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Promieniowanie elektromagnetyczne jest zaburzeniem pola elektromagnetycznego .
Pole elektromagnetyczne jest uktadem dwodch pdl: pola elektrycznego E i pola
magnetycznego H. Pola te sg zwigzane a wzajemng relacje pdl opisujg rownania
Maxwella

POMOC- WYKtAD 1-
kliknij tutaj

Szczegdlnym przypadkiem pola elektromagnetycznego jest fala ptaska rozchodzaca sie w
prozni. Fala ptaska jest falg poprzeczng , w ktdrej drgania wektora pola elektrycznego E
i magnetycznego H sg wzajemnie prostopadte i prostopadte do kierunku propagacji k

E = Epsin(ot—kx)

Okres drgan T

Wektor falowy k

dlafotonum=0 =


http://mitr.p.lodz.pl/raman/wiki-1.pptx
http://mitr.p.lodz.pl/raman/chem.html
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Difference between 5G and current technology

Employing millimetre waves and higher frequencies than previous technologies, 5G needs a much
more extensive network of antennas and other transmitting devices. Electromagnetic fields (EMF)
are invisible areas of energy,” measured in hertz (Hz). Longer wavelengths with lower frequency are
less powerful in terms of energy, while shorter wavelengths at higher frequencies are more
powerful. Depending on the frequency, there are two categories of EMF: ionising and non-ionising
radiation (see Figure 1).

Figure 1 - Electromagnetic spectrum
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Source: Polina Kudelkina / Shutterstock.com.

lonising radiation (mid to high-frequency) includes ultraviolet rays, x-rays and gamma rays. The



Electromagnetic-radiation absorption of water

ITII. RESULTS

Absorpcje wody mozna okreslic
ilosciowo za pomocg widm strat
dielektrycznych, ktére ujawniaja
ogromny pik przy czestotliwosci
wzbudzajgcego pola elektrycznego
okoto 20 GHz

Dielectric constant

Dielectric loss

(=]
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o* 10" 16“ 107 10"
Frequency (Hz)

FIG. 1. Dielectric permittivity of pure water. (a) Dielectric constant
and (b) loss spectra of water at selected temperatures (for more
temperatures, see Fig. 5 in Appendix A). The dashed and solid lines
are fits with the Debye and CD functions, respectively. Inset: Loss for
350 K with fits.
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W roku 1800 William Herschel odkryt promieniowanie cieplne
(podczerwone) i stwierdzit, ze podobnie jak Swiatto ulega ono odbiciu i
zatamaniu.

W latach 1801-1803 Thomas Young zaproponowat falowg teorie swiatta.

W 1801 Johann Wilhelm Ritter odkryt promieniowanie ultrafioletowe.

W latach 1815-1818 Augustin Jean Fresnel rozwingt falowa teorie Swiatta i
za jej pomocg wyjasnit wiele zjawisk optycznych.

W 1820 Hans Christian @rsted odkryt, ze prad elektryczny wytwarza pole
magnetyczne, wykazujgc w ten sposdb zwigzek miedzy elektrycznoscia i
magnetyzmem.

W 1831 Michael Faraday odkryt, ze zmienne pole magnetyczne wytwarza
pole elektryczne.

W 1838 James Forbes stwierdzit, ze zarowno widzialne, jak i niewidzialne
promieniowanie stoneczne ulega polaryzacji.

W latach 1849-1850 Armand Fizeau oraz Jean Bernard Léon Foucault
wykonali pomiary predkosci Swiatta w powietrzu i innych osrodkach
przezroczystych.

James Clerk Maxwell w roku 1861 zebrat prawa elektrodynamiki w cztery
rownania, ktére opisujg rowniez fale elektromagnetyczng. Zasugerowat tez,
ze zjawiska elektromagnetyczne i Swiatto majg wspdlng nature.
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SPEKTROSKOPIA st. 2

W 1875 Hendrik Lorentz wyeliminowat koncepcje eteru i nadat rdwnaniom
Maxwella sens, jaki znamy dzisiaj.

Pierwszej emisji i odbioru fal elektromagnetycznych (w zakresie fal
radiowych) dokonat Heinrich Hertz w roku 1886.

W roku 1895 Wilhelm Conrad Rontgen odkryt promieniowanie, nazwane
pozniej rentgenowskim, za co w 1901 otrzymat pierwszg nagrode Nobla.

W 1896 Antoine Henri Becquerel odkryt promieniowanie jagdrowe.

W 1900 Paul Villard wykryt w promieniowaniu jgdrowym promieniowanie
gamma.

W 1900 Max Planck analizujac widmo promieniowania
elektromagnetycznego ciata doskonale czarnego doszedt do wniosku, ze
energia tego promieniowania jest skwantowana. Za to osiggniecie otrzymat
w 1918 nagrode Nobla.

W 1905 Albert Einstein analizujgc zjawisko fotoemisji doszedt do wniosku, ze
energia tego promieniowania jest zalezna od czestotliwosci fali. Za to
osiggniecie otrzymat w 1921 nagrode Nobla.

1922 Arthur Compton ogtosit wyniki doswiadczen, w ktdrych
promieniowanie rentgenowskie oddziatuje z elektronami i spetnia prawa
zderzenia. W roku 1927 otrzymat za te prace Nagrode Nobla.
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Techniki spektroskopowe stanowig bardzo uniwersalne narzedzie badawcze w chemii,
fizyce, biologii, medycynie, diagnostyce, inzynierii materiatowej, farmacji i
telekomunikacji. Podstawowg ideg spektroskopii jest wykorzystanie oddziatywan fal
elektromagnetycznych z czasteczkami zwigzkédw chemicznych do uzyskania informacji na
temat budowy tych molekut i proceséw w nich zachodzgcych. Istnieje wiele metod
spektroskopowych, z ktérych najwieksze zastosowanie maja:
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Spektroskopia NMR i EPR
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EPR Wartosci spindow
L=>1L; niektdrych jader -
L > > > kliknij
Jd=L+S

—>
L. - moment orbitalny
elektronu

—>
S - spin elektronu

mjy=-—-3,..0...,+3 mp =—1,..0... +I1
magnetyczna liczba kwantowa magnetyczna liczba kwantowa
dla spinu elektronu dla spinu jadra

—> —
M|J=9 JI+Dpup |H~||='Y I+ N
moment
magnetyczny

g — wspotczynnik magnetogiryczny Y - wspoOlczynnik magnetogiryczny

elektronu jadra
1B - magneton Bohra K N - magneton jadrowy
_ el el
B T 2mec HN = omc
Wspolezynnik magnetogiryczny
Mg - masa elektronu M — masa jadra
g =1_|_J(J +1)+S(S+1)—-L(L+1)

2J(J+1)


http://www2.chemistry.msu.edu/faculty/reusch/VirtTxtJml/Spectrpy/nmr/nmr2.htm

SPEKTROSKOPIA ROTACYJNA
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Reguly wyboru dla widma rotacyjnego

1) AE = hv (foton, ktobry ma by¢ pochloniety przez molekute
musi pasowac do roznicy poziomow energetycznych

) J‘LI’n,Ll‘*Ijde = 0

dla przejscia N — M
K - trwaly moment dipolowy czasteczki

W, W - funkcja falowa opisujaca rotator w stanie
energetycznym ni m

Oznacza to, ze aby obserwowac¢ absorpcyjne widmo rotacyjne,
molekuly muszag by¢ obdarzone trwalym momentem dipolowym.

3) AJ = +1 (molekuta moze przenies¢ sie w jednym akcie
absorpcji tylko na poziom sagsiedni

AJ = 2,3 sg zabronione ! ! ! !

nie! T
T

lAparatura do rejestracji widma rotacyjneqgo

N
)
O P N W

spektroskopii molekularnej, str. 34)
I




Spektroskopia IR
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SPEKTROSKOPIA IR

Promieniowanie o dlugosct fali 2-50 pm nazywamy promieniowaniem
podczerwonym. Absorpcja lub emisja promieniowania z tego zakresu jest selektywna
1 stanowi przedmiot badan spektroskopii oscylacyjnej. SzczegoOlnie uzyteczng jest
spektroskopia absorpcyjna w podczerwieni, obserwacja widm emisyjnych w IR jest
trudniejsza 1 znacznie rzadziej stosowana.

Za odkrywce promieniowania IR uwaza si¢

Sir Fredericka Williama Herschel’a ktory

w 1800 r. stwierdzil, ze istnieje promieniowanie

poza obszarem widzialnym .

To ,, promieniowanie cieplne” nazwano pdzniej
promieniowaniem podczerwony (prefix infra oznacza ‘pod’).
Eksperyment Herschel‘a byl wazny nie tylko dlatego,

ze doprowadzit do odkrycia promieniowania IR, ale rowniez dlatego, ze po raz
pierwszy zauwazono 1stnienie formy swiatta niewidzialnego dla ludzkiego oka.




Model oscylatora harmonicznego

* Drgania czgsteczek mozna opisywac za pomocg modeli mechanicznych postugujac sie prawami
mechaniki klasyczne;.

* Najczesciej wyobrazamy sobie drgania czgsteczek za pomocg oscylatora harmonicznego, gdzie
dwie masy m1 i mz2 potgczone sg sprezyng, o sprezystosci charakteryzowanej przez statg sitowg f
[N/m]

e Oscylator harmoniczny to taki oscylator ktory spetnia prawo Hooke’a

. F=-fq

* ktore mowi, ze sita F jaka potrzebna jest do rozciggniecia sprezyny jest proporcjonalna do
wychylenia g i skierowana przeciwnie do wychylenia

@ @




SPEKTROSKOPIA st. 2

W czasie drgania wychylenie q zmienia sie periodycznie

q=Qcos2ntvt

gdzie: v jest czestosciq drgania oscylatora, a Q jest amplitudg wychylenia.

o \ "
Y

.
RN

z tego, ze: a\\::’ \

F = -fq

Oscylator harmoniczny to taki oscylator, ktéry spetnia prawo Hooke’a. Wynika

hv

czyli, ze sila jest proporcjonalna do wychylenia.

Wspoétczynnik proporcjonalnosci f nazywamy stalg silowq. Stata sitowa jest
wielkosciq charakteryzujqcq ,, sprezystos¢’” sprezyny i jest rowna sile
przypadajgcej na jednostke wychylenia [N/m].



Policzmy, jaka jest czestos¢ oscylatora harmonicznego

I:=—fq q=r—re

T — stala silowa
I — odleglos¢ miedzy atomami
Ie - odlegtos¢ rbwnowagowa

g = Qcos 2ntvt

Q — amplituda
1
V - czestotliwo$é drgan [Hz ] = I:]
S

Energia potencjalna oscylatora:
praca wykonana nad ukladem

dU = fq dq ’

du _ 1
dq

2

d?uU _

Energia oscylatora

a) oscylator klasyczny

energia calkowita:

U=

o Wv‘




1
U= [(—F)dg = [fgdq = Efq2

-
I
|
*
0
N

Q
I
=

m -
./2
m-d 9

dt?

podstawiajgc

q = Qcos 2tvt

otrzymujemy
m(271:v)2 =f=

1 | f
v=—_|—
2T ' m

Otrzymalismy, ze czestos¢ osylatora harmonicznego zalezy od statej sitowej f oraz od masy
* zredukowanej m oscylatora, gdzie m=m;m,/(m +m,)




a) oscylator kwantowy

dla oscylatora kwantowego nalezy rozwigzac rOwnanie

Schrodingera

h2

o2y

S 2m  5g2 2

W przypadku stosowania
metod kwantowo-

2
+9" v _ew —

POMOC — CHEMIA

KWANTOWA
mechanicznych energia E = hv(S+ 1)
drgan oscylatora 2
harmonlcznego w stanie 8=o0.1. 2. ..
opisanym kwantowg
. . AN
liczbg oscylacyjng v )

- : =2 Es = 2 hv
wyraza sie nastepujgcym 2 >
wzorem 3

=1 El = — hwv
2
hw
o 2
>
Czylidla 9 = 0O, energia nie jest rOwna zero. T a energia nosi

nazwe energii punktu zerowego.


http://mitr.p.lodz.pl/raman/chem.html
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Oscylator anharmoniczny

Oscylator anharmoniczny nie spetnia prawa Hooke’a.

Gdy nie znamy matematycznej postaci funkcji U(q) rozwijamy funkcje w szereg
Taylora lub, jesli to mozliwe, w szereg Maclaurina.

(@) = U L 1au +1<d2U> 2+1<d3U 5 ) , ,
q) = q=0 11 _) q 21 2 q 21 3 q Dissociation Ener
L_) ! dq q=0 2\' dq q=0 3! dq q=0 ""k' [""""‘/ """""""" ! '_‘_:_:_:_:gi';_‘_:
o 0 Y

energia oscylatora anharmonicznego

Energy

1 1\2
E,ccann = hv (v + E) — hvx (v + E)

AEosc.anh. — hV[l o ZX(U + 1)]

Internuclear Separation (r)



Model oscylatora harmonicznego, ktérego krzywa energii jest parabolg nie opisuje
prawidtowo energii czgsteczki dla wszystkich odlegtosci miedzyjgdrowych, poniewaz nie
pozwala on na dysocjacje wigzania. W rzeczywistych sytuacjach molekularne oscylatory s3
anharmoniczne. Energia przejS¢ zmniejsza sie wraz ze wzrostem kwantowej liczby

oscylacyjnej, az do momentu dysocjacji molekut.

a) oscylator anharmoniczny

_n? 832w

UY%WY = EW 1
2m aq2 * @

2
U¢fq7

ale
2

i wyraza si¢ bardziej skomplikowanag zaleznoscia

2 3

o L2Jq2+i o~U 3
aq 3! 5q
—— —

[l [
f k

ouU 1
U@ = U(0)+[aq]q +§

czyli
fq 2
2

2
E = hv(S —+ l) — hvx(S —+ lj
2 2

u(a) = +%kq3 @ = @+

|‘ AE = hv[1l— 2x(S + 1)] ‘l

gdzie x jest tzw statg anharmonicznosci.



Krzywa energii oscylatora anharmonicznego aproksymuje sie funkcjg Morse’a
przedstawiong ponizej:

U -~
Q
m u(q) = D(l—e_Bq)z “
AS ==%1 dla oscylatora
harmonicznego
AS==+1, =2, =3 dla oscylatora
anharmonicznego
N
P, 3
pasma
T rgorqce
ton 1 nadton 2 nadton

podstawowy
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SPEKTROSKOPIA IR

Spektroskopia IR i spektroskopia Ramana dostarczajg
informacji o wibracjach czgsteczek

Spektroskopia IR jest spektroskopig absorpcyjna.

Spektroskopia Ramana jest spektroskopia, w ktorej
wykorzystuje sie zjawisko rozpraszania swiatta.

Aby czgsteczki zaabsorbowaty promieniowanie IR musi by¢
spetnionych kilka warunkow, warunki te noszg nazwe regut
wyboru.
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SPEKTROSKOPIA IR

Reguly wyboru dla przejs¢ w spektroskopii IR

1. Fotony promieniowania muszg mie€ energi¢ rowng roznicy energii wibracyjnych
poziomOw energetycznych:
hv=AE
2. Przejscie zachodzi tylko wtedy, gdy kwantowa liczba osculacji zmienia si¢ o0 1,2,3...
Av=+1 oscylator harmoniczny

Av=+1, +2, +3,..., oscylator anharmoniczny "
u

3.W trakcie drgania musi nastgpi¢ zmiana momentu dipolowego czgsteczki ~Z «
dq

Ponad to prawdopodobienstwo pojawienia si¢ tondéw podstawowych jest zarowno
w molekutach dwu- jak 1 wieloatomowych proporcjonalne do kwadratu pochodnej momentu
dipolowego wzgledem wspotrzedne) normalnej drgania, a integralny wspélczynnik absorpceji jest
tym wiekszy im bardzie) moment dipolowy zmienia si¢
w trakcie drgania.
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IR
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Reguly wyvboru dla przejsS¢ w spektroskopii IR (podczerwien)

Aby nastgpita absorpcja promieniowania w oscylatorze
molekularnym (Jest to obszar podczerwienti):

I — m
Rim = j' I WwF¥Ydg = j' ‘W) a—deq = O
— 0 — O q
gdzie
W funkcje falowe oscylatora harmonicznego

W] wstaniel i m
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Spektroskopia Ramana
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Widmo RAMANA
Teoria polaryzowalnosci Placzka oo laser
?\Iaser Anti-Stokes
Uinda = AEgcos2mvyt (1) AAAATATAS Raman Scattering
h‘.rn r‘r< hn.‘.‘r‘r -
/ o | Stokes Raman lines

polaryzowalnos$¢

potencjalna zdolno$é przemieszczania sie elekironéw stokes Raman

. Scatterlng Ray|e|gh
wzgledem jgder w polu elektrycznym Nscatier > Naser Scattering
hbt._ltli_‘[ = A’I..I:E_'[

a=f(q @

Anti-Stokes Raman lines

= evaryilie) o a(ag) 7 \JUUL
al@) = ago+— (=) a+5(5z] @+
=0 " 1) dq/ _ 2!\ dqg? 40 (3) _ | U .

1 ! I I I I
480 485 490 495 500
wavelength (nm)

q = Qcos2mvt (4)
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da
a(q) = ay + (—) Qcos2nvt (5)
dq 0

polaryzowalnos$¢ zmienia sie z czestosciq drgania normalnego, ale tylko wiedy gdy
pochodna polaryzowalnosci po wspoétrzednej drgania nie jest rowna zero
ostatecznie mozna pokazaé, ze:

1/da 1/da
Ping = @gEgcos2myyt + = (—) QEycos2m(vy — V)t + = (—) QEycos2m(vy + V)t (4

2\dq/, 2\dq/,
v=1 E v=1 E v=1 E Pmolecule laser
v=0 : 0 S . v=0 i Nacer Anti-Stokes
JV\W Raman Scattering
AR(.JH(‘I < AI;M‘s'r
Stokes Raman lines
W < o %
oL O O
Wy, = Oyip oy, + Oyip Stokes Raman
Scattering Rayleigh
v=1 O v=1 - = v=1 JCOL Acatter > Maser ]\Scatt(_arhi‘ng
U =h y _E, =0 =" 0= y b E, e
Rayleigh Raman scattering Raman scattering _ ,
. . Anti-Stokes Raman lines
scattering Stokes anti-Stokes
rozpraszanie rozpraszanie Ramana rozpraszanie Ramana b U i H \
Rayleigha skladowa stokesowska  skladowa antystokesowska /

T T T T T T T T
480 485 490 495 500
wavelength (nm)
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Spektroskopia i obrazowanie RAMANA
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SPEKTROSKOPIA RAMANA

W przypadku spektroskopii Ramana reguly wyboru sg za$ nastepujace:
1. Réznica energia fotonu padajgcego 1 rozproszonego pasuje do roznicy poziomow oscylacyjnych:
hv,-hv,=AE

2. Przej$cie musi nastapi¢ tak by kwantowa liczba oscylacji zmieniala si¢ o 1 (dla oscylatora
harmonicznego)

czyli Av=+1  oscylator harmoniczny
Av=+1, +2, +3...., oscylator anharmoniczny

3. W trakcie drgania musi nastapi¢ zmiadna polaryzowalnosci czasteczki
o
— %0
aq
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SPEKTROSKOPIA IR I RAMANA

Spektroskopia IR i spektroskopia Ramana s3 metodami
komplementarnymi

Nieliniowa czgsteczka wykazuje 3N-6 drgan, niektore z nich vjawniajq sie jako pasma
aktywne w IR, niektére zas w widmie Ramana. Zalezy to od symetrii czgsteczki i od
symetrii drgania. Dla czgsteczek majgcych s$rodek inwersji obowiqzuje zasada
wykluczania - drgania aktywne w IR, nie sq akiywne w spektroskopii Ramana
i odwrotnie. Np. drgania symetryczne CO, lub N, sq niewidoczne w spektroskopii IR,
podczas gdy w spektroskopii Rumana obserwujemy silne pasma odpowiadajgce tym
drganiom. Spektroskopia Ramana wypetia wiec luke w mozliwosciach spektroskopii IR.
Dopiero silnie polarne molekuty jak np.: NaCl nie dajq widma Ramanaq, ale za to ich
widmo w IR jest dozwolone i silne.
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SPEKTROSKOPIA IR | RAMANA

Rozwazmy zasad¢ komplementarnosci na przykladzie molekuly CO,
Czasteczka CO, nie ma trwalego momentu dipolowego, w czasie symetrycznego
rozciggajgcego drgania vl potozenie srodkow cigzkosci tadunkéw nie zmiena sig
czyli nie zmienia si¢ moment dipolowy, drganie vi jest w IR nieaktywne.
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SPEKTROSKOPIA IR | RAMANA

Rozwazmy zasad¢ komplementarnosci na przykladzie molekuly CO,

W czasie antysymetrycznego rozciggajacego drgania vi potozenie Srodka cigzkosci
tadunku dodatniego przemieszcza si¢ w jedng strong, a tadunku ujemnego w strong
przeciwng, powstaje oscylujgcy wokot zera moment dipolowy, drganie v3 jest w IR
aktywne.

00— (I _,

vl

v2.4
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SPEKTROSKOPIA IR I RAMANA

Rozwazmy zasad¢ komplementarnosci na przykladzie molekuly CO,

W dwukrotnie zdegenerowanym drganiu zginajagcym v2.4 Srodki ciezkosci tadunkow
rozsuwajg si¢ periodycznie w kierunku prostopadtym do osi najwyzsze] symetrii 1
powstaje oscylujgcy wokét zera moment dipolowy prostopadly do osi molekuty,
drganie v2.4 jest w IR aktywne.

o0~ (4 _,

vl dy

TR, L,

dq

e

v2.4
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SPEKTROSKOPIA IR | RAMANA

Rozwazmy zasade¢ komplementarnos$ci na przykladzie molekuly CO,

Polaryzowalno$¢ molekuty CO, zmienia si¢ inaczej niz moment dipolowy. W drganiu
vl polaryzowalnos¢ w jednym potokresie jest mniejsza, a w drugim wigksza niz
w stanie rownowagl. Funkcja a=f(q) jest wic funkcjag monotoniczng 1 jej pochodna
w punkcie rOownowagi jest rézna od zera. Drganie vi1 jest aktywne w widmie Ramana.
W przypadku pozostatych drgan: dla v3 polaryzowalnos¢ w obu potokresach jest
mniejsza, a dla v2.4 wigksza niz w stanie rOwnowagl. Drgania v3 oraz v24 s3
w widmie Ramana nieaktywne.

a vi —@® O O - (E) .
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SPEKTROSKOPIA IR | RAMANA

Kiedy przejscie ramanowskie jest zabronione?

a) Polaryzowalnos$é nie jest funkcjq wspotrzednej normalnej drgania (wigzania jonowe,

NaCl, KCI)

spektroskopowe kryterium polarnosci wigzania: jezeli intensywnosci pasma w IR rosnie, a
w widmie Ramana maleje, to odpowiednie wigzanie w molekule staje sie bardziej

spolaryzowane
b) Polaryzowalnosé w trakcie drgania zmienia sie tak, ze w stanie réwnowagi pochodna
polaryzowalnosci po wspoétrzednej normalnej drgania ma ekstremum
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Reguly wyboru spektroskopii elektronowej
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LABORATORY OF LASER MOLECULAR
SPECTROSCO PY www.mitr.p.lodz.pl/raman

Laboratory of Raman imaging
Microscope Raman/AFM/SNOM/TERS, Witec Raman confocal microscope

Laboratory of Raman

spectroscopy
Ramanor U 1000 (Jobin Yvon), 488-
514nm

(GESED)

Laboratory of femtosecond
spectroscopy

Millennia, Tsunami, Empower30, Spitfire Ace, Topas
(Spectra Physics)




LABORATORY OF LASER MOLECULAR
SPECTROSCO PY www.mitr.p.lodz.pl/raman

Laboratory of IR imaging Laboratory of AFM imaging

FTIR microscope (Agilent Technologies ~atonqc force microscope with a-contIoller and
Cary 600 Series) scanmning range of 100 x 100 ym in the X and Y
axes and 15 pm in the Z axis with a positioning
resolution in the XY axis of 6 pm and in the Z axis
of 0.9 pm, equipped with an inverted microscope,
enabling measurements in air and liquid, In
contact and tapping modes, equipped with
goftware to generate maps of mechanical
properties, Including: topography, stiffness,



NANOSCALE IR-AFM CHEMICAL IMAGING
SOLUTION

* A system that uses the effect of photothermically induced expansion (thermal expansion) that allows the
simultaneous measurement of infrared radiation absorption, sample topography and nanomechanical
properties of the sample by recording changes in the amplitude and oscillation frequency of the AFM
probe.

 10nm resolution and monolayer sensitivity IR chemi

* High-speed chemical imaging - 10x faster
* Direct FTIR correlation enabling nanoscale FTIR

* The highest nanolR performance with Tapping AFM-IR and FASTspectra



BIOLABORATORY




LABORATORY OF MOLECULAR AND CELL BIOLOGY

Set for cell viability analysis based on
absorbance and fluorescence

measurements, equipped with an automatic,
inverted fluorescence microscope, for cellular
bright field imaging, fluorescence and optical
phase contrast imaging, equipped with a multi-
detection of microplate reader - enabling the
detection of fluorescence intensity,
fluorescence polarization, luminescence and
absorbance. Detection with 96 or 384-well
plate; a set that meets the requirement of full
control of imaging conditions - temperature,
humidity and atmosphere composition (CO2 /
0O2) enabling measurements in cell culture
conditions. Equipped with a fully insulated
Imaging chamber that can be heated to a
minimum of 60°C, the system is equipped with
an external peristaltic pump module that
allows dosing of various reagents directly into
the set well of the microplate




LABORATORY OF MOLECULAR AND CELL
BIOLOGY

« Set for the analysis of fluorescence and

chemiluminescence of biological systems
enabling the visualization of proteins and
antibodies, equipped with Kkits enabling
the isolation of proteins and their staining,
based on the western blot analysis, which
includes the preparation of samples with
the analyzed protein mixture,
electrophoresis, transfer of separated
proteins from the gel to the membrane,
incubation with appropriate antibodies and
the detection of the desired protein, by
using visible and infrared light.



Concentration (molar)

OH OH

METABOLIC EPIGENETIC IMMUNOLOGIC

lipids
proteins
carbohydrates

methylation
histone

methylation
histone
acetylation

minerals
enzymes

EASE OF DETECTABILITY POTENTIAL SPECIFICITY INCREASE

Detectable molecular features in tissue can be devided into five physiological categories: structural, metabolic, epigenetic, immunologic and genentic. The key factor limiting
most imaging methods is signal-to-noise related to the concentration of the feature to be imaged. Fig.1 shows detectable molecular features in tissue (specificity) vs.
concentration (sensitivity). Metabolic markers and immunologic markers (growth factors, cytokines or hormones) can be secreted at concentrations several times higher
than surface receptors, which make them easier to detect.

Pogue et al. 2015



PUMP - PROBE TRANSIENT
ABSORPTION SPECTROSCOPY
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The real-time In vivo neurosurgical @“%
Raman system in our laboratory

Kamera

CCD USB
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RAMAN SPECTROSCOPY
GUIDES IN VIVO BRAIN
OPTICAL BIOPSIES
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STANDARDOWA MIKROSKOPIA OPTYCZNA
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Obrazowanie Ramana

Mikroskopia Ramana
Konfokaina mikroskopia Ramana

Zebranie przestrzennie rozdzielonych danych metodg skanowania zogniskowanej
wigzki laserowej, albo przesuwanie probki za pomocg mikroskopowego stolika
translacyjnego

Otrzymane dane zostajg wykorzystane do zbudowania obrazu spektralnego

Ulepszenie obrazéw spektralnych metodami statystycznymi Principal Component
analysis (PCA), Vertex Component Analysis (VCA), Hierarhical Cluster Analysis (HCA)



Obrazowanie Ramana O s

N CJIEREINERE
Konfokalna mikroskopia Ramana

Zebranie przestrzennie rozdzielonych danych metoda skanowania zognhiskowanej
wigzki laserowej, albo przesuwanie probki za pomocg mikroskopowego stolika
translacyjnego

Otrzymane dane zostajg wykorzystane do zbudowaniza cirazu spektralnego

Ulepszenie obrazow spektralnych metodami statystycznymi Principal Component
analysis (PCA), Vertex Component Analysis (VCA), Hierarhical Cluster Analysis (HCA)



Obrazowanie Ramana

Mikroskopia Ramana
Konfokalna mikroskopia Ramana

Zebranie przestrzennie rozdzielonych danych metodg skanowania zogniskowanej
wigzki laserowej, albo przesuwanie probki za pomocg mikroskopowego stolika
translacyjnego

Otrzymane dane zostajg wykorzystane do zbudowania obrazu spektralnego

Ulepszenie obrazow spektralnych metodami statvstycznymi Principal Component
analysis (PCA), Vertex Component Analysis (VCA), Hierarhica! Cluster Analysis (HCA)
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Fig. 5: Color- coded image of the different regions of the cell.

i [
Using the CRM 200 and its software tools, it is not neccessary to 300 pm

dye the sample in advance.

Raman human breast tissue image-

llphne) DS (o e Raman ,,optical histopathology” image

Typically, the sample in Raman imaging is illuminated with ca. 10 mW of the laser power focused into a spot
of ca. 200 nm radius that gives a power density of 107 W/cm? which is about a limit of damage for the biological tissue.
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Na-rysunku przedstawiono konstrukcje obrazu powstajgcego w mikroskopie. Wigzka promieni,
przeéhddzaca przez obiektyw, tworzy odwrdcony, rzeczywisty i powiekszony (do ok. 100 razy)
obraz badanego przedmiotu. Nastepnie obraz ten jest oglagdany przez okular, petnigcy role lupy,
ktéra go dodatkowo powieksza do okoto 20 razy.

Przyblizone powiekszenie mikroskopu optycznego mozna obliczy¢ ze wzoru:

gdzie: | — dtugosc¢ tubusu mikroskopu, D = 25 cm — odlegto$¢ dobrego widzenia, f, — ogniskowa
obiektywu, f,, — ogniskowa okularu.

Maksymalne powiekszenie uzyskiwane przez mikroskop optyczny jest ograniczone poprzez
zjawisko dyfrakcji swiatta, ktore przy duzych powiekszeniach znacznie

zmniejsza zdolnosc¢ rozdzielczg przyrzadu. W celu uzyskania powiekszen wiekszych od 2000 razy
nalezy postuzyC sie mikroskopem elektronowym, ktory dziata w oparciu o prawa fizyki kwantowej.



Okular



okular

obiektyw




Obrazowanie Ramana

zjawisko dyfrakcji swiatta,
ktore przy duzych
powiekszeniach znacznie
zmniejsza zdolnosc
rozdzielczg przyrzadu

5, = 0.61 A/ NA

5. =2An/(NA)?

ax —

alphazoo R Beam Path o6. multi mode fiber

scopy system UHTS 300




CONFOCAL FLUORESCENCE MICROSCOPY

Principal Light
Pathways in omultiplier
Confocal Microscopy Detector
= Detector

Pinhole
Aperture

Emission
Laser Light Ray
Excitation Out-of-Focus
—Fluorescence

Emission

Light Ray

‘ | 9— photomultiplier (PMT)

I
Light Source

inhole sl — Objective
8Iat =0.61 A/ NA — Aperture
Specimen\ Light Ray

Focal
Planes

Beam Splitter

Iateril

5, =2An/(NA)? Focal plane

Z Control

3D imaging and deep profiling
due to confocal configuration

wide-field microscopy

: >>
axial it
The lateral and axial spatial resolution, 5., and &,,, are determined by the diffraction limit, as discussed before:
31 = 0.61 1/ NA 3., =2An/(NA)?

where A is the wavelength of exciting light, n the refractive index, and NA the numeric aperture of the objective.



Dyfrakcja na szczelinie
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Kryterium Rayleigha zdolnos¢ rozdzielczafrzyrzad

orientacyjne kryterium pozwalajgce ocenic, czy dwie linie
widmowe Swiattfa sg rozdzielone. Lord Rayleigh,
najprawdopodobniej autor pojecia ,,zdolnos¢ rozdzielcza”, za
warunek rozrdznialnosci obrazéw dyfrakcyjnych dwoch
rownolegtych linii widmowych przyjat nastepujgce kryterium:

Maksimum jednego obrazu
dyfrakcyjnego lezy w miejscu
minimum drugiego obrazu

Kryterium to stosowane jest do okreslania zdolnosci rozdzielczej
elementdéw i uktadéw optycznych. Nie jest ono scistym prawem i ma
charakter jedynie narzedzia pomocniczego. W zaleznosci od
warunkéw (natezenia Swiatta, braku lub obecnosci Swiatta
rozproszonego, powierzchni ekranu) mozna rozrézniaé obiekty, ktore
nie spetniajg scisle kryterium Rayleigha. W niesprzyjajgcych
warunkach, nawet obrazy spetniajgce warunek Rayleigha moga
pozostac nierozrdznialne.
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APERTURA NUMERYCZNA

NA = nsiniQ)

(a)ax=7" NA=012 .
(b) (x = 20° NA = 0.34 NA=n sin @

(c) ot = 60° NA = 0.87

0 - potowa maksymalnego kata
pod ktorym swiatto moze padac
z punktu na przyrzad
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KONFOKALNA MIKROSPEKTROSKOPIA RAMAN

FMT/APD
mutimode fiver spectrometer
fifter
singlemaode fiber

ﬂ feedback laser +
fiber-coupler = - - .\

N
I b

jamp @ Eﬂ confocal
microscope
.—

AFM

I laser ¥ }

Konfokalny mikroskop
ramanowski




Advantages of Raman
microscopy over fluorescence

eRaman spectroscopy needs no external labelling
eRaman scattering (induced polarizability)

eBiochemical signatures of the molecules are richer as each component of
the tissue provides its own pattern of vibrational behaviour, for example
nucleic acids, lipids, biological chromophores, proteins are characterized by
norrow vibrational peaks in different spectral regions
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SKANINGOWA KONFOKALNA MIKROSPEKTROSKOPIA RAMANA

400 600 800 1000 1200 1400 16500 1800

wavenumber jcm’™)
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SKANINGOWA KONFOKALNA MIKROSPEKTROSKOPIA RAMANA
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@gmssMark Raman microspectroscopy of noncancerous

- and cancerous human breast tissues.

Cite this: Analyst, 2015, 140, 2134 .y . Ok . .
Identification and phase transitions of linoleic and
oleic acids by Raman low-temperature studies

Beata Brozek-Pluska,* Monika Kopec, Jakub Surmacki and Halina Abramczyk
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SKANINGOWA KONFOKALNA MIKROSPEKTROSKOPIA RAMANA

THE JOURNAL OF

PHYSICAL
CHEMISTRY L

A JOURNAL OF THE AMERICAN ©

He®

pubs.acs.org/JPCB

Biochemistry and Nanomechanical Properties of Human Colon Cells
upon Simvastatin, Lovastatin, and Mevastatin Supplementations:

Raman Imaging and AFM Studies

Karolina Beton™ and Beata Brozek-Pluska™
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SKANINGOWA KONFOKALNA MIKROSPEKTROSKOPIA RAMANA

1.819E5 CCD cts

0 CCD cts

Lipid droplets Proteins/DNA ]
(2820-2870 1/cm) (2900-2980 1/cm) Fluorescence of Red Oil O
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SKANINGOWA KONFOKALNA MIKROSPEKTROSKOPIA RAMANA
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