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ABSTRAKT

Tato praca popisuje Ramanovu spektroskopiu ako metddu analyzy a identifikacie latok so
zameranim na bezpecCnostné aplikacie. Teoreticka Cast’ je zamerana na popis principov
vyuzitia elektromagnetického Ziarenia v spektroskopickych metddach. Dalej sa pojednava
0 Specifikaich Ramanovej spektroskopie ajej moznostiach vyuzitia v kriminalistickej
expertize a d’alSich vednych disciplinach. V praktickej Casti tejto diplomovej prace su
popisané merania Ramanovych spektier vybranych vzoriek. Kapitola 6 je venovana
porovnaniu Ramanovej spektroskopie s FTIR spektroskopiu avzavere su uvedené

moznosti d’alSich aplikécii v oblasti bezpecnostnych technologii.

KTlacové slova: spektroskopia, Ramanov mikroskop, kriminalisticka expertiza, kyselina

acetylsalicylova

ABSTRACT

In this thesis there is description of Raman spectroscopy as a method for analysis and
identification of materials for security application. There is basic information about
electromagnetic emission for spectroscopy in theoretical part. Furthermore, the specific
applications of the Raman spectroscopy in forensic science and other areas are discussed. In
practical part of this diploma there is a principle of Raman spectra measuring of selected
samples. Chapter 6 concludes comparison of Raman and FTIR spectroscopy. At the end,

there are several more possibilities of use in security.

Keywords: spectroscopy, Raman microscope, forensic expertise, acidum acetylsalicylicum
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UvVOD

Ramanova spektroskopia je jednou zo spektrofotometrickych metdéd vyuzivajucich
k analyze latok elektromagnetické Ziarenie. Vzhl'adom na technologicky pokrok nachadza
Ramanova spektroskopia vyuzitie nielen v materidlovych vednych disciplinach, ale aj vo
farmaceutike, biomedicine, mineralogii a v neposlednej rade v bezpe¢nostnych aplikaciach
ako sucast’ kriminalistickej expertizy. Tu slizi ako kriminalisticko-technicky prostriedok

k identifikécii a analyze neznamych latok.

Cielom mojej prace bolo vypracovat’ ucelenu Studiu teoretickych principov a praktickych
aspektov Ramanovej spektroskopie. V experimentalnej casti bolo nutné zvazit' vyber
vzoriek na analyzu. Z praktickych dovodov sme zvolili bezne dostupné lieciva, pricom sme
brali ohl'ad taktieZ na zloZenie liekov. Ramanov mikroskop, ktory je k dispozicii
Vv laboratoriu na FAI UTB, disponuje dvomi kniZznicami ato kniZnicou polymérnych
a forénznych latok, avSak pre ucely tejto prace sme namerali referencné spektra jednotlivych

chemickych substancii, ktoré tvoria komponenty v tabletach.

Poznatky zhrnuté v tejto praci moézu byt zdrojom informacii a pomdckou pri zostavovani

laboratornych tloh, ktoré posluzia ako praktické ukazky z kriminalistickej expertizy.
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1 INTERAKCIE HMOTY S ELEKETROMAGNETICKYM
ZIARENIM

Technologicky pokrok na poli materidlovych vied je mozné vyuzit v najroznejSich
oblastiach aplikovaného vyskumu vratane kriminalistickych expertiz. Identifikédcia
neznamych latok uzko suvisi s poznanim ich molekulove;j Struktiry. Vyznamnou mierou
k tomuto poznaniu prispieva obor spektroskopia, ktory umoziiuje ziskat podrobné

informacie o Struktire hmoty na zéklade interakcii s elektromagnetickym ziarenim.

1.1 Charakteristika elektromagnetického Ziarenia

Elektromagnetickd vIna vznikd oscilaciou elektrického a magnetického pola. Vsetky
frekvencie, ktorymi su charakterizované elektromagnetické viny, spolo¢ne tvoria spektrum.
Hoci je Tudské oko schopné vnimat’ len tizke spektrum frekvencii, ktoré sa javi na zaklade
rozdielnej vinovej dizky (interval 400-780 nm) ako farebné, elektromagnetické spektrum
tvori y- ziarenie, rontgenové, ultrafialové, viditeIné a infraCervené Ziarenie, po ktorom

nasleduje pasmo mikrovin, kratkych radiovych vin a nakoniec pasmo dihych vin (Obr. 1).

« rastica frekvencia v Hz

1(I11" |tIJ33 1(|}’4' 10'¢ 10' 104 10" 1(|}"-’ 1|(}“ |qu‘ 1|u" 10° 1It:n
Gamma Ziarenie RTG uv Infracervené| Mikroviny Radiove Dihe viny
Ziarenie viny

I I 1 I I o I 1 l I I I I
w1t o o™ w® et ot 1wt ! 10* 10° 10° 10"

.

PSS L Tt — rasttica vinova diZzka A v nm
et viditeIné spektrum e

I N |
400 500 600 T00

—» rasttca vinova dizka A v nm

Obr. 1. Rozdelenie elektromagnetického spektra [2]
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Elektromagnetické Ziarenie ma tzv. dudlnu povahu. To znamena, ze vykazuje chovanie viny

a sucasne chovanie Castice. Pre popis tohto vlnenia sa pouziva vinovy a ¢asticovy model.[1]

1.1.1 Vinovy model

Elektromagnetické ziarenie ma tvar postupnej viny takze oscilacie viny su kolmé k smeru
prenosu energie. Vyznamnym ¢initelom v povahe svetla je jeho frekvencia. Frekvencia viny
je miera oscilacie aje merand v hertzoch, kde jeden hertz je rovny jednej oscilacii za
sekundu. Dalsou veli¢inou, ktora uréuje charakter viny je vlnova dizka, ktora oznaluje
vzdialenost’ dvoch najblizsich bodov vinenia, ktoré kmitaju vo faze. Vztah vlnovej dizky 1
a frekvencie f vyjadruje rovnica:

i=T (1)

- pri¢om C je rychlost’ svetla vo vakuu, pripadne rychlost’ §irenia elektromagnetickych vin

v inom skimanom médiu. [3]

- hodnoty konstant pouzivanych v tejto praci si uvedené v nasledujucej tabul’ke:

c rychlost svetla 2,997924.1 0" m.s
h Planckova konstanta 6.626176.107> ls
N, Avogadrova kon3tanta 6,022045.10% mol™

Tab. 1. Vybrané fyzikalne veliciny [5]

1.1.2 Kvantovy model

Vzhl'adom na kvantovanie energie elektromagnetickych interakcii, elektromagnetické viny
st emitované a absorbuju diskrétne mnozstvo energie, alebo kvantum, s nazyvané fotonmi.
Pretoze emitované fotony su absorbované nabitymi ¢asticami, vystupuji ako nosici energie

a st pridruzené k vlnam s frekvenciou odpovedajiicou energiou.
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Energia fotonu mdze byt vyjadrend Planck -Einsteinovym vztahom:

E = hf )

- kde E je energia fotonu, h je Planckova konstanta a f je frekvencia

elektromagnetického ziarenia. Energia je vyjadrena jednotkami elektronvolt (eV).

Pri vhodnych podmienkach st molekuly aatomy schopné pohlcovat’ alebo vyzarovat
elektromagnetické vlnenie uritych vinovych dizok. Elementarne Gastice sa nachadzaji len
v uréitych kvantovych stavoch. Po prijati energie fotonu — absorpcii, atom prechadza do
excitovaného stavu, takze jeho elektron (alebo viac elektronov) prejde z nizsej energetickej
hladiny do vyssej energetickej hladiny. Naopak pri prechode elektronov z vyssej hladiny do
nizSej energetickej hladiny dochadza k vyziareniu - emisii. Frekvencia pohlteného alebo

vyziareného vlnenia zavisi od rozdielu energii prislusnych energetickych stavov.

Podl'a typu interakcie atdomu alebo molekuly s elektromagnetickym vlnenim rozdel'ujeme

metody experimentalnej spektroskopie na:
e emisnu spektroskopiu,
e absorp¢nu spektroskopiu.

Emisna a absorp¢na spektroskopia poskytuje totozné informéacie o rozdieloch energetickych
stavov, preto pri rozhodovani o vhodnosti pouzitej metdody st zohladiované praktické
faktory. Vo viditelnej (VIS) a ultrafialovej (UV) oblasti je mozné vyuzit emisni
spektroskopiu. Viac rozsirené je pouzitie absorpénych spektroskopickych metod ato aj
zdovodu jednoduchSej interpretacie vyslednych spektier. Schéma absorpéného
spektrometra na obrazku (Obr. 2) predstavuje typické rozloZenie prvkov v meracom
pristroji. Naproti tomu d’alsi obrazok (Obr. 3) predstavuje usporiadanie v Ramanovej
spektrokospii, kde je rozptylené ziarenie sledované v pravom uhle j dopadajicemu

Ziareniu. [4]
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Detektor
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Obr. 2. Blokova schéma absorpcéného spektrometra [4]

VZORKA
LASER — >
DETEKTOR
MONOCHROMATOR

Obr. 3. Blokové schéma Ramanovho spektrometra [4]

Pre pochopenie a vhodny vyber spektroskopickych metdd je dolezité poznat’ teoreticky

zaklad tykajtci sa interakcii molekulovych spektier a elektromagnetického ziarenia.
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1.2 Molekulové spektra [5]

Energetické stavy molekul latok urcuje nielen elektronova konfigurdcia ale aj vzajomny

pohyb molekul. Tieto pohyby s charakterizované molekulovymi spektrami, ktoré mozu
byt

e rotacné,

e vibracné,

e vibracne rotacné

e clektronové.

1.2.1 Vibracné spektrum

Vibraciu molekuly zloZenej z dvoch atdmov si zjednoduSene predstavujeme ako mechanicky

model pruzinou spojenych dvoch hmotnych bodov (Obr. 4).

m1 m2

Obr. 4. Mechanicky model vibracie dvojatomovej molekuly[5]

Z kvantovej mechaniky pre vibra¢nu energiu harmonického oscilatora vyplyva:
1) ~
E,, = (V+EJhVC (3)

kde: v je vibra¢né kvantové ¢islo, ma hodnotu 0,1,2,3,....,
V - je vlnoget [cm™],
h - Planckova konstanta,
¢ - rychlost’ svetla.

V pripade klasického oscilatora sa amplituda a energia postupne menia, na rozdiel od

kvantového pristupu, kde st energetické hladiny opisané kvantovymi ¢islami. V najnizSom
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y : . . , , 1, -
moznom energetickom stave nema energia nulovi hodnotu, ale nadobida hodnotu 2 hvc.

Tato hodnota je odvodena od teploty absolitnej nuly, pri ktorej translacny pohyb neexistuje.

Rozdiel medzi dvomi energetickymi hladinami v, — v, je:
AE =E, —E, = hcy, (4)

Z toho vyplyva, ze energia medzi dvomi hladinami je ekvivalentna energii fotonu s vinoctom
V, . Prechody v, — v, nazyvame zakladnymi prechodmi a predstavuji zakladné vibracie na
spektre. Prechody v, — v, st tzv. vyssie prechody a prejavuji sa na spektre over tonmi.

Na obrazku (Obr. 5) vidime zavislost’ energie od zmeny medzijadrovej vzdialenosti A r,

priCom cervend krivka znazorfiuje priebeh pri anharmonickom oscilatore a preruSovana

¢ierna Ciara predstavuje harmonicky oscilator.

A

\ Gz

"\ / ontmuum
\ .
{
f

potencidlna energia

Obr. 5. Vibracné energetické hladiny dvojatomovej molekuly [6]

Vztah energie pre anharmonickych vibracii, ktoré su charakteristické pre redlnu molekulu

E,, = hc{%(v+lj— XVO(V-FEJZ + } (5)
2 2

je:
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V pripade, ze chceme skumat’ molekuly zlozené z viac ako dvoch atémov, pocet vibracii
bude zavisiet' na pocte vézieb v molekule. Taktiez zalezi na tom, ¢i sa jedna o linearnu alebo
nelinearnu molekulu. Pre lepSie pochopenie vibracii viacatomovych molekul, si ich

predstavujeme ako mnozinu oscilatorov, ktoré s spojené a navzajom sa ovplyviiuju.

O

@<

symetrické asymetrické
Qb/. .\5.
scissoring (nozZni¢kové) rocking (kyvadlové)
twisting (otacivé) wagging (kyvavé)

Obr. 6. Priklady vibracnych foriem pre trojatomovii molekulu [7]

1.2.2 Rotacné spektrum [8]

Daliim vzajomnym pohybom molekul, ktory ma vplyv na celkovy energeticky stav

molekuly, je pohyb rota¢ny. Pri zmene rotacného pohybu vznika rotacné spektrum. To sa
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nachadza v d’alekej infradervenej oblasti a zasahuje az do oblasti radiovych vin. Podla

klasickej mechaniky je energia rotujucej molekuly dana vztahom:

1

E,=Euf (6)
kde | je moment zotrvaénosti :
I =mr? +myr} = MM 2y (7)
m, +m,
pricom: I : moment zotrvacnosti
o: uhlova rychlost’
m,,m, : hmotnost” atdmu
r: vzdialenost’ atomov
TR redukovana hmotnost’.

Z hladiska kvantovej mechaniky vychadza hodnota energie rotujuceho systému zo

Schrodingerovej rovnice:

h2
E=g 30+ (8)

J je rotacné kvantové Cislo, ktoré nadobuda hodnoty kladnych celych ¢isel vratane nuly. Je
doélezité poznat’ dve veci:

e Molekula v zékladnom stave nema ziadnu rota¢ni energiu.

e Rotadné kvanta st tim mensie, ¢im vacsi je moment zotrvaénosti | = z.r?.
Energetickt hladinu rotacie d’alej vyjadrujeme pomocou rovnice:

E.  h
F) =t =5 (04D ©)

Vyraz sa rovna empirickej rotacnej konStante B. Pre dve po sebe nasledujice

8r2c.l

energetické hladiny s rastucim rotaénym kvantovym ¢islom plati vzt'ah:

AF =2B(J +1) (10)
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Pre prechod medzi rota¢nymi hladinami plati vyberové pravidlo, ktoré povoluje len také
prechody, pri ktorych sa rota¢né kvantové ¢islo J zmeni o hodnotu 1. Prechody znazoriuje

obrazok (Obr. 7).

E, Paritat
5 T W8+
5 ; 08 -
i Z20B +
i v 12B -
2 T 6B 4
o 0 +

0 4B B8 128

28 6B 108

cml—e

Obr. 7. Energetické hladiny rotacnych spektier [9]

1.2.3 Vibracno-rotacné spektra

Vibracné a rota¢né pohyby prebiehaju v molekule sticasne. Vibracné spektrum totiz vznika
ddsledkom prechodu medzi rotaénymi energetickymi hladinami, ktoré prinalezia vibracnym
energetickym hladinam. Spektrum sa teda javi ako vibracno-rotaéné a vyjadrenie celkovej

energie molekuly je nasledovné:
Evr=(v+ %)hv0 + BhcJ(J +1) (12)

Jednd sa o sucet energie vibracnej a rotacnej. Pre dovolené prechody plati sucasne vyberové
pravidlo rota¢ného kvantového ¢&isla a pravidlo vibracného kvantového ¢isla. Dovolené

prechody teda st také, pri ktorych AJ=+1 a Av =+1.[10]
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1.3 Typy interakcii a intenzita spektralnych ¢iar

Po vystaveni skumanej latky elektromagnetickému ziareniu o réznych frekvenciach moze

byt absorbovana energia spotrebovana na tieto interakcie:

e prechod elektronov tvoriacich chemické véazby , resp. volné elektronové pary do

vyssich energetickych hladin (excitovany stav);
e zvySenie vibracnej energie chemickych vizieb;
e zvySenie rotacnej energie molekuly. [11]
Schopnost’ skiimanych molekul pohlcovat’ elektromagnetické ziarenia zavisi od jeho
frekvencie, vlnoétu, vinovej diZky a energie samotného Ziarenia, ktorému je molekula
vystavend. Kazda molekula je schopna absorbovat Ziarenie o konkrétnej vinovej dizke

a energii — jedna sa o diskrétnu hodnotu energie. Preto neexistuje Ziadna spektroskopicka

metdda, ktord by bola univerzalna pre vSetky latky.

Svetlo dopadajice na latku moze byt odrazené, prepustené, méze sa lamat’ a rozptyl'ovat’

alebo moze byt’ makroskopickou ststavou prepustené.

° skumany @
> systém >
Ziarivy tok Ziarivy tok
vstupujuci vystupujtici
. Ziarivy tok
e absorbovany

Obr. 8. Znazornenie absorpcie svetla sustavou [5]

Pomer intenzity ziarenia surCitou frekvenciu po prechode vzorkou @ K intenzite
dopadajiiceho Ziarenia @, sa nazyva transmitancia vzorky T pri danej frekvencii. Veli¢ina

absorbancia A vyjadruje mieru absorpcie Ziarenia latky a jedna sa o bezrozmernu veli¢inu
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rovnako ako je transmitancia. Prehl'ad vztahov a prislusnych jednotieck najdeme

Vv nasledujuce;j tabul’ke (Tab. 2):

Symbol Jedno
4 .. Nazov Definicia thy
veli¢iny a rozmer
. ('Do
A absorbancia A =log— |bezrozmeru
(0
(0
T vniilorna transmitancia 7= _(D bez rozmeru
0
C
f frekvencia f = — Hz
A
T v 1 1 1
v vinofet vV o=— em™ m”
A
svetelny tok
O, O i o w
0> (vstupujid a vystupujici)
A vinova dizka nm,pm

Tab. 2. Prehlad vztahov a velicin pouzivanych v spektrofotometrii [12]

Experimentalne bolo zistené, Ze intenzita Ziarenia po prechode vzorky sa meni s dizkou |

a s molarnou koncentraciou absorbujucej latky [J] podla Lambert-Beerovho zdkona:

® =, 107V (12)

Veli¢ina ¢ sa nazyva moldrny absorpény koeficient, jeho hodnota zavisi od frekvencie
dopadajiiceho Ziarenia aje najviacsi v oblasti najintenzivnejSej absorpcie. Rozmery su
1/(koncentraciaxdizka) $tandardne [I.mol*.cm™]. Lambert-Beerov zikon mdZeme vyjadrit

pomocou absorbancie [4]:

A=¢[I]l (13)
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2 RAMANOVA SPEKTROSKOPIA

Vibrac¢ne rotacné prechody je mozné skiimat’ dvomi spdsobmi a to priamym pozorovanim
v infraCervenej oblasti atiez Stidiom rozptylu svetla. V Ramanovej spektroskopii sa
energetické hladiny molekul skimaju analyzou frekvencii pritomnych v ziareni rozptylenom
tymito molekulami. V experimente prechadza dopadajici monochromaticky Ii¢ cez vzorku
a sledované je Ziarenie rozptylené v kolmom smere na dopadajuci Ii¢. Priblizne jeden z 10
dopadajucich fotonov sa zrazi s molekulou tak, Ze jej odovzda Cast’ svojej energie a rozptyli
sa SnizSou energiou. Rozptylené fotony tvoria Ziarenie s nizSou frekvenciou ako je
frekvencia dopadajuceho zZiarenia — jednd sa o Stokesovo ziarenie zo vzorky. Iné
dopadajuce fotony st schopné pohltit’ energiu uz excitovanych molektl a objavi sa Ziarenie
svysSou frekvenciou — anti-Stokesovo Ziarenie. Cast’ Ziarenia rozptyleni bez zmeny
frekvencie sa nazyva Rayleighovo Ziarenie. Nasledujuci obrazok (Obr. 9) znazoriuje

rozlozenie troch typov linii na zaklade absorbovanej a emitovanej energie fotonov.[4]

—Am - - = = 3 T = = = = = = E, +hf
AE 1 L
_:“: I N =1
Ly 1 , I I | I
| P o
hf \'hfy +AE ‘hfy | (hfy) hfy ' ' hfy -AE
| AR o
1 1 : i 1 L | : + E2
AE : | :
¥ 1 ¥ i E1
anti-Stokesove Rayleighove Stokesove
linie linie linie

Obr. 9. Schematické zobrazenie rozptylu svetla v Ramanovej spektroskopii[13]
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V pripade, ze fo je frekvencia dopadajuceho svetla, energia svetelného kvanta je hfy
(rovnica 2). Pri interakcii excitatného Zziarenia s molekulou v 'ubovolnom stacionarnom
stave s energiami E; a E, , energia tychto molekul sa zvysi na E;+hfy a E;+hfy. Pokial’ su
tieto excitované energetické stavy nestabilné dojde k rozptylu svetla prechodom molekuly
na nizsiu stabilni energeticktl hladinu. Ak sa molekula vrati do povodného stavu vyziari
pritom znovu kvantum hfy a frekvencia rozptyleného vinenia sa nezmeni (Rayleighov
rozptyl). Molekula moéze taktiez prejst na iny staciondrny stav, nez aky mala pred
excitaciou, za tychto okolnosti odovzda alebo odoberie Cast’ energie svetelnému kvantu.

Frekvencia svetelného kvanta sa tim zmeni podl'a rovnic:
(E,-E,)/h=AE/h (14)
(E, -E))/h=-AE/h (15)

ato v zavislosti na pévodnom energetickom stave molekuly E; a E; (Obr. 9) a v spektre
rozptyleného svetla sa objavi excitacna linia aj linia s frekvenciou fo+AE/h a fo - AE/h. Ako
Ramanove frekvencie su reprezentované ako absolitne hodnoty rozdielov frekvencii

excitaénej linie fo @ posunutych linii, tzn.
fo=— (16)

Ako zndzornuje obrazok (Obr.6), linie posunuté od excitacnej linie smerom k vac¢Sim
vlnovym diZkam st nazyvané Stokesove linie, naopak linie smerom k men$im vlnovym
dizkam st anti-Stokesove linie. V pripade, ¢ dva stacionarne stavy o energii E; aE;
odpovedajii dvom réznym vibraénym stavom molekuly, prislusna Ramanova frekvencia fg
odpovedd hodnote frekvencie vinenia, ktoré bolo mozné pozorovat pri prechode medzi

tymito stavmi v infracervenej oblasti elektromagnetického spektra. [13]

2.1 Rota¢né Ramanove spektra

Ako uz bolo zmienené v predchadzajucej kapitole (0) aby molekula presla do vyssieho
rota¢ného stavu musi splnit’ tzv. vyberové pravidlo. VSeobecné vyberové pravidlo pre
rota¢né Ramanove prechody je, Ze molekula musi byt' anizotropne polarizovatel'na. Tuto
vlastnost’ majii vSetky linedrne a dvojatomové molekuly a preto st aktivne v rotacnych

Ramanovych spektrach. Tato Specifickt vlastnost’ molekul sme schopni vyuZit' pri Stadiu
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molekul, ktoré nevykazuju aktivitu pri pouziti mikrovinnej spektroskopie. Specifickymi

vyberovymi pravidla pre rotaénii Ramanovu spektroskopiu st:
Linearne rotory: AJ= 0,42

Symetrické rotory: AJ= 0,+1,+2; AK=0 @17

2.2 Vibra¢né Ramanove spektra

Polarizovatelnost” molekuly by sa mala menit’ s vibraciami molekuly, tak znie vyberové
pravidlo pre vibratné Ramanove prechody. Dvojatomové molekuly sa pri vibracii rozt’ahuju
a stahuja, ¢im sa meni vplyv jadier na elektrony. Tieto zmeny stavu molekuly st pri¢inou jej
polarizovatelnosti. Vo vibraénych Ramanovych spektrach su aktivne heteronuklearne aj
homonuklearne dvojatomové molekuly takze informacie ziskané z vibratného Ramanovho
spektra dopliiaju informacie ziskané z infratervenej spektroskopie. Specifické vyberové

pravidlo pre Ramanove vibra¢né prechody je:
Av==£] (18)

Stokesove linie su tie, pre ktoré plati ¢ amaju nizSiu frekvenciu ako je frekvencia
dopadajuceho ziarenia. Anti-Stokesove linie su tie, pre ktoré naopak plati Av= -1 a majt

frekvenciu vyssiu ako je frekvencia dopadajaceho Ziarenia.

V spektrach v plynnej faze sa tieto linie prejavia odliSnou Struktirou, ktora vznika zo
subeznych rotacnych prechodov. Rotacné prechody sprevadzaju vibracnu excitaciu.
Vyberové pravidla si AJ= 0,+2 (rovnako ako v ¢isto rota¢nych Ramanovych spektrach)

a tak vzniklivety O, QaS:
veta O: AJ= -2; fo(J)=fi—f — 2B+4BJ
veta Q: AJ= 0; fo(J)=F;—f

veta S: AJ= +2; fg(J)=f;—f — 6B-4BJ (19)

Oproti infracervenej spektroskopii je veta Q pozorovatelnd pri vSetkych linearnych

molekulach.
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Vibraéné Ramanove spektra dopliiajii informacie z infratervenej spektroskopie, pretoZe sa
prejavia aj homonuklearne dvojatomové molekuly. Takto ziskané informacie je mozné
vyuzit’ pre uréenie:

e silovych konstant,

e disociacnej energie,

e vizbovej dizky.

Pre viacatdmové molekuly plati, na rozdiel od dvojatomovych, ze maji Vvicsi pocet

vibra¢nych médov, pretoze sa vibraciami menia vsetky vazby a uhly v molekule.

Pre molekulu zlozent z N-atdémov, méa 3N stupiiov vol'nosti. Kombinaciou ¢istého posuvu
a rotaciou celej molekuly ostdva 3N-6 nezavislych vibraénych modov pre nelinearnu

molekulu a 3N-5 nezavislych vibraénych médov pre linearnu molekulu.[14]

V pripade, Ze je vibracia sprevadzana zmenou polarizovatelnosti, prejavia sa v Ramanovych
spektrach normalne mody vibracii molekul ako aktivne. Pri urcovani aktivneho modu sa
riadime vylu¢ovacim pravidlom, ktoré hovori, Ze ak ma molekula stred symetrie, tak Ziadny
mod nemdbze byt stcasne aktivny v infratervenom a v Ramanovom spektre. Zaroven vsak

vibra¢ny méd méze byt neaktivny v oboch spektrach.[4]
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3 APLIKACNE MOZNOSTI RAMANOVEJ SPEKTROSKOPIE

Ramanova spektroskopia je metoda spektrdlnej analyzy vyuZzivajica elektromagnetické
ziarenie k analyze vibracnych energetickych stavov skumanych latok. Vyhodnotenie
suborov S$piciek (peaks), ktoré sa rovnaji charakteristickym vibracnym frekvenciam,
umozni identifikaciu materialu a to za vyuZitia databaz alebo referencnych spektier. Oblasti
vyuzitia Ramanovej spektroskopie sa v poslednej dobe vyrazne rozsirili vzhl'adom
k technologickému pokroku a taktiez dostupnosti pristrojov na trhu. Pre lepSiu predstavu je
nizSie uvedeny prehlad vybranych moZnosti aplikécii, d’alej bude bliZzSie rozobrana

problematika Ramanovej spektroskopie ako metddy vyuzivanej v kriminalistickej expertize.
Moznosti vyuzitia Ramanovej spektroskopie v jednotlivych vednych oboroch su:
|.  BIOMEDICINA
- detekcia a skumanie rakovinovych buniek,
- sledovanie zmien v bunkach, napr. obsah vody,
- Stadium DNA — analyza nukleotidov a aromatickych aminokyselin,
Il.  FARMACIA
- analyza zlozZenia lieCiv — aktivnych a pomocnych latok,
- identifikacia primesi v lieCivach,
- rozlozenie zloziek v lieCive, zistovanie nehomogenit,
- analyza lieckov v konecnej podobe tabliet skrz obal,
1. UMENIE
- identifikacia pigmentov na mal'bach, spisoch, keramike a papyruse,
- overovanie pravosti umeleckych diel,
- vyuzitie pri vybere vhodnej restauratorskej techniky,
IV. DRAHOKAMY, DIAMANTY ,MINERALY
- identifikacia a certifikacia kvality drahych kamenov,

V. KONTROLA KVALITY POLOVODICOVYCH SUCIASTOK
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VI. FORENZNE VEDY

- kriminalisticko-technicky prostriedok pri znaleckom sktimani vecnych dokazov

a stop,

- skiimanie atramentov a overovanie pravosti dokumentov,
- analyza farieb, naterov a pigmentov,

- detekcia rezidualnych zvyskov strelného prach,

- identifikacia lieCiv a narkotik,

- detekcia vybusnin.[15]

Ako mdzeme vidiet' v uvedenom prehl'ade, aplikaéné moznosti su naozaj Siroké. Tato praca
je zamerana na bezpecnostné aplikdcie Ramanovej spektroskopie, ¢omu odpovedaju
aplikacie vo forénznych vedach a hlavne v kriminalistickej chémii. Kriminalisticki chémiu
zarad'ujeme medzi kriminalistickl techniku, ktord vyuZiva poznatky z obecnej chémie pre

potreby kriminalistickej expertizy.

3.1 Ramanova spektroskopia v kriminalistickej expertize

Ako definuje Jiti Strauss v Slovniku kriminalistickych pojmu, kriminalistickd expertiza je
kriminalistickd metdoda, ktorda sa zaobera skiimanim, odhalovanim, zaistovanim
a objasnenim kriminalisticky relevantnych skutoc¢nosti potrebnych pri dokazovani
Vv trestnom riadeni. Tato metdda vyuZziva znalosti, techniky a prostriedky z mnohych oblasti
vedy. Na expertiznom skiimani sa podielaju kvalifikovani Specialisti a podl'a oblasti zaujmu
st aplikované Specializované kriminalistické techniky a metédy. V tomto procese je mozné
vyuzivat’ odbornych znalosti expertov z Odborov kriminalistickej techniky a expertiz
krajskych riaditel'stiev Policie Ceské republiky, pripadne expertov z Kriminalistického
tistavu Policie CR Praha. Taktiez mozu odbornici vystupovat ako konzultanti pri
vySetrovani a objasiovani trestnej ¢innosti v $pecidlnej oblasti, ktora sa dotyka odbornej
problematiky, napr. technologia vyroby, manipulacia s nebezpecnymi latkami a podobne.
Kriminalisticky expert ma prislusna kvalifikdciu, Specializdciu a musi disponovat
opravnenim k expertiznej Cinnosti. Vystupuje po predvolani orgdnmi ¢innych v trestnom
riadeni po zlozeni znaleckého sl'ubu ako sudny znalec. Jeho ulohou je odborne objasnit’

skutoc¢nosti, ktoré maju vyznam pre trestné riadenie.
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Experti k svojej Cinnosti vyuzivaji fyzikalne, fyzikalne -chemické a chemické metody
a k tomu odpovedajuce prostriedky. Vedecko-technicky pokrok umoziuje zdokonal'ovat
technické metody a zaroven rozSiruje oblast’ ich pouzitia. V mnohych profesiach je
nepredstavitelné, pracovat’ bez najmodernejsicho vybavenia. Cinnost’ policajnych organov
by nebola dostato¢ne G¢innd bez vyuzivania najnovsich technickych metod a prostriedkov.
Vzhl'adom na to, Ze zloCinecké zoskupenia Casto vyuzivaju k protispolocenskej aktivite
najmodernejSie vybavenie, je nutné, aby organy ¢inné v trestnom konani volili adekvatne

postupy s vyuzitim vSetkych dostupnych technologii. [16]

V kriminalistickej praxi su vyuZzivané Specialne metddy, ktoré st vyuzivané aj inymi vedami
atiez Specifické kriminalisticko-technické metddy, ktoré st aplikované prevazne
v kriminalistike a boli vypracované prave pre potreby kriminalistov ( napr. metoédy skimania
obrazcov papilarnych linii, metddy skiimania ru¢ného a strojového pisma, niektoré metddy
balistického skumania a pod.). Zvolenej metdde odpovedaji kriminalisticko-technické
prostriedky, Cize technické zariadenia, pristroje, materidly, néstroje, postupy, sposoby

a pravidla ich pouzitia. [17]

Z hladiska vzniku a charakteru Klasifikujeme kriminalisticko-technické prostriedky do

nasledujacich skupin:
e prostriedky obecne pouzivané v technike — stereomikroskop, biologicky mikroskop,
e upravené prostriedky na kriminalistické vyuzitie — komparacny mikroskop,

e prostriedky Specidlne zhotovené ku kriminalistickému vyuzitiu — pocitaCové

systémy.

Podla pouzitia kriminalisticko-technického  prostriedku v procese  odhal'ovania,

vySetrovania a prevencie protipravnej ¢innosti sa delia na:

e technické prostriedky, ktoré sliZia k vyhl'addvaniu kriminalisticko-technickych stop

a ich znakov (napr. detektor kovov),

e technické prostriedky pouZivané na fixaciu a zaistenie stop (fotografické pristroje,

meracie pristroje, materialy a pomdcky k zhotovovaniu odliatkov stop...),
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e technické prostriedky vyuzivané pri znaleckom skiimani vecnych ddkazov a stop
(optické zariadenia pre vizudlne skimanie, prostriedky umoziujuce fotografické,

fyzikalne, chemické, metalografické sktimanie),

e komplexné jednotky — kriminalistické laboratorium.

Pri dodrzani ustanoveni stanovenych platnym trestnym poriadkom je mozné pouzit
informacie ziskané pomocou kriminalisticko-technickym metod, prostriedkov a postupov
ako pramene dokazov. Technické metddy kriminalistickej praxe je mozné charakterizovat’

podTla principu, ktory je pouzity, na:

optické metody,

metddy skiimania stop v neviditeI'nom elektromagnetickom spektre,

metody skiimania stop s vyuzitim vlastnosti jadrového Ziarenia,

chemické a fyzikalne chemické metody.[17]

Optické metody sktimania stop vyuziva najstarSie techniky ako je zvdc¢Sovanie pomocou
lupy alebo roéznych druhov mikroskopov. Vyhodou tychto metod je, Ze nedochadza
k zasahovaniu do dokazného materialu, ktoré by mohlo znehodnotit’ stopy atym aj
znemoznit d’alSie skumanie. Preto je optickym metdédam dévand prednost pred inymi
metodami, ktoré moézu mat’ deStruktivny charakter. ZvicSenie pozorovaného objektu
umoziiuje dokladne preskimat’, analyzovat' a vyhodnotit’ aj najmenSie mikrostopy,

nerovnosti a Struktru povrchu.

Metody spektralnej analyzy su vyuzivané pri skimani stdp a vecnych dokazov
Vv neviditelnom elektromagnetickom spektre. Ako uz bolo uvedené v prvej kapitole, kazda
latka vykazuje urcita Specificki schopnost’ absorbovat’ alebo emitovat’ elektromagnetické

vinenie o charakteristickej vinovej dizke. Tato vlastnost’ je vyuZivana v viacerych metédach.
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3.2 Kriminalisticka chémia

Spektrum metod vyuzivanych v kriminalistickej chémii je Siroké. Okrem jednoduchych
kvapkovych a skiimavkovych metod su vyuzivané aj sofistikované zlozité postupy, ktoré
vyzaduju pristrojové vybavenie a pocitacové vyhodnocovacie programy. Metody moézu mat
destruktivny alebo nedeStruktivny charakter. Zarovein sa li§i mnozstvo vzorky potrebné na
dana analyzu. Preto zavisi od skusenosti a profesiondlnych znalosti expertov aki metédu
kriminalistickej chémie zvolia. Vybrané oblasti kriminalistickej expertizy, v ktorych je

mozné vyuzit’' Ramanovu spektroskopiu st napriklad:
e skumanie naterovych hmot a pigmentov;
e detekcia rezidudlnych zvySkov streln¢ho prach;
e detekcia vybusnin;

e skumanie drog a lieCiv;

3.2.1 Skumanie naterovych hmét a pigmentov

V kriminalistickej praxi sa vyuziva skiimanie naterov najmi pri rieSeni dopravnych nehod,
kradezi vlamanim atiez pri vySetrovani pripadov ilegalnych grafity. Pri dopravnych
nehodach sa jednd o analyzu tlomkov naterovych systémov a oterov naterovych hmoét na
roznych objektoch. Rovnako pri vysetrovani vldmani slizia ako dokazy drobné ulomky
farby alebo zostane farba zachytena na pouzitych nastrojoch.

Kriminalistické sktimanie naterovych materialov sluzi vo véc¢sina pripadov len k urceniu
skupinovej prislusnosti. Sme schopny zistit' zloZenie, chemické a fyzikalne vlastnosti,
typické pouzitie a pod. V pripade, ze disponujeme dvomi vzorkami z rozdielnych miest
(miesto nehody a tlomok z poskodenej karosérie automobilu) je mozné potvrdit’ alebo
vylucit’ zhodu. Medzi typické skimanie v tejto oblasti patri vizudlne porovndvanie, ktoré
umoziuje urcit farbu a odtien naterovej hmoty a porovnat vzorku s referencnym
materialom. Dal$ou metédou je mikroskopické skiimanie objektu, pri¢om hodnotime vzhl'ad
povrchu, pritomnost prasklin, pritomnost’ necistot alebo Strukturu jednotlivych vrstiev.
Skusky rozpustnosti maji obmedzené pouzitie a umoZiuji orientatne urcenie druhu
a charakter naterovej hmoty. V neposlednej rade vyznamné miesto medzi metddami

zastavaju spektrofotometrické metody. K Gcelu jednoznacnej identifikdcie druhu naterovej
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hmoty je mozné pouzit Ramanovu spektroskopiu, ktord ma viacero prednosti oproti

klasickej IC spektroskopii.[17]

3.2.2 Rezidualne stopy strelného prachu

Vystrel zo zbrane zanechd na obleCeni pachatel’a a jeho rukach zvyskové stopy, ktoré su
povodom z nabojky vacsiny nabojnic, a to v dosahu do 1 metra. Tieto zvySky pozostavajuce
z nesférickych cCastic, mézu byt merané priamo na obleéeni podozrivého pomocou
Ramanovho mikroskopu, alebo odobrané vzorky putuji na SEM analyzu. Rezidud mozu
obsahovat’ Castice strelného prachu, uhlikaté sadze, dusi¢nany a dusitany, zli¢eniny béria
a antiménu. Zaklad strelného prachu tvori nitroceluloza alebo nitroglycerin. Rezidua nemaju
tendenciu Kk degradacii v Case, takze ziskané vzorky z podozrivych objektov preukazu
pritomnost’ zvySkov strelného prachu. Tato oblast’ kriminalistickej chémie si vyzaduje
odborné znalosti a rovnako vysoko kvalifikovani pracu expertov, ktory dokédzu pochopit’
a interpretovat’ vysledky analyz. Vzorky ziskané z miesta ¢inu mo6zu byt kontaminované

napriklad krvou alebo inymi necistotami.

T T T

T T T

T T T T T
1400 1200 1000 800 600 400

Raman shift/cm™!

Obr. 10. Ramanove spektra troch castic zvyskov strelného prachu[15]

Velmi efektivne sa javi kombinacia techniky Ramanovej spektroskopie a SEM analyzy

v oblasti identifikacie rezidui strelného prachu. V zahrani¢nych publikaciach st popisané
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Studie, ktoré poskytujii cenné informécie o moznostiach vyuzitia Ramanovho mikroskopu
V tejto oblasti kriminalistickej expertizy. Na obrazku (Obr. 10) vidime Ramanove spektra
troch Castic rezidui strelného prachu, ktoré Studoval J. Yarwood na Sheffield Hallam
University, UK. Castice vykazuju pritomnost’ oxidu barnatého (BaO) a uhli¢itanu barnatého
(BaCOg3). S pouzitim samotnej SEM analyzy by nebolo mozna presna Specifikacia

vzoriek.[15]

3.2.3 Skamanie lieciv a drog

Kriminalisti prichadzaja do styku s lieCivami a drogami v mnohych pripadoch, ¢i uz sa jedna
0 umyselné alebo netimyselné otravy, vrazdy, samovrazdy, pripady toxikomanie a pod.
Zaroven vSak moze ist’ vySetrovanie pripadov trestnej ¢innosti vyroby, pasovania a predaja
narkotik. Identifikacia paSovanych substancii ako amfetamin, kokain a heroin je velmi
dolezita pre protidrogové jednotky. Rovnako je dolezita identifikacia prekurzorov drog tzn.
chemickych latok, ktoré su pouzivané k vyrobe omamnych alebo psychotropnych latok,
aditivnych prisad do tabliet a riediacich prisad ( tzv. cutting agents), ktoré su pouzivané na
znizenie koncentracie Ucinnej drogy. Znalost’ tychto latok dokaze prezradit’ vyrobcu, miesto
vyroby a transportnd trasu. Standardné analytické metody zahriiuji  kombinacie
chromatografie a kapilarnej elektroforézy. V mnohych ohladoch je ale Ramanova
spektroskopia jednoduchsia a rychlejSia, preto byva rovnako implementovana do stboru

identifikacnych metdd. Vyhody Ramanovej spektroskopie pri identifikéacii drog a lie€iv su:

e Meranic moze byt prevadzané s prenosnou Ramanovou jednotkou a pomocou

sondy z optického kablu.

e V Ramanovom mikroskope moze byt identifikovand vzorka skrz priehl'adna
obal, ¢im zabrdnime priamemu kontaktu a krizovej kontaminacii identifikovane;j

latky.

e Forénzne laboratoria uprednostitujit Ramanovu spektroskopiu vzhl'adom na to,

7e chromatografické metddy trvaja prili§ dlho.

e Mapovanim vybranych oblasti vzoriek je moZné ziskat informacie o zloZeni

polymorfnej vzorky a identifikovat’ jednotlivé zlozky systému.

e Novy software pre spektralnu analyzu a moznost’ kombinécie viacerych laserov

zdokonal'uje analyzu a identifikaciu zadrzanych drog. [15]
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Z praktickych dovodov sa v experimentalnej ¢asti zaoberame analyzou l'ahko dostupnych
farmaceutickych preparatov. Pre ndzornu ukazku vyuzitia Ramanovej spektroskopii tiez
k identifikacii narkotik, v prilohovej Casti tejto prace uvadzame spektra drog, ktoré boli

publikované v odbornej literature.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 STANOVENIE CIELOV EXPERIMENTALNEJ CASTI

V praktickej Casti diplomovej prace boli Studované vybrané¢ vzorky pomocou Ramanovej
spektroskopie. Pomocou inVia Reflex Ramanovho mikroskopu boli namerané spektra

lieciv, v ktorych je ucinnou latkou kyselina acetylsalicylova (lat. acidum acetylsalicylicum).

Cielom tejto Casti diplomovej prace je:
e oboznamit' sa S moznostami a funkciami Ramanovho mikroskopu inVia od firmy
Renishaw a vybrat’ vhodni oblast’ pre naslednu studiu;

e pripravit’ vybrané vzorky a referen¢né materialy na meranie Ramanovych spektier;

e vyhodnotit’ ziskané udaje a posudit’ vhodnost’ aplikacie Ramanovej spektroskopie

Vv danej analyze;

Popisy merani spolo¢ne s vysledkami st uvedené v nasledujucich kapitolach. V zavere
praktickej Casti tejto diplomovej prace su formou diskusie zhodnotené viaceré aspekty
realizovanych merani a navrhnuté¢ d’alSie moznosti pouzitia tejto metddy s ohl'adom na

bezpecnostné aplikacie.
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5 RAMANOV MIKROSKOP

V praktickej Casti diplomovej Casti sme pracovali s Ramanovym mikroskopom inVia Reflex
od firmy Renishaw (Obr. 11). Jedna sa o systém kombinujuci Ramanov spektrometer
S integrovanym mikroskopom, ktory umoziuje konfokalne meranie s vysokym rozliSenim.
Podporuje pripojenie viacerych excitaénych laserov, medzi ktorymi si uzivatel vybera
pomocou automatického prepinania. Ramanova mikroskop, ktory je k dispozicii
v laboratoriu FAI UTB disponuje zatial’ len jednym laserom s excita¢nou vinovou dizkou
514nm. Tento pristroj je schopny pracovat’ v r6znych skenovacich snimacich rezimoch
s vysokou citlivostou, priCom nastavenie je mozné cez pocitatové rozhranie pomocou

softwaru WiRE™ 3.0.

Mikroskop Leica ——— Hlavna ¢ast’ spektrometru :
- optimalizacia laseru

- ! - difrakéné mriezky
< !I gl s | -Kkontrola konfokality

- prepinanie vinovych diZok

Flexibilné uchytenie
vzoriek

Obr. 11. Ramanov mikroskop inVia Reflex znacky Renishaw[19]

Ramanov mikroskop obsahuje tieto Casti:

. zdroj monochromatického svetla — laser s vinovou dizkou 514nm,
. mikroskop, ktory zabezpecuje osvetlenie vzorky a zachytava rozptylené svetlo,
. filtre, ktoré odfiltruju celé svetelné spektrum okrem uzkeho zvizku potrebného k

Ramanovmu rozptylu — holografické a dielektrické filtre,
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. difrak¢énd mriezka rozdel'uje rozptylené Ramanove svetlo do jednotlivych vinovych
dizok,

. CCD kamera je citliva na detekciu rozptyleného svetla,

. PC - kontrola pristroja, nastavenia, analyza a ukladanie dat.

5.1 Vyber a charakteristika vzoriek

Ako uZ bolo spomenuté, pri Ramanovej spektroskopii pomocou laseru snimame vibracné
energetické hladiny molekul. Ramanove spektrum ndm poskytne subor pikov, ktoré
koreSponduju s charakteristickymi vibraénymi energiami materidlu. Ide o tzv. odtlacok prstu
(z angl. fingerprint), ktory slizi k identifikacii latky hl’adanim v databaze alebo porovnanim

s referenénym spektrom.

Ramanova spektroskopia nachadza uplatneniec v mnohych oblastiach vedy, vyskumu a tiez
v priemysle. Vyznamné postavenic ma v kriminalistickej expertize ako je pojednané
v Kapitole 3 a je mozné ju vyuzit’ k identifikacii lieCiv a narkotik. Z pragmatickych dévodov

sme pre praktickt Studiu zvolili bezne dostupné lieCiva.

Komerény nazov lieku |Utinné latky Pomocné latky

Acylpyrin ® kyselina acetylsalicylova zemiakovy skrob
mastenec

Aspirin ' leyselina acetylsalicylova levselina citronova

koyselina askorbova dihvdrogén-citronan sodny

uhli¢itan sodny
hydrogénuhlicitan sodny

Paralen * paracetamol lukuriény skrob
pohyvinvipyrolidon 30
kvselina stearova
sodna sol kroskarmelozy

Tab. 3. Zlozenie liekov vybranych na Ramanovu spektroskopiu

Okrem komerénych produktov (Acylpyrin®, Aspirin®-C, Paralen”) bolo potrebné ziskat’

jednotlivé zlozky kazdého lieku vo forme Ccistych chemickych latok, ktorych spektra



UTB ve Zliné, Fakulta aplikované informatiky, 2011 38

pouzijeme ako referenéné pre nasledni analyzu. Zlozenie analyzovanych lieckov vidime
v tabul’ke (Tab. 3). V mnohych lickoch sa ako pomocna latka pouziva oxid titani¢ity TiO,
znamy taktiez ako titanova bieloba a preto sme sa rozhodli nasnimat jeho Ramanove

spektrum.

Kyselina _acetylsalicylovd (lat. acidum acetylsalicylicum) je aromaticka karboxylova

kyselina (Obr. 12). Za normalnych podmienok je forme bielej krystalickej latky. Je len
mierne rozpustnd vo vode. Vo farmicii je vyuzivana ako analgetikum (u¢inna proti bolesti),
antipyretikum( U¢innd proti hortcke) a antiflogistikum (protizapalovy ucinok). Kyselina
acetylsalicylova je najstarSie synteticky pripravené lieCivo, ktoré sa dodnes pouZziva. Okrem
spominanych ucinkov mé tiez antikoagula¢né vlastnosti, Cize znizuje zrazanlivost’ krvi.
Predavkovanie kyselinou acetylsalicylovou méze viest' az k smrti. Priznakmi otravy moze
byt piskanie v uSiach, hypoglykémia, zrychlené dychanie, nepravidelny tep, halucinacie, kfce

az upadnutie do komy. [21]

OH

Obr. 12. Struktiirny vzorec kyseliny acetylsalicylovej[21]

Kyselina askorbovd (lat. acidum ascorbicum) oznacovana ako vitamin C, je organicka

kyselina, ktord je za normalnych podmienok vo forme bielej az Zzltej krystalickej latky.
Kyselina askorbova je rozpustna vo vode, a je nachylna k oxidécii.

Vitamin C Clovek nie je schopny syntetizovat’ vo svojom tele, preto musi byt prijimany
Vv potrave. Nedostatok vitaminu C sa prejavuje oslabenim obranyschopnosti organizmu,

anémiou, kazenim zubov a v extrémnom pripade sposobuje chorobu zvant skorbut.[22]

Na obrazku je Struktira molekuly kyseliny askorbovej (Obr. 13). Pomocou kamery

Ramanovho mikroskopu sme nasnimali krystaly vitaminu C (Obr. 14).
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Obr. 13. Struktiirny vzorec kyseliny askorbovej[22]

-25600 —

-25550

-25500

-25450 ‘ }—{

a0 111

-23750 —

-23700 —

-23650 —

-23600 —

Obr. 14. Krystaly kyseliny askorbovej snimané kamerou Ramanovho mikroskopu
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5.2 Postup merania Ramanovych spektier

Na zaklade teoretickych poznatkov o Ramanovej spektroskopii a nastudovani manualu

k Ramanovmu mikroskopu inVia Reflex od firmy Renishaw sme zmerali spektra vybranych

vzoriek. Postup merania je kvoli lepsej prehl’'adnosti uvedeny v bodoch:

1.

. . , i xe 51 TM , vy
Pred zaciatkom merania spustime na pocitaci program WiRE '™ 3.0, ktory umoziuje

nastavovanie parametrov a ovladanie Ramanovho mikroskopu.

Malé¢ mnozstvo vzorky nasypeme na kovovu dosticku a upevnime do drziaku

mikroskopu.

V programe WIiRE™ 3.0 zapneme CCD kameru a pomocou ovladacich prvkov na
mikroskope zaostrime objektiv na casticu alebo plochu vzorky. Podla potreby

vyberieme typ zvacsenia.

Na jemnejSic zaostrovanie a posuv vyuzivame pripojeny joystick. Na obrazovke

vidime v jednom z okien snimanu plochu.

Po zaostreni obrazu nastavujeme v programe parametre merania: typ snimania

static/extend, pocet akumulécii (scanov), expozicny ¢as a vykon laseru.

Zapneme laser a stlacenim ikonky RUN spustime meranie. Na obrazovke v d’alsom

okne sa vykresl'uje Ramanove spektrum analyzovane;j latky.

Pocas merania je vhodné pracovat’ s minimom svetla v miestnosti, pretoze Ziarivky

moézu ovplyvnit’ vysledky.

Vysledné spektrum je mozné upravovat’ priamo v programe:

funkcia SMOOTH vyhladzuje krivku;
- nastavenie vzhl'adu — ndzov grafu, osi, velkost grafu;

- zobrazenie jednej alebo viacerych kriviek;

zobrazenie hodnot jednotlivych pikov.

9. Namerané spektra porovnavame S referenénymi spektrami v nahranych knizniciach

(Obr. 15) , ktoré je mozné dokupovat’ a tym rozsirit’ moznosti analyzy. V naSom
laboratériu boli dostupné dve kniznice: kniznica polymérov a kniznica forénznych

latok. TaktieZ je mozné vytvorit’ si vlastnu kniznicu podl'a zamySl'aného pouZitia.
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F 28 0.619052 palymer . lib Faly(acrvlamide-co-acrylic acid)
F z9 0.615495 palymer . lib Falyisoprene, chlorinated
F 30 0617276 palymer . lib Faly(styrene-co-isoprene)
|l 31 0617189 polymer.lib Poly{diallyl isophthalate)
F 3z 0.616351 polymer.lib Poly(9-vinvlcarbazole) (Average M 63,000 gfmol)
F 33 0.616703 polymer.lib Polybutadiene-block-polvisoprene
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Obr. 15. Priklad vysledku porovndvania pozorovaného spektra (cervena krivka) so
spektrami uloZenymi v kniznici

Uvedeny priklad zhody nameraného spektra a referencného spektra v databazy polymérnych
latok (Obr. 15) bol najlepsi vysledok porovnavania spektier pomocou nahranych kniznic.
Jedna sa o pomocnu latku polyvinylpyrrolidon 30, ktora je obsiahnuta v tabletke Paralen®,

znamy pod komerénym ndzvom Povidén 30.

Na obrazku, ktory je prezentovany v tejto praci (Obr. 16) je mozné vidiet, ze na
Ramanovom spektre tabletky Acylpyrin® sa prejavuji piky v rovnakych oblastiach vinoctov
ako u kyseliny acetylsalicylovej. Z toho mézeme usudzovat’, Ze pomocné latky obsiahnuté

v tabletke nevykazuju tak vyrazné spektrum, ktoré by sa prejavili v spektre tabletky.

Vyhodou Ramanovej spektroskopie je to, Ze molekuly vody si v tejto oblasti vinoctov
neviditel'né, to znamena, ze sme schopny merat’ spektra vzoriek na vzduchu aj pod vodnou
hladinou alebo vo forme vodného roztoku. Na nizSie uvedenom obrazku (Obr. 18) vidime

porovnanie dvoch spektier kyseliny acetylsalicylovej meranych pri odlisSnych podmienkach
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(bez/za pritomnosti vody). Rozdiel je len v Ramanovej intenzite odozvy molekuly avsak

poloha pikov nie je vyrazne odliSna.

60000 . . .
Ramanove spektrum kyseliny acetylsalicylover a
ac}rlp}rrinu E— kyS.aCetylSaliCy lova
50000 acylpyrin
40000

30000 -

20000

10000

Ramanova intenzita [-]

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Vinocet [cm™]

Obr. 16. Porovnanie vyslednych spektier tablety Acylpyrinu® a istej kyseliny
acetylsalicylovej
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Obr. 17. Krystaly kyseliny acetylsalicylovej vo vode snimané kamerou
Ramanovho mikroskopu. 1- krystdl, 2 — destilovand voda
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Obr. 18. Porovnanie spektier kyseliny acetylsalicylovej meranych na vzduchu a vo vode
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Obr. 19. Ramanove spektrum tablety Aspirinu®-C
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Obr. 20. Ramanove spektrum paracetamolu obsiahnutého v tablete Paralenu®
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Obr. 21. Ramanove spektrum anorganickej latky — oxidu titanicitého
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5.3 Mapovanie polymorfnych vzoriek

Funkcia mapovania umoznuje uzivatel'ovi analyzovat’ vzorku, ktora je zlozena z viacerych
zloziek. V nasej praci sme zvolili tabletu Aspirin®-C. Vysledkom je grafické znazornenie
rozlozenia jednotlivych zloziek v systéme. Postup merania je popisany v nasledujicich

bodoch.

1. Tabletku upevnime do drziaka mikroskopu a pomocou optiky mikroskopu zaostrime

na povrch tablety a vyberieme oblast’, ktori chceme mapovat’ (Obr. 22).

Philips SPCIO30ME Wabeamn

-21750

snimana plocha
tabletky

-21700

-21650

vybrana oblast
pre mapovanie

-21600

—

50 ym

Obr. 22. Vyber plochy k analyze zloZenia mapovanim

2. Kmapovaniu je nutné poznat zlozenie tabletky a disponovat spektrami zloziek
Vv Cistom stave. Tieto spektra nahrame ako referencné a laser postupne prechadza
jednotlivymi plochami — na ktoré sme pri nastavovani rozdelili analyzovani oblast’ —

a vyhodnocuje zhodu s referenénymi spektrami (Obr. 23 - Obr. 26 a Obr. 40).
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Obr. 24. Referencné spektrum kyseliny citronovej
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Obr. 25. Referencné spektrum uhlicitanu sodného
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Obr. 26. Referencné spektrum hydrogén uhlicitanu sodného
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3. Vyslednd mapa poskytuje informacie o zastipeni kazdej zlozky naprie¢ skiimanou
oblast’'ou tabletky. Tieto informacie st zobrazované pomocou farebnej skaly. Kazdej
latke je priradena farba a jej odtiene odrazaji percentudlnu zhodu referenéného

spektra s nameranym spektrom tablety v mieste snimania.

kyselina acetylsalicylova

Visible

Obr. 27. RozlozZenie kyseliny acetylsalicylovej v mapovanej oblasti
tabletky Aspirin®-C
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Obr. 28. Porovnanie referencného spektra kys. acetylsalicylovej(modra krivka) a spektra
tabletky v mieste najvicsej zhody (¢ervena krivka)
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kyselina askorbova

“isible

Obr. 29. RozlozZenie kyseliny askorbovej v mapovanej oblasti
tabletky Aspirin®-C
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Obr. 30. Porovnanie referencného spektra kys. askorbovej (modra krivka) a spektra
tabletky v mieste najvicsej zhody(Cervena krivka)
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Z ounts

kyselina citronova

Visible

Obr. 31. RozlozZenie kyseliny citronovej v mapovanej oblasti
tabletky Aspirin®-C
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Obr. 32. Porovnanie referencného spektra kys. citronovej (modra krivka) a spektra
tabletky v mieste najvicsej zhody(Cervena krivka)
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4. Vysledky mézu byt prezentované farebnou mapou v 2D, 3D grafom a tiez dvojicou

spektier, ktoré znazoriuji referencné spektrum a spektrum tablety v snimanej
oblasti.

AT N
% o

=]
o™

CoMmponent acev\sa

Obr. 33. Grafické 3D- zndzornenie zastupenia kyseliny acetylsalicylovej v analyzovanej
oblasti

Obr. 34. Grafické 3D- zndzornenie zastupenia kyseliny askorbovej v analyzovanej oblasti
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5. Aspekty, ktoré maju vplyv na vysledky mapovania:

Cistota jednotlivych zloziek tzn. kvalita nameranych referenénych spektier;
rozmery siete — analyzovana oblast’ je rozdelena na mriezku, priCom ¢im je
véacsia hustota mriezky, tym presnejSie vysledky ziskame;

Cas potrebny k analyze je zavisly na velkosti plochy a hustote mriezky, tzn. ¢im
je mriezka hustejsia, tym si vyZaduje meranie viac ¢asu;

vykon laseru, pocet scanov — akumulacii a expozicny ¢as, zaroveil by malo byt
meranie realizované pri rovnakych podmienkach aké boli nastavené pri merani

referencnych spektier.
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6 POROVNANIE RAMANOVEJAFTIR SPEKTROSKOPIE

Ramanova spektroskopia je podobna spektroskopii infracervenej (IR alebo FT-IR) pouzitim
obidvoch ziskame informacie o vibraciach molekul. Avsak vzhl'adom na rozdielne vyberové
pravidla u kazdej techniky sa navzajom dopliuju. Citlivost’ funkénych skupin je rozdielna
a preto v oblastiach, kde Ramanova spektroskopia vykazuje silné piky, sa pri pouziti IR
spektroskopie prejavia slabé a naopak. Ramanova spektroskopia je citliva k symetrickym
vibracidm a Kk nasobnym védzbam. Zmena polarizovatelnosti vdzby pocas vibracie je
nevyhnutna pre aktivaciu Ramanovho zvézku. Preto funkéné skupiny ako C=C alebo C-C
vykazuju silné piky aplne symetrické vibracie aromatickych zli¢enin st Tlahko
pozorovatelné. IR spektroskopia vyzaduje zmenu dipdlového momentu pocas absorpcie,
aby boli vibracie aktivne. VAcSi doraz sa kladie na relativnu elektronegativitu atémov
nachadzajucich sa vo vnutri funkénej skupiny. Z tohto dovodu su l'ahko pozorovatelné

polarne skupiny ako halogénové derivaty uhliku alebo viazby C=0. [20]

Vzorku kyseliny acetylsalicylovej sme analyzovali pomocou spektroskopicke; metddy
merania IC spektier. Meranie prebichalo na pristroji FTIR-86001 PC od firmy Shimadzu
(Obr. 35). Pristroj je vybaveny vyhodnocovacou technikou Fourierovej transformacie
a disponuje moznostami kvalitativnej aj kvantitativnej analyzy. Pre ucely tejto prace bolo

zvolené kvalitativne vyhodnotenie vybranej vzorky.

@ __ \__‘[_/ 75 |

Obr. 35. Pristroj FTIR-86001 PC od firmy Shimadzu
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6.1 FTIR spektroskopia kyseliny acetylsalicylovej
Pri merani IC spektier je mozné pracovat’ dvomi spdsobmi:

e ATR — spektralna analyza tenkych filmov,

e KBr technika — spektralna analyza praskovych vzoriek.

V nasom pripade sme pouzili techniku KBr. Tato metoéda je pouzivana pri merani vzoriek
v praskovej forme pricom bromid draselny - KBr vystupuje ako matrica v tablete. Postup

merania je nasledovny:
1. Pred zaciatkom merania je nutné vysusit’ vzorky a rovnako aj KBr.

2. V achatovej miske (Obr. 36) rozotrieme matricu KBr na jemny prasok a pridame
vpomere 1:10 pripadne 1:100 vzorku. Nasledne zmes v achatovej miske

homogenizujeme.

Obr. 36. Achdtova miska s KBr

3. Prasok vlozime do $pecialneho lisu (Obr. 37), ktorym zlisujeme vzorku do formy

tablety.

4. Lisovanie prebieha vo vakuu z dovodu eliminicie vzdugnej vihkosti. Dalej je v lise

nastaveny tlak na 75kPa.
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Obr. 37. Zapojeny lis na tabletovanie vzoriek

5. Po uplynuti dostatocnej doby (cca.4-5min.) odpojime vakuum, vypneme lis
a vyberieme opatrne tabletu. Ak bolo tabletovanie uspesné¢, KBr by malo byt

prichl'adné a viditené by mali byt’ len Castice analyzovanej vzorky.

6. Tabletku uchytime do nosnej dosticky.

Obr. 38. Nosnd dosticka s tabletkou KBr

7. Pocas doby lisovania je potrebné zmerat’ pozadie tzn. odmerat’ spektrum bez vzorky
v komore — vlhkost’ v miestnosti, pritomnost’ prachovych ¢astic atd. Na rozdiel od
Ramanovej spektroskopie nie je voda v IR spektroskopii neviditelna a prejavuje sa

v spektre ako skupina pikov v oblasti 3000 cm™.
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8. Nastavenie parametrov merania sme zvolili tak, ako vidime v tabul'ke (Tab. 4):

VInodet [cm™]: 750 - 3500
Pocet scanov: 88
RozliSenie: 2

Tab. 4. Nastavenie parametrov FTIR spektroskopu

9. Vzorku uchytime do komory spektrometru a uzavrieme. Po merani vynesieme do
grafu zavislost' absorbancie na vlnoc¢te. Vysledné absorpcné spektrum vidime na

obrazku (Obr. 39.). Pre porovnanie vidime Ramanove spektrum na d’alSom grafe

(Obr. 40)

> FTIR absorbéné spektrum kyseliny acetylsalicylovej
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Obr. 39. Priebeh absorpcného spektra FTIR tabletovanej kyseliny acetylsalicylovej merané
KBr technikou
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Obr. 40. Spektrum kyseliny acetylsalicylovej meranej Ramanovym mikroskopom

Z praktickych merani je zrejmé, ze Ramanova spektroskopia ma oproti FTIR spektroskopii
dve vyznamné prednosti:
1. Ramanova spektroskopia nevyzaduje zlozitu a preciznu pripravu vzoriek ako FTIR
spektroskopia. Tim padom je vhodnejsia aj pre menej skiseného pracovnika.
2. 'V Ramanovej spektroskopii nie je voda viditel'na, Cize sa v spektre neprejavia rusivé

piky spdsobené okolitou vlhkost'ou.

FTIR spektroskopia je velmi narocnd metdda, ktord si vyZzaduje skusenosti a doslednu
pracu obzvlast vo faze pripravy vzoriek. V pripade, Ze su vzorky v praskovej forme, je
nutné ich homogenizovat’ s KBr a z vysuSenej zmesi musime pripravit’ tabletku. K tomu je
potrebné disponovat’ pristrojovym vybavenim ako bolo popisané v postupe merania:
achatova miska, forma na tabletku, lis, pristroj na vytvorenie vakua pocas lisovania.
Vysledky okrem vzdu$nej vlhkosti méze ovplyvnit' aj pot preneseny z prstov pracovnika,

alebo intenzivne parfumy aplikované tesne pred pracou v laboratoriu.
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Nasledujuca tabulka (Tab. 5) sumarizuje rozdiely medzi FTIR spektroskopiou

a Ramanovou spektroskopiou, ktorej je venovana pozornost’ v tejto praci.

Infracervenad spektroskopia Ramanova spektroskopia

ZloZitejsia priprava vzoriek - KBr technika, ATR technika. Specidlna priprava vzoriek nie je potrebnd.

Detekcia absorpcie vyZaduje bodové a liendrne detektory Disperzny Raman vyuiiva vysoko citlivé kremikové detektory -
citlivé v oblasti I€ napr. Ge, InGaAs, HgCdTe, ktoré potrebuju 20 CCD kameru s detekénym rozsahom do lpm. Dostupné je
chladenie dusikom. termoelektrické chladenie do -70°C.

Systémy FTIR s0 k dispozicii. Systémy FT-Raman su k dispozicii.

RozliZenie Ramanovho mikroskopu do 1um preto mézu byt detekované

I€ spektroskopia je cbmedzena ostrenim pod Sum. . P
aj mensie astice.

Voda je v Ramanovych spektrach neviditelna, éo umoZfiuje meranie

Spektra su ovplyvnené absorpciou vody.
P Piyv P ¥ aj pod vodnou hladinou alebo analyzu vodnych roztokov.

Je obtiaZne vykondvat merania na tenkych filmoch, s vynimkou |Merania na tenkych filmoch nie s problematické a rovnako méZeme
absoldtneho vnltorného odrazu alebo reflexnej absorpcie. merat povrchové reakcie na elektrddach. Poufitim laseru s nizkym
Obe metddy viak vyZaduju starostlivi pripravu povrchu vykonom je minimalizované riziko zhorenia vzorky.

Spektra ziskame v rozsahu 10 - 15,000 cmi-1 . Rozsah spektra zavisi od

Problematické je ziskat spektrd pod 600 cm-1. .
! P P excitatne] vinove] dliky a je limitmi kremikowymi detektormi.

Ramanove interakcie s okamiité a rozptyl je neelasticky. S najnovjsimi

Je nutné, aby molekuly absorbovali fotdny. i . . )
v v 4 systémami mdZeme sledovat rychle reakcie.

Je problematické merat nepriehladné a ¢ierne vzorky. Cierne a nepriehfadné materidly mézu byt merané.

Slaba citlivost homopolarnych vizieb. Homopolarne vazby vykazuji pomerne intenzivne piky.

Tab. 5. Porovnanie Ramanovej spektroskopie a infracervenej FTIR spektroskopie [15]
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7 DISKUSIA

Tato kapitola je venovanad zhodnoteniu nameranych vysledkov. Dalej je pojednané
0 sucasnych trendoch v Ramanovej spektroskopii ana zaver navrhujeme niekol’ko

aplika¢nych moznosti s oh'adom oblast’ bezpec¢nostnych technologii.

7.1 Zhodnotenie vysledkov praktickej casti

V experimentdlnej Casti tejto diplomovej prace sme sa venovali Stadiu vybranych vzoriek
pomocou Ramanovej spektroskopie. Pred zaciatkom samotnych merani bolo potrebné
rozhodnut’” s akymi latkami budeme pracovat. Vzhl'adom na aplikacie Ramanove;j
spektroskopie v oblasti identifikacie drog alie¢iv boli vybrané komercéne vyrabané
farmaceutické preparaty. Dovody boli Cisto pragmatické, jedna sa o lieky na vol'ny predaj,
ktoré¢ st dostupné v kazdej lekarni. Rovnako sme zohladnili fakt, Ze chemické latky
obsiahnuté v liekoch potrebujeme v ¢istej forme. Po dohode sme ziskali potrebné latky zo
skladu chemikalii Fakulty technologickej. Boli vybrané nasledujiice lie¢iva: Acylpyrin®,
Aspirin®-C, Paralen”. Okrem tychto latok boli pouZité chemické zlu¢eniny: kyselina
acetylsalicylova (Obr. 40), kyselina askorbova, kyselina citronova, uhli¢itan sodny,
hydrogén uhli¢itan sodny, polyvinylpyrrolidon a oxid titani¢ity. Popri Ramanovych
spektrach spomenutych latok (Obr. 21, Obr. 23-Obr. 26), boli zmerané aj spektra Skrobu
a oxidu kremicitého, tie vS§ak nemohli byt pouzité kvoli fluorescencii, ktord prevladala nad

Ramanovym efektom.

Na zéklade nameranych spektier sme overili pritomnost ucinnej latky v tabletach
komer¢nych produktov (Obr. 16). Stcasne bolo uskuto¢nené meranie, ktoré dokazalo, Ze
na Ramanove spektrum nemd zasadny vplyv pritomnost’ vody, rozdiel je viditelny na

Ramanovej intenzite nie vSak v rozloZeni charakteristickych pikov (Obr. 18).

Porovnanie nameranych spektier so spektrami uloZenymi v knizniciach polymérnych latok
a forénznych latok bolo naozaj Gispesné len v pripade spektra polyvinylpyrrolidonu, ktory je
sii¢astou tabliet Paralenu®. Nevyhodou kniznic je fakt, Ze uZivatel' si nemoZze sam pozriet
aké spektra su dostupné. Pri funkcii hl'adania v datab4ze je pontknuty zoznam spektier,
ktoré vykazuja urcit podobnost’ s nameranym spektrom. Preto je dobre vyuZiteI'na funkcia

tvorby vlastnej databazy spektier.
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Funkcia mapovania, ktorou disponuje systém Renishaw bola vyuzitd v praktickej Stadii
zloZenia tablety Aspirin“-C. V tabletke sti podl'a informacii od vyrobcu pritomné 2 ¢inné
latky: kyselina acetylsalicylova a kyselina askorbova a 4 pomocné latky. Spektra kazdej
chemikalie tvoriacej komponenty tabletky boli nasnimané, ulozené a pouzité ako referencné
pre analyzu. Mapovanie polymorfnych vzoriek povazujeme za velmi uzito¢nu funkciu,
ktora umoziuje zistit' zastipenie jednotlivych zloziek v zvolenej oblasti. Vysledky su
ovplyvnené kvalitou referenénych spektier a zvolenymi parametrami merania. Cim huste;jsiu
mriezku mapovanej oblasti zvolime, tym su ziskané informécie presnejSie. Tento typ
merania vyzaduje dostatok Gasu a trpezlivosti pri volbe nastaveni. Udaje ziskané
mapovanim tabletky (Obr. 27-Obr. 31) boli graficky upravené a v tejto praci st publikované
vysledné rozloZenia 3 najviac zastipenych zloziek. Vyhodou softwarového vybavenia je

moznost’ interpretacie vysledkov formou 2D, 3D grafu alebo porovnanim dvojice spektier.

Stubor experimentov prezentovanych v praktickej casti tejto diplomovej prace uzatvara
meranie absorpcného spektra kyseliny acetylsalicylovej metodou FTIR. Tato metéda bola
zahrnuta z dovodu porovnania s Ramanovou spektroskopiou (Obr. 39-Obr. 40). Rozdielne
vyberové pravidla pre obidve metddy v praxi predstavuji moznost’ vzéjomnej kombindcie

tychto technik s dosiahnutim kvalitnych vysledkov.

Zhodnotenim vysledkov merani sme dospeli k zdveru, ze Ramanova spektroskopia

predstavuje vel'mi perspektivnu metddu identifikacie latok s nasledujucimi vyhodami:
e jedna sa o nedestrukénu a nekontaktnu metddu;
e nevyzaduje Specidlnu pripravu vzoriek, tzn. nedéjde k poskodeniu dokazov;

e analyza vzorick moze byt uskuto¢nena cez plastovy alebo skleneny obal, ¢o zabrani

kontaktu s neznamou latkou alebo jej kontaminaciu;

e rovnako je mozné analyzovat’ vodné roztoky, voda nie je viditeI'na v Ramanovom

spektre;
e Studované vzorky mozu byt malych rozmerov (1um - 2 um);

e nizke frekvenéné posuny anorganickych molekul sa v spektrach prejavia, takze

Ramanova spektroskopia umoZiiuje §tidium napr. tlomkov naterov.
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7.2 Trendy v Ramanovej spektroskopii
Nérast vyznamu Ramanovej spektroskopie v sti¢asnej dobe ovplyviuji tieto faktory:
e neustaly rozvoj v technologiach a pristrojovom vybaveni Ramanovej spektroskopie;
e moznosti analyzy molekul a materidlov na nano-urovni;
e progres vo vyrobe a naslednej kontrole nanomaterialov a nanostruktur;
e vyvoj sofistikovanejSich systémov po funkénej aj dizajnovej stranke;
e zvySovanie efektivity snimania v biomedicine a diagnostike chorob;
e rastuci pocet publikovanych $tadii pevnych aj kvapalnych latok;

e moznosti vyuzitia v teréne mimo laboratorium ako napr. skimanie umeleckych diel,
archeologickych nalezov, identifikdcia latok vo forénznych vedach a farmacii a to

S vyuzitim prenosného Ramanovho analyzatoru.

Od doby objavenia vroku 1928, je dnes Ramanova spektroskopia jednou z najviac sa
rozvijajucich metod, ktora je charakteristicka vysokou citlivostou vysokou informa¢nou
hodnotou ziskanych tudajov. Poskytuje informacie o molekulovej Struktire hmoty
skamanych vzorieck a ma prakticky neobmedzeny rozhas materialov, ktoré moézu byt

analyzované. [23]

Impulzy K neustalemu zdokonalovaniu systémov prichadzaji zaroven s najnovSimi
poznatkami na poli mechanickych, optoelektrickych a kontrolnych expertiz. Oproti star$im
systémov tie najmodernejSie disponuji  moZznostami automatického nastavovania
parametrov, prepinania vinovych dizok a kalibracie a si vysoko stabilné. Trendom je
uspokojit’ potreby uZivatela a preto st Ramanove spektrometry kombinovatel'né i d’al§imi
meracimi pristrojmi s cielom zefektivnit’ a ul'ah¢it’ pracu pri identifikdcii latok. Stucasne je
zdokonal'ované softwarové vybavenie, ktoré poskytuje vel'ké mnozstvo funkcii medzi inymi
kniznice spektier. Tie su vyuzivané k identifikdcii a porovnavaniu nameranych spektier
s referen¢nymi. V budtcnosti predpokladame zlepSenie dostupnosti tychto kniznic aj pre

mensie laboratoria. [15]
Moznosti aplikacii v bezpe¢nostnych technologiach st $iroké. V kriminalistickej expertize
sa jednd predovsetkym 0 identifikaciu drog a lieCiv, rezidui strelného prachu, detekciu

vybusnin a analyzu naterov a pigmentov. V tejto oblasti sa naskyta priestor pre dalsi
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aplikovany vyskum na FAI UTB s vyuzitim dostupného Ramanovho mikroskopu. Zdrojom
informacii ohl'adne najnovsich vyskumov v tejto oblasti méze byt odborny ¢asopis Journal
of Raman spectroscopy, ktory sa Specializuje vyhradne na Ramanovu spektroskopiu.
Jednou z moznosti d’alSej experimentalnej prace by mohlo byt vytvorenie Specifickej
databazy forénznych latok: pigmenty a atramenty, lieCiva, organické a anorganické
zlic¢eniny. Zaujimava by mohla byt spolupraca s odbornikmi z Kriminalistického ustavu

v Prahe.
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ZAVER

Ramanova spektroskopia, ktorej aplikacné moznosti sa v poslednych rokoch rozsirili takmer
do vSetkych odvetvi vedy, vyskumu a priemyslu, nasla svoje miesto aj v oblasti
bezpecnostnych technolégii. Pre efektivne vyuzitie tejto spektrofotometrickej metddy pri
identifikacii latok a analyze molekulovej Struktary je potrebné oboznamit’ sa s podstatou

interakcii elektromagnetického ziarenia s hmotou.

Teoretické principy Ramanovej spektroskopie sme aplikovali do experimentalne;j Casti tejto
prace, kde boli Studované vybrané vzorky komerénych farmaceutickych preparatov. Boli
zmerané spektré lieiv obsahujucich kyselinu acetylsalicylova. Taktiez boli zmerané spektra
Cistych chemickych latok, ktoré tvorili zlozky tychto lieCiv, tie poslazili ako referencné

spektra pri mapovani polymorfnej vzorky ( tableta Aspirin “-C).

Pri praci sme potvrdili na§ pociato¢ny predpoklad o vhodnosti Ramanovej spektroskopie
pre analyzu vybranych vzoriek. Fakt, ze priprava vzoriek nie je naro¢na na ¢as, podmienky
V laboratériu a ani na Specialne pristrojové vybavenie, bude urcite zohl'adneny pri vybere

Ramanovej spektroskopie pred inymi metddami.

Siroka $kala funkcii Ramanovho mikroskopu dostupného v laboratoriu FAI UTB
predstavuje potencidl pre d’alSiu vyskumna ¢innost’ v oblasti identifikacie latok. Jednou
Z moznosti by mohlo byt vytvorenie vlastnej kniznice spektier latok ako su lieCiva,

narkotika, farby a pigmenty, organické ale aj anorganické zluceniny.
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CONCLUSION

The Raman spectroscopy has found a wide range of applications in different science areas,
research, industry and security in the past years. It is essential to know the basic information
about interaction between electromagnetic emission and a sample for effective use of this

spectroscopic method for substance identification and molecular structure analysis.

Theoretical principals of Raman spectroscopy were applied in experimental part of this
diploma, where the selected samples of pharmaceutics were studied. The spectra of
pharmaceutics containing acidum acetylsalicylicum were measured. The spectra of pure
chemicals as components of selected samples were measured as well. They have found a

good use as reference spectra for polymorphic sample mapping (Aspirin “-C pill).

This work has proven our previous assumption right that Raman spectroscopy is suitable
method for analysis of selected samples. In fact, this method requires almost no sample
preparation which is fast and with no special requirements for equipment and laboratory

conditions. In many respects Raman spectroscopy is preferred over other methods.

Wide scale of Raman microscope functions available in FAI UTB labs has potential for
further research in sample identification. A spectra database of substances like
pharmaceutics, narcotics, paints and pigments and organic or inorganic compounds could be

created as well.
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ATR
A

B

vib

rot

f, fr

FTIR

Attenuated Total Reflection Spectroscopy
Absorbancia

Empirické rotacna konStanta

Rychlost’ svetla

Jednotka vinoctu

Jednotka diiky (rovnako ako pm, nm, mm, cm)
Energia fotonu

Energia molekuly v zékladnom a excitovanom stave
Energia elektronového spektra

Energia vibra¢ného spektra

Energia rotacného spektra

Molarny absorp¢ny koeficient

Frekvencia, Ramanova frekvencia

Fourier Transformation Infrared Spectrocopy
Planckova konstanta

Jednotka frekvencie [Hertz]

Intenzita ziarenia, ziarivy tok

Oznacenie pre infradervené elektromagnetické Ziarenie (z angl. infrared)
Rota¢né kvantové ¢islo

Hmotnost’ (napr. atomu)

Redukovani hmotnost’

Vyberové pravidla — vety - Ramanovej spektroskopii

Jednotka tlaku [Pascal] (rovnako ako kPa)
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r, Ar Polomer, vzdialenost’, zmena vzdialenosti

SEM Scanning Electron Microscopy

T Transmitancia

UV-VIS Oznacenie ultrafialovej a viditeI'nej ¢asti svetelného spektra
A Vlnova dizka

VInocet

<

® Uhlova rychlost’
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PRILOHA 1: UKAZKY PRACE V PROGRAME WIRE 3.0

Fle Edt View Measwement Llivevideo Analysis Processing Procedwes  Tools  Window  Help

BP-PIRBAPESIEALD TP
APB4*dE (Aot esdd

Change ¥ Uit Laser | Jem | v/ [ Cowen ]

Renishaw K12 %|161969 | 'v[3896.3 z|-303.0
2B % M e —
(o3

; ;%if — e 7 0% -*-{m nm edge v {2 Master Renishan CCD Camera v
x

2RIB =3
RS

EHEUSEEEORME

ingle scan measurement E‘@HX|

—

20 um

=

300 1000 1500

& pathi CADOCUME~1IRAMANILOCALS~1{Temp

- title: Single scan measurement

- & description: £ single scan measurement generated by the WREZ spectral acquisition wizard,
S uzer: RAMAN 20000
4 Measurement configuration

3

@ detector 1: Renishaw CCD Camera (1040x256) z
aser: 514 nm sdge (mods: Regular) §
grating: 1800 |fmmm (vis) 5
exposure time: 5 5
5 accumulationss so00
laser power: 100%
centre: 1000 Raman shift/cm-1
sl opening 65pm, centre 1838um T T
video field of view 7112 5372 S 0 o0 1000 1500
chjsctive x50
. Static scan

®

IEEEEEEK]

Raman shift / cm-1

I<

‘4 start

Obrazok 1. Pracovné prostredie softwaru WiRE 3.0 k obsluhe Ramanovho mikroskopu



Spectral acquisition setup
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Obrdzok 2. Nastavenie parametrov merania: 1- typ snimania, 2 rozsah vinoctov
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Obrazok 3.Nastavenie expozicného casu (1) , poctu akumuldcii — scanov (2) a vykonu

laseru (3)



PRILOHA 2: RAMANOVE SPEKTRA VYBRANYCH NARKOTIK
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Zdroj: Drug detection using Raman spectroscopy. Informa¢ny material od firmy Renishaw.

Dostupny z www: http://resources.renishaw.com/en/details/download(3949)



