
Přehled technik – molekulová analýza 

Techniky Ramanovy spektroskopie  

 Normální RS 

 Resonanční RS 

 SERS, SERRS, TERS 

Ramanova mikrospektroskopie 

 Disperzní 

 FT Ramanova 

 TERS 

 SNOM 

 

 

 



Ramanova spektrometrie 



 

Sir Chandrasekhara 

Venkata Raman 

1888 – 1970 

 

Nobelova cena za fyziku 

1930 

A New Type of Secondary Radiation 
 
C. V. Raman and K. S. Krishnan, Nature, 121(3048), 501, March 31, 1928 
 

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

Úvod k Ramanově spektroskopii 



Důležitá jména 
• Adolf Gustav Stephan Smekal – 1923 –  předpověď jevu – 

 modulace monochromatického záření vnitřními  frekvencemi 
 molekuly 
• Leonid Isaakovič Mandelštam a  Grigorij 
 Samuilovič Landsberg – podrobnější teorie a 
 experimenty  s rtuťovou výbojkou a krystalem  
 Landsberg G.S., Mandelstam L.I.; 
 Naturwissenschaften 16, (1928) 557. 
• Georg Placzek – teorie Ramanova rozptylu,   
 Placzek G.; Rayleigh-Streuung und Raman-Effekt  
 v Handbuch der Radiologie (Marx E., editor) 2 Auflage, 
 Vol. VI, Part II, Leipzig, Germany 1934. 
• Gerhard Herzberg - Molecular Spectra and Molecular Structure 
Vol. 1 Diatomic Molecules, Van Nostrand, New York, USA 1939., 
Vol. 2 Infrared and Raman Spectra of Polyatomic Molecules, 1945. 

Úvod k Ramanově spektroskopii 
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Úvod k Ramanově spektroskopii 

  60. léta 20. století – objev laseru  

  70. léta – první konstrukce Ramanova    

 mikroskopu 

 70. léta – objev povrchem zesíleného     

 Ramanova rozptylu (SERS) 

 80. léta – první použití mnohokanálové    

 detekce - CCD 

 80. léta – první konstrukce FT      

 Ramanova spektrometru 

 Poslední období – miniaturizace, přenosné přístroje, 

TERS, kombinace s AFM, elektronovou mikroskopií, FTIR 

mikroskopií  



Ramanova spektrometrie 

fundametální 
přechod 

svrchní tón  
- overton 

fundametální 
přechod 



Ramanova spektroskopie 

 

Základní výběrové pravidlo   

Ramanova rozptylu 

změna polarizovatelnosti během vibračního pohybu   

EP




Klasické přiblížení 
- Indukovaný dipólový moment        

úměrný intenzitě elektrického pole  

Stokes anti-Stokes Rayleigh 

0




q





• možnost měření ve vodném prostředí  

 nízká intenzita Ramanova rozptylu pro vodu 

 používané optické materiály nejsou citlivé na vlhkost 

• možnost měření ve skleněných nádobách 

 měření v uzavřených ampulích - např. pod vakuuem 

• snadné využití skelné vláknové optiky 

• minimální požadavky na úpravu pevných 

  vzorků 

• intenzivní pásy -C=C-, -N=N-, -S-S-  

 a dalších symetrických vibrací 

Ramanova spektrometrie 



Ramanova spektrometrie 

Zdroj záření 
 

• Slunce a filtry 
• rtuťová výbojka 

• LASERY 
 monochromatické 
 koherentní 

Detekce světla 
• oči  
• fotografické desky 

• fotonásobiče 
• CCD čipy 



Principy Ramanovy a  

FT Ramanovy spektroskopie 
Problém citlivosti  - závislost intenzity rozptylu na vlnové délce 

Problém rozlišení - disperzní spektrometry - disperze na mřížce 



Geometrie rozptylu – 90°, 180° 



 přenosné přístroje – „ruční“, mobilní 

 stolní kompaktní spektrometry 

 stolní spektrometry s volbou excitační vlnové      

 délky 

 stolní mikrospektrometry 

 vědecké systémy 

 

 průmyslové univerzální systémy 

 aplikačně přizpůsobené   

 (jednoúčelové) systémy 

Instrumentace 

Makro-vzorkování 

Mikro-vzorkování 

Nano-vzorkování 

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


Instrumentace 

Vzorkování 

- makroskopické – vialky, skleněné kyvety (NMR, UV-vis …), 

 možnost měřit přes tenkou vrstvu polymeru 

Vzorkování 

-příklady 

-Nicolet 



  rezonanční - RR 

  povrchem zesílený - SERS 

  rezonanční povrchem zesílený – SERRS 

  hrotem zesílený – TERS 

  fotoakustický - PARS  

  časově rozlišený – TRRS 

  Ramanova optická aktivita - ROA 

  hyperRaman 

  koherentní anti-Stokes - CARS 

  koherentní Stokes - CSRS  

Speciální techniky 



 virtuální hladina a elektronově 
excitované stavy 

 

Rezonanční Ramanův rozptyl 

pre-rezonance rezonance 



 virtuální hladina v blízkosti 
elektronově excitovaného stavu 
 UV rezonanční Ramanova spektroskopie – nukleové 

kyseliny, proteiny 
 Viditelná oblast – koordinanční sloučeniny, organická 

barviva, hemoproteiny 
 NIR – „prerezonance“ ? – nízkoenergetické 

elektronové přechody 
 

 Excitační profily – závislost Ramanových spekter 
(vybraných pásů) na excitační vlnové délce 
 

Rezonanční Ramanův rozptyl 



 Faktor zesílení – 102 – 104 

 
 Franck-Condonovo zesílení 

 Složka normální souřadnice vibrace je ve směru 
„expanze“ molekuly během elektronové excitace 
(dýchací vibrace porfyrinového makrocyklu) 

 
 Vibronické zesílení  

 spřažení se dvěma excitovanými stavy 
 

 

Rezonanční Ramanův rozptyl 



 Faktor zesílení – 102 – 104 

 Praktické aspekty 
 

 U roztoků – otázka volby koncentrace a 
pozice excitačního paprsku 
 Samoabsorpce 
 Fluorescence 

 
 Volba geometrie paprsku, fokusace 
 Koncentrační profil 

 

 

Rezonanční Ramanův rozptyl 



 Závislost rezonance na velikosti uhlíkových nanotrubic  

 
 

Rezonanční Ramanův rozptyl 



  surface enhanced – povrchem zesílený 

 zesílený signál od specií adsorbovaných na povrchu 
stříbra, zlata a mědi – faktor zesílení – více než 104 

(lokálně i více než 1012)  - až k detekci jednotlivých molekul 

 zesílení závisí na morfologii povrchu – “hrubý 
(nerovný) povrch” – nanostrukturovaný, nanočástice 

 
 

 dva mechanismy – elektromagnetický (povrchová 
plasmonová resonance), chemický – chemisorpce, 
komplexy s přenosem náboje   

 SERS-aktivní substráty – zdrsněné elektrody, koloidní 
částice, ostrůvkové filmy, mezifázové filmy …   

SERS 

EP

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SERS 
A new field is born, apparently in full adulthood, and complete with a name. Such was 
the case with the Mössbauer effect and with polywater, and so, too, was the case with 
SERS. The first resulted in Nobel Prize, the second was shown to be spurious; SERS, I 
believe, has settled in the territory between. 
M. Moskovits 

  SERS (surface-enhanced Raman scattering)  

 zesílený signál od specií adsorbovaných na povrchu 
stříbra, zlata a mědi – faktor zesílení – více než 104 

(lokálně i více než 1012)  - až k detekci jednotlivých molekul 

 zesílení závisí na morfologii  povrchu – “hrubý                             
(nerovný) povrch” –   nanostrukturovaný,                         
nanočástice 



SERS Spectroscopy  
   giant enhancement          

 of Raman signal 
  two  mechanisms involved 

 electromagnetic - long range, 
depends on     metal-substrate 
properties (surface plasmons 
are involved) – coin metals – 
Au, Ag, Cu 

 chemical - local, molecular 
structure plays an important 
role (formation of surface 
complex) 

Electromagnetic Chemical 

Excitation   

of surface free 

electrons of the 

metal – plasma 

oscillation 

Excitation  

of charge-transfer  

transition of 

surface-complex 

species 

Surface-plasmon 

resonance 

Molecular 

resonance 

SERS effect 



Povrchem zesílený Ramanův rozptyl 



Povrchem zesílený Ramanův rozptyl 

–  chemický mechanismus – efekt přenosu náboje 

(CT), povrchový komplex – analogie k RR, otázka 

potenciálu (elektrody)  

 



 Intenzita signálu  

 Vliv druhu kovu  

 Vliv morfologie povrchu 

 

  Vliv pokrytí adsorbátem 
 orientace adsorbátu vůči povrchu 

 

 

  vliv excitační vlnové délky (otázka profilu 

povrchové plasmonové rezonance a 

molekulární rezonance) 
 

Povrchem zesílený Ramanův rozptyl 



Povrchem zesílený Ramanův rozptyl 

–  specifická výběrová pravidla          – 

spektra odlišná oproti normálnímu Ramanově 

spektru, příp. oproti rezonančnímu Ramanově 

spektru 

 elektromagnetický mechanismus 

– módy kolmé k povrchu více zesíleny než módy 

paralelně orientované s povrchem   

 chemický mechanismus 

– změna symetrie „povrchového komplexu“ 

 

 



ANALÝZA kůže – jednoúčelové zařízení 

River Diagnostics Model 3510 Skin Analyzer 

- 
http://www.riverd.com/instrumentation.htm  



Caspers et al. : 

Journal of Investigative Dermatology 116(3):434-442 (2001) 

SKIN ANALYSIS /Raman study 



Ramanův mikroskop 



Ramanův mikroskop 



Ramanův mikroskop 



Ramanův mikroskop 



Ramanův mikroskop 



Ramanův mikroskop 



Schéma Ramanova mikroskopu 



Ramanova mikrospektroskopie 

na – NA – numerická apertura 



Ramanova mikrospektroskopie 

dispersní 
  viditelná excitace 

  možnost konfokálního 

 režimu pro lepší  

 prostorové rozlišení   

FT Ramanova 
  NIR excitace 

  horší prostorové rozlišení 

  menší riziko fotorozkladu 

 a  fluorescence 



Ramanova mikrospektroskopie 

 



Instrumentace 

Vzorkování 

- mikroskopické – objektivy s různým zvětšením, nástavce pro makro 

 měření  

Vzorkování 

- mapování povrchů 

- volba sledované plochy 

- konfokalita – hloubkový profil 

- autofokus 

1 micron 
 500     1000   1500   2000   2500   3000  

cm-1
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Aplikace SNOM 
-Single Molecule Detection   J.K. Trautman et al. Nature 369,40, (1994) 

-Raman Scattering                 C.L. Jahncke et al. Appl. Phy. Lett. 67 (17),  
       2483 (1995) 

-Polarization and Orientation   B. McDaniel et al. , Appl. Opt. 37, 84 (1998) 

-Magnetic-Imaging                    U. Hartman, J. Magn.& Magn. Mater.  (1996) 

-Data Storage                                 H.J. Mamin, IBM J. Res. Develop. (1995) 

-Biological Imaging                . VanHulst et al. J. Struct. Bio., 119,222 (1997) 

-Quantum Dots, Quantum Wires  H.F. Hess et al. Science 264, 1740 (1994) 

-Lithography                            S. Madsen et al. J. App. Phy. 82 (1) 49 (1997). 

-Photonic Device Characterization 

                                           S.K. Burratto et al.  App. Phy. Lett. 65, 2654 (1994) 

-Semiconductor/ Defect Characterization 

                      LaRosa et al. Mater. Res. Soc. Symp. Proc. 406,189-194 (1996) 

 



Ramanova nanospektroskopie 

 Techniky blízkého pole 
 sonda v blízkosti povrchu     

(„blízké pole“)  - „near field“ 

 

 Spektroskopie blízkého    
 pole 
 (near-field spectroscopy) 

 Mikroskopie blízkého pole 
 SNOM – scanning near-field optical microscopy 

 UV-vis, IR (IR-SNOM), Ramanova spektroskopie + TERS 

  fotoluminiscence, fluorescence 

 rozlišení lepší než 50 nm 

 spektroskopie jedné molekuly 



Raman - NSOM 

• vzdálenost sondy –  

 do 10 nm 

• apertura sondy 

• režimy snímání 
 transmisní (jen 

 transparentní  vzorky) 

reflexní – ostrá sonda – 

 vysílač, přijímač, obojí 

rozptyl – vysílač, přijímač, 

 obojí 



Raman  

- NSOM 
• vzdálenost sondy –  

 do 10 nm 

• apertura sondy 

• režimy snímání 
  kolmá či šikmá          

laserová  excitace 



Instrumentace 

- integrované AFM + TERS 

http://www.freepatentsonline.com/6643012-0-large.jpg
http://www.freepatentsonline.com/6643012-0-large.jpg


Instrumentace - integrované AFM + TERS 
dva optické porty 



TERS 



Kombinace      
 – AFM, Raman nanomapování 

 
Paralelní obrazy křemíkového polovodiče  

 

•                                        

 

 

AFM obraz – 9 x 7 μm Obraz Ramanovy  intensity– 520 cm-1, 

stejná oblast 



Kombinace      – 

MikroRaman, NSOM zesílený Raman, AFM 
Paralelní obrazy křemíkového polovodiče 

 

 

•                                        

 

 



Kombinace      
 – TERS, AFM 

  

 

•                                        

 

 



 podle typu zkoumaného materiálu 
 anorganický 
 organický 
 geologický 
 biologický … 
 

 podle vhodné instrumentace 
 disperzní vs. FT 
 makro x mikro x nano 
 

 podle způsobu vyhodnocování dat 
 knihovny spekter, „luštění“, chemometrika … 

Aplikace 



 NEDESTRUKTIVNÍ ANALÝZA 

(a) absence mechanického poškození vzorku 

(b) vyloučení jakýchkoli chemických změn vzorku vyvolaných 

měřicím systémem 

(c) eliminace fotorozkladu materiálu  

(d) absence tepelného poškození materiálu 

(e) eliminace nežádoucích biologických procesů   



Aplikace 

 

• Interpretace spekter – strukturní 

 analýza, identifikace látek – 

 knihovny spekter 

• Intenzita pásů – kvantitativní analýza 

• Časově rozlišená spektra – kinetické 

 studie 

• Teplotně závislá spektra 

• Analýza směsí – identifikace subspekter – 

 faktorová analýza 



Zpracování a analýza  

spekter 

 VYHODNOCOVÁNÍ SPEKTER 

posouzení řada vlivů způsobujících 

variabilitu dat 

 MULTIVARIAČNÍ METODY    

 ANALÝZY DAT 

 faktorová analýza, PCA 

 shluková analýza 

 neuronové sítě 



VZORKY – pevné látky, kapaliny, fázové   

 rozhraní 

 - příklady 

 anorganické - korozní vrstvy, povrchy pevných  

   disků, křemík, amorfní uhlík, diamanty 

 organické - supramolekulární systémy,   

   kontaminanty v životním prostředí  

 polymery - fotolabilní materiály 

 biologické - in vitro, in vivo 

 geologické - minerály, horniny 

 archeologické - od paleolitu po novověk 

Studované materiály 



GEMMORAMAN   - 1980 drahokamy 

FRESCORAMAN   - 1980 anorg. barviva 

ICONORAMAN   - 1985 org. barviva 

PETRORAMAN   - 1995 kameny 

RESINORAMAN   - 1995 amorf. org. m. 

TISSUERAMAN   - 1997 tkáně 

CERAMORAMAN  - 1998 keramika 

METALLORAMAN  - 1999 koroze kovů 

VITRORAMAN   - 1999 skelný stav 

CLIMATORAMAN  - 1999 vlivy klimatu na m. 

Studované materiály 



 Korozní výzkum 

Vzorky  

• ocelové a měděné plíšky umístěné v bariéře – 

 model bariéry hlubinného úložiště 

 radioaktivního odpadu  

• vzorky z pláště a dalších kovových součástí 

 zařízení 



Ramanova mikrospektroskopie 
- ocelový vzorek 
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Studované materiály 



Ramanova mikrospektroskopie 
- ocelový vzorek 

vlnočet (cm-1) Přiřazení 

219 Hematite Fe2O3(220-225 s) 

278 
Hematite (287-293 s), Lepidocrocite γ-FeOOH(257), 

Goethite α-FeOOH(300), Calcite (~280) 

392 Hematite Fe2O3(398), Goethite α-FeOOH(386,393 s) 

497 
Ilmenit FeTiO3{Geikielite MgTiO3} (490), Hematite 

Fe2O3(496-501) 

600 Hematite Fe2O3(550-650{730} br/group) 

638 γ-Fe2O3(640) 

700 

Maghemite (690), Chromite FeCr2O4 (680), Ilmenit 

FeTiO3{Geikielite MgTiO3} (720), Montmorillonite (705), 

Goethite α-FeOOH (680 br), Calcite CaCO3(704) 

1084 Siderite FeCO3(1084-1088), Calcite CaCO3(1088) 

1358 Graphite (1370 br), Hematite (1300 - second order), 

1578 Graphite C (1583) 

1612 C 



Dolomit – vliv tlakové vlny na šířku pásů 
Skála R., Ederová J., 

Matějka P., Hörz F., 

“Mineralogical 

investigations of 

experimentally 

shocked dolomite: 

Implications for the 

outgassing of 

carbonates”,             

v Catastrophic 

Events and Mass 

Extinctions: 

Impacts and 

Beyond, Geological 

Society of America, 

Boulder, Colorado 

USA. 2002, strany 

571-585. ISBN 1-

8137-2356-6 



Studované materiály 



Analýza uhlíkatých materiálů 
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Terénní měření 
 Přenosný dispersní Ramanův spektrometr – AHURA 
 Nalžovice – areál bývalého statku 
  

Seleničitan 

 sodný  

Kyselina 

 pikrová 
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Terénní měření 
 Přenosný dispersní Ramanův spektrometr – AHURA 



Polovodičové materiály 

 

Spektrometry přizpůsobené průmyslovým 

podmínkám 

ANALÝZA MATERIÁLŮ – polovodiče - křemík 

           - kontrola povrchu pevných 

         disků, Seagate 1992 

              - magnetických 

       hlav 

         

        - uhlíkové  

          materiály  



Ropné produkty 

 Spektrometry přizpůsobené průmyslovým podmínkám - 

ANALÝZA ropných produktů -  

 stanovení oktanového čísla 

analýza automobilových olejů  



Ramanova spektroskopie – přínos pro polymorfní studie 

 Studium přesycených roztoků a agregátů – identifikace 
povahy polymorfu před jeho vznikem identifikací 
intermolekulárních interakcí 

 

 Studium přechodů anebo desolvatace za proměnné teploty 
(ve spojení s faktorovou analýzou) 

 

 Vibrace mřížky u nízkých vlnočtů 

Léčiva 



Srovnání FT-Ramanových spekter dvou polymorfů 
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Kontrola kvality potravin 

 ANALÝZA PŘÍRODNÍCH VZORKŮ 

 ZELENINA, OVOCE 

 ANALÝZA PRODUKTŮ 

POTRAVINÁŘSKÉHO PRŮMYSLU 

 MED, OVOCNÉ ŠTÁVY, SIRUPY,  

 ŠKROB  

 KAKAOVÉ MÁSLO, OLEJE, TUKY 

 MASO 

 PŘÍRODNÍ BARVIVA 



FT Ramanova 
 spektra tkání 



Život v extrémních podmínkách 

 ANTARKTIDA 



Život v extrémních podmínkách 

D.D. Wynn-Williams, H.G.M. Edwards  

Planetary and Space Science 48 (2000) 1065. 

FT Ramanovo spektrum 

 - endolithické společenství  



Život na Marsu ? 
 DETEKCE BIOMOLEKUL 

 pigmenty a chinoidní látky chránící před UV zářením 

 pigmenty potřebné pro fotosyntézu 

 šťavelany a další látky typické pro primitivní  
 organismy v Antarktidě 

VYUŽITÍ Ramanovy spektroskopie 

 snadná detekce a identifikace pigmentů 

 snadná detekce a identifikace chinoidních látek 

 možnost detekce dalších organických i biogenních 

 anorganických látek 



Život na Marsu ? 

Metodická příprava  

 vývoj spektrometru MaRS (microscope and Raman 

      spectrometer) 

 miniaturní, lehký, a přitom robustní 

 prototyp - Montana State University  

D.L. Dickensheets, D.D. Wynn-Williams, H.G.M. 

Edwards, C. Schoen, C. Crowder, E.M. Newton,  

 Journal of Raman Spectroscopy 31 (2000) 633. 



Předměty kulturního dědictví 
 PIGMENTY - modré 

http://www.chem.ucl.ac.uk/resources/raman/index.html 



Předměty kulturního dědictví 
 PIGMENTY - modré 

http://www.chem.ucl.ac.uk/resources/rama

n/index.html 



Předměty kulturního dědictví 
 PIGMENTY - červené 



Předměty kulturního dědictví 

http://www.chem.ucl.ac.uk/resources/rama

n/index.html 

Analysis of 16th Century Qazwini 

Manuscripts by Raman Microscopy and 

Remote Laser Raman Microscopy  

Robin J.H Clark and Peter J. Gibbs 

Raman Microscopy of a 13th Century 

Illuminated Text 

R. J. H. Clark and P. J. Gibbs 
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Předměty kulturního dědictví 



Předměty kulturního dědictví 
Macedonian 

Journal of 

Chemistry and 

Chemical 

Engineering, Vol. 

26, No. 2, pp. 

103–110 (2007) 
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Předměty kulturního dědictví 



Konfokální mikroskopie - 
fluorescence 

 


