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Laboratorni tlohy

Experimentalni uloha 1: Zakladni charakterizace latek

Laboratorni méreni

» Vyberte si vzorky alesponi 5 chemikalii v uzavfenych kyvetach.
Zaznamenejte si oznaceni.

= Umistéte vzorek do drzaku kyvet a pomoci programu Spectrum
Analyzer, ktery ovldadd Raman(v spektrometru zmérte spektrum
s akvizicnim ¢asem 1 minuta.

= Spektra si ulozte pod vhodnym nazvem a vysledek exportujte do
CSV.

Zpracovani dat

= Spektra si nactéte do programu dle Vasi preference, ve kterém
budete data dale zpracovavat. Data lze zpracovat napfiklad
v programech Matlab, R, nebo Python. Zacatec¢nici mohou vyuzit
MS Excel.

» Spektra normalizujte, tak aby maximalni hodnota ve spektru byla 0
a maximalni hodnota 1.

= Spektra si zobrazte a porovnejte s referencnimi spektry ktera jsou
k dispozici pro dané latky. Odectéte vinocet pikl spektra

Otazky a diskuse

1) Maji nékteré materidly stejné piky? Jaké ¢asti spektra se naopak
lisi?

2) Zkuste vyhledat jakym funkénim skupindm odpovidaji piky ve
spektru a vysledky porovnejte se strukturou molekuly.

3) Zkuste vymyslet, pro jaké aplikace Ize vyuzit identifikaci latek na
zakladé Ramonova spektra. Uvazujte i situaci kdy mate pevny
vzorek a muizete povrch mapovat (ziskat spektrum z libovolného
bodu)



Experimentalni uloha 2: Identifikace neznamé latky

Laboratorni méreni

= Vyberte si vzorky oznacené ethanol, methanol, isopropyl alcohol,
aceton a Ctyfi kyvetach oznacené jako A, B, Ca D.

= Umistéte vzorek do drzaku kyvet a pomoci programu Spectrum
Analyzer, ktery ovlada Ramaniv spektrometru zmérte spektrum
s akvizi¢nim ¢asem 1 minuta.

= Spektra si ulozte pod vhodnym nazvem a vysledek exportujte do
CSv.

Zpracovani dat

= Spektra si nactéte do programu dle Vasi preference, ve kterém
budete data dale zpracovavat. Data lze zpracovat napfiklad
v programech Matlab, R, nebo Python. Zacatec¢nici mohou vyuzit
MS Excel.

= Spektra normalizujte, tak aby maximalni hodnota ve spektru byla 0
a maximalni hodnota 1.

» Zobrazte kazdé spektrum si zobrazte samostatné.

= Zkuste urcit jaka latka je v kyvetach A az D.

» Zobrazte spektrum dané latky a spektrum latky z dané kyvety
v jednom spektru.

Otazky a diskuse

1) Podafilo se Vam identifikovat vSechny latky? Jak velkou dlvéru
mate ve vysledky?

2) Zamyslete se, vjakych aplikacich by se dala vyuzit identifikace
neznamych latek pomoci Ramanovy spektroskopie.



Experimentalni uloha 3: Vliv doby akvizice na spektrum

Laboratorni méreni

» Pro laboratorni dlohu si zvolte dva typy chemikalii v pfipravenych
kyvetach, napfiklad etanol a metanol.

» Umistéte vzorek do drzaku kyvet a pomoci programu Spectrum
Analyzer, ktery ovladd Ramaniv spektrometru zmérte spektrum
s akvizi¢nim ¢asem:

o 5sekund
o 15 sekund
o 30 sekund
o 1 minuta
o 5 minut

= Spektra si ulozte pod vhodnym ndzvem (napfiklad etanol_5sec) a
vysledek exportujte do CSV.

Zpracovani dat

= Spektra si nactéte do programu dle Vasi preference, ve kterém
budete data dale zpracovavat. Data lze zpracovat napfiklad
v programech Matlab, R, nebo Python. Zac¢atec¢nici mohou vyuzit
MS Excel.

= Spektra normalizujte, tak aby maximalni hodnota ve spektru byla 0
a maximalni hodnota 1.

» Pokud je soucasti spektra i nezadouci pozadi (baseline), je nutné ho
vhodnym zplsobem odecist.

» Zobrazte vhodnym zplsobem spektra.

1) Na zakladé zmérenych vysledkd diskutujte, jaky ma vliv akviziéni
Cas na kvalitu spektra.

2) Jednim ze zpusobd, jak zvySit kvalitu zadznamu pfi stejném
akvizicnim Case je zvySeni intenzity laseru. Jaka rizika sebou ale
nese zvyseni intenzity laseru?

3) Popiste, jakymi parametry by se



Experimentalni uloha 4: Kvantifikace obsahy methanolu v ethanolu

Detekce malych mnozstvi metanolu v etanolu je vynikajici demonstraci
schopnosti Ramanovy spektroskopie, protoze tyto dvé molekuly jsou si
chemicky extrémné podobné a chovaji se témér identicky. To ztézuje
rozliSovani mezi témito dvéma molekulami pomoci tradi¢nich
laboratornich technik bez drahého vybaveni, jako jsou chromatografy.
Destilace je pravdépodobné jediny efektivni zplisob, jak oddélit metanol
od ethanolu. Strukturni vzorec methanolu (MeOH) a ethanolu (EtOH) je
uveden na obrazku nize. Zdména téchto dvou muize mit smrtelné
nasledky, protoze etnol se konzumuje jako lihovina, zatimco metanol je
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Prestoze chemické chovani téchto dvou molekul je téméF totozné, maji
r(izné vibracni médy v disledku pfitomnosti (nebo nepfitomnosti) skupiny
— CH2-. Tento rozdil ve vibracnich rezimech je patrny v Ramanové
spektroskopii.

Laboratorni méreni

= Pro laboratorni ulohu si vyberte vzorky Cistého etanolu a metanolu
a pak vzorky s riiznym pomére etanolu a metanolu

= Umistéte vzorek do drzaku kyvet a pomoci programu Spectrum
Analyzer, ktery ovladd Ramanlv spektrometru zméfte spektrum
s akvizi¢nim ¢asem 1 minuta.

= Spektra si ulozte pod vhodnym nazvem a vysledek exportujte do
CSv.

Zpracovani dat

» Spektra si nactéte do programu dle Vasi preference, ve kterém
budete data dale zpracovavat. Data Ize zpracovat napriklad
v programech Matlab, R, nebo Python. Zacatec¢nici mohou vyuzit
MS Excel.

= Spektra normalizujte, tak aby maximalni hodnota ve spektru byla 0
a maximalni hodnota 1.

» Pokud je soucasti spektra i nezadouci pozadi (baseline), je nutné ho
vhodnym zplsobem odecist.

= Zobrazte si spektrum etanolu a metanolu.



» |dentifikujte, jaké Casti spektra jsou podobné a jaké unikatni.
Identifikujte unikatni piky.

= Zobrazte spektra smeési etanolu a metanolu. OdecCtéte pomér
intenzity signdlu v oblastech unikatnich pika.

» Vytvorte graf zavislosti poméru etanolu a metanolu na poméru
intenzity signdlu v oblastech unikatnich pikg.

1) Jaky

2) Jednim ze zpusobdl, jak zvysSit kvalitu zdznamu pfi stejném
akvizicnim case je zvySeni intenzity laseru. Jaka rizika sebou ale
nese zvySeni intenzity laseru?

3) Popiste, jakymi parametry by se



Experimentalni tloha 5: Vliv luminiscence

Laboratorni méreni

1) Pro laboratorni ulohu si zvolte dva typy chemikalii v pfipravenych
kyvetach, napfiklad etanol a metanol.

2) Umistéte vzorek do drzéku kyvet a pomoci programu Spectrum
Analyzer, ktery ovladd Ramandlv spektrometru zmérte spektrum
s akvizi¢nim ¢asem:

a. 5sekund
b. 15 sekund
c. 30 sekund
d. 1 minuta
e. 5minut

3) Spektra si ulozte pod vhodnym nazvem (napfiklad etanol_5sec) a
vysledek exportujte do CSV.

Zpracovani dat

3) Spektra si nactéte do programu dle Vasi preference, ve kterém
budete data dale zpracovavat. Data lze zpracovat napfiklad
v programech Matlab, R, nebo Python. Zac¢atec¢nici mohou vyuzit
MS Excel.

4) Spektra normalizujte, tak aby maximalni hodnota ve spektru byla 0
a maximalni hodnota 1.

5) Pokud je soucéasti spektra i nezadouci pozadi (baseline), je nutné ho
vhodnym zplsobem odecist.

6) Zobrazte vhodnym zplsobem spektra.

4) Na zakladé zmérenych vysledk( diskutujte, jaky ma vliv akviziéni
Cas na kvalitu spektra.

5) Jednim ze zplsob(, jak zvysit kvalitu zdznamu pfi stejném
akvizicnim Case je zvySeni intenzity laseru. Jaka rizika sebou ale
nese zvyseni intenzity laseru?

6) Popiste, jakymi parametry by se



Uloha na zpracovani dat 1: Odeéteni pozadi

Ramanova spektroskopie je rychla analyticka technologie a poskytuje
podrobné spektroskopické informace slozeni materialu. Je Siroce
pouzivan v potravinarstvi, materidlech, chemii, biochemii a dalsSich
oborech pro kvalitativni nebo kvantitativni analytické ucely. U mnoha typu
Ramanovych méreni se v§ak obvykle vyskytuje i nezadoucich prvky, jako
je sum pozadi z drzaku vzorku, pfistroje a samotného vzorku. Jedna se o
takzvanou baseline, na které je superponovano samostatné spektrum
(uzite¢na informace). Pfitomnost baseline ve spektru mize k pfekroéeni
detek¢niho limitu detektoru a tim ke znehodnoceni méreni. Proto se u
meéreni snazime pfitomnost baseline eliminovat, napfiklad tim ze jako
drzak vzorku vyuzijeme material, ktery neni luminiscencni. Také méfime
vtemné mistnosti, aby se na detektor nedostalo okolni svétlo.
V nékterych pfipadech ale pfitomnosti baseline nelze zabranit. Pokud je
zdrojem nezadouciho signalu samotny studovany material nebo jeho
zdroj nelze odstranit, je zadouci baseline odstranit pfi zpracovani dat.
Spravna korekce basellinie umoziuje odéist hodnoty pikl ve spektru a
dovoluje snadno porovnat spektra mezi sebou. Odecteni pozadi byva
prvnim krokem v analyze spektra. Identifikace baseline ve spektru je
netrividlni Gloha, ktera mlze vést ke zkreslené vysledku. Dal§im krokem
ve zpracovani dat byva normalizace dat.
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Obrazek Spektrum se zvyraznénou baseline. Po odecteni baseline ziskavame jen piky Ramanova spektra se
kterymi miZeme déle pracovat.



= ZVami namérenych dat identifikujte ty s nejvétsi baseline.
*= Ve vami zvoleném programu vyberte z dat pouze oblast, ktera
obsahuje uzite¢ny signal (piky). Zbytek spektra ofiznéte.
» Na data fituje
1) Kfivku linedrni regrese
2) Polynom (vyzkousejte nékolik radu)
= Nafitovanou kfivku odectéte
» Vysledek zobrazte.

1) Jak dobfe dand kfivka reprezentuje baseline?

2) Jak muze odecet baseline zkreslit vysledek?

3) Vyhledejte, jakym zplisobem lIze odecist baseline. Diskutujte
vhodnost pouziti jednotlivych pfistup(l pro Vase data.



Uloha na zpracovani dat 2: Normalizace spektra

Intenzita signalu pfi Ramanové spektroskopii je velmi proménliva. Zavisi
na vykonu laseru (ktery mlze kolisat), doba akumulace signalu, orientaci
vzorku (které muze byt proménlivd), ostfeni, drobnych zménach
v nastaveni optiky a jinych faktorech. Obvykle se tedy intenzita signalu
neméri v absolutné, ale signdl se normalizuje. Existuje nékolik pfistup(l k
normalizaci. Nejjednodussi a Casto dostacujici metodou je Min/Max
normalizace, ktera posouva minimalni hodnotu ve spektrech na pozici0 a
hodnota 1 je pfifazena maximalni intenzité ve spektru. Diky normalizaci je
mozné snadno porovnat nékolik spekter, jak je patrné na obrazku nize. Na
ose x se uvadi, ze intenzita je normalizovana. Jako jednotky se pouziji
arbitrary units (a.u.)
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Obrazek 1 Normalizace metodou Min/Max umoznuje porovnat nékolik spekter.

Dalsi moznosti je normalizovat data podle hodnoty urcitého piku. V tomto
pfipadé se minimalni hodnota ve spektrech posouva na pozici 0 a hodnota
1 je pfifazena maximalni intenzité zvoleného piku.
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Obrdzek 2 Priklad normalizace spekter dle piku s intenzitou 2947 cm-1

= Vyberte alespon dva zaznamy ze stejného vzorky.
= Vzorky normalizujte metodou Min-Max

1) Naleznéte minimalni hodnotu ve spektru a minimalni
hodnotu odectéte ve vSech bodech spektra.

2) Poté naleznéte maximalni hodnotu vjiz upraveném
spektru a maximalni hodnotu vydélte vSechny body
spektra.

= Vzorky normalizujte dle zvoleného piku.

1) Naleznéte minimalni hodnotu ve spektru a minimalni
hodnotu odectéte ve vSech bodech spektra.

2) Poté zvolte pik, podle kterého chcete normalizovat a
naleznéte maximalni hodnotu v oblasti kde spektra kde se
nachdazi vrchol Vami zvoleného piku. Identifikovanou
hodnotu vydélte vSechny body spektra.
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Uloha na zpracovani dat 3: Pfepoéet vinoétu na vinovou délku

Data v Ramanové spektroskopii jsou standardné zaznamendvana ve
vinoCtech relativné k excitaCnimu paprsku. Zajima ndas fluorescence
pozadi, z exprese je vhodné vyjadrit méritko v absolutni vinové délce
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Obrézek 3Ramantiv spektroskop miZe byt pouZita jako fluorescencni spektroskop. Vinova délka excitace 488

nm je oznacena modrou ¢arou. Osa x byla pfepocitana na absolutni vinovou délku pro lepsi posouzeni
fluorescencniho spektra

Vyberte libovolné spektrum.

= Prepocitejte vinocet na vinovou délku dle vzorce (1) v Gvodni ¢asti této
ulohy.

= Zobrazte spektrum s vinovou délkou na osey.

1) Pro¢ se v Ramanové spektroskopii pouziva vinocet, a ne vinova
délka? (Informaci si vyhledejte)
2) Jak by se zménila vinové délka v grafu pro jinou excitaci?
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Uloha na zpracovani dat 4: Vyhlazeni signalu

Pokud je spektrum zatizeno vysokym sSumem v signalu, mdze prekryt
uzitecny informacni obsah. Je zadouci upravit experimentalni podminky
(zvysit vykon laseru, dobu zaznamu, typ cocky, chlazeni detektoru
kapalnym dusikem) pro ziskdani Cistého signalu s vysokym pomérem
signalu k nosu. Pokud to neni mozné, vyhlazeni signdlu mize pomoci
odhalit pozadované informace. Protoze Sum v signalu ma vysokou
frekvenci, je potlaceni Sumu obvykle realizovano pomoci
vysokofrekvenéniho filtrovani (klouzavy prlimér, pohyblivy median, filtr
zalozeny na fft, Savitzky - Golaylv filtr). Filtovat je potfeba opatrng,
protoze filtrovani m(ze snadno pozménit nebo odstranit uzitecny signal,
ktery nese informaci. Pro kontrolu je dllezité zobrazit si plvodni a
filtrovany signal v jednom obrazku.

Alternativou k vyhlazeni signalu mdze byt prGmérovani spekter. (Pokud je
k dispozici vice zaznamu).

= Vyberte si spektrum s velkym Sumem.

= V MS Excel muzete v grafu aplikovat klouzavy primér. Experimentujte
s nastavenim filtru a zvolte velikost filtru, ktera je podle Vas optimalni.
Filtr by mél redukovat Sum ale jen minimalné zkreslovat uzitecny
signal. M(zete vyuzit i jiny program.

= Zobrazte plvodni a filtrované spektrum.

= V programu Matlab, R nebo Python zkuste aplikovat jiné typy filtr(.

= Jaky ma efekt filtru pozorujete na spektru?
= Kjakému zkresleni uzitecného signalu muze pfi vyhlazeni spektra
dojit?



