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1 TEORIE

1 Teorie

1.1 Vypa°ení kapky - vznik kávového krouºku

D¥j vysychání kapky probíhá ve dvou fázích � v první se sníºí kontaktní úhel mezi kapkou
a její podloºkou, v druhé fázi se zmen²uje polom¥r kapky r, dokud se celá nevypa°í.

Díky povrchovému nap¥tí si kapka udrºuje na hydrofobním povrchu konstantní polom¥r.
Kapalina v kapce se vypa°uje tím více, £ím v¥t²í je zak°ivení volné hladiny. Nejvýrazn¥ji se
tedy vypa°uje na okraji kapky. Vypa°ovací tok J(r) proto musí sniºovat vý²ku kapky h(r) a ta
se tak stává plo²²í. Nar·stající odpa°ování kapaliny sm¥rem k perimetru kapky vede k de�citu
kapaliny v okrajových £ástech, coº vede ke vzniku proud¥ní (obr. 1) sm¥rem od st°edu kapky.
Proud¥ní kompenzuje ztrátu kapaliny na okraji kapky a uná²í £áste£ky v kapalin¥ sm¥rem
k okrajovým £ástem. Pokud by proud¥ní nevzniklo, sníºila by se vý²ka v kaºdém bod¥ a kapka
by zmen²ila sv·j polom¥r r. Za in�nitezimální £as se tak odpa°í tenká vrstvi£ka, která se sm¥rem
k okraji zmen²uje. Rychlost proud¥ní je dána vypa°ovacím tokem. V první fázi tedy dochází ke
sniºování kontaktního úhlu.

Obrázek 1: Proud¥ní vzniklé p°i vysychání kapky [1]

V druhé fázi je kontaktní úhel jiº p°íli² malý. T¥sn¥ p°ed úplným odpa°ením vysychají kapky
tak, ºe se postupn¥ odpa°uje voda z okraj· a kapka zmen²uje sv·j polom¥r r, tedy i perimetr
o. Po odpa°ení kapky z·stane na povrchu krouºek z £ástic, které na její p·vodní perimetr
odneslo vzniklé proud¥ní. Tento jev m·ºeme pozorovat po odpa°ení kapky kávy, £aje £i de²t¥
s prachovými £ásticemi. K jevu kávového krouºku (obr. 2) tedy dojde, pokud jsou spln¥ny
následující poºadavky:

1. Kapka roztoku musí být na hydrofobním povrchu - kontaktní úhel kapky a povrchu je
nenulový.

2. Perimetr kapky z·stává p°i vypa°ování stejný.

3. Rozpou²t¥dlo se odpa°uje.

Krouºek kolem kapky závisí na koncentraci rozpu²t¥né látky, nevzniká p°i vysoké koncentraci
rozpu²t¥né látky v roztoku. Existuje i n¥kolik fyzikálních jev·, které rozvrací vznik kávového
krouºku i p°i nízké koncentraci: Marangoniho efekt a eliptický tvar rozptýlených £ástic.

Obrázek 2: Kávový krouºek po odpa°ení kávových kapek [1]
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1.1 Vypa°ení kapky - vznik kávového krouºku 1 TEORIE

1.1.1 Marangoniho efekt

Marangoniho efekt pojmenovaný podle italského fyzika Carla Marangoni spo£ívá ve vzniku
proud¥ní podél rozhraní dvou kapalin vlivem gradientu povrchového nap¥tí. Kapalina s v¥t²ím
povrchovým nap¥tím má tendenci nasávat kapalinu s men²ím povrchovým nap¥tím. Pokud tedy
gradient existuje, bude kapalina proudit pry£ z oblasti s niº²ím povrchovým nap¥tím do oblasti
s vy²²ím povrchovým nap¥tím.

Tento jev se m·ºe projevit i v kapce kapaliny, protoºe tím, jak se kapalina na povrchu kapky
odpa°uje, dochází k jejímu ochlazování. Povrchové vrstvy jsou tedy chladn¥j²í - mají vy²²í po-
vrchové nap¥tí. Nejchladn¥j²í £ást kapaliny (s nejv¥t²ím povrchovým nap¥tím) se nachází na
okraji kapky, kde dochází k nejv¥t²ímu vypa°ování, a proto vznikne proud¥ní na rozhraní kapa-
lin s jiným povrchovým nap¥tím podle ²ipek na obrázku 3, aby z·stal zachován polom¥r kapky
r. Kapalina s nejv¥t²í teplotou (s nejmen²ím povrchovým nap¥tím) se nachází ve st°edu kapky
u povrchu. Kapalina tedy proudí z tohoto místa k okraji kapky. P°i proud¥ní n¥které £áste£ky
adsorbují k povrchu a ostatní recirkulují. Mají tendenci shromáºdit se uprost°ed kapi£ky, ne-
vytvo°í krouºek. V¥t²inou se ale oba jevy promísí a £áste£ky se nenahromadí ve st°edu. Tento
jev m·ºeme pozorovat u organických rozpou²t¥del.

Obrázek 3: Marangoniho efekt [1]

1.1.2 Tvar molekul suspendovaných látek

Dal²í p°ípad, kdy jev kávového krouºku nenastane, byl objeven v roce 2011 [1] a spo£ívá ve
zm¥n¥ tvaru suspendovaných £ástic, nap°íklad na elipsoidní tvar. To, ºe významnou roli hraje i
tvar £ástic, vyjde najevo, pokud se um¥le zvý²í povrchové nap¥tí a co nejvíce se zamezí pohybu
£ástic v kapce. Elipsoidní £ástice se b¥hem vysychání kapky p°imknou k rozhraní voda vzduch,
p°í£né kapilární síly je budou tla£it k sob¥ a £ástice vytvo°í agregované struktury na povrchu
vysychající kapky. Elipsoidní £ástice podléhají díky p·sobícím kapilárním silám k°upinkovému
efektu a uplat¬uje se zde jejich tvar.

Dochází totiº k tomu, ºe kapalina smá£ející jejich povrch deformuje rozhraní voda-vzduch,
hladina se zvedá uprost°ed velké poloosy a je tla£ena dol· u pól· elipsoidu. Výsledná deformace
vede k silným p°í£ným kapilárním silám, které p°itahují elipsoidní £ástice k sob¥ a utvá°í tak
jejich volné seskupení nebo v¥t²í kvazistatické agregáty. Pokud je polom¥r os elipsoidu v¥t²í
neº 2,5, vzniklé agregáty homogenn¥ pokrývají hladinu kapaliny a rozvrátí tak efekt kávového
krouºku viz obr. 4.

1.1.3 Vyuºití jevu kávového krouºku

Jev kávového krouºku v n¥kterých oborech p°edstavuje nep°íjemnost, nap°íklad se s ním
musí vypo°ádat výrobci bublinkových tiskáren. Nicmén¥ v n¥kterých oborech je tento jev vítaný,
jako p°i vytvá°ení nových optických materiál· nebo �lm·. Zde je hromad¥ní £áste£ek v ur£itém
míst¥ vítané. Cíleného zkoncentrování biomolekul, jako jsou nap°. proteiny, lipidy, myoglobin
atd., se vyuºívá p°i Ramanov¥ spektroskopii kapkov¥ naná²ených povlak·.
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1.2 Raman·v jev 1 TEORIE

Obrázek 4: Uspo°ádání suspendovaných £áste£ek podle tvaru molekul [1]

1.2 Raman·v jev

Raman·v jev je nepruºný (neelastický) rozptyl (obr. 5). Je pozorován p°i interakci mezi
fotony dopadajícího sv¥tla s vibra£ními stavy atom· nebo molekul, kdy rozptýlené zá°ení má
jinou vlnovou délku (resp. energii foton·) neº dopadající zá°ení (obr. 6). Dopadající sv¥tlo
(laser) interaguje se vzorkem následovn¥:

1. V¥t²ina zá°ení projde

2. �ást foton· se absorbuje

3. 10−4 foton· se rozptýlí elasticky (Rayleigh·v rozptyl)

Nej£ast¥ji laserový paprsek excituje molekulu v základním stavu do virtuálního stavu,
a p°i návratu z virtuálního stavu zp¥t se vyzá°í foton se stejnou vlnovou délkou (stej-
nou energií), jakou m¥l p·vodní foton. Zde není p°ená²ena ºádná analytická informace a
nem¥ní se energie molekuly.

4. 10−6 aº 10−8 foton· se rozptýlí neelasticky (Stokesovy a antistokesovy linie) - dojde ke
zm¥n¥ energie foton· a tudíº i ke zm¥n¥ jejich vlnové délky. Navíc platí zákon zachování
energie, takºe se musí nabytá a ztracená energie rovnat zm¥n¥ energie celé molekuly -
prob¥hne zm¥na energetické hladiny molekuly.

Obrázek 5: Princip Ramanova rozptylu [2]

Pokud se molekula po excitaci do virtuálního stavu vrátí do vy²²í kvantové hladiny, neº
ve které byla, vyzá°í se foton s v¥t²í vlnovou délkou (s men²í energií) - tzv. Stokes·v
foton. Energie molekuly tedy vzroste, aby byl spln¥n zákon zachování energie.

Naopak, pokud se molekula p·vodn¥ nenacházela v základním stavu, ale na vy²²í kvantové
hladin¥ a vrací se na základní hladinu, vyzá°í se foton s men²í vlnovou délkou (s v¥t²í
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1.2 Raman·v jev 1 TEORIE

energií) � tzv. Anti-Stokes·v foton. Energie molekuly se tudíº zmen²í, aby byl spln¥n
zákon zachování energie.

Obrázek 6: Raman·v rozptyl [3]

Ramanova spektroskopie (RS) sleduje neelastický rozptyl foton·. Navzdory tomu, ºe je
Raman·v rozptyl slabý, nachází ²iroké uplatn¥ní v mnoha v¥dách. Byly totiº vyvinuty techniky,
které signál zesilují, a to nap°íklad povrchem zesílený Raman·v rozptyl. Tyto techniky jsou
pouºitelné pro siln¥ z°ed¥né roztoky biomolekul.

1.2.1 Princip experimentu

Jako sv¥telný zdroj monochromatického sv¥tla se pouºívá laser o vlnové délce λ. Laserový
svazek je namí°en do vzorku, takºe vznikají fotony, u kterých je analyzována jejich vlnová délka
a intenzita. Schéma Ramanova pokusu je znázorn¥no na obrázku 7. Na obrázku 8 je zobrazeno
Ramanovo spektrum vody.

Obrázek 7: Princip Ramanova experimentu [2]

Na grafu vidíme dva pásy s vy²²í intenzitou. První znázor¬uje deforma£ní vibrace - zm¥nu
úhlu mezi vodíky v molekule vody. Druhý pás jsou valen£ní vibrace vzniklé m¥nící se délkou
vazby vodíku na kyslík. Ob¥ maxima tedy vzniknou vým¥nou energie mezi p°icházejícími fotony
a vibra£ním pohybem m¥nící se bu¤ délkou vazby O-H nebo úhlem v molekule vody.

Raman·v posun p°edstavuje zm¥ny energie. Nula odpovídá Rayleighovu posunu, napravo
na kladné x-ové ose najdeme Stokesovu v¥tev a nalevo na záporné x-ové ose Anti-Stokesovu
v¥tev.
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1.2 Raman·v jev 1 TEORIE

Obrázek 8: Ramanovo spektrum vody [2]

1.2.2 Základní veli£iny a jednotky

Monochromatický zdroj sv¥tla je charakterizován vlnovou délkou λ, energií a polarizací.
Tyto jednotky souvisí s vlnovou délkou následovn¥:

ν =
c

λ
, (1)

kde ν je frekvence s jednotkou hertz, c je rychlost sv¥tla (2, 998·108 m/s ve vakuu) a λ, vyjád°ená
v centimetrech, charakterizuje v jednotkách cm−1 vlno£et ω rovnicí

ω =
1

λ
. (2)

Vlnová délka sv¥tla bývá b¥ºn¥ vyjad°ována v nanometrech (nm = 10−9 m). Vlnová délka
(resp. frekvence) sv¥tla je spojena s energií E vztahem

E = hν, (3)

resp.
E = h

c

λ
, (4)

kde h je Plankova konstanta
Pouºitím rovnic (1), (2) a (3) dostaneme základní sadu vztah· mezi vlnovou délkou, energií

a barvou sv¥tla.

Porovnání základních veli£in Stokesovy a Anti-Stokesovy molekuly

Veli£ina
Vlnová délka λ
Energie £ástice E
Frekvence fotonu ν
Frekvence fotonu ω

Anti-Stokesova v¥tev
men²í - modrý posuv
men²í
v¥t²í
v¥t²í

Stokesova v¥tev
v¥t²í - £ervený posuv
v¥t²í
men²í
men²í
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1.2 Raman·v jev 1 TEORIE

1.2.3 Fyzikální podstata jevu

Fyzikální podstatu Ramanova rozptylu m·ºeme vysv¥tlit dv¥ma zp·soby. Podle klasického
p°ístupu, pokud ozá°íme molekuly sv¥tlem o frekvenci ν0, dojde k rozkmitání jejího elektrono-
vého obalu, £ímº vznikne dipólový moment. Molekula se stane zdrojem sekundárního sv¥telného
zá°ení o frekvenci kmit· tohoto dipólu o velikosti p, která bude úm¥rná elektrické intenzit¥ E

p = αE = αE0cos(2πν0t). (5)

Konstantou úm¥rnosti bude polarizovatelnost α, která °íká, jak snadno se vychylují elektrony
v molekule, pokud p·sobí elektrické pole. Tím jak molekula vibruje, m¥ní svoji geometrii, a
tedy i polarizovatelnost. Molekula tedy bude vysílat zá°ení nestálé frekvence. Pokud budeme
mít molekulu, která kmitá frekvencí f bude se její polarizovatelnost m¥nit s £asem t jako

α = α0 + ∆αcos(2πft). (6)

�asovou zm¥nu dipólu dostaneme dosazením α do vztahu (5)

p = [α0 + ∆αcos(2πft)]E0cos(2πν0t). (7)

Po roznásobení a úprav¥ dostaneme vztah

p = α0E0cos[2π(ν0 + f)t] +
1

2
∆αE0cos[2π(ν0 + f)t] +

1

2
∆αE0cos[2π(ν0 − f)t]. (8)

Spektrum Ramanova rozptylu se tedy skládá z dvojic £ar symetricky rozloºených kolem £áry
elasticky rozptýleného Rayleighova zá°ení o frekvenci ν0. Polohy £ar Ramanova rozptylu se
ur£ují posunem v·£i budicí frekvenci ν0. Oblast niº²ích frekvencí se nazývá Stokesova a oblast
vy²²ích frekvencí anti-Stokesova v¥tev Ramanova spektra.

Z pohledu kvantové fyziky popisujeme Raman·v rozptyl jako výsledek zá°ivého p°echodu
mezi dv¥ma vibra£ními stavy o energiích E1 a E2. Foton budicího zá°ení o frekvenci ν0 zaniká
a sou£asn¥ je emitován foton s odli²nou frekvencí νR. Z podmínky zachování energie pak musí
frekvence νR spl¬ovat

hνR = hv0 ± (E1 − E2) (9)

Jelikoº za b¥ºných podmínek je nejvíce molekul v základním vibra£ním stavu, ze kterého
nem·ºe dojít k aniti-Stokesovu p°echodu (νR > ν0), je zá°ení anti-Stokesovy v¥tve podstatn¥
slab²í neº zá°ení v¥tve Stokesovy. Nicmén¥ Raman·v rozptyl je i ve Stokesov¥ v¥tvi v·£i Ray-
leighovu rozptylu velmi slabý, protoºe jen asi jeden z milionu foton· je rozptýlen neelasticky.

1.2.4 Historie

Jev neelastického (nepruºného) rozptylu objevil roku 1928 indický fyzik Chandrasekhara
Venkata Raman (1888 � 1970) viz obr. 9. V zá°í 1921 se vracel do Bombaje z první zahrani£ní
cesty do Evropy. Fascinovala ho mod° St°edozemního mo°e a za£al se tak v¥novat studiu otázky
�Pro£ je mo°e modré?�. Nesouhlasil s tvrzením lorda Rayleigho, který vysv¥tlil otázku �Pro£ je
nebe modré?� � pomocí Rayleighova jevu, ºe mod° mo°e je pouhým odrazem barvy nebe.

V Kalkat¥ hledal Raman se svým studentem K. S. Krishnanem (1898 � 1961) viz obr. 9
analogii Comptonova jevu. Pro výzkum neelastického rozptylu v kapalinách sestavili apara-
turu, kde slune£ní sv¥tlo z heliostatu bylo fokusováno sedmipalcovým objektivem dalekohledu
a krátkoohniskovou £o£kou p°es modro�alový �ltr do ba¬ky s kapalinou. Do dráhy rozptýleného
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1.2 Raman·v jev 1 TEORIE

sv¥tla pak umístili druhý, zelený �ltr. Sledovali n¥co jako �uorescenci. Jev v²ak byl p°íli² slabý
na to, aby zaznamenali jeho spektrum. Po sérii polariza£ních pokus· si uv¥domili, ºe nejde o
�uorescenci � zá°ení bylo více polarizované, neº poskytuje �uorescence. 28. 10. 1928 poprvé
zaznamenali spektrum nového �typu zá°ení� . Poprvé pozorovali Raman·v jev - sv¥tlo, které
pro²lo kapalinou m¥lo jinou vlnovou délku. Raman dostal 10. 12. 1930 Nobelovu cenu za �práci
na rozptylu sv¥tla a za objev efektu pojmenovaném po n¥m�.

Objev Ramanova jevu byl velmi brzy potvrzen v °ad¥ £lánk· francouzských v¥dc·. Aº do
40. let se Ramanova spektra zaznamenávala pouze na fotogra�cký �lm. Raman·v spektrometr
se poprvé objevil b¥hem druhé sv¥tové války a po válce existovaly i komer£n¥ dostupné. V 60.
letech nastal významný rozvoj s p°íchodem laseru, který p°edstavoval ideální zdroj intenziv-
ního monochromatického sv¥tla. V 70. letech se lasery staly standardní sou£ástí Ramanových
spektrometr·. Zatím posledním významným krokem ve vývoji techniky RS byly v 80. letech
diodové °ádky a v 90. letech CCD detektory umoº¬ující získávat velmi slabá spektra.

Vyvinuly se i dal²í techniky Ramanovy spektroskopie, nap°íklad Ramanova mikroskopie,
rezonan£ní Ramanova spektroskopie (RRS), Stimulovaný Raman·v rozptyl, Koherentní anti-
Stokesova Ramanova spektroskopie (CARS), Hyper-Ramanova spektroskopie, Povrchem zesí-
lený Raman·v rozptyl (SERS), Ramanova optická aktivita (ROA) ...

Obrázek 9: C. V. Raman (nalevo) a K. S. Krishnan (napravo) [4], [5]

1.2.5 Vyuºití Ramanovy spektroskopie

Ramanova spektroskopie je univerzální typ spektroskopie, který nachází vyuºití ve v¥t²in¥
p°írodních v¥d, technice i pr·myslu. Uºite£nost Ramanovy spektroskopie spo£ívá v faktu, ºe
vibra£ní spektrum molekuly poskytuje velmi p°esné informace o chemických vlastnostech látky.
Vibra£ní spektra odhalují uspo°ádání atomových jader a chemických pás· uvnit° molekul a
jejich bezprost°ední okolí.

Pouºívá se v materiálovém výzkumu na studium £istoty a tlou²´ky p°ipravených polovodi-
£ových a polymerních vrstev jako test kvality. Ve forenzních v¥dách se pomocí RS analyzují
nepatrné vzorky a nedojde k jejich po²kození � analýza drog, tkanin a vláknin, identi�kace
výbu²nin, a to i na velké vzdálenosti (n¥kolik stovek metr·). V archeologii a kunsthistorii se
uºívá RS p°edev²ím p°i studiu sloºení pigment·. Nenahraditelná je p°i identi�kaci p·vodu dra-
hých kamen·, na základ¥ spektra lze ur£it p°esnou lokalitu. RS také dokáºe odhalit dokonalé
pad¥lky starov¥kých sklen¥ných nádob. V oblasti ochrany ºivotního prost°edí pomáhá p°i ana-
lýze a identi�kaci polutant· v ºivotním prost°edí. Lze analyzovat p·dy, odpadní vody i plyny.
Ve farmacii lze díky RS sledovat obsah ú£inných látek v tablet¥ i rovnom¥rnost distribuce lé-
£iva v jednotlivých tabletách. V molekulární biologii lze RS zkoumat procesy jinak nedostupné
jiným technikám (�brilace protein· vedoucí k Alzheimerov¥ nemoci) nebo lze nahlédnout na
strukturu nukleové kyseliny uvnit° virové kapsidy. Ramanova mikroskopie spole£n¥ s pokrokem
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1.3 Ramanova spektroskopii kapkov¥ naná²ených povlak· 2 POM�CKY

v po£íta£ové technice umoºnil v posledních 20 letech vyuºívání RS v biomedicín¥. Otev°ela se
tam moºnost studovat jednotlivé bu¬ky, tkán¥ £i biologické tekutiny.

Ramanova spektroskopie �guruje i ve výzkumu vesmíru. Za posledních dvacet let se poda-
°ilo p°ekonat p°ekáºky spojené s fungováním techniky v mimozemských podmínkách � p°ístroj
musel být malý, ale zárove¬ robustní, aby vydrºel dopad sondy na povrch, musel spot°ebovávat
málo energie, ale p°esto být dostate£n¥ citlivý a výkonný. Byla také vytvo°ená nová koncepce
� �zkoumání na dálku�. Raman·v spektrometr se tak stal sou£ástí Evropského robotického vo-
zítka pro pr·zkum Marsu ExoMars. Raman·v spektrometr váºí 2 kg a p°i m¥°ení má spot°ebu
jen 30 W. P°ístroj bude ur£en pro identi�kaci hornin a organických látek v nichº p°ítomných,
které by mohly sv¥d£it o p°ítomnosti ºivota na Marsu. Dal²í vhodný cíl pro vyuºití Ramanovy
spektroskopie je na planet¥ Venu²e, kde by se uplatnil hlavn¥ Raman·v spektrometr pro vzdá-
lený výzkum. V budoucnu m·ºeme o£ekávat, ºe se bude provád¥t výzkum pomocí Ramanovy
spektroskopie i z orbitální dráhy.

1.3 Ramanova spektroskopii kapkov¥ naná²ených povlak·

Pokud chceme Raman·v signál zesílit, je t°eba zvý²it koncentraci vzorku. To lze zajistit
odstran¥ním rozpou²t¥dla p°i vysychání kapky. Nap°íklad pokud vyschne kapka o objemu 2 µl
s pr·m¥rem 1, 56 mm na objem 10 µl, pak signál vzroste více neº 3 · 106x. Zvý²ení koncent-
race vzorku vyuºívá technika kapkov¥ naná²ených povlak· (Drop Coating Deposition Raman
- DCDR) objevená v roce 2003. Roztok se nanese na hydrofobní povrch a po vyschnutí kapky
zbude bu¤ "kávový krouºek"- kapalina se koncentruje podél kontaktní linie, nebo nehomogenn¥
do r·zných skvrn. DCDR umoº¬uje m¥°ení i roztok· s koncentrací molekul men²í neº 1 µM
(M = 1 mol/l) a zkoumané vzorky nepo²kodí.

P°i Ramanov¥ spektroskopii kapkov¥ naná²ených povlak· je t°eba Raman·v mikrospektro-
metr (spektrometr spojený s mikroskopem), protoºe prstenec po vyschlé kapce je velmi úzký (po
kapce o objemu 2 µl s pr·m¥rem 1, 5 mm zanechá prstenec ²í°ky pouhých n¥kolik mikrometr·).

Vhodná podloºka musí být hydrofobní a musí mít slabý Raman·v signál, aby nep°ekrýval
signál zkoumané látky. Mezi mén¥ nevhodné podloºky pat°í sklo a pravd¥podobn¥ nejlep²í
výsledky lze dosáhnout s le²t¥nou ocelovou desti£kou s napa°enou 50 nm vrstvou te�onu - jedná
se o komer£ní desti£ku od �rmy SpectRIM

TM

(d°íve Tienta Sciences, Inc.). Ocelový povrch
funguje jako zrcátko a do objektivu mikroskopu jsou odraºeny i fotony rozptýlené p·vodn¥
sm¥rem do podloºky, coº dále zvy²uje intenzitu Ramanova signálu. Kontaktní úhel této desti£ky
s kapkou vody je 122◦. Vhodným povrchem je také le²t¥ná desti£ka z �uoridu vápenatého. Námi
pouºitá desti£ka byla p°ipravena v optické díln¥ MFF v Tróji. Kontaktní úhel mezi desti£kou a
kapkou vody je 89◦.

Metoda DCDR umoº¬uje m¥°it v krátkých £asových intervalech ve velmi nízkých koncent-
rácích, zhruba o t°i °ady men²í neº standardní Ramanova spektroskopie.

2 Pom·cky

• Zkumavky eppendorf 5 ml a 2 ml

• Pipetmany (1000 µl, 5000 µl, 200 µl, 100 µl, 10 µl)

• Látky na p°ípravu vzork·: deionizovaná voda, kyselina pikolinová, kyselina dipikolinová,
ribo�avin (zakoupeno od �rmy Sigma-Aldrich)

• St°i£ky s destilovanou vodou a ethanolem (£i²t¥ní nástroj·)
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3 POSTUP

• Kádinka

• Mícha£ka roztok·

• Nab¥rací nástroj

• Stroj na deionizaci vody

• Plá²´, rukavice

• Raman·v mikrospektrometr (mikroskop spojený se spektrometrem) HR800 Horiba Jobin-
Yvon

• Podloºní sklí£ka

• Vzorek k°emíku na ov¥°ení kalibrace

• Desti£ka z le²t¥ného nerezu s 50 nm vrstvou te�onu od �rmy TIENTA SpectRIM
TM

• Desti£ka z le²t¥ného �uoridu vápenatého (CaF2)

3 Postup

3.1 P°íprava vzork·

Nejprve si p°ipravíme roztoky o obejmu 5 ml z t°í látek: kyseliny pikolinové (2-Picolinic acid),
kyseliny dipikolinové (2,6-Pyridinedicarboxylic acid) a Ribo�avinu (vitamin B2), v²echny látky
pochází od �rmy Sigma-Aldrich. Jako rozpou²t¥dlo pouºijeme deionizovanou vodu.

3.1.1 Ribo�avin (vitamin B2)

Ribo�avin °adíme chemicky mezi �aviny. Jedná se o ºluté aº oranºové barvivo p°írodního
p·vodu, které jemn¥ �uoreskuje. Samotný vitamin B2 si dokáºí rostliny a mikroorganismy sami
syntetizovat, £lov¥k a ºivo£ichové obecn¥ si jej v²ak syntetizovat sami neumí a musí ho p°ijímat
potravou. Vzhledem k faktu, ºe vitamin B2 je rozpustný ve vod¥, organismus si jej neukládá a
nevyuºitý vitamin B2 odchází z organismu pry£ mo£í. Je tepeln¥ stálý, ale rozkládá se p·sobe-
ním sv¥tla, vydrºí tedy vysoké teploty. To je velmi výhodné p°i zpracování potravin obsahující
tento vitamin, které m·ºeme bez obav tepeln¥ upravovat. Výborným zdrojem vitaminu B2
je °ada rozmanitých potravin jako jsou vnit°nosti (játra, ledvinky), vejce, vep°ové a hov¥zí
maso. D¥ti mohou tento vitamin p°ijímat i prost°ednictvím tvarohu, mléka a kakaa. Vitamin
B2 obsahují i ve²keré potraviny obsahující ve svém sloºení sloºku ozna£enou E 101.

Vitamin B2 pat°í k jednomu z univerzálních vitamin·, je d·leºitý pro tvorbu nových bun¥k
- pokoºky, vlas· nebo neht·, obstarává správnou funkci o£í p°evád¥ním krátkovlnných modrých
paprsk· na ºlutozelené, £ímº obdobn¥ jako retinol ovliv¬uje vid¥ní za ²era. Dále posiluje srde£ní
aparát a ovliv¬uje mnoho dal²ích orgán·. Sv·j nepostradatelný vliv má i na celkový metabolis-
mus organismu, kde ve form¥ koenzym· FMN (�avinmononukleotid) a FAD-(�avindinukleotid)
zasahuje do metabolismu cukr·, aminokyselin a tuk·, £ímº p°ímo ovliv¬uje energetické p°em¥ny
v organismu. Ribo�avin také ovliv¬uje nervovou soustavu, mozek a p°i vy²²í fyzické námaze
napomáhá v p°enosu kyslíku svalovým bu¬kám.

• Katalogové £íslo �rmy Sigma-Aldrich: R4500-5G
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3.1 P°íprava vzork· 3 POSTUP

• Sumární vzorec C7H20N4O6

• Strukturní vzorec viz obrázek 10

• Molekulární váha: 376, 36 g/mol

• Maximální rozpustnost ve vod¥: 84, 7 g/l

• �istota látky: ≥ 98 %

Obrázek 10: Strukturní vzorec rybo�avinu

Výpo£et koncentrace roztoku ribo�avinu

Výpo£et koncentrace roztoku c, do kterého bylo rozpu²t¥no 0, 0847 mg ribo�avinu:

1 M ..... 376, 367 mg ..... 1 ml
c M ..... 0, 0847 mg ....... 1 ml

c =
0, 0847

376, 367
= 2, 25 · 10−4 M = 0, 225 mM

Koncentrace námi p°ipraveného roztoku ribo�avinu je c = 0, 225 mM.

3.1.2 Kyselina pikolinová (2-Picolinic acid)

Pikolinová kyselina je produkt rozkladu L-tryptofanu v lidském t¥le. Váºe kovové ionty.
Vykazuje vysokou antimikrobiální aktivitu p°i pH = 5,0 a 7,0. Kyselina pikolinová a její soli
p°edstavují nový potenciální konzerva£ní prost°edek pro potraviny a kosmetické prost°edky.

• Katalogové £íslo �rmy Sigma-Aldrich: P42800-5G

• Sumární vzorec: C6H5NO2

• Strukturní vzorec viz obrázek 11

• Molekulární váha: 123, 11 g/mol

• Maximální rozpustnost ve vod¥: 5 g/l

• �istota látky: 99 %
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Obrázek 11: Strukturní vzorec kyseliny pikolinové

Výpo£et koncentrace roztoku kyseliny pikolinové

Maximální koncentrace roztoku c:

1 M ..... 123, 11 mg ..... 1 ml
c M .... 887, 00 mg ..... 1 ml

c =
887

123, 11
= 7, 2 M

Maximální koncentrace roztoku kyseliny pikolinové je c = 7, 2 M.

Výpo£et koncentrace roztoku c, do kterého se rozpustilo 85 mg kyseliny pikolinové:

1 M ..... 615, 55 mg ..... 5 ml
c M ...... 85 mg ........... 5 ml

c =
85

615, 55
= 138 mM

Koncentrace námi p°ipraveného roztoku kyseliny pikolinové je c1 = 138 mM
.
= 14 mM. Tento

roztok jsme roz°edili na koncentrace c2 = 14 · 10−4 M a c3 = 14 · 10−4 M. Dále jsme p°ipravili
roztok o koncentraci c = 10−3 mM a roz°edili jsme jej na koncentrace c4 = 10−4 M, c5 = 10−5 M
a c6 = 10−6 M.

3.1.3 Kyselina dipikolinová (2,6-Pyridinedicarboxylic acid)

Dipikolinová kyselina (DPA) spole£n¥ s vápníkem je sou£ástí endosporu bakterií (nap°. Ba-
cillus Anthraxis), jenº pravd¥podobn¥ chrání spory p°ed extrémními podmínkami. Syntetizuje
ji mate°ská bu¬ka. V p°írod¥ je p°ítomna jako degrada£ní produkt vitamin·, koenzim· a alka-
loid·. Pat°í mezi silné organické kyseliny.

• Katalogové £íslo �rmy Sigma-Aldrich: P63808-25G

• Sumární vzorec C7H5NO4

• Strukturní vzorec viz obrázek 12

• Molekulární váha: 167, 12 g/mol

• Maximální rozpustnost ve vod¥: 887 g/l

• �istota látky: 99 %
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Obrázek 12: Strukturní vzorec kyseliny dipikolinové

Výpo£et koncentrace roztoku kyseliny dipikolinové

Maximální koncentrace roztoku c:

1 M ..... 167, 12 mg ..... 1 ml
c M ..... 5 mg ............. 1 ml

c =
5

167, 12
= 30 mM

Maximální koncentrace roztoku kyseliny dipikolinové je c = 30 mM.

Výpo£et koncentrace roztoku c, do kterého se rozpustilo 24, 45 mg kyseliny dipikolinové:

30 mM ..... 25 mg ........ 5 ml
c M .......... 24, 45 mg ... 5 ml

c =
24, 45

25
· 30 = 29, 34 mM

Koncentrace námi p°ipraveného roztoku kyseliny dipikolinové je c = 29, 34 mM
.
= 30 mM.

Roztok jsme roz°edili na koncentrace c1 = 3 · 10−3 M, c2 = 3 · 10−4 M a c3 = 3 · 10−5 M.

3.2 M¥°ení spekter

M¥°ení spekter budeme provád¥t pomocí Ramanova mikrospektrometru HR800 Horiba
Jobin-Yvon a programu LabSpec. P°ed kaºdým m¥°ením ov¥°ujeme kalibraci pomocí vzorku
k°emíku, jehoº ostrý pás je 520, 7 cm−1. K ov¥°ení kalibrace pouºíváme objektiv x10, excita£ní
vlnová délka laseru je λ = 632, 816 nm, poloha m°íºky spektrometru 600 cm−1.

Kaºdý vzorek p°ipravíme na podloºní sklí£ko a umístíme pod Raman·v mikrospektrometr.
Nejprve provedeme fokusaci. Zapneme na programu kameru, máme zasunuté zrcátko a na vzo-
rek si posvítíme. Pomocí ²roub· zaost°íme na bod, jehoº spektrum chceme m¥°it. N¥kdy nám
m·ºe fokusaci usnadnit laser, pomocí n¥jº se snadn¥ji zorientujeme, v jakém materiálu se nachá-
zíme. Zda se nacházíme na povrchu zkoumaného vzorku poznáme tak, ºe se po n¥m m·ºeme
pohybovat joystickem. Pomocí n¥j také namí°íme na poºadované místo, ve kterém chceme
m¥°it spektrum. Následn¥ zastavíme kameru, vysuneme zrcátko, vypneme podsvícení vzorku,
zapneme laser (£ervený laser 632, 816 mm), zkontrolujeme nastavení m¥°ení - objektiv, �ltr,
vstupní ²t¥rbinu monochromátoru, spektrální rozsah m¥°ení, akumulaci spektra, m°íºku (po£et
vryp· na mm), vlnovou délku, m·ºeme nastavit i název dat... Nakonec spustíme m¥°ení (za
teploty −129◦C) a na obrazovce vidíme vznikající graf závislosti intenzity na Ramanova posunu.
M°íºka se natá£í a snímají se fotony s r·znou vlnovou délkou. Data m·ºeme uloºit v n¥kolika
formátech. Formát pro program LabSpec je .ngs. Tímto postupem m¥°íme v²echny vzorky.
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4 VÝSLEDKY M��ENÍ

4 Výsledky m¥°ení

Pomocí Ramanova mikrospektrometru HR800 Horiba Jobin-Yvon zm¥°íme Stokesovu v¥tev
p°ipravených vzork· na r·zných povr²ích. �ervená te£ka na obrázcích zna£í místo, odkud byl
signál akumulován.

4.1 Spektra podloºních materiál·

4.1.1 Podloºní sklí£ko

Zm¥°ili jsme spektrum podloºního sklí£ka (graf 13) a zjistili jsme, ºe sklo není ideálním po-
vrchem pro Ramanovu spektroskopii, jelikoº má své vlastní spektrum a to se m·ºe promítnout
do kaºdého m¥°ení vzorku, který je na n¥j nanesen. Ov¥°ení kalibrace k°emínku: 520, 1 cm−1.

Nastavení Ramanova mikrospektrometru

Parametry
Vlnová délka
�edý �ltr
Vstupní ²t¥rbina
M°íºka
Objektiv
Akumulace spektra
Konfokální clona

Nastavené hodnoty
632, 8 nm
D 0.6
100 µm
600 vryp·/mm
x50 ULWD
90 x 1 s
1000 µm

Graf 13: Spektrum podloºního sklí£ka
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4.1.2 Fluorid vápenatý CaF2

Zm¥°ili jsme spektrum �uoridu vápenatého (graf 14) a zjistili jsme, ºe je vhodn¥j²ím po-
vrchem pro DCDR, jelikoº krom¥ pásu 325 cm−1 nemá spektrum, které by se promítalo do
m¥°ení vzork·. Ov¥°ení kalibrace k°emínku: 520, 1 cm−1.

Graf 14: Spektrum �uoridu vápenatého

4.2 Ribo�avin

4.2.1 Ribo�avin ve form¥ prá²ku

Zm¥°íme spektrum ribo�avinu (graf 15) o £istot¥ > 98 % ve form¥ prá²ku, který naneseme
na podloºní sklí£ko. Ov¥°ení kalibrace k°emíku: 522, 88 cm−1.

Nastavení Ramanova mikrospektrometru

Parametry
Vlnová délka
�edý �ltr
Vstupní ²t¥rbina
M°íºka
Objektiv
Akumulace spektra
Konfokální clona

Hodnoty
632, 8 nm
D 0.3
100 µm
600 vryp·/mm
x50 ULWD
90 x 1 s
400 µm
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Graf 15: P°íklady spekter ribo�avinu v form¥ prá²ku

4.2.2 Kapka roztoku ribo�avinu na podloºním sklí£ku

Na podloºní sklí£ko bylo nakapáno 50 µl roztoku ribo�avinu o koncentraci c = 2, 25 ·10−4 M
a zm¥°ili jsme spektrum (graf 16). Ov¥°ení kalibrace k°emínku: 520, 1 cm−1.

Nastavení Ramanova mikrospektrometru

Parametry
Vlnová délka
�edý �ltr
Vstupní ²t¥rbina
M°íºka
Objektiv
Akumulace spektra
Konfokální clona1

Spektrum 1
632, 8 nm
ºádný
100 µm
600 vryp·/mm
x50 ULWD2

90 x 1 s
400 µm

Spektrum 2
632, 8 nm
ºádný
100 µm
600 vryp·/mm
x50 ULWD
90 x 1 s
1000 µm

Spektrum 3
632, 8 nm
D 0.6
100 µm
600 vryp·/mm
x50 ULWD
90 x 1 s
1000 µm

1Pinhole
2Ultra long work distance
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Graf 16: P°íklady spekter kapky ribo�avinu na podloºním sklí£ku, c = 2, 25 · 10−4 M

4.2.3 Ribo�avin na skle

Kapka ribo�avinu o koncentraci c = 2, 25 · 10−4 M vyschla (viz obrázky 18, 19, 20) do
formy jehlicovitých krystalk· a n¥kde se nachází v¥t²í agregáty. Zm¥°ili jsme spektrum (graf
17). Ov¥°ení kalibrace k°emíku: 520, 46 cm−1.

Nastavení Ramanova mikrospektrometru

Parametry
Vlnová délka
�edý �ltr
Vstupní ²t¥rbina
M°íºka
Objektiv
Akumulace spektra
Konfokální clona

Hodnoty
632, 8 nm
ºádný
100 µm
600 vryp·/mm
x50 ULWD
90 x 1 s
1000 µm
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Graf 17: P°íklady spekter ribo�avinu na skle, c = 2, 25 · 10−4 M

Obrázek 18: Zkoumané místo - spektrum 1
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Obrázek 19: Zkoumané místo - spektrum 2

Obrázek 20: Zkoumané místo - spektrum 3
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4.2.4 Ribo�avin na skle

Dal²í m¥°ení provádíme se zam¥°ením na oblast, kde se vyskytují pásy. Nastavíme také �ltr,
jelikoº u p°edchozích m¥°ení pravd¥podobn¥ docházelo k pálení vzorku - signál p°i m¥°ení rostl.
Dostaneme tak graf 21 z míst na obrázcích 22 a 23. Ov¥°ení kalibrace k°emíku: 520, 46 cm−1.

Nastavení Ramanova mikrospektrometru

Parametry
Vlnová délka
�edý �ltr
Vstupní ²t¥rbina
M°íºka
Objektiv
Akumulace spektra
Konfokální clona

Hodnoty
632, 8 nm
D 0.3
100 µm
600 vryp·/mm
x50 ULWD
90 x 1 s
1000 µm

Graf 21: P°íklady spekter ribo�avinu na skle, c = 2, 25 · 10−4 M

Kontrola kalibrace k°emíku po skon£ení m¥°ení: 522, 88 cm−1. Kalibrace se mírn¥ posunula
vlivem zm¥ny teploty.
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4.2 Ribo�avin 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Obrázek 22: Zkoumaná místa - spektrum 1,2,3

Obrázek 23: Zkoumaná místa - spektrum 4,5,6,7
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4.2 Ribo�avin 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

4.2.5 Ribo�avin na CaF2 - koncentrace c

Kapka roztoku ribo�avinu o koncentraci c = 2, 25·10−4 M vytvo°ila p°i vysychání na desti£ce
z CaF2 krouºek (obr. 24). Získali jsme graf 25 po zm¥°ení míst na obrázku 29. Ov¥°ení kalibrace
k°emíku: 522, 88 cm−1.

Obrázek 24: Ribo�avin na desti£ce z �uoridu vápenatého - objektiv x10

Nastavení Ramanova mikrospektrometru

Parametry
Vlnová délka
�edý �ltr
Vstupní ²t¥rbina
M°íºka
Objektiv
Akumulace spektra
Konfokální clona

Hodnoty
632, 8 nm
D 0.3
100 µm
600 vryp·/mm
x50 ULWD
90 x 1 s
400 µm

Graf 25: P°íklady spekter ribo�avinu na �uoridu vápenatém s koncentrací c = 2, 25 · 10−4 M

22



4.2 Ribo�avin 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Obrázek 26: Zm¥°ená místa - spektrum 1,2,3,4
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4.2 Ribo�avin 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

4.2.6 Ribo�avin na CaF2 - koncentrace 0,1c

Roztok ribo�avinu 10x z°edíme a necháme tak uschnout na �uoridu vápenatém roztok
ribo�avinu o koncentraci c = 2, 25 · 10−5 M. �ástice po vyschnutí byly u okraje, ale krouºek
tvo°ily jen v horní £ásti, jinde se kontaktní linie zhroutila (obr. 27). Na m¥°ení spekter byl t°eba
siln¥j²í �ltr - D 1, protoºe p°i �ltru D 0.3 docházelo k vypalování vzorku. Získali jsme tam graf
28 m¥°ením z míst na obrázcích 26. Ov¥°ení kalibrace k°emíku: 522, 88 cm−1.

Obrázek 27: Ribo�avin na desti£ce z �uoridu vápenatého - objektiv x10, c = 2, 25 · 10−5 M

Nastavení Ramanova mikrospektrometru

Parametry
Vlnová délka
�edý �ltr
Vstupní ²t¥rbina
M°íºka
Objektiv
Akumulace spektra
Konfokální clona

Hodnoty
632, 8 nm
D 1
100 µm
600 vryp·/mm
x50 ULWD
90 x 2 s
400 µm
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4.2 Ribo�avin 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Graf 28: P°íklady spekter ribo�avinu na �uoridu vápenatém, c = 2, 25 · 10−5 M
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4.2 Ribo�avin 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Obrázek 29: Zm¥°ená místa - spektrum 1,2,3,4
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4.2 Ribo�avin 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

4.2.7 Ribo�avin na ocelové desti£ce s te�onovou vrstvou SpectRIM

Ocelová desti£ka s te�onovou vrstvou je nejlep²í povrch pro Ramanovu spektroskopii - signál
je nejsiln¥j²í. �ástice po odpa°ení kapky ribo�avinu o koncentraci c = 2, 25 · 10−4 M neutvo°ily
krouºek (obr. 30). Získali jsme graf 31 m¥°ením z míst na obrázcích 32. Ov¥°ení kalibrace
k°emíku 522, 88 cm−1.

Obrázek 30: Ribo�avin na le²t¥né ocelové desti£ce s te�onovou vrstvou (50 nm) - objektiv x10

Nastavení Ramanova mikrospektrometru

Parametry
Vlnová délka
�edý �ltr
Vstupní ²t¥rbina
M°íºka
Objektiv
Akumulace spektra
Konfokální clona

Hodnoty
632, 8 nm
D 1
100 µm
600 vryp·/mm
x50 ULWD
90 x 1 s
400 µm
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4.2 Ribo�avin 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Graf 31: Spektrum ribo�avinu na le²t¥né ocelové desti£ce s te�onovou vrstvou, c = 2, 25·10−4 M
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4.2 Ribo�avin 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Obrázek 32: Zm¥°ená místa - spektrum 1-7 ribo�avinu na le²t¥né ocelové desti£ce s te�onovou
vrstvou
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4.2 Ribo�avin 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

4.2.8 Ribo�avin na ocelové desti£ce s te�onovou vrstvou - 0,1c

Na desti£ce necháme zaschnout kapku roztoku ribo�avinu o koncentraci c = 2, 25 · 10−5 M.
�ástice po odpa°ení kapky neutvo°ily krouºek (obr. 33). Získáme graf 34 z m¥°ených míst na
obrázcích 35. Ov¥°ení kalibrace k°emíku 522, 88 cm−1.

Obrázek 33: Ribo�avin na ocelové desti£ce s te�onovou vrstvou, objektiv x10, c = 2, 25 ·10−5 M

Nastavení Ramanova mikrospektrometru

Parametry
Vlnová délka
�edý �ltr
Vstupní ²t¥rbina
M°íºka
Objektiv
Akumulace spektra
Konfokální clona

Hodnoty
632, 8 nm
D 1
100 µm
600 vryp·/mm
x50 ULWD
90 x 1 s
400 µm
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4.2 Ribo�avin 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Graf 34: Spektrum ribo�avinu na le²t¥né ocelové desti£ce s te�onovou vrstvou, c = 2, 25·10−5 M

Obrázek 35: Zm¥°ená místa - spektrum 1,2,3
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4.2 Ribo�avin 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

4.2.9 Ribo�avin na ocelové desti£ce s te�onovou vrstvou - 0,02c

Na desti£ku pod mikroskopem nakápneme 50x z°ed¥ný roztok ribo�avinu o koncentraci
c = 4, 5·10−6 M a pozorujeme, jak se kapka vypa°uje. P°i men²ích koncentracích je tento zp·sob
jednodu²²í neº fokusovat £ástice, které z·stanou po odpa°ení roztoku (obr. 36). Získáme graf
37 m¥°ením z míst na obrázcích 38.

Obrázek 36: Ribo�avin na ocelové desti£ce s te�onovou vrstvou, objektiv x10, c = 4, 5 · 10−6 M

Nastavení Ramanova mikrospektrometru

Parametry
Vlnová délka
�edý �ltr
Vstupní ²t¥rbina
M°íºka
Objektiv
Akumulace spektra
Konfokální clona

Hodnoty
632, 8 nm
D 1
100 µm
600 vryp·/mm
x50 ULWD
90 x 1 s
400 µm
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4.2 Ribo�avin 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Graf 37: Spektrum ribo�avinu na le²t¥né ocelové desti£ce s te�onovou vrstvou, c = 4, 5 ·10−6 M
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4.2 Ribo�avin 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Obrázek 38: Zm¥°ená místa - spektrum 1,2,3
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4.2 Ribo�avin 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

4.2.10 Ribo�avin - porovnání spekter r·zných koncentrací

Na grafech 39 a 40 vidíme porovnání spekter m¥°ených z r·zných koncentrací.

Graf 39: Spektrum ribo�avinu le²t¥ném nerezu s 50 nm vrstvou te�onu - r·zné koncentrace

Graf 40: Spektrum ribo�avinu na �uoridu vápenatém - r·zné koncentrace
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4.3 Kyselina pikolinová (PA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

4.3 Kyselina pikolinová (PA)

Na desti£ce z le²t¥ného nerezu s 50 nm te�onu a na desti£ce z �uoridu vápenatého necháme
zaschnout kapky o objemu 2 µl roztoku kyseliny pikolinové o koncentracích c1 = 14 · 10−3 M,
c2 = 14 · 10−4 M, c3 = 14 · 10−5 M, c4 = 10−4 M a c5 = 10−5 M, c6 = 10−6 M.

4.3.1 Kyselina pikolinová na le²t¥ném nerezu s 50 nm te�onu

Ov¥°ení kalibrace: 521, 67 cm−1.
Vysycháním kapky o 2 µl roztoku kyseliny pikolinové (koncentrace c1 = 14 · 10−3 M) se

utvo°il nános agregát· (obr. 41).

Obrázek 41: PA o koncentraci c = 14 mM, objektiv x10
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4.3 Kyselina pikolinová (PA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Vysycháním kapky o 2 µl roztoku kyseliny pikolinové (koncentrace c1 = 14 · 10−4 M) se
utvo°ila skvrna, látka tvo°í místy krystalky (42).

Obrázek 42: PA o koncentraci c = 1, 4 mM, objektiv x10

Vysycháním kapky o 2 µl roztoku kyseliny pikolinové (koncentrace c1 = 14 · 10−5 M) se
utvo°il nep°esný kruh s v¥t²í koncentrací látky na okraji (obr. 43).

Obrázek 43: PA o koncentraci c = 0, 14 mM, objektiv x10
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4.3 Kyselina pikolinová (PA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Nastavení Ramanova mikrospektrometru

Parametry
Vlnová délka
�edý �ltr
Vstupní ²t¥rbina
M°íºka
Objektiv
Akumulace spektra
Konfokální clona

Nastavené hodnoty
632, 8 nm
ºádný
100 µm
600 vryp·/mm
x50 ULWD
90 x 1 s
1000 µm

Získali jsme graf 44 zm¥°ením míst na obrázcích 45.

Graf 44: Spektrum kyseliny pikolinové o koncentracích c1,c2,c3
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4.3 Kyselina pikolinová (PA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Obrázek 45: Zm¥°ená místa: c3 = 14 · 10−5 M, c2 = 14 · 10−4 M, c1 = 14 · 10−3 M
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4.3 Kyselina pikolinová (PA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Vysycháním kapky o 2 µl roztoku kyseliny pikolinové (koncentrace c4 = 10−4 M) se vytvo°il
krystal obklopený amorfní látkou (obr. 46).

Obrázek 46: PA, koncentrace c4 = 10−4 M

Vysycháním kapky o 2 µl roztoku kyseliny pikolinové (koncentrace c5 = 10−5 M) se utvo°ila
skvrna tvo°ená krystalky a amorfní látkou (obr. 47).

Obrázek 47: PA, koncentrace c5 = 10−5 M
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4.3 Kyselina pikolinová (PA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Vysycháním kapky o 2 µl roztoku kyseliny pikolinové (koncentrace c6 = 10−6 M) se utvo°ila
skvrna s nehomogenn¥ rozloºenou látkou (obr. 48).

Obrázek 48: PA, koncentrace c6 = 10−6 M

Nastavení Ramanova mikrospektrometru

Parametry
Vlnová délka
�edý �ltr
Vstupní ²t¥rbina
M°íºka
Objektiv
Akumulace spektra
Konfokální clona

Nastavené hodnoty
632, 8 nm
ºádný
100 µm
600 vryp·/mm
x50 ULWD
90 x 2 s 1000 µm
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4.3 Kyselina pikolinová (PA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Získáme graf 49 m¥°ením z míst na obrázcích 50.

Graf 49: Spektrum kyseliny pikolinové o koncentracích c4,c5,c6

INTERPRETACE
Z graf· je výrazná zm¥na intenzity pás· 1012 a 1050 cm−1. P°i m¥°ení spektra kapky o nejv¥t²í
koncentraci c4 vy²el pás 1012 cm−1 jako nejintenzivn¥j²í. Po sníºení koncentrace 10 krát byla
intenzita obou pás· tém¥° stejná a p°i nejmen²í koncentraci c6 se stal nejintenzivn¥j²ím pás
1050 cm−1.
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4.3 Kyselina pikolinová (PA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Obrázek 50: Zm¥°ená místa: c3 = 14 · 10−5 M, c2 = 14 · 10−4 M, c1 = 14 · 10−3 M

43



4.3 Kyselina pikolinová (PA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

4.3.2 Kyselina pikolinová na CaF2

Po vyschnutí kapky roztoku kyseliny pikolinové o objemu V = 2 µl (koncentrace c =
0, 14 · 10−3 M) je vid¥t na levé stran¥ £ást kontaktní linie (£ást "kávového krouºku"), která se
nezachovala po celém obvodu (obr. 51).

Obrázek 51: PA na CaF2, c = 14 · 10−5 M, objektiv x10
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4.3 Kyselina pikolinová (PA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Graf 52: Spektrum kyseliny pikolinové na �uoridu vápenatém - koncentrace c = 14 · 10−5 M

Obrázek 53: Zm¥°ené místo
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4.3 Kyselina pikolinová (PA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Po vyschnutí kapky roztoku kyseliny pikolinové o objemu V = 2 µl s koncentrací c4 =
10−4 M se vytvo°il "kávový krouºek", ale po vyschnutí kapky o koncentraci c5 = 10−5 M z·staly
agregáty ve skvrn¥. Z koncentrace c6 = 10−6 M se na tomto povrchu signál získat nepoda°ilo.
Získali jsme graf 54 m¥°ením z míst na obrázcích 55.

Graf 54: Spektrum kyseliny pikolinové na �uoridu vápenatém - r·zné koncentrace
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4.3 Kyselina pikolinová (PA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Obrázek 55: Zm¥°ená místa: c4 = 10−4 M, c5 = 10−5 M
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4.4 Kyselina dipikolinová (DPA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

INTERPRETACE
P°i porovnání graf· nap°. 44 a 54 vidíme, ºe na �uoridu vápenatém je homogenn¥j²í pozadí neº
na desti£ce z le²t¥ného nerezu.
Nejd·leºit¥j²í pásy [6]:

• 620 cm−1 - deforma£ní vibrace kruhu

• 1015(1012) cm−1 - dýchací vibrace kruhu (ring vibration) - zkracování a prodluºování
vazeb

• 1370 cm−1 - valen£ní vibrace (stretching) COO

• 1440 cm−1 - deformace dvojné vazby C=C

• 1598 cm−1 - valen£ní vibrace (stretching) C=C, deformace dvojné vazby

4.4 Kyselina dipikolinová (DPA)

Na desti£ce z le²t¥ného nerezu s 50 nm te�onu a na desti£ce z �uoridu vápenatého necháme
zaschnout kapky o objemu 2 µl roztoku kyseliny dipikolinové o koncentracích c1 = 3 · 10−3 M,
c2 = 3 · 10−4 M a c3 = 3 · 10−5 M.

4.4.1 Kyselina dipikolinová na le²t¥ném nerezu s 50 nm te�onu

Po vyschnutí kapky roztoku kyseliny dipikolinové 2 µl o koncentraci c1 = 3 · 10−3 M) se
utvo°il nános koncentrované látky s krystalky na okraji (obr. 56).

Obrázek 56: DPA o koncentraci c1 = 3 · 10−3 M
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4.4 Kyselina dipikolinová (DPA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Po vyschnutí kapky roztoku kyseliny dipikolinové 2 µl o koncentraci c2 = 3 · 10−4 M zbyla
skvrna s nehomogenn¥ rozloºenou látkou (obr. 57).

Obrázek 57: DPA o koncentraci c2 = 3 · 10−4 M

Po vyschnutí kapky roztoku kyseliny dipikolinové 2 µl o koncentraci c3 = 3 · 10−5 M) zbyla
skvrna s nehomogenn¥ rozloºenou látkou (obr. 58), ale s men²í hustotou neº u p°edchozí, deset
krát v¥t²í koncentrace.

Obrázek 58: DPA o koncentraci c3 = 3 · 10−5 M
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4.4 Kyselina dipikolinová (DPA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Nastavení Ramanova mikrospektrometru

Parametry
Vlnová délka
�edý �ltr
Vstupní ²t¥rbina
M°íºka
Objektiv
Akumulace spektra
Konfokální clona

Nastavené hodnoty
632, 8 nm
D 0.6 pro c1, D 0.3 pro c2, c3
100 µm
600 vryp·/mm
x50 ULWD
90 x 1 s pro c1, c2 a 90 x 2 s pro c3
1000 µm

Získali jsme graf 59 z nam¥°ených míst na obrázku 60.

Graf 59: Kyselina dipikolivá na le²t¥ném nerezu s 50 nm vrstvou te�onu, c1 = 3 · 10−3 M,
c2 = 3 · 10−4 M, c3 = 3 · 10−5 M
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4.4 Kyselina dipikolinová (DPA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Obrázek 60: Zm¥°ená místa: c1 = 3 · 10−3 M, c2 = 3 · 10−4 M, c3 = 3 · 10−5 M
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4.4 Kyselina dipikolinová (DPA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

4.4.2 Kyselina dipikolinová na CaF2

Po vyschnutí kapky roztoku kyseliny dipikolinové 2 µl o koncentraci c1 = 3 · 10−3 M) se
utvo°il kávový krouºek s krystalky jehlicového tvaru uvnit° (obr. 61).

Obrázek 61: DPA, koncentrace c1 = 3 · 10−3 M
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4.4 Kyselina dipikolinová (DPA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Po vyschnutí kapky roztoku kyseliny dipikolinové 2 µl o koncentraci c2 = 3 · 10−4 M) se
látka koncentrovala na okraji 62.

Obrázek 62: Objektiv x5
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4.4 Kyselina dipikolinová (DPA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Po vyschnutí kapky roztoku kyseliny dipikolinové 2 µl o koncentraci c3 = 3 · 10−5 M)
zbyla látka koncentrovaná na okraji. Je z°ejmá tendence o vytvo°ení krouºku - vpravo se zacho-
vala £ást "kávového krouºku"(obr. 63). Z této koncentrace se v²ak dosta£ující signál nam¥°it
nepovedl.

Obrázek 63: Objektiv x5

Nastavení Ramanova mikrospektrometru

Parametry
Vlnová délka
�edý �ltr
Vstupní ²t¥rbina
M°íºka
Objektiv
Akumulace spektra
Konfokální clona

Nastavené hodnoty
632, 8 nm
D 0.6 pro c1, D 0.3 pro c2, c3
100 µm
600 vryp·/mm
x50 ULWD
90 x 1 s pro c1, c2 a 90 x 2 s pro c3
1000 µm
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4.4 Kyselina dipikolinová (DPA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Získali jsme graf 64, který jsme dostali nam¥°ením z míst na obrázcích 65.

Graf 64: Kyselina dipikolinová na �uoridu vápenatém - r·zné koncentrace
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4.4 Kyselina dipikolinová (DPA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

Obrázek 65: Zm¥°ená místa: c1 = 3 · 10−3 M, c2 = 3 · 10−4 M, c3 = 3 · 10−5 M
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4.4 Kyselina dipikolinová (DPA) 4 VÝSLEDKY M��ENÍ

INTERPRETACE
Z vyschlé kapky na �uoridu vápenatém jsme získali slab²í signál, neº kdyº jsme pouºili jako po-
vrch le²t¥ný nerez. D·vodem je men²í hydrofobicita CaF2 - kapky mají v¥t²í tendenci vysychat
do krouºku a tím pádem získáme mén¥ koncentrovaného materiálu. U hydrofobního te�onu
nevznikají obvykle "kávové krouºky"a £ástice jsou koncentrované v jednom míst¥.
Nejd·leºit¥j²í pásy [6]:

• 639 aº 648 cm−1 - deforma£ní vibrace C-C (ring band)

• 765 aº 759 cm−1 - OCO deformace v rovin¥

• 998 aº 1000 cm−1 - dýchací vibrace (ring vibration) - stahování a roztahování kruhu

• 1642 cm−1 - valen£ní vibrace - streching vazby C=O
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5 ZÁV�R

5 Záv¥r

Pomocí techniky kapkov¥ naná²ených povlak· (Drop Coating Deposition Raman - DCDR)
jsme zkoumali Ramanovo spektrum ribo�avinu, kyseliny pikolinové a kyseliny dipikolinové.
Tyto vzorky jsme naná²eli na desti£ku z le²t¥ného nerezu s 50 nm vrstvou te�onu (SpectRIM)
a na desti£ku z �uoridu vápenatého. Na povrchu SpectRIM byl kv·li kontaktnímu úhlu vºdy
pr·m¥r nánosu £ástic po vypa°ení kapky men²í neº na povrchu z �uoridu vápenatého, který má
niº²í hydrofobicitu. Spektra jsme získávali z roztok· r·zných koncentrací. P°ipravené vzorky
jsme °edili tak, abychom nam¥°ili spektrum z roztoku o co nejmen²í koncentraci dané látky.

Spektrum ribo�avinu z desti£ky SpectRIM se poda°ilo nam¥°it i z koncentrace c = 4, 5 ·
10−6 M, zatímco nejniº²í koncentrace p°i pouºití povrchu z �uoridu vápenatého byla c = 2, 25 ·
10−5 M. U kyseliny pikolinové byla nejniº²í koncentrace, ze které se dalo získat spektrum,
na desti£ce SpectRIM c = 10−6 M a na podloºce z �uoridu vápenatého byla o °ád niº²í -
c = 10−5 M. Spektrum kyseliny dipikolinové na desti£ce SpectRIM jsme získali i z koncentrace
c = 3 · 10−5 M a na povrchu z �uoridu vápenatého c = 3 · 10−4 M.

Z výsledk· vyplývá, ºe Ramanovo spektrum nam¥°íme pomocí povrchu z le²t¥ného nerezu
s 50 nm vrstvou te�onu (SpectRIM) z roztoku v²ech pouºitých vzork· (ribo�avinu, kyseliny
pikolinové, dipikolinové) o °ád niº²í koncentraci neº pomocí povrchu z �uoridu vápenatého.
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