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9. Detekce a identifikace aktivnich slozek a pomocnych latek — Ramanova spektrometrie
10.Spektralni metody pro identifikaci a kvantifikaci — NIR spektrometrie

11.Metody molekulové spektrometrie pro kvantitativni analyzu léCiv

12.NMR spektrometrie pfi analyze roztoku

13.Kvantitativni NMR spektrometrie

14.Hmotnostni spektrometrie pro identifikaci farmaceutickych latek



Ramanova spektrometrie

Sir Chandrasekhara Venkata Raman
1888 — 1970

Nobel Cena za fyziku 1930

C. V. Raman and K. S. Krishnan, Nature, 121(3048), 501, March 31, 1928

The experiments we have made have confirmed this anticipation, and shown
that in every case in which light is scattered by the molecules in dust-free
liquids or gases, the diffuse radiation of the ordinary kind, having the same
wave-length as the incident beam, is accompanied by a modified scattered
radiation of degraded frequency.



Uvod k Ramanové spektroskopii

——

% v
e Adolf Gustav Stephan Smekal — 1923 — (zakladni vzdélani -
Brno a Olomouc) predpoved jevu — modulace monochromatického
zareni vnitrnimi frekvencemi molekuly
e Leonid Isaakovi¢c Mandelstam a Grigorij
Samuilovic¢ Landsberg — podrobnéjsi teorie a
experimenty s rtutovou vybojkou a krystalem
Landsberg G.S., Mandelstam L.I.;
Naturwissenschaften 16, (1928) 557.
e Georg Placzek (nar. v Brné) — teorie Ramanova rozptylu,
Placzek G.; Rayleigh-Streuung und Raman-Effekt
v Handbuch der Radiologie (Marx E., editor) 2 Auflage,
Vol. VI, Part Il, Leipzig, Germany 1934.
e Gerhard Herzberg - Molecular Spectra and Molecular Structure
Vol. 1 Diatomic Molecules, Van Nostrand, New York, USA 1939.,
Vol. 2 Infrared and Raman Spectra of Polyatomic Molecules, 1945.




Uvod k Ramanové spektroskopii

1923 - Inelastic light scattering is predicted by A. Smekal
1928 - Landsberg and Mandelstam see unexpected
frequency shifts in scattering from quartz .
1928 - C.V. Raman and K.S. Krishnan see “feeble fluorescence” from
neat solvents

1930 - C.V. Raman wins Nobel Prize in Physics

1961 - Invention of laser makes Raman experiments reasonable
1977 - Surface-enhanced Raman scattering (SERS) is discovered
1997 - Single molecule SERS is possible
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Rayleighuv rozptyl — popis déje

1. Interakce fotonu
zareni s atomemyv &= b
zakladnim stavu " L 17, Photon

£ ":'jr‘:_:{;{)'l
e f :
A€ = hy A i
! f/“{;:,\

- [ =, e
72N
¥ ¥

{(b) Excitation of
the ground state

(d) Ground state =107%

»-excitation with
) e seconds later

[Qi i pround staie sbout o emission of a photon

receive a blast of energy

RE 3.33 The excitafion of an atom. (@) Energy in the amount hv is delivered to the atom.
ce this matches the energy needed to reach an excited state, the atom absorbs the energy and
ins a higher energy level. (c) With the emission of a photon it drops back (d) and returns to the

round state in about 1078 s.

2. Absorpce energie 3. Emise fotonu o Navrat do zakladniho
fotonu a prechod do stejné energii stavu, cely proces
excitovaného stavu trva 108 s

_J

Eugene Hecht, Optics, Addison-Wesley, Reading, MA, 1998.



Energetické prechody

1 z 107 fotonu je rozptyleno neelasticky

Virtualni
stav

Rota¢ni Ramanova spek.
Vibraéni Ramanova spek.

infraervena Ramanuv
absorpce rozptyl

10" counts |

~~
Lo

1 count




Teoreticky zaklad Ramanova jevu v klasickém priblizeni

@ ELECTRIC FIELD OF RADIATION

INDUCED
DIPOLE
MOMENT

DIPOLE
MOMENT

Fi1G. 1.32. Classical theory for the origin of the Raman effect. In (a) we see a diatomic
molecule where **+ ' represents protons and **—"" represents the center of gravity of the
electrons. The electrons are displaced by the external field of the photon and an induced
dipole moment is generated which changes when the bond length changes during the
molecular vibration. The induced dipole moment is plotted in (b) as an amplitude modu-
lated wave with steady amplitude components shown in (c¢) from which scattered radiation
is generated.

Colthup et al., Introduction to Infrared and Raman Spectroscopy, 3rd ed., Academic Press, Boston: 1990



Pozorovani Ramanova rozptylu

Raman scattering visible to the unaided eye, from a 488 nm laser beam passing through liquid cyclohexane. Left vial
exhibits mostly Rayleigh scattering which obscures much weaker Raman scattering. Right vial is viewed through a 488 nm

band rejection filter, which permits observation of longer wavelength Raman scattering.




Principy Ramanovy a
FT Ramanovy spektroskopie

Podstata Ramanova jevu

- rozptyleny foton ma odlisnou energii oproti dopadajicimu

2afivy cvoufotonovy nfechod
mezi dvéma stacionarnimi vibracnimi stavy molekuly,
jejichZ energie jsou E, a E,,
vyvolany interakci s fotonem dopadajiciho zareni
ofrekvenci v,> |2, - £ |/1,
provazeny vyzarenim rozptyleného fotonu
oenergii hw= hy * (E,-E,),

kde h vVib - E2 - E-'



Principy Ramanovy a
FT Ramanovy spektroskopie

Vibracni
kvantové Cislo

Prvni elektronovy
cxcitovany stav

S B B B
mmwmwmun
- = N s

VU- vvj b v0+ vvfb

Stokes anti-Stokes

Zakladni
elekfronovy stav

Excitace normalni rezonancni

Schéma dvoufotonovych prechodu
Ramanuv a Rayleighuv rozptyl pri excitaci normalni a rezonanéni




Principy Ramanovy a
FT Ramanovy spektroskopie

Zakladni vybérové pravidlo
Ramanova rozptylu

zmena polarizovatelnosti behem vibracniho pohybu

p=a E COS (2mv,t)+ %g—jq E {c0s [27 (v, —v,, ) t] + €OS [27 (v, + v, ) ]}

5—“;&0

0q




Ramanova Spektroskopie — srovnani s IR

- zareni o urcité frekvenci je rozptyleno molekulou s niz interaguije,
dochazi ke zméné frekvence dopadajiciho zareni

- zmény frekvence odpovidaji vibracnimu prechodu v molekule -
souvislost s infraCervenou absorpci.

- Spektrum Ramanova rozptylu doplniuje infracervené absorpcni
spektrum z hlediska informaci o strukture molekuly

- mechanismy obou jevUl jsou odlisSné

Vibracni mody Vibracni mody
Zména dipolového momentu Zména polarizovatelnosti

— —>

o 20" &
Prechod do excitovaného kratkodobad distorze elektronového oblaku
vibracniho stavu v okoli chemické vazby

Antisymetrické vibrace(active) symetrické vibrace (active)



- rozptyl zareni molekulami vzorku ve vsech smeérech v prostoru v

dlsledku absorpce fotonu a prechodu do virtudlniho stavu s naslednou
reemisi

Lowest
excited

electronic
2 1
State

Rayleigh Raman
scattering scattering

53
<
I

S
2

Stokes, E




- some scattered emissions occur at the same energy while others return
in a different state

Rayleigh Raman

scattering scattering
E=hv,tAE

Virtual

states

Ramaniv rozptyl
Zmeéna energetické

hladiny
hv, <> hv

Rayleighiiv rozptyl
Nulova zména energie
hv,, = hv

out

out

)
<
I

»

5]
-~
-
1
)
5]
-t
4
)
S
17

Anti-Stokes, E = hv  + AE

Ground
electronic

State

Elasticky rozptyl:
Neelastic rozptyl:




Dva typy prechodi v Ramanové rozptylu

Rayleigh Raman
scattering scattering
E=hy, tAE

[ S

Anti-Stokes: E = hv + AE

Stokes: E = hv - AE

=
|

»

o
=
2
-~
I
S
L
—
=}
S
w

Anti-Stokes, E

Ground
electronic
state

— IR absorbce




Anti-Stokes

Nizsi energie Vyssi energie

Stokes Anti-Stokes

Probability of Emission & Observed Intensity
Raleigh scattering >> Stokes >> anti-Stokes

Intensity of Raman lines are 0.001% intensity of the source



- nutna zmeéna polarizovatelnosti molekuly béhem vibrace
- polarizovatelnost souvisi s prostorovou distribuci elektronového oblaku

IR & Raman jsou komplementarni metody. Nékteré vibrace jsou aktivni jak v Ramanove tak i
v IR spektru ( SO, — nelinearni molekula)

Obecné:
V IR jsou vice aktivni polarni funkéni skupiny (R-OH, -C=0, atd.)
V Ramanu vyniknou napt. vibrace aromatického kruhu a skeletarni
vibrace alifatického retézce (C=C, -CH,-, atd.)



Principy Ramanovy a
FT Ramanovy spektroskopie

Vibracni frekvence molekul jsou nezavislé na
tom, zda je studujeme infracervenou
nebo Ramanovou spektroskopii,

avsak intenzity spektrdlnich linii
budou pro obé spektroskopické techniky

zretelné odlisné.



Principy Ramanovy a
FT Ramanovy spektroskopie

V Ramanové spektru je intenzita pasu
dmérna
druhé mocniné zmeény polarizovatelnosti
béhem vibracniho pohybu
(6a/5q)”,
zatimco v infraCerveném spektru
je umeérna

druhé mocniné zmény dipolového momentu.



Principy Ramanovy a
FT Ramanovy spektroskopie

Vztah intenzity pasu
- moznost méreni teploty vzorku

4 h vyip
Ianti—Stokes = (VO T Vvibj e KT

Vo = Vvib

I Stokes
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IC vs Ramanova spektrometrie
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IC vs Ramanova spektrometrie
(J

N

"
C=0

Raman |
Raman /
N
£ ot

600 1100 1600 2100 2600 3100
Energy, cm!

Figure 2.2. FTIR (upper) transmission and Raman scattering (lower) of oleic acid methyl ester.

McCreery, R. L., Raman Spectroscopy for Chemical Analysis, 3rd ed., Wiley, New York: 2000




Vyhody Ramanovy spektrometrie oproti IR

Vhodné pro méreni biologickych vzorkut v nativnim stavu

=> Vyuziti skla — sklenéné optické prvky, cely, opticka vlakna

Totalné symetrické vibrace jsou pozorovatelné



Experimentalni vyhody

Knizka intenzita Ramanova rozptylu pro vodu
Kpouzivané optické materialy nejsou citlive na vihkost

Kmereni v uzavirenych ampulich - napr. pod vakuuem

a dalsich symetrickych vibraci



Vyhody IR oproti Ramanu

Meéreni spekter je méneée zavislé na absolutni konfiguraci pristroje
vzhledem k meéreni relativniho pomeéru intenzit

Riziko fluorescencniho pozadi.



Ramanova spektrometrie - instrumentace

Zdroj zareni

e Slunce a filtry
e rtut'ova vybojka

»monochromatickeé
> koherentni

Detekce svétla

e OCi
o fotografické desky » fotonasobice



Instrumentace

Lasery pro excitaci Ramanova jevu

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

Ar* 514.5

Ar* 488.0

Ar* 457 .9

Kr* 568,2

Kr* 647,1

Kr* YA

Kr* 752,6

Nd-YAG 1064

Nd-YAG - 2f 532

diodové 780, 785 - NIR

barvivove 360 - 750 - UV, vis



Instrumentace-

Disperzni

- Separace jednotlivych vinovych délek zareni béhem méreni
spektra — pouziti difrakcni mrizky

- Viditelna excitace

- CCD detektor

- Vyssi intenzita Ramanova rozptylu ( ~ 1/A%)

- Vetsi riziko fluorescencniho pozadi

- Spektralni rozliseni je dano parametry mrizky — nejlépe pro kazdou
excitaci jinou mrizku

- Rozsah excitacnich vinovych

Délek je omezen parametry CCD

Detektoru — max 780-785 nm

Grating




Schéma Ramanova disperzniho pristroje

VZOREK

oBJEKTly FILTR

CCD detektor

OTOCNA
MRIZKA

(<

ZRCADLA

| ”

VSTUPNIi STERBINA




Instrumentace-

S Fourierovou transformaci

- excitace v blizké infracervené oblasti — obvykle 1064 nm

- témeér nulova pravdépodobnost fluorescence

- mensi intenzita rozptylu

- pouziti interferometru

- Jednokanalové detektory (InGaAs, Ge — chlazeny N,)

- Zaznam celého spektra najednou

- Velmi presny frekvencni zaznam, minimalni posuny maxim pasu
diky zabudovanému laseru v interferometru

- Vhodna metoda pro

zaznam spekter do Interferometer Fixed

knihovnv Beamsplitter

=

Moving
mirror

Detector




Principy
FT Ramanovy spektroskopie

od mikroskopu [ 'k mikroskopu

kyvetovy o
prostor

Nd-YAG laser

sbérna optika a
filtrace Rayleighova rozptylu

blok elektroniky -
napi. A/D pfevodnik,
akviziéni jednotka

interferometr——— d Gl(;
e e etektor

pomocny |
detcktor

Schéma FT Ramanova spektrometru s NIR excitaci



Instrumentace

> pfenosné pristroje — ,rucni”, mobilni

» stolni kompaktni spektrometry

* stolni spektrometry s volbou excitacni
vinove délky

» stolni mikrospektrometry

» vedecke systemy

» prumyslové univerzalni systémy
 aplikacné pfizpusobené
(jednoucelove) systemy


http://www.kosi.com/raman/analyzers/ramanrxn3.html

Terénni méreni

Prenosny dispersni Ramanuv spektrometr —
AHURA

Nalzovice — areal b

Sodium selenite

valeho statku

Positive Match AhuraScientific g

FirstDefender FD2110

.

| Mode: Auto, Point and Shoot
Power Setting: High

nwve
e I e n I c I t a n The measured data i flly consistent with the library
item for Sodium selenite.

Laser Status: Pass
CCD Status: Pass
Lamp Status: Pass
Calibration: Pass

Last Checked: 3/27/2008 3:09 PM
Scan Warnings: None

— Bostive Mach AhuraScientific
picric aci
FirstDefender FD2110
Mode: Auto, Point and Shoot
Power Setting: High

The measured data is fully consistent with the library
item for TNP (picric acid)
Laser Status: Pass

e i e NIRRT A CCD Status: Pass
Lamp Status: Pass
Calibration: Pass
Last Checked: 3/27/2008 3:00 PM
Scan Warnings: None

Nalzovice27-03 - Scan068

Nalzovice27-03 - Scan065 3/27/2008 3:00 PM




Resonancni Raman

Intenzity Ramanovych linii mohou byt zesileny resonanc¢nim faktorem az 10° =>
Detekéni limity 10 to 108 M.

Obvykle se pouziva proladitelny viditelny laser jako zdroj.

Upper (excited)
Electronic State

Lower (ground)
Electronic State

Preresonance Resonance
Rama

ellner at al,, Analytical Crigrnisiry



Resonanc¢hi Raman

Example: -Carotin

f-Caratin
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Wavelength (nm)
C. HESS, 2006




>
=
w
o
QO
—
=

Resonanchi Raman

Example: B-Carotin

B-carotin, 9ImW , 20s exp
514nm excitation
—— 632nm excitation

C=C stretch

| ! I ' |
400 800 1200
Raman shift (cm'1)

1
1600

2000

C. Hess, 2006




Rezonancni Ramanuv rozptyl

e virtualni hladina v blizkosti elektronove

excitovaného stavu

— UV rezonancni Ramanova spektroskopie —
nukleove kyseliny, proteiny

— Viditelna oblast — koordinancni slouceniny,
organicka barviva, hemoproteiny

— NIR — ,,prerezonance” ? — nizkoenergetické
elektronové prechody

— Excitacni profily — zavislost Ramanovych spekter
(vybranych pasu) na excitacni vinové délce



Studovanée materialy
VZORKY

« anorganicke - korozni vrstvy
- povrchy pevnych disku, kiemik
- amorfni uhlik, diamanty
- organickeé - supramolekularni systémy
- systémy na nosicich

- polymery - fotolabilni materialy
 biologickéeé - in vitro, in vivo

- geologické - mineraly, horniny

- archeologickeé - od paleolitu po novovék




ldentifikace padéelku — umeélé perly

Faux Pearl

3500 3000 2000 1500 1000 500 100
Raman Shift / cmit

Figure 3 The Raman spectra of calcium carbonate (top), natural pearl (middle), and faux pearl

(bottom). (Adapted with permission from Ref. 9.)

Lewis, |. R.; Edwards, H. G. M., Handbook of Raman Spectroscopy: From the Research Laboratory to the Process Line, Marcel
Dekker, New York: 2001.0




Identifikace drog

‘JJ\M morphine

heroin I h l I A '

I I I I I
3000 2500 2000 1500 1000

Raman shift (cm-1)




Identifikace léciv

ASPIRIN

"

IBUPROFEN

>
=
7]
pa
L
}_
=
z
<C
=
<
o

I 1 2 A A 1 ! i ' 1 1 L '

400 600 800 1000 1200
FREQUENCY SHIFT (cm™)




Raman intensity
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Schéma Ramanova mikroskopu

Mikroskopicky

objektiv 1 Odstranéni

plasmovych linii

Vzorek

na x-y-z stolku
e

23 objektiv 2

:'.': 4

Bt Mikroskopicky

Y Pinhole

— | —

Spektrograf




Ramanova mikrospektroskopie

— viditelna excitace

—moznost konfokalniho
rezimu pro lepsi
prostorove rozliseni

— NIR excitace
— horsi prostoroveé rozliseni

— mensi riziko fotorozkladu
a fluorescence




Difrakcni limit rozlisovaci
schopnosti objektivu




Opticka konfokdlni mikroskopie a
mikrospektroskopie

B

+ Konfokalni clonka

(,,pmhole ) S—
* Vymezuje zareni 1

pochazejici ze
zaostrené plochy
pod
mikroskopem

* Sekundarni
zareni —
odrazové,
luminiscencni,
rozptylové




Opticka konfokalni mikroskopie a
mikrospektroskopie

* Moznost hloubkového proostrovani
# Sekundarni zareni vzdy jen z ohniskove plochy

+ Kompromis priméru ,,pinhole
-mensi primeér — lepsi hloubkové rozliseni,

- vétsi pramér — horsi hloubkové rozlisenti,
vyssi signal na detektoru
* V kombinaci s lateralnim rozliSenim
(zobrazovanim ¢i mapovanim) moZnost
konstrukce 3D obrazu




Aplikace Ramanovy spektroskopie ve farmacii

e Spektralni identifikace |éCivych a pomocnych
atek — knihovny spekter

e Kvantitativni stanoveni ucinnych latek

 Pomocny screening ruznych polymorfnich
forem

e Vystupni kvalitativni zkousky v priamyslu




In vivo aplikace
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* povrchem zesilena vibracni
spektroskopie (SEVS)

* vhodné pripraveny povrch kovu
(Ag, Au, Cu)

e zesileni spektralniho signalu

povrchové plasmonové resonance)

W oraemon | SEIRA on Au " . * resonancni excitace lokalisovanych
\ - 2 ¥ .' povrchovych plasmonu na
ooty |stns trukt ’ hu (j
i o onhg] nanostrukturovaném povrchu (jev
‘ [}
1, | r
[ ' ‘iA

[
.

Vs W 800 1000 1200 1400 1600

500 700

g1
a LY
Manotdre Wavenumbers/cm

indukované zmeény polarizovatelnosti adsorbovanych molekul
sledovani molekulovych vibraci latek

detekce malého mnozstvi latek — principialné az jednotlivych
molekul

analyza ultratenkych organickych filmd



AFM snimky

opticka microskopie:
Nikon Optiphot I

\!} (1 v 7

" DET. SE Detector
DATE: 08/05/08 10 um Vega ©Tescan
Device: 5135 Digital Microscopy Imaging

DET: SE Detector
DATE: 08/05/08 100 um Vega ©Tescan
Device: 5135 Digital Microscopy Imaging

SEM snimky



FT-Raman

2500




Pt dratek
elektrochemicka cela

pro in situ méreni

Cu dratek pro
napojeni elektrody

i N

velkoplo$na Ag elektroda

« kompozitni substrat: bifunkéni €inidlo jako linker spojujici
jednotlivé casti

 velkoplosna Ag elektroda s vhodnou nanomorfologii + Ag
koloidni nanocastice propojené molekulami diammin

« chemicky fFizené vytvoreni SERS-aktivnich systému

» vznik kavit ve strukture vytvorené samoskladné
monovrstvy

« zachyceni sledované latky a jeji detekce




* nebezpecny organochlorovy pesticid s karcinogennimi, mutagennimi imuno-
a reprotoxickymi uc€inky

* interaguje s plasmatickou membranou neuronovych bunék

 velmi nizka afinita vic¢i kovovému povrchu

» spektralni detekce: pasy v oblasti otisku palce: 200 — 400 cm*!

DAC/ALD

" 1 - g " 1 . - g 1 . . . 1 - - e 2 - 1 " - - '
1600 1400 1200 1000 500 600 400

vinocet, cm



