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Ramanovo spektrum fluoreskujiciho vzorku
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Metody vibra¢ni spektrokopie
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Technologicky pokrok v Ramanoveé spektroskopii v uplynulych 20 letech

Rhodamine 6G

1. FT Ramanova spektroskopie I::>

+ excitace v NIR oblasti — feSi problém s fluorescenci 514.5 nm

+ vysoka presnost ureni vinoctu

vvvvvv

- nizS8i intenzita rozptylu, obtizné&jsi detekce

1064 nm

B
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Ramantiv posun, cm-

glassy jednokanalovy/PMT
carbon Spex 1403
20 minut

SNR ~ 28 <: 2. Mnohokanalové CCD detektory

W + vyrazné zlepSeni poméru signal/Sum (SNR)
o + zkraceni doby méreni
mnohokanalovy/CCD
Chromex 250
5 sekund
SNR ~ 280

11|00 13:30 15I00 17I00
(v obou pripadech excitace 514.5 nm / 50 mW)

Ramantv posun, cm-



Technologicky pokrok v Ramanoveé spektroskopii v uplynulych 20 letech

3. Vlaknova optika (integrované sondy)
+ vyuziti pro monitorovani a kontrolu procesu
+ vyrazné zvySeni aplikacniho potencialu RS

+ ,vzdaleny“ spektrometr

ke spektrometru  od laseru

Integrovana vlakova sonda obsahuijici
nezbytné filtry (BP, BR) i fokusacni optiku

filtr potlaCujici laserové zareni

vzorek
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4. Holograficke filtry

+ vyrazné snizeni rozmérd spektrometru i jejich
ceny

+ vice zareni na detektoru

- ke kazdé excitaCni vinové délce je potfeba filtr

schéma kompaktniho
Ramanova spektrometru




Technologicky pokrok v Ramanové spektroskopii v uplynulych 20 letech

+ + + + O

. Nové excitacni lasery (diodové Al:GaAs, diodami Cerpané Nd:YAG)

kompaktni
levny provoz

rozSifeni o dalSi excitacni vinové délky v NIR oblasti

. Integrované spektrometry

kompaktni (pfenosné, rucni)
snadna obsluha

vySSi spolehlivost

vyuziti pro rychlou identifikaci latek '
R-3000R/R-3000HR

(Raman Systems)

¥

FirstDefender
(Ahura)

RSLplus (Raman Systems)



Disperzni a nedisperzni spektrometry

Disperzni mnohokanalovy Ramanuv spektrometr Nedisperzni FT-Ramanuv spektrometr
-+
/MM Ramanovo spektrum T, Ul ‘ Ramanovo spektrum

mnohokanalovy detektor FT

modra \"/ éervena I ¥

interferogram

spektrograf ‘/\ d * detektor}e—{ multiplexer
""""""" vzorek
laser vdl laser /
Viyhody

» citlivost » vysoka prfesnost ureni frekvence

» VySSi pomér signal/Sum » VvySSi svételnost

> Ay =200 —-800 nm > vzdy A, = 1064 nm

(limitovano odezvou CCD) » zpravidla bez fluorescence
Nevyhody

» kompromis mezi rozliSenim a pokrytim » horSi pomér signal/Sum
» vice fluorescence » Casto vysoky vykon budiciho laseru

» meénici se spektralni rozliSeni



Volba excitac¢ni vinove délky

Human biopsy sample
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Ramantiv posun (cm-1)

Nekorigovana Ramanova spektra
tkanového vzorku méfena s riznymi
excitacnimi vinovymi délkami.

kratsSi vinové délky

delSi vinové délky

vySSi ucinny prufez rozptylu

nizsi ucinny prufez rozptylu

v v

disperzni spektrometr

nedisperzni spektrometr

vySSi pozadi

nizsi pozadi

Casto background shot noise limited

obecné detector noise limited

obecné mnohem vyssi SNR

niz8i SNR vyzaduje vySsi vykon laseru




Volba excitaéni vinove délky (a spektrometru)

Chloraseptic:
514.5 nm, 3 seconds, 100 mW
A
785 nm, 150 seconds, 50 mW
B
1064 nm, 150 seconds, 245 mW
C

T T T T T T Y T T
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Raman shift, cm’!

Ramanova spektra kloktadla mérena na riznych spektrometrech.

A. disperzni mnohokanal, 514.5 nm laser, 100 mW, 3 s akumulace
B. disperzni mnohokanal, 785 nm, 50 mW, 150 s akumulace, 4 cm! rozliSeni
C. FTRaman 1064 nm, 245 mW, 150 s akumulace, 4 cm-' rozliSeni



Lasery pro Ramanovu spektroskopii

Aoy <900 nm = disperzni Ramanovy spektrometry (omezeni kiemikovymi
CCD detektory)

Aeyc = 1064 nm = nedisperzni FT Ramanovy spektrometry

Kontinualni (cw) lasery pro Ramanovu spektroskopii

typ A (nm) typicky vykon
druha harmonicka Ar* 224, 257, 229 15-200 mW
Ar* (vzduchem chlazeny) 488, 514.5 5-50 mW

351.1, 454.5. 457.9. 465.8
A tvodoulehiazeny s D, : 0.1-10 W
7 (YselllEnl i) 476.5, 488, 496.5, 501.7, 514.5

He-Ne 632.8 5-100 mW
He-Cd 442 nm 5-50 mW
Kr* 406.7,413.1,647.1, 752.5 0.1-4 W
Nd:YAG 1064 0.1-10 W
druha harmonicka Nd:YAG 532 0.05-5W
diodovy (external cavity, fixed A) 785 300 mW
diodovy (external cavity) 780-1060 500 mW

barvivoveé, Ti: safir spojité preladitelné




Filtrace excitacniho zareni

PROC ?

pro potlaCeni nezadouci spontanni emise (napf. plasmove linie v iontovych
laserech, Siroké pozadi z Nd:YAG a diodovych laser()

JAK ?
« interferencni filtry rovinné
. . zrcadlo /‘ od laseru
» predmonochromator jako filtr
holograficka
L mrizka - - difrakéni
sklenéna F_,_,_,_.-————— miizka
krychle ™
vystupni
od laseru apertura ‘ ‘
MFizkovy premonochromator pro odfiltrovani
plasmovych linii z kolimovaného svazku
vystupni <:| Holograficky pasmovy filtr s vysokou propustnosti,
apertura az 80% (Kaiser Optical Systems)
Y
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Objemova holograficka optika
a Jeji spektroskopické aplikace

| Diffraction behavior confi';lLTation

Holographic
notch filters

Laser band-
pass filters

Figure 1. Comparison of conventional surface-relief grating used in spectroscopy
(a) with various volume holographic element configurations (b—e).

Tedesco et al. Anal. Chem. 65, 441A (1993). 13



Laser band-pass filters

Volume transmission
hologram on cube diagonal

Laser emission — g
g \W“H Stop
.\\\N‘CM &
——
— - DN - R
N S
G\\ Filtered output
S
B I
|

Figure 2. Laser bandpass filter configuration using volume transmission hologram
embedded in a cube for maximum dispersion.

Velmi ucinné potlaéeni plasmovych ¢ar iontovych laseru
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Opticka mrizka jako disperzni element

k ohniskové roviné

/v a detektoru
A> N> A, A /v

A,(malé Av)
A, (velké AV)

<+ od vzorku (Ag+ A+ A,)

difrakéni "
miizka o _
mrizkova rovnice
vinova délka (nm) d (smgm —smgi ) =mA
800 900 1000 lll{)()

| I
I I [ I I
0 1000 2000 3000 4000

Ramanuv posun Av (cm) relativné vii¢i 800 nm

. . dg m
thlova disperze D, = 01" dTcosd (d mfizkova konstanta, m fad difrakce)
m

rozliSovaci schopnost R = (A/{I =mN (N celkovy pocet osvétlenych vrypu)
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Zobrazovani a ploché pole (flat field)

Konvencni versus zobrazovaci (imaging) spektrograf

zakriveni,
rozSireni

ohniskova rovina

konvenéni dusledek

spektrograf <= aberaci
400 nm 500 600
ploché pole
flat field >
obrazy Stérbiny

zobrazovaci stejné Siroké
spektrograf

Zobrazovaci spektrograf — ma ploché pole velikosti standardniho CCD detektoru
(25 mm dlouhé, nékolik mm vysokeé)



Jednoduchy spektrograf

kolimujici zrcadlo .
vstupni

Stérbina

Difrakéni
mfizka

fokusujici
zrcadlo

| «— ohniskova vzdalenost —» |

f

ohniskova rovina

svételnost T /#

(kratka ohniskova vzdalenost a velka
zrcadla a miizky znamenaji nizké f /#)

linearni disperze
D, E%z fD, (mm/nm)
reciproka linearni disperze

1 _dA
ﬁlzW (nm/mm)

Jednoduchy mfizkovy spektrograf v Czerny-Turnerové usporadani
(moznost dvou mfizek s riznou hustotou vrypl na spole¢ném oto¢ném drzaku — turret)
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Jednoduchy spektrograf

Problém — pozadi (stray light) = je nutné odfiltrovat Rayleighuv rozptyl

benzen, jednoduchy spektrograf, 514.5 nm, 180 geometrie

bez BR filtru

s BR filtrem

A PR

400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200

Ramantiv posun (cm-)

JAK ?
vice stupnu (dvojity monochromator, trojity spektrograf)

holograficke filtry (notch, edge) — obecné band rejection (BR) filters

18



Spektralni rozliseni a pokryti

Rozsah Ramanovych posunt

0 cm™

750 cm™!

(300 vrypt/mm)

(1200 vryptd/mm)

3300 cm?

v

1600 cm™"

v

4.2 cm'/pixel

&
<«

0.92 cm-'/pixel

(300 vrypd/mm)

(1200 vrypud/mm)

cm-/pixel

—

2.3 cm'/pixel

S —

0.79 cm1/pixel

Pokryti a rozliSeni pro dvé rizné mfizky
(300 a 1200 vrypd/mm) a 25 mm Siroky
CCD detektor ve spektrografu f =250 mm

Vzdalenost dvou sousednich pixell je
konstantni ve vinové délce ale neni
konstantni ve vinocétech, nebot

1

potom dv=——dA

V= 12

1
)

a tedy disperze dI/d (A7) (mm/em™)
neni pres rozmér detektoru konstantni !!!



Spektralni rozliSeni a spektralni pokryti

dv/dl, cm!//mm

coverage for 25 mm detector

Spektra askorbatu vapenatéhoj
méfena se tfemi riznymi mfizkami

=

spektrograf (f = 250 mm), 25 mm Siroky
CCD detektor s 25 um pixely a mfizky
300, 600, 1200 a 1800 vrypu na mm.

10 [~ 400 [ 300 lines/mm ~1 10000 cm!
75+~ 300 785 nm -1 7500
E 1064 nni
S 51 200} — ~ 5000
5 .
2
3 1200
< 251 100 .-/ / -4 2500
e =1 1250
— 1800
o o b/
] ] 1 1 1
T, cm! 5000 10000 15000 20000 25000
A,nm 2000 1000 667 500 400
Disperze a spektralni pokryti pro

Calcium ascorbate, 785 nm

300 lines/mm

600 lines/mm

1200 lines/mm

ol

500 1000 1500 2000 2500 3000

Raman shift, cm!
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Spektralni rozliSeni a spektralni pokryti

excitacni hustota ohniskova Av (cm™)na | spektralni pokryti
vinova délka vrypu vzdalenost 25 um pixel 25 mm detektoru
(nm) (vrypy/mm) (mm) @ 1500 cm-? (cm™)
514.5 600 250 5.4 4756
514.5 1200 250 2.7 2709
514.5 1800 250 1.8 1894
785 600 250 2.11 2231
785 1200 250 1.05 1223
785 1200 500 0.53 642

21



Dvojity monochromator

vstupni Stérbina

. - od vzorku

~ prostiedni Stérbina

vystupni Stérbina

Schéma dvojitého monochromatoru
(napf. Spex 1403)
70. az 80. léta

Vyhody:
» vysoké rozliseni

» vyborny odstup od pozadi
(1012 1014)

> meéreni v blizkosti excitacni linie

Nevyhody:
» pomalé mereni (bod po bodu)

» prilis velka disperze pro
mnohokanalovou detekci

22



Trojity spektrograf

filtrujici dvojity monochromator
v subtraktivnim médu

': od vzorku

Siroce oteviena stérbina
definuje Sifku spektra
Gl analyzovaného stupném C

stupen A

laserové zareni /

(blokovano S2) stupen B

stupen C
(spektrograf)

ohniskova rovina

Schéma trojitého spektrografu (napr. Jobin Yvon T64000)

23



Trojity spektrograf

premonochromator (filtr) spektrograf

VRN |

od
vzorku
__I T | mnohokanalovy
_____ B | e
S2
Diagram ilustrujici fungovani trojitého spektrografu
Vyhody: Nevyhody:
» vyborny odstup od pozadi > nizka svételnost (= malo
(1012 10'4) svétla na detektoru)
» mereni v blizkosti excitacni linie » vysoka cena

> univerzalnost

24



Holograficky zobrazovaci spektrograf s vysokou svételnosti

ohniskova rovina

vstupni apertura

|

holograficka transmisni mrizka \

Stérbina
(nepohybliva!, vyménna) holograficky
,hotch® filtr

Schéma osového transmisniho holografického spektrografu (napr. Kaiser 1.8i)

Vyhody:

» svételnost (pfechod od f/4 k f/1.4 predstavuje témeér radove zvySeni signalu na
detektoru, 4/1.4)? = 8.2)

» kompaktnost (malé rozméry)

o Nevyhoda:
» velka disperze

» ruzné mrizky pro ruzné excitacni vinové délky
25



Srovnani jednoduchého a trojitého spektrografu

, 219 cnx! 473
Sira
blokovano
filtrem
A
jednoduchy spektrograf
s holografickym ,notch” filtrem
37 50 154cm’
JJ\L—LL trojity spektrograf
_ A

-100 0

100 200 300 400 500

vinoCet AV (cm™)

Spektrum siry zméfené na jednoduchém spektrografu s holografickym notch filtrem
a na trojitém spektrografu

26



Holografické notch filtry

80

% propustnost
B
=]

201

0

opticka hustota

-400 -200 0 200 400

AV (cm™) relativné k 514,5 nm

Propustnost holografického notch
filtru (HNF) a holografického

super notch filtru (HSNF).

5
4 4
S
3 1 N
2
5 | =
1 E
0 d

— T T u ™

-4 7 0 7 14
natoceni filtru vuci normale

Zavislost optické hustoty HNF
na uhlu natocCeni filtru.

0
¢ N
b
oo
Qq
J\ (e) 14.0°
(d) 10.5°
{c)7.0°
(b) 3.5°
i (a) o - 1
-200 0 200

AV (cm™) relativné k 514,5 nm

Uhlové ladéni HNF filtru
(spektrum kalcitu).

Notch

Notch Plus
Super Notch
Super Notch Plus

OD>4.0
OD>6.0
OD>4.0
OD>6.0

Sitka pasma 700 cm’
itka pasma 700 cm’
itka pasma 350 cm’

(03

Si
Sitka pasma 350 cm’

itka hrany 300 cm-"
itka hrany 300 cm-?
Sirka hrany 150 cm-’
§ifka hrany 150 cm-’
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Detektory pro jednokanalové spektrometry

photoelectron secondary el
ary electrons
; il

\-1800 V/ -1400 -1 00(/ X-600 =200
S ™ T r—\

\ , tc
photons —» ;;_// . - ~— /Lj
\ -1600 -1200 -800 -400 anode
\
photocathode
(-2000 volts) output
L]
time amplifier and pulse

Fotonasobi¢ (PMT) pracuijici v rezimu Citani fotona

height discriminator

parametry PMT v rezimu Citani fotont (RCA 31034a) | Lavinova fotodioda
Maximalni Q 25% 90%
Rozsah odezvy 185-930 nm 300-1050 nm
Fotocitliva plocha 3 x 15 mm prumér 5 — 20 mm
Temny signal <10/sec <25/sec
Maximalni rychlost ¢itani >105/sec >106/sec
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Mnohokanalové detektory (CCD)

Front Illuminated:

hv

| potential well

-/
circuit mask /

silicon substrate

/

e-
Back Illuminated: i e
"é_ hv
—
hf
+ e-
+ e-
+
+Q<
et
circuit mask

Celné (Q,,., ~ 0.45) a zpétné
osvétlovaneé (Q, ., ~ 0.9) CCD

max

Q, electrons/photon

0.5
785 nm diode
04 - 406 nm KI'+ )
830 nm diode
- 532 nm Nd:YAG " :
' 257 nm Ar+ = |
H
0.2 4 1064 nm Nd:YAG
633 nm He-Ne
i P
0.1 - 514.5 nm Ar*
|
@ o | | | | |
200 400 600 800 1000 1200

wavelength, nm

Typicka Q versus A charakteristika ¢elné osvétlovaného
kifemikového CCD s vyzna€enymi rozsahy Ramanovych
posunt (0 az 3000 cm') pro nékolik béznych A,..

slit images for different
wavelengths

|

256 pixels

=i disperze
1024 pixels

F 3

A

Orientace CCD v ohniskové roviné spektrografu

29



Mnohokanalové detektory (CCD)

Nékteré reprezentativni CCD uzivané v Ramanové spektoskopii

typ format velikost pixelu (um) Qpax Temny proud (e’/pixel/sec)
EEV 15-11 256 x 1024 27 x 27 0.45 (FI) < 0.002 (LN,)
0.92 (BI) <0.02 (TE)
ISA “MRC” 2000 x 800 15x 15 0.45 (FI) < 0.001 (LN,)
0.88 (BI) <0.01 (TE)
SPE-10:100B | 1340 x 100 20 x 20 0.92 (BI) < 0.001 (LN,)

7S’ (counts)

Zakladni parametry: S (photons) = 5

gain (y zisk) — poc€et zachycenych elektronl potfebnych pro jednu digitalni jednotku (ADC unit)
dark current (e”/pixel/sec) — nizky u scientific grade spectroscopic CCDs (= drahé!)

readout noise — nezavisi na poctu pocitanych elektrond, €ini fadové jednotky elektron(, projevi se pouze pfi
velmi malém poctu pocCitanych elektrond, pfi stovkach elektrond je jiz zanedbatelny

full well capacity — limit poétu zachycenych elektron(l, obecné 10* az 108 elektronu, prekroéeni limitu =
blooming, mlze byt podstatna pfi binningu

dynamic range — efektivni rozsah pozorovatelnych intenzit, pomér full well capacity a readout noise

binning — s€itani elektronl ze dvou &i vice pixelu pfi nebo po odectu (hardware binning, software binning),
mozné podél obou os

30



Mnohokanalové detektory (CCD)

back illuminated, UV

/]
—

L o =y

\ W
/1 " N\ A

80

o
A
R
/
4P
’

quantum efficiency, %
3

200 400 600 800 1000
wavelength, nm

back illuminated, vis 10 second

front illuminated

Kvantova ucinnost riznych CCD uzivanych

10 x 1 second
v Ramanové spektoskopii

—

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Raman shift, cm’!
llustrace primérovani (akumulace) signalu:
A — doba akumulace 1 sekunda
B — doba akumulace 10 sekund
C — soucet 10 jednosekundovych akumulaci
SNR v B a C je srovnatelny (~3x lepSi nez v A)
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Mnohokanalové detektory (CCD)

700 800 900

500 1000 1500 2000 2500

Raman shift, cm-!

Multi segment acquisition — problémy se
,slepovanim“ jednotlivych usek

3000

e A

T T 1 T Ll
500 1000 1500 2000 2500 3000
Raman shift, cm-!

Multi segment acquisition — problémy se
,Slepovanim“ jednotlivych usekd mize pomoci
vyfesit korekce na odezvu spektrometru
(instrument response funcion).

32



Mnohokanalové detektory (CCD)

B-Ca,SiO,
photoluminescence
A
[ N
Raman
0 2000 4000 6000 8000

Raman shift, cm!

Scanning multichannel technique (SMT) — mfizka pfi odecitani CCD stoji, poté se nepatrné pootocCi (o
maly krok srovnatelny s posunem spektra o 1 pixel). Vysledkem je velky pocet silné se prekryvajicich
useku, ze kterého je potom zrekonstruovano vysledné spektrum.

Mozné je i kontinualni skenovani, kdy je pohyb mfizky synchronizovan s odectem CCD.

33



Multiplexové spektrometry

Mnohokanalovy systém — N detekénich elementu detekuje mnoho vinovych délek

Multiplexovy systém — fotony rtiznych vinovych délek jsou detekovany jedinym
detektorem

34



Nedisperzni spektrometry

FT-Raman — multiplexova technika, kdy je mnoho vinovych délek modulovano
interferometrem, ktery generuje interferogram zaznamenavany jedinym detektorem

cyclohexane, FT-Raman

50% beamsplitter

i
moving mirror
\
3
3

fixed mirror
777IM

" path b”

Mirror Travel

§
BR filter i 1 C
I .L;{_._ e
10398 938 8398 7398 6398
detector
Frequency, (cm™)
Schéma FT Ramanova spektrometru zalozeného Interferogram (A) pro cyklohexan excitovany 1064 nm
na Michelsonové interferometru a Ramanovo spektrum (C).
modulace — linearnim pohybem zrcadla, ktery
generuje drahovy rozdil a— b = 2x Y ~ 1
rozliSeni OV = maximalni
Axmax : draha zrcadla
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Nedisperzni spektrometry

aperture M3
L1
interferometer
2 Ve
BR filter M1 M2
optional lens <@g
detector
- BP filte ic Y

Felgettova (multiplexova)

Jacquinotova (throughput) %| Nd:YAG, 1064 nm
Connesové (kalibrace)

Blokové schéma FT-Ramanova spektrometru

v

nebot Sum v FT-Ramanové spektru je umérny odmocniné ze stiedni intenzity svétla
pres celé spekirum, takze jestlize se podstatna Cast budiciho laserového zareni
dostane do interferometru, celé spektrum bude degradovano (distributed noise)

= je potfeba excelentni filtr pro potlaceni laserového zareni
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Nedisperzni spektrometry - detektory

3500 cm! shift Pyridine, FT-Raman
range from 1064 nm
«—
13+ Ge detector, 77 °K
Ge
" Si
a InGaAs
OOD 12 = /\
L A _.JH\J'-A; MA e, AJ\_AM as A
1 1 ] I H
25000 10000 4000

frequency, cm!
InGaAs detector

Frekvencni pribéh logaritmu detektivity D* I
polovodiCovych detektorl s naznacenym rozsahem

Ramanovych posun pfi excitaci 1064 nm. Il J

1000 2000 3000

Raman shift, cm-!

Nekorigovana FT-Ramanova spektra pyridinu
méfena s riznymi detektory ilustrujici zkresleni
relativnich intenzit zpisobené zménami kvantové
ucinnosti pres spektrum.
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Kalibrace vinoctové skaly

kalibrace vinocCtove Skaly — kliCova procedura, které je tfeba vénovat potfebnou péci

presnost 1 cm-'u vibrace 1000 cm-";
FTIR: 1/1000 = 0.1% chyba
Raman s exitaci 514.5 nm:
1/(19435-1000) = 1/18435 = 0.005%

918.545
2348.39

2087.33

T 3156.61

o
=]
("-\
cn
—
™~

T 25.052
286.676

POZOR - vztah mezi Ramanovym
posunem (cm-') a pixelem je
nelinearni je aproximovan zpravidla
polynomem 3. stupné.

— 3031.38

x 600
X 60 La. L L

h--—-—-—676.148

——

~—1458.47
P— —— 1756.86

2972.44
/

2613.81

[ 2433.81
—— 3350.94

Al

0 1000 2000 3000
Raman shift, cm! relative to 514.532 nm

Emisni spektrum neonové lampy — jeden z kalibracnich standardu, dale tfeba plasmové linie Ar*, Kr*

Raman shift standards from ASTM (American Society for Testing and Materials) — napf. cyklohexan, inden,
sira, ... jsou tabelovany polohy standardni odchylka = vyhoda: univerzalnost (nezavisi na excitaci!)
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Kalibrace pristrojoveé funkce

Cyclohexane, uncorrected

Nekorigovana spektra cyklohexanu

Corrected Intensity

e

LA_A_LL

UL

1064 nm, FT-Raman

785 nm, dispersive/CCD

Ja_

500

1000

1500 2000
Raman shift, cm!

Cyclohexane, 785 nm
(response corrected)

2500 3000

7.38

2852.9

—2664.4
_

F—

203837 2923.8

Korigované spektrum cyklohexanu
< s integralnimi intenzitami vztazenymi
k linii 801 cm-".

o I S X
-~ [+a] w
3 8 83
T | 1 1 )
500 1000 1500 2000 2500 30l00
Raman Shift, cm!

uncorrected CHCl, corrected

514.5 nm 514.5 om

N Jo .

785 nm 785 nm

A . \ [

P A ?_ Y
400 1400 2400 3400 400 1400 2400 3400

Raman shift, cm!

Spektra methylén chloridu pfi dvou excitacich pred
a po korekci pomoci standardni wolframové lampy.
Alternativné Ize vyuzit i luminiscenéni standardy.
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Vlaknové sondy

. _ ' BP filter 2
Multimode fiber: \ § y

excitation fiber

laser —
1 - 100+ m FO cable
¥
BR filter /t * sample
A\ v re v . 7 yd v i __,»‘ .............. »-_ﬂ-m
Sifeni svétla v optickém vlakné. \\ P O I O ~ T
\""\-. ‘,;"".JI \
I NN Iy > Fiber Optic
entran(ie slit ©robe toad
I ceb collection fiber(s)

| collection fiber entrance slit

Obecné schéma pouZziti optickych vlaken v RS.

laser —»

f collection
fiber(s)

collection fiber

entrance slit
n around 1 probe 18 around 1

photo

Dvé metody pfipojeni optickych viaken ke spektrometru

A. pfFimé pfipojeni bez moznosti pfizplsobeni f/#
spektrometru

4 around 1 6 around 1 18 around 1

B. béZny zplsob umoznujici i umisténi BR filtru do Usporadani viaknovych sond (n-around 1).
kolimovaného svazku
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Vlaknové sondy

Silica fiber optic
514.5 nm

440
492

605
800

100 1050 2000

Raman shift, cm!

Ramanovo spektrum typického kiemenného
optického vlakna, excitace 514.5 nm.

4-acetamidophenol, 785 nm

90°
B i Pak unfiltered
/' probe
silica IR i
filtered
C probe
1 ! | |
300 800 1300 1800

Raman shift, cm!

Ramanovo spektrum 5-acetamidofenolu,

w

excitace 785 nm.
konvenci méfeni ve 180 geometrii
meéreni vlaknovou optikou bez korekce

korigované spektrum B

41



Vlaknové sondy

to spectrometer {rom laser

N
]

BR[

Integrovana vlakova sonda obsahujici
nezbytné filtry (BP, BR) i fokusacni optiku

(vnéjSi pramér cca 2 cm, velmi odolna ve
srovnani s béznou laboratorni optikou)

to spectrometer

T
A,

BR |

44— from laser

N

Integrovana vlakova sonda obsahujici
nezbytné filtry (BP, BR) i fokusacni optiku

Sample

(krychle o hrané cca 5 cm)
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Pomeér signal/sum v Ramanové spektroskopii

pomeér signal/Sum (SNR, signal-to-noise ratio)

rigorézni definice SNR — S _ sttedni vyska pasu (nad pozadim)
o, standardni odchylka vySky pasu

y

shot noise limited = SNR =

o

Glassy Carbon,
514.5 nm, 30 sec A
X 5 | 10,000 ¢
100 photons
A
_._.—-'—‘—-“
Rozdil dvou po sobé
nasledujicich méreni nulové pozadi
B
- SNR ~ 100
! | 1000 e 10,000 photons
S/og > 1000 B
400 eool 800 1000 1200 14(Ni A
Og o = standardni OdChylka Pomér signal/(Sum pozadi) muze podstatné
y Ng) zveli¢it skutecny SNR.
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Pomeér signal/sum v Ramanové spektroskopii

SNR=17
100 ms, 50 um slit

SNR= 5
10 ms, 50Um

10 ms, 20um SNR=2.8

SNR dostate¢ny
pro identifikaci >
pasu 1548 cm-.

SNR <2

10 ms, 101um

1 I

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Ramaniv nosun (cm-1)
Ramaniiv posun (cm-1)

SNR klesajici se zkracujici se dobou akumulace a snizujici
se Sirkou stérbiny.



Zdroje Sumu

o, :\/(S+B+¢5dt+a§ +af)
t

readout noise

signal shot noise

] flicker noise
background shot 0.1 sec
noise

1.0 sec

temny signal
detektoru

‘ ‘ 30 sec

(uplatriuje se u FT Ramana)

T T I I 1 [ 1 [
460 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Ramanv posun (cm-)

shot noise limited = SNR = % = \/§ —>

Zlepseni SNR s rostouci dobou akumulace
je zpusobeno poklesem vystielového Sumu.
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Zdroje Sumu

Sum odeétu (readout noise)

Zpravidla nehraje roli; mize se uplatnit v pfipadé nizkého signalu a extrémné kratké doby akumulace.
Stfedovani signalu nepovede ke zlepSeni SNR, pokud Sum odectu bude dominantni.

Dextrose

0.1 second A
5.0 seconds B
average of 50
0.1 secand spectra
C

| LI

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

T T

Ramantv posun (cm-)

Spektra dextrozy v pevné fazi mérena s excitaci 785 nm na disperznim/CCD spektrometru.
Spektrum C, které je primérem 50 0,1 sekundovych akumulaci, nevykazuje zlepSeni SNR
ve srovnani s jedinou 0,1 sekundovou integraci (spektrum A) diky dominujicimu pfispévku
Sumu odectu (readout noise).
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Limitni SNR situace

Sample shot noise limit o, > o0y,0,,0, = SNR= JS :@

Background shot noise limit o = (Bt) = SNR, = (St) = \/f
Bt B

nastava u vzorku s fluoreskujicimi pfimésemi, kdy slaby Ramanav pas je pfekryt

vysokym pozadim

Vliv vystfelového Sumu pozadi na SNR
(pfi zanedbani temného a odectového Sumu)

S B o, (Sum) SNR
1000 0 31 31
1000 1000 31 31
1000 104 105 9.5
1000 106 1000 1.0

10° 108 104 10

Sum pozadi nelze odegist a prili§ vysoké pozadi miiZze zplsobit, Ze signal nebude
mozné pozorovat. Pomoci muze zvySeni signalu+pozadi napf. delSi akumulaci
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Mnohokanalové versus jednokanalové spektrometry

jednokanalovy/PMT (Spex 1403)
Glassy 514.5 nm, 100 mW, 20 minut
Carbon: SNR ~ 28

—— ]

SNR , (multichannel) _ ) N, mnohokanalovy/CCD

SNR , (single channel) t, 514.5 nm, 50 mW, 5 sekund
SNR ~ 280

I ] I 1
1100 1300 1500 1700

Ramantv posun (cm-1)

Mnohokanalovy systém (Ng = 512) dosahl vyssSi SNR
za kratSi dobu méfeni a s niz§im excitaCnim vykonem.
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