny i klicové kompetence vychazejici

Z ramcového vzdelavaciho programu pro gymnazia.
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7 Cizojazy¢né resumé

This work is focused on description of Raman spectroscopy and its use in
education at high schools and universities. Practical contribution of this work is
calibration of Raman spectrometer for accurate quantitative identification of amount of
methanol in commercially available 40% alcoholic drinks. In this work was also tested
the ability of portable Raman spectrometer Ahura FirstDefender to detect isopropyl
alcohol and denatonium benzoate in samples of alcohol.

Next practical contribution of this work is suggestion of the best way how to
explain principles and practical usage of this analytical method for high school and
university students. Also there is proposal of practical usage of Raman spectrometer in

laboratory works in chemistry.

60



8  Prilohy

8.1 Priloha ¢. 1 — Elektromagnetické spektrum

Elektromagnetické spektrum®’

1000 MHz

500 MHz

50 MHz

VHF
7-13

Frekvence (Hz)

107 _
1016 __
105 _
0% _
108 _
102 _
10t __
1010 __
10°
108 __
10?/_/

106__

Gama zaieni

RTG

IC zafeni

Termalni IC

Vzdalené IC

Mikroviny
Radar

Dlouhé viny

61

~  Vlnova délka
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8.2 Priloha €. 2 — Parametry prenosného Ramanova spektrometru

Spektralni rozsah
Spektralni rozliSeni
Laser (vinova délka)
Vykon laseru

Sbérna optika

Expozice

Baterie

Napajeni

Vaha

Rozméry
Operacni teplota

Jazyk

250 cm™ to 2875 cm'™

7 t0 10,5 cm™* (FWHM) napfi¢ spektrem

785 nm +/- 0,5 nm, 2 cm™ §iika linie, stabilita <0,1 cm™
300 mW nebo nizsi (nastavitelng)

NA = 0,33; 18 mm pracovni vzdalenost; 0,2 mm az 2,5 mm

velikost bodu

Manualni, Automaticky mod (100 ms minimum)

Nabijitelna 7,4 V Interni Lithium lontova Baterie; >5 hodin
pii 25 °C

Napajeci transformator 100-240 V AC 50/60 Hz
<1,8 kg

30cmx 15cmx 7,6 cm

-20 °C az +40 °C

Anglictina, CinStina, Japonstina, Némcina a Francouzstina

Robustnost™

Mechanicky naraz

Vibrace

Naraz pri padu

40g v 11ms, zub pily

1lhodina/osa, slozené kruhové vibrace

z vySky 1,22 m na pteklizkovou desku poloZenou na

beton, 26 x

62



VIhkost

Pisek/prach/necistota

Teplotni Sok

Nizka teplota (zapnuto)

Vysoka teplota (zapnuto)

Nizka teplota (skladovani)

Vysoka teplota

(skladovani)

Ponoi‘eni (zapnuto)

5 x 48 hod, 60 °C a 95% relativni vlhkosti

foukani prachu

-30C az +60C,<1min

-20C po dobu 1 dne

+35C po dobu 3 dnti

-30C po dobu 1 dne

+60C po dobu 7 dni

30 min. v hloubce > 1 metr
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8.3 Priloha ¢. 3 — SERS spektra organickych a biologickych latek

Ramanova spektra heroinu a morfinu'’
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Ramanova spektra tkani'®

Raman intensity
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8.4 Priloha ¢. 4 — Analyza neznamych latek
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