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6. Molekulove spektroskopie

" spektroskopia UV/VIS
" infracervena spektroskopia — IC
" Ramanova spektroskopia



Oblasti ziarenia

elektronove vibracné rotadné
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Molekulova absorpcna spektroskopia

" rotacné spektra - mikrovlnna
oblast, daleka IC

= vibracné spektra = IC — ‘@TWT\‘ —

" elektronové spektra - UV/VIS
o vzdy st sprevadzane vibracnymi a
rotacnymi prechodmi




UV/VIS spektrometria

= elektromagnetické ziarenie s vyssou energiou
= viditelne svetlo 800 — 400 nm

= UV ziarenie 400 — 200 nm (blizka UV oblast)

® UV ziarenie vo vakuu 190 — 100 nm
o vzduch pohlcuje UV = vakuové pristroje

" princip metody: absorpcia UV/VIS ziarenia pri prechode
vzorkou

o zmena rotacno-vibracnych energetickych stavov molekuly v
zavislosti na zmene dipdlovéeho momentu molekuly



Pristrojové vybavenie

rozsah 200 — 1 100 nm

o pouzitie jednej vinovej dizky
presnost 2 nm
doba snimania spektra 1-2 s

prislusenstvo
o zasobnik kyviet

o zmiesavac

pristroj
o jednolucovy
° meranie 2X
o dvojlucovy
° sticasné meranie
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Kyvety

" sklo, plasty - absorpcia pod 300 nm
" vzduch - absorpcia pod 200 nm

" vplyv drahy luca A

o hrubsia kyveta ® B
o narast absorbancie g
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Lambert-Beerov zakon

" linearna zavislost medzi absorbanciou a koncentraciou
"= A=a(A).b.c

o A -merana absorbancia

o a()) — absorpény koeficient zavisly na vinovej dizke

o b - dlZka trasy Ziarenia v analyzovanej latke

o ¢ - koncentracia analytu (vzorky)
absorbujuca vzorka

I s koncentraciou c
= T=I/I, °

o T — transmitancia .

o I-intenzita preneseného Ziarenia

_ . N 5 . -a— dizka drahy b —=-
o I, —intenzita dopadajticeho ziarenia

" A=-log T =-log (I/I,)



Lambert-Beerov zakon (pokr)

" obmedzenia linearity — chemickeé a pristrojove

O

odchylky absorpcnych koeficientov pri vysokych koncentraciach

o rozptyl ziarenia Casticami vo vzorke

O O O O O

O

®
®)
1 c
" pracovna krivka 2
O
analyticke standardy 3
]
linearizacia

O

fluorescencia alebo fosforescencia vzorky

zmeny indexu lomu pri vysokych koncentraciach
posuny v chemickej rovnovahe ako funkcia koncentracie
nemonochromaticnost Ziarenia

rozptylove ziarenie

koncentracia (mg/ml)



Infracervena spektroskopia

" blizka IC oblast: 13 000 — 4 000 cm'!

o vysSie harmonickeé vibracie (overtony)

O nizsia intenzita pasov

" stredna IC oblast: 4 000 — 400 cm!

o najdolezitejsia oblast pre Struktirnu analyzu
o 4 principialne oblasti podla druhu vibrujucich vazieb

» Jalekd IC oblast: 400 — 100 cm!

o skeletalne vibracie molekul s tazkymi atomami



Vibracie molekul

= valenéné — zmena diZzky vizby

o symetricke

o antisymetrické

" deformacne — zmena uhlu vazby

O rovinne
°* noznicove
* kyvadlové

O mimorovinné
* vejarovité
e kratiace
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(1)
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e
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AV
(4)
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Aktivita vibracie
" vznik infracerveného spektra

o interakcia oscilujuceho elektrického vektora elmg. i =,
ziarenia s oscilujucim dipolovym momentom vazby

o
C-}i— e
(+ -

o zmena dipolového momentu = intenzita absorpcného pasu

o ak nedochadza k zmene dipdlového momentu, molekula
neabsorbuje infracervené ziarenie (napr. O,, N,, Cl,)

o dipdlovy moment suvisi so symetriou molekuly
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Strukturalna analyza

= pocet pasov suvisi so symetriou molekuly, a teda jej
Struktiirou
o jednoduchsie IC spektra pre symetrické molekuly

©)
O

O

degenerované vibracie — vibracie s rovnakou frekvenciou
overtony — zvysuja pocet vibracii =~ o

pre vyssie harmonicke oo - - ::I""

Fundamental 1st overtone 2nd overtone

kombinacné vibracie — sticet alebo rozdiel malo odlisnych frekvencii
normalnych vibracit

Fermiho rezonancia - frekvencia fundamentalneho prechodu sa
rovna niektorej harmonickej alebo kombinacnej frekvencii

= IC poskytuje informécie o:

O

O

polarnych vazbach v molekule, t.j. o funkcnych skupinach s
heteroatbmami

charakteristické vibracie — relativne nezavislé od zvysku molekuly
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Absorpcie v IC spektrach
" pozicia pasu zavisi od: (merania pri nizkom tlaku a
vysokom spektralnom rozlisent)
o redukovanej hmotnosti atomov
* lahke atomy davaju vyssie frekvencie
o sily vazby

* silné vazby davaju vyssie frekvencie

" intenzita pasu zavisi od:
o zmeny v dipolovom momente

* velka zmena dava intenzivnu absorpciu

" Sirka pasu zavisi od:
o vodikovych vazieb

o skupenstva, rozpustadla
* Dopplerovo rozsirenie (zavisi od tlaku v plynoch)
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IC spektrum

= zavislost transmitancie (priepustnosti) T = I/1,, . 100 (%)

od vino¢tu v =1/A=v/c (cm?)
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Experimentalna technika

" disperzny infraCerveny spektrometer
o zdroj IC Ziarenia
o kyveta so vzorkou

o monochromator
o detektor + registracné zariadenie

" konstrukcia
o jednolucové
o dvojlucove (s mriezkovym
monochromatorom)
* kompenzacia absorpcie v CO, a H,0
z atmosfery ‘

f

f

Thermocouple 41
detector | |
‘ |'

Tr Filter

> "I Gratings
— Exit —
Entrance r]_ T —

slit “ | slit /_/J
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Dvojlacovy IC spektrometer

" opticka kompenzacia intenzity referencného luca
a luca prechadzajuceho vzorkou = opticka nula

= elektronicka kompenzacia signalov = elektricka nula

mo1tor

B —

F sosilhovaé ——

nnnnn
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Zapisovad

soeny

A~

detektor clona
AdA
f"v'”‘"
rotujuce 2droj
0 zrkadlo
L vzorka
strbina \ ...............
mriezka luc B



Komponenty spektrometra

" zdroj ziarenia
o Nernstova lampa — tycinka z keramickeho ZrO, Zeravena na 1 600 °C
o glowbar — tycinka z SiC odporovo zeravena elektrickym pradom

" monochromator

o odrazové mriezky (1 nemodze obsiahnut celt oblast 4 000 — 200 cm™?)
* 100 vrypov/mm: 4 000 — 600 cm!
* 25 vrypov/mm pre nizZsie vlnocty

o rozliSovacia schopnost 0.5 cm™

" detektor
o tepelné ucinky — termoclanok (Sb+Bi, Ag+Pb) — pomala odozva
o elektrické ucinky — termorezistory (TGS, DTGS - deuterovany
triglicinsulfat) — rychla registracia
o polovodic - PbS, MCT (Mercury-Cadmium-Tellurid) — treba chladit
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FT-IR

= vyhody v porovnani s disperznym IC spektrometrom

o Fellgettova vyhoda:
* snimanie v celom rozsahu frekvencii sucasne
* kratSie casy snimania
o Jacquinotova vyhoda:
* pokles svetelnosti so stupajucim rozliSenim (uzZsia Strbina) u
monochromatorovych spektrometrov

* gsvetelnost interferometra dana konstrukciou

o Connesova vyhoda:
* laserové monitorovanie polohy zrkadla zvysuje presnost ildajov

" zdroje ziarenia:
o glowbar (SiC): 5 000 — 250 cm!
o W ziarovka: blizka IC oblast do 10 000 cm'!
o Hg vybojka: dalekd IC oblast do 20 cm'!
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Uprava vzoriek na meranie

" plynneé latky:
o mala hustota — treba dlht drahu (alebo vyssi tlak)
o kyvetou je dlhy valec z NaCl alebo KBr = dlhocestne kyvety

" kvapalné vzorky:
o kapilarny film (nakvapkanie vzorky medzi 2 platnicky)

o kyvety — distancna folia 0.01 — 1 mm (kovova alebo teflonova)
medzi okienkami

" tuhé latky:
o silne absorbuji1 IC Ziarenie © nemozné vytvorit tenky film
o tablety z KBr, emulzie (nujol), filmy
o roztoky (kyveta s rozpustadlom v referencnom 1uci)

19



Kyvety na meranie

Back Front
window  window

Back plate Gasket Gasket / Front plate
" kvapalné vzorky 9 A0 7

#
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Syringe port

" plynné vzorky
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FT-IR mikroskop

" um vzorky

" transmisna aj
odrazova technika

<§ l:\ Binocular (10x)

Flip mirror for ‘\ Input from FTIR spectrometer
visible observation {

A
. Beamsplitter
Field stop
(aperture) (50/50)
Cassegrain /

condenser/objective

Output to detector
(reflection)

Sample stage

O NNNNNNHA

Cassegrain
objective

Qutput to detector
(transmission)
Field stop N

(aperture)



Aplikacie IC v praxi

sledovanie priebehu chemickych reakcii
o reakcna kinetika
o detekcia intermediatov
analyza polymeérov
o vznik
o Struktura
o degradacia
biologicke aplikacie
o stadium proteinov, sacharidov, nukleovych kyselin, lipidov
analyza potravin
o obsah alkoholu v napojoch

environmentalne analyzy
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Ramanova spektroskopia - historia

" jemna Struktura pasov vo vibracnych spektrach

o =2 zmeny rotacnych stavov: vibracno-rotacné spektra (plyny)
o Cisté rotacné spektrd (dalekd IC a mikrovinna oblast: 0.1 -100 cm™1)

teoreticky predpovedany rozptyl monochromatického

ziarenia so zmenami frekvencie
o Adolf Smekal (1923) = Rayleigh (1871), Einstein (1910)
-~ Compton (X-ltce) '

marec 1928: C. V. Raman, K. S. Krishnan

o L. A. Ramdas — Ramanov jav

~ | sir Raman,
 1888-1970

jul 1928: G. S. Landsberg a L. J. Mandelstam (Moskva)
o kombinacny rozptyl

1961 — objavenie laseru = rozvoj techniky

1977 — Surface-Enhanced Raman Scattering (SERS)

1997 — Single Molecule SERS

~ Chandrasekhara Venkata
Nobelova cena 1930
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Hlavne opticke prechody
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Ramanov rozptyl

A

2. vzbudeny
25000 7 elektrénovy stav
o 1. vzbudeny
IE metastabilné Al elektronovy stav
stavy - I
e ' Stokes  anti-Stokes |
°© | 7 7Y I P |
S | : |
< | | |
> ~ |l -, | vy
V1V | |
| | | -
vibraéné : v v : Viib
stavy I |
4000 1 | | |
A ' ! v
0l elektronovy

zakladny stav

IC Raman rezonancny Raman 2



Vznik Ramanovho ziarenia

" dopad ziarenia = indukovanie dipolového momentu molekuly
O u=o.k
" zmena polarizovatelnosti - a

o IC zmena dipélového momentu

p=ak cos(27zv0t)+ %Z—a qE {cos[27z(v0 V., )] + cos[27z(v0 +Vo )]}
q

15 500 15798 16000 P (em™)
AV - VVib = VO T v T Rayleighov rozptyl
Stokesove anti- Stokesove
diary giary
H ) ) .t E ’
o — polarizovatelnost 1 j Rrilabng
g — vnutorné suradnice AT cm J N
. . o ” “
E — intenzita elektrického o . e

pofa dopadajuceho ziarenia

AS (em™)
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Ramanovo spektrum
" zmena polarizovatelnosti:

symetricka vibracia antisymetricka vibracia
oa aktivha v Ramanovi aktivna v IC
- i O o oc
Ox o
G
T )t
o rotacia akejkolvek 34 e
negulovitej molekuly || L
1 | I
~Ro 0 Xq X

= komplementarita s IC

10 K]Iﬂ — 100
%“ 8 180 g
5 Z
g 4 —40 8§
E . indene o ;

Raman JLA &

0 I | I I I | | | | I | I | 0
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Vlastnosti Ramanovej spektrometrie

" zalozena na nepruznom rozptyle (nie transmisia alebo odraz)

o kombinacny rozptyl vs. fluorescencia (!)

= vyberové pravidla — komplementarne k IC

o niektoré vibracné médy st Raman aj IC aktivne
" minimalna priprava vzoriek (plyn, kvapalina, tuh4 latka)

o nedestruktivna, bezné prostredie (CO,, H,0O), biologické vzorky
" fluorescencia

" skumanie molekulovej symetrie

CO, H,O
<~ O @O~ Raman: 1 335 cm™ GGQ% Raman + IC: 3657 cm™!
—><— . )( \
O-@=0O—>  IC: 2349 cm-! v
A om dso% Raman + IC: 3 756 cm™'
O @O ¥ X §
v v I8: 667 cm-’ O&CDQO Raman + IC: 1 594 ¢!
O @u® 5. )8



Rezonancny Ramanov rozptyl

4
=5 3 vzbuQené,
3 2 elektronové
1 stavy
r—q 0
. V‘
’_l A 4 j A 4 4 L 4
L v * Vet Vg 2 M-va b Vi Ve » V=V & V-V, :
Ve Va Vs Vi Vi Vv Vs '”1 : i i
1 3 zakladné
1 2 elektronové
¥ Y. ¥ X 1 stavy
h 4 A 4 Y 0
1S Rayleigh normalny  predrezonan. rezonancny  fljuorescencia v
Raman Raman Raman

" Rayleighov rozptyl: 10°> — 10'2-krat vyssi ako Ramanov
o treba ho odfiltrovat
o meranie Stokesovych ciar

" rezonancny Ramanov rozptyl

o zvysenie intenzity 102 - 100-krat pomocou ziarenia blizkeho
k elektronovych prechodom 29



Vlastnosti

" Ramanov rozptyl nezavisi na dopadajucom ziareni (v,)

=4
-3 vzbudené
i elektronoveé
—— V= stavy
e = - [ V=10
g1 13 -—-FF= 77 || =====
virtualni hladiny e
V() V(_)- Vvllb v()+ v\'ib w ﬂStokes Stokes
Stokes anti-Stokes VU VO- Vw. b Vv 0+ Vw. b
V=4
V=3 zakladné
V=2 elektronove
y 2 v=1 y 2 stavy
22X 2 ] v=1 [ S ) . 4

excitacia vo viditelnej oblasti excitacia v blizkej IC oblasti
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Intenzita pasov

" Raman: tmerna (80/6q)* - zmena polarizovatelnosti

o IC: zmena kvadratu dipélového momentu

—E,

Ve 7 . 4
" vyyziarena energia: D, oo, v, Emner

/

anti—Stokes

" pomer intenzit Ciar: I

o moznost stanovit teplotu vzorky (T TV Stokes; T T7 anti-Stokes)

" udinny prierez o(v,,):
o cielova plocha reprezentovana
molekulou pre rozptyl

o(v,,) — ucinny prierez (cm?)
v, — frekvencia vzbudenia
E, — intenzita elektrickeho
pofa dopadajuceho ziarenia
n; — pocet Castic v stave i

Stokes

Vo=vin)

(VO + Vvib )4 e—h Vyip | KT

proces dcinny prierez pre | c (cm?)
absorpcia uv 10-18
absorpcia IC 10-2
emisia fluorescencia 10-19
rozptyl Rayleigh 10-26
rozptyl Raman 10-2%
rozptyl rezonanény Raman | 10-24
rozptyl SERS 10-16




SERM

" Surface-enhanced Raman Scattering
" povrchovo zosilneny Ramanov rozptyl

" vybudenim povrchovych plazmonov vzrastie signal
10°-106-krat

" vzorky su adsorbované na povrchu koloidov Ag, Au,
Cu
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Pristrojové vybavenie

" gkoulIC

o disperzne: UV, VIS s plosSnym CCD detektorom

o s Fourierovou transformaciou

= zakladné casti
o L-laser
o K-kyveta
M — monochromator
D — detektor

E — elektronika

o
o
o
o R-registracia




Komponenty spektrometrickej trasy

® zdroj monochromatického ziarenia - laser

o monochromaticnost, vysoky plosny vykon, koherentnost,
polarizacia
* He-Ne: 633 nm, Ar*: 488 nm, 496 nm, 514 nm, Kr*: 568 nm, 647 nm
* Nd:YAG: 1 064 nm
* plynulo preladitelné lasery
o obmedzovanie vykonu kvoli moznym vplyvom na vzorku (ohrev)
" kyvetovy priestor
o filter (odstranenie plazmoveho ziarenia z lasera)
o objektivova optika, nastavitelny drziak kyviet (polohovanie
vzorky), kolimator
" monochromator

o viacstupnovy — oddelenie Rayleighovo ziarenia

" detektor

o detekcia vo viditeInej oblasti s nizkou intenzitou fotonasobice
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[luminacia vzorky

" usporiadanie optiky pre zber dat
o 90° geometria (a)
o 180° geometria (b)

vzorka ———

< =

vstupna
Strbina

vstupna
Strbina

Laser (a) Laser (b)
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FT Raman

Raman Module FRA 106

1
|
i =
| BS
CE | N | %
'. ==
|

—————— J = ———— U @ F e P g e
P | | N A 1 i
(Dt | NS E
S T | i & SF ||
gl l rLal, € L =
ff__”_\\é_r-—-’:{}“'——ﬁ | |__# - R | U
M| ! S | f:%, _ X t : PF
D; | l B ! e
|x1|
o D;-D; — detektory o PF — primarny filter
o BS —deli¢ Iucov o SF - sekundarny filter
o S, —vzorka pre IC o L-laser
o Sy —vzorka pre Raman o X;, X, — vystupy luca pre
o CE - elektronika pridavné zariadenia



FT IR + FT Raman

iman accessory
n IFS 66 FT-IR optical

Optical diagram of the FRA 106 FT-Raman
accessory and IFS 66 bench.
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Ramanov mikroskop

" mapy chemického zlozenia

EYEPIECE
‘A‘ COUPLING OPTICS
1 ' DZ
REMOVABLE MIRROR \l : 4 | [
e e B e
i ‘ l |
PINHOLE SPATIAL FILTER I PINHOLE SPATIAL FILTER SPECTROMETER
| —— ENTRANCE SLIT
| l — T BEAMSPLITTER
J v |
A Y
FILTER 1]
|
1=

MICROSCOPE OBJECTIVE

= : » SAMPLE
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Mobilné sondy




Aplikacie
" polymery — fotolabilné materialy

" anorganické materialy

o kordzne vrstvy, povrchy
pevnych diskov, kremik,
amorfny uhlik, diamant

Intensity (a.u.)

" organicke materialy ¥ errmmber

o supramolekuldrne systémy, systémy na nosicoch

* biologicke vzorky —in vivo, in vitro

" farmacia — lieciva, drogy
" geologicke vzorky — mineraly, horniny
" archeologickeé a umelecke artefakty
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