Vibrációs spektroszkópia
- a vibrációs spektroszkópiát igen széles körben alkalmazzák a biológiai problémák vizsgálatára is:

- a vibrációs spektrum a molekulák spektroszkópiai jellemzői közül a leginkább specifikus, legjellemzőbb
- rendkívül sok atomcsoport, valamint a teljes (makro-) molekulák vizsgálhatók így, mégpedig igen specifikusan
- akár szubpikoszekundumos időfeloldás is elérhető ilyen módon

- a ’70-es évekig a vibrációs spektroszkópia csupán az IR (infravörös) spektroszkópiát jelentette

- azóta azonban a Raman-spektroszkópia (főként a lézerek megjelenésével) reneszánszát éli, jelentősége (legalábbis) eléri az IR spektroszkópiáét, különösen, ha a speciális Raman-technikákat (CARS, RR, TR3, FT-Raman, stb.) figyelembe vesszük
CARS:
Coherent Anti-Stokes Raman Spectroscopy

RR:
Resonant Raman Spectroscopy

TR3:
Time-Resolved Resonance Raman Spectroscopy

FTR:
Fourier Transformation Raman Spectroscopy

- az IR spektroszkópiában is kisebbfajta forradalmat jelentett az FT-IR technika megjelenése

1, MOLEKULAREZGÉSEK
a, Kétatomos molekulák (illetve atomcsoportok)

α, harmonikus oszcillátor-modell

F = -kx
harmonikus erő (k: rugóállandó)
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(x: az egyensúlyi helyzetből való elmozdulás)
→ parabolikus potenciálvölgy

klasszikus mechanika: [image: image3.png]3.4





→ harmonikus rezgőmozgás 
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- ugyanígy kezelhető két, harmonikus erővel összekötött részecske (tömegpont) rezgése:
[image: image5.png]



a μ redukált tömeg bevezetésével 
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- a tömegközépponthoz viszonyítva 
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 frekvenciájú harmonikus rezgés

kváziklasszikus modell:

- a parabolikus potenciálvölgyön belül szabadelektron-közelítés: λν hullámhosszú de Broglie-féle részecskehullám
- nem tud kijönni a völgyből: csomópont a völgy széleinél
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ν: a vibrációs állapotra jellemző, v = 1, 2,…


xv: átlagos kitérés

- a hullámhossz a de Broglie-összefüggés (részecskehullám) szerint meghatározza a tömegpont impulzusát → kinetikus energiáját is: 
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 de Broglie-összefüggés → 
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 , ezzel a teljes energia:
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- energiaminimumra törekvés: olyan xν átlagos kitérésű rezgésállapot alakul ki, amelyre 
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→ emiatt 
[image: image14.wmf]ból

-

0

dx

dE

v

v

=

, 
[image: image15.wmf]pn

m

2

k

=

 helyettesítéssel kapjuk:


[image: image16.wmf]n

p

vh

2

=

v

E

 itt v = 1, 2, … vibrációs kvantumszám
→ a harmonikus oszcillátor energiaszintjei azonos távolságban vannak egymástól (mégpedig hν távolságban)
kiválasztási szabály: 
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→ csak a szomszédos vibrációs szintek között lehetséges átmenet

→ a harmonikus oszcillátor spektruma egyetlen vonalból áll
De ez – a kiválasztási szabállyal együtt – CSAK HARMONIKUSOSZCILLÁTOR-MODELLRE IGAZ! (sőt, csak ezen kváziklasszikus közelítésben)

A Schrödinger-egyenlet megoldása:

- először megmutatjuk, hogy ha a tömegközéppont-koordinátákat használjuk, akkor az atommagok relatív mozgása (a vibráció) szeparálható a molekula egészének (a tömegközéppontnak) a mozgásától:


a Schrödinger-egyenlet a molekulára:
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V: potenciális energia
(itt a 
[image: image20.wmf]2
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 Laplace-operátor a tömegközéppontok helykoordinátái (x1 illetve x2, stb.) szerinti deriváltakat tartalmazza:
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- meg akarjuk mutatni, hogy a magok egymáshoz képesti helyének 
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 és a tömegközéppont helyének 
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 koordinátáit felhasználva a Schrödinger-egyenlet szeparálható
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S: tömegközéppont („súlypont”)

- a deriváltak transzformációját csak az x-koordinátára írjuk ki (a többi ugyanilyen):
tudjuk: 
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ezekkel:
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emiatt a két Laplace-operátor összegének x szerinti részére:
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az y illetve a z szerinti részekre ugyanígy → 
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ahol a μ a redukált tömeg: 
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a teljes hullámfüggvényt írjuk:
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a Hamilton-operátort pedig írjuk:
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itt: 
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és végezzük el a szeparálást:
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a bal oldal 1. tagja független 
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 VAGYIS AZ EGYENLET SZEPARÁLHATÓ!

→ tehát elég a harmonikus oszcillátorra felírt 
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Schrödinger-egyenlettel foglalkozunk ahol
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Re: egyensúlyi helyzet, 
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- a Schrödinger-egyenlet alakja egyszerűsíthető a következő jelöléssekkel:
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ezekkel a Schrödinger-egyenlet:
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- ennek megoldásának egyik lehetősége: aszimptotikus megoldást keresünk (amely megmutatja, hogy milyen a hullámfüggvény 
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ha x (és így y) nagy, akkor a zárójelben ε elhanyagolható y2 mellett, így az egyenlet
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Ez integrálható: 
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arról helyettesítéssel meggyőződhetünk:
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 aszimptotikusan elhanyagolható
ez a megoldás azonban 
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→ a másik megoldás: 
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Vagyis: nagy kitéréseknél a hullámfüggvény „szárnyai” Gauss-féle „haranggörbe” szerint viselkednek

Feltesszük: 
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( ahol az f függvénynek lassabban kell ∞-hez tartania y→∞ esetén, mint ahogy az 
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behelyettesítve ezt a próbafüggvényt az egzakt Schrödinger-egyenletbe kapjuk:
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(ahol 
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Ez a Hermite-egyenlet, amelynek megoldása ismert:

- a fenti ( feltételnek megfelelő megoldása csak akkor van, ha az ε pozitív, páratlan egész szám; 
ekkor: ε=2v+1; v=0, 1, 2, …
vagyis a harmonikus oszcillátor energiaszintjei:
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v = 0, 1, 2, ...
a hullámfüggvények, pedig a Hermite-polinomok
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→ az oszcilláció nem „fagy be” abszolút zérus hőmérsékleten sem: 
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A kiválasztási szabályok az emisszióra és abszorpcióra a fenti hullámfüggvényekkel képzett átmeneti momentumok analízisével kaphatók: 
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→ A hermitikus oszcillátor spektruma az infravörös tartományba esik, és egyetlen, hν energiához tartozó vonalból áll.
β, Anharmonikus oszcillátor-modell

Morse-potenciál:
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ahol: De a potenciális gödör mélysége (a disszociációs energia a gödör minimumától)
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ezzel a potenciális függvénnyel a Schrödinger-egyenlet megoldható, következtetések:

- a Morse-oszcillátor vibrációs szintjeinek száma véges
- ha a v növekszik, akkor csökken a szomszédos vibrációs szintek energiájának különbsége (konvergálnak a szintek)

- az IR abszorpcióra/emisszióra vonatkozó kiválasztási szabály eltér a harmonikus oszcillátor modellre érvényes 
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 is megengedett de a vonalak intenzitása kicsiny

( ez felharmonikusok, kombinációs frekvenciák (és az úgynevezett Fermi-rezonanciák) megjelenésére vezet

b, Sokatomos molekulák

belső szabadsági fokok száma:

- nemlineáris molekulákra: 3N-6 (az N db magra: 3N-3 (transzlációs) -3 (rotációs))
- lineáris molekulára: 3N-5

Bármely molekula rendkívül komplikált rezgései felbonthatók NORMÁL VIBRÁCIÓKRA:
- 3N-6 belső szabadsági fok esetén: 3N-6 db független normál vibráció

- minden normál vibrációban a molekula minden atomja azonos frekvenciával rezeg, és egyensúlyi helyzetükön is ugyanabban az időpillanatban mennek át

- „normál koordináták” választhatók úgy, hogy minden normál vibrációt egyetlen Q normál koordináta jellemez

- minden normál koordináta szeparálható (független) hozzájárulást ad a kinetikus és a potenciális energiához
2, MOLEKULÁK IR SPEKTRUMA
láttuk: harmonikus oszcillátor-modellre:

hν-nél IR vonal jelenik meg, ahol 
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itt pedig a k, μ jellemző az atomcsoportra illetve molekulára!

( a vibrációs spektrum a molekulák ma ismert fizikai tulajdonságai közül a leginkább egyedi, legjellemzőbb!!!

- vibrációs frekvenciák → csoportfrekvenciák



 → “ujjlenyomat”-frekvenciák

α, csoportfrekvenciák:
- egy-egy atomcsoportra jellemzők: -OH, -C(N, -NO2, CH3, stb.
- a vibrációk az atomcsoportra lokalizáltak

- 1500 cm-1 felett minden (nem túl gyenge: azok ugyanis felhangok lehetnek) sáv biztosan csoportfrekvencia; értelmezésük megbízható

- definíció: a csoportfrekvencia olyan frekvencia, amely minden molekula IR spektrumában megtalálható, amely tartalmazza az adott csoportot, és mindig ugyanabban a keskeny frekvenciasávban jelentkezik.

- a csoportfrekvenciákat empirikusan határozzuk meg, a csoportot tartalmazó sokféle molekula spektrumának összetevésével

β, “ujjlenyomat”-frekvenciák:

- igen jellemzőek a molekulára (innen a nevük!)
- az egész molekula vibrációiból származnak (nincsenek egy-egy atomcsoportra lokalizálva)
- az IR spektrum több az “ujjlenyomatnál”, mivel ez nemcsak azonosítja a molekulát, de annak összetevő csoportjairól is információt ad (a csoportfrekvenciák révén)

- a 
[image: image77.wmf]n

-értékeket általában nem lehet megjósolni

- 1500 cm-1 alatt a sávok lehetnek MIND csoportfrekvenciák, MIND “ujjlenyomat”-frekvenciák; 
[image: image78.wmf]n

 csökkenésével egyre valószínűbb, hogy az utóbbiak (de nem biztos!!!)

- még ha egy sáv 
[image: image79.wmf]n

-ja jellemző is egy csoportfrekvenciára, akkor sem biztos, hogy az!
( - 1500 cm-1 alatt a 
[image: image80.wmf]n

-on kívül MÁS bizonyíték is kell arra, hogy csoportfrekvenciáról van szó (nagyon intenzív, szokatlanul keskeny vagy széles, dublett szerkezete van, stb.)
- az ujjlenyomat-tartományban egy csoportfrekvencia hiánya megbízhatóbb bizonyíték, mint jelenléte

IR sugárzás abszorpciója:

- HCl molekula „kondenzátorban”:
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- ha a teret a molekularezgés sajátfrekvenciájával változtatjuk: rezonanciaabszorpció

- ilyen nagy frekvenciával nem lehet kondenzátort vezérelni, DE IR fény (200 … 4000 cm-1) jó erre!
- a molekulák (≈ 10 Å = 10-7 cm) homogén elektromos teret éreznek! (λ = 10-3 cm 
[image: image82.wmf]n

=1000 cm-1-nél)

( az IR abszorpcióhoz szükséges tehát:

1, a fény frekvenciája megegyezzen az oszcillátor sajátfrekvenciájával
- de ez nem elég: 

[image: image83.png]




a szimmetria miatt a H2 molekulában semmi sem történik

- a CO2-nek sincs permanens dipólmomentuma (mivel szimmetrikus: O = C = O)

[image: image84.png]P 3"

PO - C -
Ba

|

e &
| €
| & C
= 1

R

iﬂ’. ‘mﬁ.}'\r"\‘»ﬂ iuwuxi{.«z\ ‘.WMV






Ok: az 1-es vibráció nem változtatja meg a dipólmomentumot, a 2-es és 3-as igen!

( az IR abszorpcióhoz az is kell, hogy:

2, a vibrációnak meg kell változtatnia a dipólmomentumot!
3, A Raman-szórás elmélete:
a, klasszikus modell

- a fény elektromos vektora 
[image: image85.wmf](
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 indukált dipólmomentumot hoz létre a molekulában
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Essen a molekulára monokromatikus (ν0 frekvenciájú), z irányban síkban poláros fény:
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a πz az indukált dipólmomentum z komponense:
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Ж
Tegyük fel: a molekula νvibr frekvenciával rezeg!

- a két mag közti távolságnak az egyensúlyi távolságtól való eltérése legyen 
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0: a kiindulási t-t megfelelően választva ez 0 lehet
Tegyük fel: a két atomos molekula polarizálhatósága lineárisan változik a Δv-vel
ekkor
 
[image: image94.wmf](

)

(

)

t

2

cos

r

dv

d

t

r

dv

d

t

vibr

max

zz

egyensúlyi

zz

zz

egyensúlyi

zz

zz

pn

a

a

a

a

a

D

÷

ø

ö

ç

è

æ

+

=

D

÷

ø

ö

ç

è

æ

+

=


ezt behelyettesítva a πz kifejezésébe 
Ж:
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felhasználva, hogy 
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azaz: 
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 (Rayleigh-szórás)+(anti-stokesi Raman-szórás)+(stokesi Raman-szórás)
→ vagyis a Raman-szórás (frekvenciája – e klasszikus modell szerint) a molekula rezgéseiről ad felvilágosítást (ugyanúgy, mint az IR spektroszkópia)

b, A Raman-szórás kvantummechanikai modellje

- gáz halmazállapotú, kétatomos molekulákra:
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(jó közelítéssel szétválaszthatók)
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: szempontunkból elhanyagoljuk
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→ a (hullámszám egységben mért) vibrációs vonalak távolsága azonos
- kvantummechanikai modellben a fényszórás KÉTFOTONOS folyamat:
- 1. lépés: a foton-molekula ütközés a molekulát extrém rövid élettartamú, magasabb energiájú állapotba viszi
- ezt a felfelé mutató nyilak jelzik (hosszuk arányos a foton energiájával)

- a nagyenergiájú állapot lehet a molekula kvantált energiaszintjeinek valamelyike, de általában nem az

- 2. lépés: kb. 10-14 s múlva kilép egy foton

- lefelé mutató nyilak jelzik

- IR abszorpció

- Rayleigh-szórás: a foton energiája változatlan (ugyanolyan hosszú nyilak!)
- antistokesi Raman-szórás (a molekula energiát veszít)

- stokesi Raman-szórás (a molekula energiát nyer)

- Látszik: a Raman-csúcsok helyzete az alap elektronállapot tulajdonsága!

- a klasszikus modell nem jósol különbséget a stokesi és antistokesi Raman-vonalak intenzitásai között (ezeknek megfelelő tagok együtthatói azonosak voltak), azonban a kvantummechanikai modellből nyilvánvaló, hogy az antistokesi vonal megjelenéséhez a molelulának gerjesztett vibrációs állapotban kell lenni
→ a vibrációs állapotok betöltöttsége Boltzmann-eloszlást követ:
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(pl.: T = 300 K-en 480 cm-1-nél lesz 1/10 a betöltöttségek aránya
→ 3 ( 480 cm-1 = 1440 cm-1 esetén az antistokesi vonal 1‰-e csupán a stokesi vonal intenzitásának)
- prerezonancia Raman esetén az antistokesi vonal intenzitása megnövekszik
- rezonancia Raman (RR) esetén, ha a beeső fény frekvenciája megegyezik az elektronátmenet frekvenciájával, a Raman-sáv intenzitása NAGYSÁGRENDEKKEL meghaladja a normális Raman-sáv intenzitását
ilyenkor a beeső fotont a molekula abszorbeálja és egy második foton azonnali (≈ 10-14 s) re-emissziójával rezonancia Raman-szórás tapasztalható
→ sokkal könnyebben mérhető, mint a normal Raman-szórás
→ szelektív mérés lehetősége (a komplex biológiai rendszerek esetén ez kulcsfontosságú!)
- a rezonancia Raman-szórással két folyamat is verseng, mindkettő valószínűsége sokkal nagyobb:
- sugárzás nélküli átmenet a gerjesztési elektronállapotból alapállapotba
- fluoreszcencia

- mindig a gerjesztett elektronállapot vibrációs alapállapotából (relaxáció után) következik be → az emisszió hullámhossza független a λgerj –től → ennek alapján a Raman-szórástól elkülöníthető

- ns-os folyamat: időfeloldással elkülöníthető a fs-os Raman-szórástól

- sokkal nagyobb valószínűsége miatt általában igen megnehezíti a Raman-szórás mérését!
Megjegyzések:
- normális Raman-szórás esetén a sáv intenzitása 
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- a Rayleigh-szórás intenzitása a beeső fény kb. 10-6-szorosa, a normál Ramané: 10-10
-míg a normál Raman-intenzitások az (elektronikus) alapállapotok-tól függetlenek, addig a rezonancia Raman intenzitása csakis a gerjesztett elektronállapot figyelembevételével határozható meg
→ az RR a gerjesztett elektronállapotról (is) ad felvilágosítást → ez a gerjesztett elektronállapot közvetítésével létrejövő biológiai folyamatok (fotoszintézis, látás) vizsgálatát is lehetővé teszi!

4, Az IR spektroszkópia és a Raman-spektroszkópia összehasonlítása

- mindkettő ugyanarról a fizikai folyamatról, a molekulák rezgéseiről ad felvilágosítást
- szimmetriát nem mutató (vagy csak kevéssé szimmetrikus) molekulák esetén az IR és a Raman-spektrum igen hasonló lehet: 
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- a csúcsok általában ugyanott vannak


- de pl.: az 1100 cm-1-es IR-csúcs Raman-ban alig látható

→ kiegészítő információt szolgáltatnak!

- ez ↑ különösen nyilvánvaló szimmetriaközépponttal rendelkező molekulák esetén: kölcsönös kizárás szabálya:
itt az IR-ben megengedett átmenetek Ramanban tiltottak és a Raman megengedettek IR-ben tiltottak

Az IR és a Raman-spektroszkópia komplementaritásának oka: a két effektust kiváltó fizikai jelenségek eltérő természete:
IR: 

- abszorpciós folyamat, a molekula permanens dipólmomentuma (μ) rezgés közben való megváltozásának eredménye
- az IR-sáv intenzitása:
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(Q: normálkoordináta; 
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Raman:

- szórási folyamat, a molekula indukált dipólmomentuma rezgés közbeni megváltozásának eredménye (ugyanis a molekula polarizálhatósága függ a Q normálkoordinátától)

- a Raman-sáv intenzitása:
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(α: polarizálhatóság)

Az IR illetve a Raman-spektroszkópia előnyei és hátrányai biológiai vizsgálatok esetén:

- mindkettő akár szub ps-os időfeloldást lehetővé tesz (IR-ben upconversion-nel) (vö.: NMR: lassú)
- vizes oldatban IR-t nehéz mérni (a víz erős IR elnyelése miatt), Ramanban ez nem probléma (a víz Raman-szórása gyenge)

- a rezonancia Raman lehetővé teszi (az igen komplex → nehezen kiértékelhető) vibrációs spektrumon belüli SZELEKTÍV megfigyelést; IR analogonja nincs az RR-hez ( igen gyakori, hogy a vibrációs spektrum az IR-ben gyakorlatilag kiértékelhetetlenül komplex (különösen biológiai makromolekulák esetén)
- az RR a gerjesztett elektronállapotok vizsgálatát is lehetővé teszi, ellentétben a közönséges Raman-nal és az IR-rel (ugyanis a sáv intenzitását RR-ben a gerjesztett állapot döntően befolyásolja)
- közönséges Raman vizsgálatához nagy koncentrációjú minta kell (0,1 … 0,01 mol/dm3), RR-nál 10-4 … 10-6 mol/dm3 vizes oldat is elegendő
- közönséges Raman-hoz optikai szempontból HOMOGÉN minta kell, RR-nál ez sokkal kevésbé fontos
- Ramanhoz igen kevés minta elegendő (akár μl-nyi): tűszerű, fókuszált lézernyaláb (tipikusan 0,05 mm ( 2 mm)
- Raman-nal folyadékok, oldatok, gázok, filmek, felületek, szálak, szilárd minták és kristályok egyaránt vizsgálhatók
- RR-al egyetlen fotoreceptor sejten is lehet mérni
- azonban, ha folyatni kell a mintát akkor sokkal több (≈ 50 ml) minta kell!
- közönséges Raman esetén intenzív lézernyaláb használható (nem bontja a mintát, hiszen a minta nem nyeli azt el!), RR vizsgálatoknál azonban (a rezonancia abszorpció miatt) ez komoly probléma, ha a lézer hullámhosszát az UV felé toljuk, akkor a minta (sőt akár a kvarcküvetta!) könnyen tönkremehet ( speciális minta-technikák: szabadon folyó oldat, dróttal irányított folyadéksugár
- az IR-ben alig vizsgálható homopoláros kötések (pl.: C-C, S-S) Raman-nal jól mérhetők 

- Raman-nal a TELJES vibrációs spektrumon (10 – 4000 cm-1) egyetlen scannel felvehető, míg IR-ben 600 cm-1 alatt speciális technika szükséges; Raman-nal az IR mérések a láthatóba illetve UV-ba transzformálhatók, ahol jól kidolgozott, hatékony optikai technikák (frekvenciakeresés illetve frekvenciatöbbszörözés, gyors és csupán fotonzaj-határolt detektorok, stb.) állnak rendelkezésre
- akár teljes Raman-spektrumok felvehetők << 1 s alatt; ez (elsősorban FT technika esetén) IR-re is igaz
- jelentős hátránya a Raman-nak (még az RR-nek is!), hogy igen kis valószínűségű fizikai folyamaton alapul ( a vele versenyző folyamatok általában igen megnehezítik a mérést

-elsősorban a fluoreszcencia okoz problémát → speciális technikák
- az IR-ben igen jelentős előrelépést jelentett a Fouorier-transzformációs technika bevezetése; ez Raman-ban is igen előnyös
- az IR jobb: kvantitatív analízisre (IR: Beer–Lambert-törvény; I0-nak nincs Raman analogonja) és gázokra (kis intenzitás Ramanban)
5, Az IR és a Raman MÉRÉSE:

a, IR spektrofotométerek

α, közönséges spekrofotométer:
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(optikai nullázás)

- hasonló az UV-VIS abszorpciós spektrofotométerhez

- vörösen izzó kerámia rudacska a fényforrás


*, optikai nullázás: -1( T pontosság


**, elektronikus nullázás (hányados-regisztrálás):

- elektronikus 
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- és 1-nél nagyobb OD-k is mérhetők (szemben az optikai nullázással, amely abszorbeáló referencia esetén lecsökkenti a minta-intenzitását is)
- kétsugaras (különbségi mérés; fényforrás ingadozása)

- fényszaggatás → keskenysávú, fázisérzékeny detektálás 


→ job jel/zaj viszony
-detektor:



- termoelem



- piroelektromos detektálás



- fotovezető

β, igen fontos: FT-IR (Fourier-transzformált IR)
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(Fourier-transzformált IR)

- diszperzív monokromátor helyett interferométer
- általában Michelson-interferométer (1891)

- régóta ismert, de (az FT miatt) gyors számítógép kellett hozzá

- 50(-os nyalábosztó (KBr lemez, Ge-bevonattal; távoli IR-ben: 


- mylar fólia


- vagy fémháló)
- nincs rés!

- az egyik tükröt periodikusan mozgatják

- nem különítik el a hullámhosszakat → minden tükörállásnál minden hullámhossz részt vesz az interferogram létrehozásában
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→ a készülék dinamikus tartományának nagynak (≈ 104) kell lennie
- interferogram: monokromatikus fény 

→ a készülék dinamikus tartományának nagynak (≈ 104) kell lennie!
interferogram: 
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 egyetlen frekvenciánál)
ha folytonos frekvencia-eloszlású (spektrum): 
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akkor az 
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 interferogram ezek integrálja:
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ezt mérjük: Fourier-transzformált

Szükségünk van az 
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 spektrumra:

Inverz Fourier-transzformáció kell!
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a mai számítógépek ezt (FFT algoritmussal) gyorsan elvégzik

- Az interferométer egysugaras készülék!

→ egymás után felveszik a háttér (ebben a készülékfüggvénye is benne van: IR-forrás spektruma, nyalábosztó 
[image: image124.wmf]n

 -függése, detektor érzékenységi görbéje, az esetleges szűrők és az optikai út transzmissziója) és a minta interferogramját (ez könnyen megtehető: kb. 1 s alatt felvehetők!)

Az FT-IR előnyei a diszperzív IR-készülékhez képest:
A, az interferométerben nincs rés ( fénygyengítése kicsiny

(ez az úgynevezett teljesítmény-átviteli előny)

B, multiplex előny: minden tükörállásnál minden frekvencia részt vesz az interferogram létrehozásában → az egyes frekvenciáknál való mérés ideje megegyezik a teljes mérés idejével

( a zajt ez nagymértékben csökkenti

- ha egyetlen 
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 -nél t ideig kell mérni, n db 
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 -nél nt kellene


→ 
[image: image127.wmf]n

 -szeres jel/zaj növelés!
- a multiplex előny CSAK akkor jelentkezik, ha a zaj a DETEKTOR TERMIKUS ZAJA határozza meg!


- ugyanis ez ↑ esetben a zajt nem a jel határozza meg, így ha sok frekvenciánál egyszerre mérünk, akkor a zaj nem növekszik, csak a jel!

- viszont a detektor (pl.: a fotoelektron-sokszorozó) a fotonzaj (shot noise) által limitált, akkor a multiplex előny NEM jelentkezik (mert ilyenkor a frekvenciák számának növelésével nemcsak a jel, de a zaj is nő, mégpedig azonos mértékben)
E két ↑ előny együtt a gyakorlatban kb. 30-szoros jel/zaj javulást eredményez!

C, a frekvenciaskálát (látható fényű lézerrel) interferometrikusan határozzák meg az FT-IR készülékek

→ a frekvenciapontosságuk sokkal jobb a diszperzív készülékeknél

D, elhanyagolható szórt fény
ok: az interferométerben a 
[image: image128.wmf]n

 -szeparálást inverz Fourier-transzformációval végzik, ami hatásosan a diszperzív monokromátornál

- ez az előny erősen abszorbeáló minták esetén fontos (csupán), amikor gyenge szórt fény is összemérhető a jellel

hátrányai:
- drága (főként a számítógép szükségessége és a precíziós interferométer + tükörmozgatás miatt)

- egysugaras (de gyorsan felvehető a háttér is)

- a spektrofotométer felvétele kevésbé direkt

b, Raman-spektrofotométer

- a minta körüli optika:
[image: image129.png]MIRROR

ENTRANCE SUT
__SOLID ANGLE v
SAMPLE CELL

SPy
( Ecrko"’f b <
Ter COLLECTING . \\ws
LENS
BREWSTER WINDOW

FOCUSING
LENS

A

2nd MIRROR
PUASMA TUBE

- S . abva

Fig. 3.1. The optics about the sample for a conventional Raman experiment.





- a fény 
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 vektora nem eshet a megfigyelés optikai tengelye irányába, ugyanis ekkor a szórás izotrop komponense (amelyik az 
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 irányába eső indukált dipólmomentum-komponensből származik) elveszne!

→ elforgatás!
- le kell fókuszálni, hogy a rést épp kitöltse

- kicsi f-számú lencse gyűjtse a szórt fényt! (→ nagy térszögből gyűjti)

- ↑ illeszkedjen a monokromátorhoz:

- „túltöltés” esetén szórt fény → elvész benne a Raman!

- „alultöltés” esetén fényveszteség

- okvetlenül LÉZER KELL!

- intenzív gerjesztés kell

- kis sávszélesség (keskeny vibrációs sávok)

- impulzusüzem lehetősége


- időfeloldású Raman


- fluoreszcencia kiküszöbölése

-merőleges megfigyelés (Rayleigh-szórás kicsi)

készülék:
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- kettős monokromátor kell (szórt fény)

- 
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Speciális Raman-technikák
- fő kísérlet problémák a fluoreszcencia hatásoknak kiküszöbölése jelenti (még nyomnyi szennyezés fluoreszcenciája is bajt okoz!)

α, közeli IR Raman spektroszkópia
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Figure 6. (A) Conventional Raman spectrum of anthracene. (b) FT-
Raman spectrum of anthracene.
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- az antracén fluoreszcenciája gyakorlatilag lehetetlenné teszi a hagyományos Raman-mérést (lásd ábra, A)

- a fluoreszcencia magából a mintából (vagy annak szennyeződéséből) jön!
→ a gerjesztett fényt a hosszabb λ –k felé el kell tolni, ahol a minta nem abszorbeál!

- de baj:


- a detektorok érzékenysége csökken

- a Raman-intenzitás 
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 -el → gyorsan csökken!
→ ezeket ↑ kompenzálhatjuk:


- Nd:YAG lézer: IR és igen nagy teljesítményű


- FT-Raman (az S/N –et növeli!)

(lásd a 7. ábrán: B!)

β, Rezonancia Raman (RR) (már láttuk!)
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- ≈ 106 érzékenységnövekedés

- szelektivitás

- gerjesztett elektronállapot vizsgálatának lehetősége (látás, fotoszintézis)

- a fluoreszcencia hatását is csökkenti, bár: éppen az abszorpciósávban kell gerjeszteni (de esetleg nem)
- elektronátmeneti frekvenciánál kell gerjeszteni (abszorpciós sávnál)
γ, Koherens antistokesi Raman-spektroszkópia (CARS)
- erősen fluoreszkáló mintáknál használatos

- két hangolható (festék-) lézer fénye a fázisillesztési szögben essen a mintára! (ω1, ω2)

- ekkor koherens, antistokesi emisszió figyelhető meg a harmadrendű polarizálhatóság miatt:
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- ez a lézerszerű nyaláb erősen megnövekszik, ha 
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 megegyezik a Raman-aktív minta vibrációs frekvenciájával: 
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→ lézernyalábszerű koherens Raman-szórás ( térben (térszög!) elválasztható a fluoreszcenciától!
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Fig. 3.8. CARS optical schematic. Li, La, Ly,

and Ly are lenses, M,, My, and M, are
mirrors, and BS is a beam splitter. (Reproduced fro

m Carreira et al., 1977, by permission.)
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- vizes oldatban a víz harmadrendű polarizálhatósága miatt háttéremissziót ad
→ rezonancia CARS: ω1 megegyezik az oldott minta abszorpciós sávjának frekvenciájával

δ, Időfeloldású Raman
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Fig. 3.10. Schematic diagram of a multichannel spectrometer used for time-resolved
Raman spectroscopy. (Reproduced from Bridoux and Delhaye, 1976, by permission.)
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- a fluoreszcencia csökkentésére

- illetve időfeloldott mérésekre

- időablak → fluoreszcencia kiküszöbölése

- (szub)ps impluzusok → TR3 

- tipikus pump-probe technika

- Raman: ≈ 10 fs

- de: a sávszélesség miatt még transzformáció-határolt impulzusok esetén sem jobb kb. 0,1 ps-nál az időfeloldás

ε, Raman-mikroszkóp
- sokcsatornás detektorral (dióda, képerősítő + CCD)

- Raman alapján leképezés lehetséges!

→ kémiai összetétel alapján illetve a vibrációk alapján – biológia

6, Biológiai alkalmazás:
- biológiai membránok foszfolipidjeinek sok csoportja IR-aktív → 
[image: image142.wmf]n

 alapján fázisátmenetek mérése

- (poli)peptidek: konformációváltozások vizsgálata az IR-aktív kötések nyújtásán keresztül (amid I és amid III vibrációk)

- ligand-fehérje kölcsönhatások vizsgálata –II- 

- fehérjékhez kötött kromofórok (pl.: hem-fehérjék: hemoglobin, cyt. c) rezonancia Raman-nal jól tanulmányozhatók, pl.: a vas oxidációs állapotának Fe(III) → Fe(II) megváltozása csökkenti a bizonyos vibrációs frekvenciákat a poririnvázban

stb.
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