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LaserLaB Amsterdam

Cross-disciplinary Research Institute between two universities, ca. 150 FTE
APhysics, biophysics, photovoltaics,medical physics
AChemistry (physical chemistry, photochemistry, analytical spectroscopy)
ABiology, photosynthesis
AAcademic hospitals (optical diagnosis)
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Our interests: (bio)molecular spectroscopy

Raman Spectroscopy

Resonance Raman at flexible wavelengths
Surface -enhanced Raman

Developing Raman modes for biomarkers on Mars
Stimulated Raman imaging

Depth analysis; time -resolved Raman

Fluorescence & Phosphorescence
Low-temperature fluorescence

Chiral phosphorescence

Lifetime measurements, proton transfer

Spectroscopy at the nano - scale
Coupling with atomic force microscopy (AFM)
Scanning near-field optical spectroscopy
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Applied Spectroscopy
Environmental analysis
Carcinogen-DNA reactions

Dyes, microplastics, explosives.........
Coupling to separations
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INHOUD

A Introductie; vibraties, IR en Raman spectroscopie
Voorbeelden van (conventionele) Raman toepassingen

A Resonantie Raman (RRS); fluorescentie onderdrukking

A Raman diepte analyse

A Farmaceutische toepassingen

A Conclusies



Analyse gebaseerd op UV-vis
absorptie en/of fluorescentie

AUV-vis absorptie zeer algemeen toepasbaar. Eventueel
kunnen monsters/weefsels worden aangekleurd

AFluorescentie kan zeer gevoelig zijn: emissie wordt
waargenomen op een donkere achtergrond.

AEchter: de spectra zijn relatief breed, en dus minder
geschikt voor molecuul-specifieke identificatie.

ABij gebruik van labeling/staining krijgen we alleen
Indirecte informatie over de oorspronkelijke chemische
samenstelling



Voorbeeldspectrum:
absorptiespectrum van chlorofyl

Chlorophyll Absorption Spectrum
of Visible Light

- 1
400 450 500 550 600 650 700
Wavelength (nm)

Spectra vertonen weinig fijnstructuur



Oorzaak van spectrale verbreding ??

Fluorescence

T 2
2
S, Z In UV-Vis absorptie en
g Internal in fluorescentiespectra
3 CONVEISION — Zien we meestal geen
S aparte vibratie-
overgangen
Abs
waarom niet?
T v, Levensduur effecten?
So Matrix effecten?

[instrumentele grenzen]



Oplosmiddel inhomogenitelit
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Voorbeeld: fluorescentie in een kristallijne omgeving
benzo[k]fluorantheen in bevroren n-octaan
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Hoe komen we aan meer molecuul-
speciefieke informatie?

A Vibratie-technieken hebben minder last van matrix-invlioeden, en leveren
veel specifiekere spectra. Die technieken kunnen gebruikt worden voor

identificatie van homogene monsters, of in een imaging-mode voor niet-

homogene monsters

Malaria diagnostics:

Raman mappng of
haemozoin in red blood
cells
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Jablonski diagram; elektronische en
vibrationele overgangen

SZ
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Flu
UV-Vis Raman
absorptie
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IR absorptie

Elektronische overgangen zijn
vaak erg breed als gevolg van
de inhomogene omgeving (bv
het oplosmiddel). UV-vis
absorptie- en fluorescentie
spectra zijn daarom minder
geschikt voor moleculaire
identificatie

Vibrationele overgangen zijn
veel minder gevoelig voor de
omgeving; IR en Raman geven
daarom veel scherpere,
specifiekere spectra.
(uitzondering: groepen die H-

bindingen kunnen vormen) 1



Spectroscopie

Interactie electromagnetische straling® materie

Diverse typen spectroscopie geven verschillende informatie; wat er

gebeurt in het molecuul is met name afhankelijk van de foton-energie

Spectroscopische technieken kunnen gebruikt worden om moleculen te
identificeren (op grond van referentiespectra, tabellen of theoretische

voorspellingen)

Spectroscopische technieken zijn vaak ook geschikt voor kwantificatie

(spectrometrie)

Spectroscopische technieken geven vaak ook informatie over fysisch-
chemische eigenschappen van moleculen en/of hun interactie met de

omgeving
12
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Eigenschappen licht

Quantum mechanica essentieel, per molecuul is er meestal interactie
met slechts 1 foton tegelijk

Absorptie en emissie gekwantiseerd
Golf/deeltje karakter licht

lichtsnelheid ¢ (m/s) A

frekwentie n (s1)

golflengte a(m)
richting; polarisatierichting \/ \/

DISTANCE —=

In een ander medium verandert de golflengte, maar de _
energie/frekwentie/golfgetal niet. Voor het molecuul is de energie
veel relevanter !

Energie per foton: E = hn = hc/a-(Joule)
Golfgetal (cm™) : v = 1/ay (neem hier de golflengte in cm, in vacuum)
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Moleculaire vibraties; 2-atomig molecuul

A Model uit de klassieke
mechanica: beschouw een
chemische binding als een
veer , di e t wee
(atomen) met elkaar verbindt

% feq .
™ r ral

A Uitrekken of samendrukken
veroorzaakt een tegenkracht
die evenredig is met de
uitwijking

A Bij benadering: harmonische

oscillator Energy

Y  distance r 14



Vibratiefrekwentie 2-atomig molecuul

A Als zwaartepunt op zijn plaats
blijft: lichtste atoom maakt de
grootste bewegingen

I i : ~ k +
vibratiefrekwentie 3 (Hz) = 1 A (mlv Mmy)
2 |

my, I m,

A Hogere bindingssterkte
(dubbele/drievoudige binding):
hogere frekwentie

A Lichtere atomen (H): hogere
frekwentie
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Vibraties van CF,

Symmetrische strek vibratie
908 cm?

Asymmetrische strek vibratie
1283 cmt

Symmetrische buiging
434 cm?

Asymmetrische buiging
631 cm




Voorbeeld IR transmissie spectrum
Fingerprint of identificatie onbekende ?
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.. Ethylethanoate t

1740 C=0 str
1230 C-0 str

2980 C-H str

1370 C-H def

% Transmittance

4000 3000 2000 1000

Waar worden de grenzen links en rechts door bepaald? 17



Inelastische verstrooliing (scattering)
| absorptie/ emis

A Foton scattering betekent normaal gesproken een kortdurende
vervorming van de elektronenwolk van het molecuul. Het
verstrooide foton heeft dezelfde energie/frekwentie als voor de
botsing, maar een andere richting (elastisch). Dit effect zorgt voor
een blauwe hemel: de scattering efficientie neemt toe met A* of
met &%)

A In 1923-1925 postuleerden theoretisch fysici (Smekal, Kramer,
Heisenberg) dat foton scattering ook inelastisch zou kunnen
gebeuren, met uitwisseling van energie met het molecuul

A Dat zou een verandering van de kwantumtoestand van het
molecuul inhouden, maar vibraties werden toe nog niet genoemd
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Inspiratie

De Indiase fysicus CV Raman bezocht conferenties in Europa en was gefascineerd door
de blauwe tinten van de Middellandse Zee en van gletschers.

Aan boord van een schip kwam hij in discussie met andere fysici over de kleur van de zee.

Terug in India stichtte hij een researchgroep om verstrooiing te bestuderen

19



Sir Chandrasekhara Venkata Raman

Nobel Prize Physics in 1930 "for his
work on the scattering of light and
for the discovery of the effect
named after him"
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Ramanos meetopstell 1
Institute of Science, Bangalore
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ANor mal eo Raman spe

A Als licht in botsing komt met

Energie diagram molecule(;m (kan Pet \r/]vorden
A erstrooid (Rayleigh scatter,
(St okesbéo RamzzYerﬁsdiHeur)
A Nog zeldzamer: een gedeelte
S, van de foton-energie wordt aan

het molecuul overgedragen, dat
daardoor (extra) gaat vibreren

A Het energieverschil tussen het
----------------- Inkomend en uitgezonden foton
komt precies overeen met een
vibratiekwant

Rabs |A Voorwaarde: tijdens de trilling
moet de polariseerbaarheid
grondtoestand veranderen




Counts

Raman

Golflengte laser =
golflengte Rayleigh scatter

Raman
spectrum

Golflengte (nm)

spectrum

AEXxcitatie met bv groen licht (514.5
nm, Ar+ laser)

ALicht van de lasergolflengte
(Rayleigh en reflecties) is te sterk
en moet worden weggefilterd

AKans van ca. 1 op 107 op
Inelastische scattering

AEnergieverschil tussen de
Ramanlijnen en de laser levert
een Raman vibratiespectrum



Voorbeeldspectrum: polystyreen

Sterke Raman band als bij de vibratie de

polariseerbaarheid verandert (aromatische
Aring breatHhingodo 1000 cn
Y,
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Een van RamanOs eer st g

Stokes en anti-Stokes lijnen; gemeten met Hg lamp en fotografische plaat

Mercury arc line
at 4358.3 A (435.83 nm, 22938 cn™ )
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anti-Stokes Raman bands Stokes Raman bands
(type Vy+ ¥yy) {type ¥;— V)
(b) Rayleigh band, ¥,

(8) Spectrum of a mercury arc in the region of 4358.3 A (43583 nm,
¥y =22,938 cm™ " (b) Rayleigh and Raman spectra of carbon tetrachloride
(liguid) excited by mercury arc radiation, ¥ = 22,938 cm™" (¢} Rayleigh and
Raman specira q carbon tetrachloride (liguid) excited by an argon ion laser,
Vo =20487 con™ " (4879.9 A, 487,99 nm) end recorded directly. The spectra in
{a) and (b) are facsimiles of spectra reported by Raman and Krishnan® and
were photographically recorded. '

Hg lijn, 453.83 nm



Anti-Stokes Raman spectroscopie

Energie diagram

anti-St okes o R

A 4

\ 4

vibraties

grondtoestand

A

Een kleine fractie van de _
moleculen bevindt zich reeds in

slagen vibratietoestand
a 'ﬁ%aé'l%ﬁnan n)

A

A

Na excitatie met licht keert
molecuul terug naar de
grondtoestand

Het energieverschil tussen het
Inkomend en uitgezonden foton
komt precies overeen met een
verloren vibratiekwant

Zwakker dan Stoke:
maar wel waar te nemen voor
laag-energetische vibraties



Vibratiespectroscopie

AEen molecuul met N atomen kent in principe 3N i 6 vibraties

(uitzondering: 3N T 5 voor lineaire moleculen)

Aleder molecuul heeft zijn eigen vibratiespectrum; aan de hand van het
spectrum kunnen we een stof identificeren (met behulp van een

referentiespectrum of moleculaire berekeningen)

Vaak bevat het Raman spectrum ook informatie over de interactie met

de omgeving, redox toestand, kristalvorm, etc



Raman vs IR absorptie

Beide technieken kunnen we gebruiken om moleculaire vibraties te
bestuderen, maar de selectieregels zijn verschillend.

IR vereist een veranderend dipoolmoment; Raman vereist een

veranderende polariseerbaarheid; sterke Ramanbanden bij

Al osgebonden el ektroneno bv dubbel e
grotere atomen

Sommige banden zijn sterk in IR en zwak in Raman of omgekeerd:
complementaire methodes

Bij Raman gebruiken we zichtbaar-l i cht f ot onen @scherl
Raman geschikter voor ruwe opperviakken, geen voorbewerking nodig.

Water absorbeert sterk in IR, maar geeft een vrij zwak Raman signaal



Infrarood versus Raman spectrum
absorptie versus scattering

0 o I
—(N—(CHQ)G—N—C— (CH,),— cln

Nylon 66

Infrared and Raman Spectra of Polyamide (Nylon 66)

Andere selectieregels, daarom
totaal andere piekverhoudingen.

Complementaire technieken

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Raman effect voldoende gevoelig?

Aanvankelijk probleem: Het Raman effect is erg onwaarschijnlijk
(zeer kleine moleculaire cross-section) en daardoor ontzettend
zwak. De eerste halve eeuw waren er weinig practische
toepassingen

Enorme vlucht sinds de uitvinding van de laser, en de
toenemende robuustheid, betaalbaarheid, gebruikers-
vriendelijkheid van lasers. Ook steeds gevoeliger detectoren en
betere filters en software

Voorbeelden: chemische analyse, geologie, proces-analyse,
forensisch onderzoek, douane, kunst



Raman identificatie: narcotica

Intensity
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Raman detectie
van nep-ivoor

(niet invasief is niet alleen in
het ziekenhuis een voordeel)

Echt ivoor

Kat spectrum: PMMA,
2900 50 | 230 2000 1300 100 d | ‘ polystyreen, calciet
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Raman diagnose voor borstkanker?

Biochemische
samenstelling van gezonde
en kankercellen is
grotendeels hetzelfde

Kleine verschillen in
relatieve piekintensiteiten
(bv lipid/protein ratio)
kunnen nuttig zijn voor
diagnose



