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Ramanova spektroskopie - procesni analyticka
technika (PAT) e

, . . - \]\N\]

« vyukove ucely (stredni a vysoke skoly) » \J‘ N \\

« akademicka a védecka pracovisté ] \f \ \r\
 rutinni analytické laboratore i

« procesni analyzatory

Jakym zpusobem muzeme vzorek analyzovat?

off-line - manualni odbér vzorku s jeho naslednym transportem do
laboratore

at-line - manualni odbér vzorku s jeho naslednym transportem

k analyzatoru, ktery je v bezprostredni blizkosti odbérového mista

on-line - analyza vzorku bez odbéru vzorku primo ve vyrobnim procesu,

ale je realizovano pomoci néjaké smycky nebo odbocky ,,by pass“

(divodem mohou byt napr. extrémni fyzikalni parametry vzorku:

teplota, tlak,...)

in-line - analyza vzorku bez odbéru vzorku primo v potrubi z jednoho

nebo vice mist |
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Schéma vyrobniho procesu - PAT

Raw materials Cell Culture Processing API (Drug Fil/Einish

receiving and Extraction and refining Substance) Product

LABOREXPO 2024




e

A NICOLETCZ

A A MOLECULAR SPECTROSCOPY

Fluorescence: nepritel Ramanovy spektroskopie

Tento jev muze zkomplikovat, i Gplné znemoznit méreni Ramanovych spekter.
« dochazi k ni zejména v pripadé excitace laser. zarenim z NIR/VIS oblasti

(cca. 300 - 900 nm)

« zpusobena vlastnim materialem - tj. bézné proteiny, pigmenty, zbarveni vzorku
nebo nizkymi hladinami necistot v materialu (obtizné odstranitelné bez rozsahlych

kroku cisténi)

HeAg/NeCu DPSSxd GaN Ars DPSSx2 HeNe Semiconductor DPSS or Semiconductor
224/248 263266 365 405 488 S320m 633nm 785nm 1064nm

200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Fluorescence region

Arabska guma

pryskyfice (sacharidy + glykoproteiny)
Jasny fluorescen&ni kopec” — diroky
pés v celém méfeném spektru,

Fluorescence ma obvykle vyssi energii nez Ramanovo zareni,
pasy jsou Siroké a mizou plné ,,zakryt“ Ramanovo zareni. |
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- Nékteré moznosti jak omezit fluorescenci ava NICOLETCZ

Technika méreni, zména nastaveni experimentu:

* realné cisténi vzorku nebo photo-bleaching

« zména vlnové délky excitacniho laseru a jeho vykonu

* rotace vzorku nebo pohyb excitacniho paprsku po vzorku (napr. VDPS mod)
« fokusace resp. defokusace paprsku budiciho laseru

- olejové objektivy u mikroskopu

« technika povrchové zesileného Ramanova rozptylu (SERS)

« technika rezonanc¢ni Ramanovy spektroskopie

- technika casove rozlisené Ramanovy spektroskopie - velmi rychle mereni spekter
PRED vznikem fluorescence (Timegate)

Matematické postupy:

 korekce zakladni linie a dalsi slozité algoritmy k automatické korekci fluorescence (i
béhem méreni)

« odecitani fluorescence
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ACETAMINOPHEN

~ 35,000 = VanVé délka

_‘g 30,000 =785 nm (intenZita v %) .
g 1064 nm Fluorescence i
© 25000 o . 04
s 532 nm (100 %) Ramanuyv signal
3 klesa

E 15,

2 oo 785 nm (21 %)

= Raman

Z 500 840 nm (16 %) Scattering = (1/}\4)

Intensity
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WAVENUMBER (CM+)

Disperzni Ramanuv mikroskop Procesni Ramaniv spektrometr
DXR3 Raman DXR3 Flex
o i ;
. W - volitelné
- volitelne vlnové délky
vlnové délky budicich
budicich laserd laserti
- konfokalni - integrace s
méreni daISIm] -
analytickymi
metodami
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Vykon excitacniho laseru versus intenzita
Ramanova signalu

W AA NICOLET CZ

Eﬂmf Polystyren - 532 nm
| 8.0 mW

5500 |

5000 -

2.0 mW
| 1.0 mW
z ““DD'; 0.5 mW

4500 1

2500
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Zména vinové délky excitaéniho laseru - priklad 1

Syntetické kanabinoidy a kathinony

Syntl';etic Cathinone PV8 HCI | FT-Raman
[E=TsrcTiosnm —— PV-eHC Tasnm | Nicolet iS50 + Raman modul

Relative Intensity

500 1000 1500 2000 2500 3000
Raman Shift (em-1)
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Vlnova délka budiciho laseru v hluboké UV oblasti - priklad 2

prenosny

&3 om 262nm =« STANDOFF 200

35000 1

PHOTON

s ¥ s T E M s

> >

)
v

30000 | “GF

- pouzita vlnova délka 248
nm hluboka UV excitace -
mimo oblast fluorescence

- soucasné méreni
Ramanova i fluorescencni
ho spektra najednou v
realném case

- okolni zarivky nebo slunce
nema vliv na kvalitu

namérenych spekter

)
25000 il

20000 | éb ~ [ G0

15000 —
i GB
10000 i

30001 j’\ 500 1000 1500 2000 2500 3000
| T Raman Shift (cm”')

0
2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600

Priklad G Agents = nervové bojové otravné latky
GA - Tabun, GD - Soman, GB - Sarin a GF - Cyklosarin

- vedecké systemy R . —
o S&l MonoVista, DuoVista, TriVista |

Ay TriVista CRS’

- volitelné budici lasery UV -VIS-NIR
oblast - mimo oblast fluorescence

- vysokeé rozliseni spekter

- Velmi Siroky spektralni rozsah spekter

- TERS, AFM- Raman mapovani/imaging
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Matematicky
napriklad odecteni zakladni linie

Int

Int

n

3000 2500 2000 1500 1000 500
Raman shift (cm-1)

Sekvencné posunuta excitace

algoritmus odstranuje pohyblivou slozku
(Raman) od statické slozky zareni (fluorescence
je nezavisla na excitacni vlinové délce)

talc in PE
bag

raw data
at SSE
absorption

!

| SsSE
—ka‘_ '\ processed PE signals
' \ —F\J\._.-‘_/\._.—-———-—/\\_.—-—"\._.,_.

Detector position (~ energy)

Raman intensity (arb. units)
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Jak omezit vliv fluorescence? A A MoLECLAR SPECTROSCOPY

Casové rozliSena Ramanova spektroskopie

fluorescence je casové posunuta (opozdéna) oproti
Ramanu signalu

== Raman photons

timegate

== All photons

~
Sau
-

Intensity / a.u.

N -

- AT 4—
Time-gate  Time arbitrary scale (ns)

Zmeéna frekvence excitacniho laseru pomoci
vloZenych modulatort frekvence

akustoopticky modulator (AOM) nebo elektroopticky
modulator (EOM)

AOM - zména indexu
lomu v krystalu
zménou akustické viny

¢ (akusticka vlna
indukuje periodickou
zménu indexu lomu)
EOM - zména indexu
lomu elektrooptického

; materialu zménou

elektrického pole |
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e

kontinualni vs. pulzni laser

Qutput Power

Time

e principem casove rozlisené Ramanovy spektroskopie je excitace pulsnim
laserem a méreni Ramanova spektra v kratkych pulzech (vétsinou v
casech mensich nez 100ps), ktery vyuziva principu, ze fluorescence je
casove posunuta (opozdéna) oproti Ramanovu signalu.

 pulzni laser - méreni i ultrarychlych procesu (pikosekundy)

 vyssi vykon laseru + relaxace vzorku ,
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Patentovana inovace, ktera z klasickeho Ramanova spektrometru dela zcela
novy typ pristroje.

* pulsni laser - 532 nm

[ Raman

Fluorescence |
- - -Total pulse

* rychla detekce

zaloZena na specialnim
polovodicovém SPAD
(Single Photon
Avalanche Diode)
detektoru

Intenzita
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Vyhody technologie Time-gated

» i " Lactate
. Glutamine N
E,, ”f." g
b e o
" Glutamate -y
.. - E kombinace Ramanova spektra
> ni zadna interference " acasové rozli$enych
= efektivni : « : |
D potladeni | okolnihosvétlaani " fluorescenénich spekter ,
G | termalniho vyzarovani {  Gluc .
- fluorescence ! ; [ Gluoose ., Ammonia
{ g,: |2 B . .| .;“‘4.%‘, ) . fo‘"l..]
Sirsi . vice informaci o
moZznosti Sirsi ole z jediného
vyziti! moznosti § ! méreni
vyziti! :
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Timegate PicoRaman M3 vyuziti v laboratori

MICROPROBE méreni mikroskopickych vzorkld v manualnim mikroskopu Olympus

] timegote

]
s o
- MICROPLATE HTS SYSTEM
SAMPLECUBE
jednoduché méfeni pro automaotické méreni
makrovzorkﬁ (moinost mikrovzorku na 96 pOthOVém
rotace) drzaku (96-well microplate)

|
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Timegate PicoRaman M3 vyuziti v procesnim monitoringu

Imerzni sonda
ProbePro Mini s SCHOTT shafts -

e ViewPort® PG13.5 konektor

 ViewPort® Ingold konektor

timegote

Pritokova kyveta

ProbePro Mini s SCHOTT ViewCell™
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Casové rozlisena Ramanova spektroskopie - priklad 3

CW Raman 532 nm| spektrum mikrokrystalické celulézy mérené pomoci
klasické Ramanovy spektroskopie s excitacni vinovou

délkou 532 a 785 nm a pomoci ¢asovée rozlisené
Ramanovy spektroskopie (Timegate).

—— CW Raman 785 nm|

Intensity (arb. units)

—

—— Time-gated Raman
532nm

1 1 ' L L L 1

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Raman Shift (cm™')
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Casové rozliSena Ramanova spektroskopie - priklad 4

Méreni za vysokych teplot

' P . . 20C
—925C

. 3 . X4 0.06 —950C
+ zdroj lithia do autobaterii | 1 75

1000C 15min

‘ | 1000C 20min
—1000C 30min

ﬁ\. | ‘ —1025C 15min
—1025C 30min

| ‘ 1050C 15min
~—1050C 30min

p
fl
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Casové rozlisena Ramanova spektroskopie - priklad 5

Klasicky Raman Time-gated Raman
Farmacie — —5
= N ~ - . . . . .

H = [l — o2
Piroxicam - N ~g 5;:
/1\\ j
g

Piroxicam (PRX) je nesteroidni latka s protizanétlivymi / *NM
—MH — MH

ucinky, ktera se vyskytuje v polymorfech a a B
a v hydratované formé (monohydrat, MH).

Anal. Chem. 2018, 90, 7, 4832-4839
Time-Gated Raman Spectroscopy for Quantitative Determination of Solid-

State Forms of Fluorescent Pharmaceuticals “lﬂbﬂ 3 2:|JU 3 4‘00 E 6001 Dbﬂ 3 EIEIG : 1 dLL'J'D * 1600

\

Raman shift (cm™) Raman shift (em™)
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Casové rozlisena Ramanova spektroskopie - priklad 6

Amorfni forma Indometacin - nesteroidni protizanétlivy l€k | Time-gated Raman (532 nm)
Amorphous CW Raman (532 nm) CW Raman (785 nm) * ——y vt s &
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Anal Bioanal Chem, 2016, 408, 761-774
Fluorescence-suppressed time-resolved Raman spectroscopy of pharmaceuticals using complementary metal-oxide semiconductor
(CMOS) single-photon avalanche diode (SPAD) detector
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Casové rozliSenad Ramanova spektroskopie - priklad 7
Analyza polymeru

Porovnani klasické Ramanovy spektroskopie (532 a 780 nm) a méreni s Timegate

- a) —532 nmCW b)
~——780 nm CW
—532 nm TG

4
Tt L \JML w bl

llll'llllllllllllllllIlllllllllllllllll'llllllll'llllllllll'

500 1000 1500 2000 500 1000 1500 2000 500 1000 1500 2000
Wavenumber (cm )

Intensity (arb. units)
|

Mar. Pollut. Bull. 2022, 181, 113894
Time-gated Raman spectroscopy of recovered plastics
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Casové rozlisena Ramanova spektroskopie - priklad 8

SERS - povrchové zesileny Ramanuv rozptyl

1.0 E. coli with Au 60% Time-Gate at 532 nm
—~ 5 cecllsaitths as BEE o B armerat 555 tam momtormg kultivace Escheria Coli
3 0.8+ v bioreaktoru
@ 0.6- « volna tekutina pod sedimentem
(O]
E 04 (supernatant)
c 047
£  identifikace bakterii
S 0.21
0.0 s - i  analyza metabolitd

600 800 1000 1200 1400 1600

Raman Shift (cm™)

J. Biophotonics. 2018 Jul;11(7):€201700225
Bare laser-synthesized Au-based nanoparticles as nondisturbing surface-
enhanced Raman scattering probes for bacteria identification

Biotechnol Prog. 2018 Nov;34(6):1533-1542.
Comparison of time-gated surface-enhanced
raman spectroscopy (TG-SERS) and classical
SERS based monitoring of Escherichia coli

M. Kogler, 2018, Advanced Raman Spectroscopy for Bioprocess Monitoring, cultivation.samples

doct. diss., TU Berlin
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Casové rozliSena Ramanova spektroskopie - priklad 9

Online monitorovani procest - PAT \

“Glutamine J Lactate

"I Glutamate

e
W

Culune Timsa (Daya) Curltwre Tirme (Duays)
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Co muzZete vidét u nas na stanku B15 L AR

Ramanuyv spektrometr PicoRaman M3 s nastavcem SampleCube
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Co miZete vidét u nas na stanku B15 4 & "o

Procesni analyzator MargMetrix® Ramina - All-In-One (AlO)

» s integrovanym pocitacem

« prenosny v odolném prepravnim kufru

« po vybaleni ihned pripraven k méreni

« fada dostupnych sond vcetné patentované sondy BallProbe® (-20 az 300°C,
antikorozni)

MARQMETRIX

MARQMETRI X
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