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Zastosowanie spektroskopii IR i Ramana
w analizie jakosciowej i ilosciowej.
ZASTOSOWANIE SPEKTROSKOPII RAMANA

W INZYNIER,II MATERIALtOWEJ, FARMACII,
ANALIZIE ZYWNOSCI, KONSERWACII ZABYTKOW



Zastosowania spektroskopii

Ramana
1. Analiza jakosciowa i ilosciowa

Dzieki stabelaryzowaniu czestosci drgan charakterystycznych dla poszczegolnych grup

funkcyjnych mozliwe jest przeprowadzanie z wykorzystaniem technik spektroskopii Ramana
analizy jakosciowej i ilosSciowe;j.

drganie N=0D

drgaomie N—-H zginajgce
{..amid.ii")

drganie

—NZ_ asymetryczne

DC,520,688V, BBB| MERC

1400 1500

widma Ramana i IR metanolu

fragment tablicy korelacyjnej czestosci drgan
w organicznych zwigzkach azotu y)



Dzieki stabelaryzowaniu czestosci drgan e S e

czas zliczen -02s

charakterystycznych dla poszczegolnych grup I Bt
funkcyjnych mozliwe jest przeprowadzanie z —

wykorzystaniem technik spektroskopii IR .
analizy jakosciowej i iloSciowe;j. g
Typ wigzania | Typ zwigzku chemicznego Czestosci Typ drgania
[1/cm]
C-H Alkany 2960-2850 Rozciagajace 1500 2000 2500

1470-1350 Nozycowe i
zginajace

Liczba falowsa [cm"]

C-H Alkeny 3080-3020 Rozciagajace
1000-675 Zginajace
C-H Pierscienie aromatyczne 3100-3000 Rozciagajace
Podstawiony pierscien fenylowy 870-675 Zginajace
Podstawiony pierscien fenylowy-nadtony 2000-1600 Region
charakterystyczny
: — 3600-2700 [1/cm]
C-H Alkiny 3333-3267 Rozciggajace
700-610 Zginajace 2700-1900 [1/cm]
c=C Alkeny 1680-1640 Rozciagajace 1900-1500 [1/cm]
= o Alkiny 2260-2100 Rozciggajace 1500-500 [1/cm]
c=C Pierscienie aromatyczne 1600, 1500 Rozciagajace
Cc-0 Alkohole, etery, kwasy karboksylowe, estry 1260-1000 Rozciaggajace
c=0 Aldehydy, ketony, kwasy karboksylowe, estry 1760-1670 Rozciggajace
O-H Alkohole, fenole 3640-3160 Rozciaggajace
Alkohole, fenole zwigzane wodorowo 3600-3200 Rozciagajace
Kwasy karboksylowe 3000-2500 Rozciagajace
N-H Aminy 3500-3300 Rozciagajace
1650-1580 Zginajace
C-N Aminy 1340-1020 Rozciagajace
C=N Nitryle 2260-2220 Rozciggajace
NO2 Zwigzki nitrowe 1660-1500 Rozciagajace

http://webbook.nist.gov /chemistry /

asymetryczne
1390-1260 Rozciagajace http://orgchem.colorado.edu/hndbksup

symentryczne port/irtutor/tutorial.html

http://wwwchem.csustan.edu/Tutorials/INFRARED.HTM



Drgania charakterystyczne:

C—H rozciggajgce 3000-2850 cm

C—H zginajace i nozycowe 1470-1450 cm*

C—H kotyszace, oraz grupy metylowej 1370-1350 cm™

C—H kotyszace, oraz grupy metylowej tylko dla alkanéw o dtugim tancuchu, 725-720 cm?
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Drgania charakterystyczne:

C=C rozciggajace 1680-1640 cm
=C—H rozciggajace 3100-3000 cm
=C—H zginajgce 1000-650 cm*
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Drgania charakterystyczne:

—C=C- rozciggajgce 2260-2100 cm™*
—C=C-H: C—H rozciggajgce 3330-3270 cm™*
—C=C-H: C—H zginajgce 700-610 cm
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Drgania charakterystyczne:

C=0 rozciggajace:
Ketony alifatyczne 1715 cm!
Ketony nienasycone a, 3 1685-1666 cm
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Drgania charakterystyczne:
O-H rozciggajace, z wigzaniem wodorowym 3500-3200 cm™
C—O rozciggajgce 1260-1050 cm™ (s)
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Drgania charakterystyczne:

O—-H rozciggajace 3300-2500 cm™

C=0 rozciagajgce 1760-1690 cm™*

C—0 rozciagajgce 1320-1210 cm™?

O-H zginajagce 1440-1395 i 950-910 cm™*
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Drgania charakterystyczne:

H—C=0 rozciggajgce 2830-2695 cm

C=0 rozciggajgce:
alifatyczne aldehydy 1740-1720 cm™
nienasycone o, 3 aldehydy1710-1685 cm

’“m [

% Transmittance

butyraldehyde a _'W [ﬁm
C-C—C-C 1 \
1 2073 745
.T"—: C-H 7

strstch C—H siretches

(aromatic) (aldehydes)

3 . . . ;
4000 2000

Wavenumbers (cm-1)

W Transmittance

benzaldehyde

H

\

c=0 \ o, B-unsaturated
stretch 1696 aldehyde

v . . .
4000 0
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Y Transmittance

Drgania charakterystyczne:
C=0 rozciggajgce

Alifatyczne 1750-1735 cm™

a, B-nienasycone 1730-1715 cm™
C—0 rozciggajace 1300-1000 cm*

2981

C—H stretch
(alkyl)
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0 H H
[ |

=C—C—0—-C—C—H
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4000
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2. Analiza przejs¢ fazowych

PA-MCH

¢=2.23mol/dm* PA-MCH

2.31mol/dm’
Toen =145K

MCH

warming
—_—
|

solid PA solid PA ' homogenous
solid M;CH normal liquid MCH i : liquid
: ; : solution

=]
£
=
£
Q
[%5]
[}

540 550
wavenumber (cm”)

180 200

temperature (K)

PA-MCH, c=2,31M
skany DSC

Porownanie diagraméw DSC oraz widm
CEINERE! dla uktadu PA-
metylocykloheksan pozwala neatMCH
jednoznacznie  stwierdzié  zdolnos¢ e
spektroskopii Ramana do analizy przejs¢
fazowych

PA-MCH, c=2,31M
zakres niskoczestosciowy

wavenumber (cm™)
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Jeszcze wiec

http://w
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3. Analiza uktadow biologicznych
3A. Zastosowanie spektroskopii Ramana w badaniu nowotworéw

Spektroskopia Ramana jest rowniez technika uzyteczna w analizie uktadéw biologicznych.

003BKT o 0001 KT

I3
=
[}
3
E

"0 400 800 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600
relative wavenumber (om)
536 560 CEG

0 400 80D 1200 1600 2000 2400 2800 3200 3600
relative wau‘enun‘uherjcm"]
538 &G0 L5

514 §15  Inmi . -
514 &15  fom)

Wi.dma Ramana Widma Ramana
a) i b) tkanka zdrowa a) tkanka zdrowa
c) tkanka nowotworowa b) tkanka nowotworowa

c¢) krew obwodowa
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Intensity [cts/s]

T
2000

wavenumber [em'']

f
!

——K90T14 - 250K
——K90T15 - 200K T
—— K90T16 - 170K 4
——K90T1T - 150K
—— K90T18 - 110K
——K90T19 -

Intensity [cts/s]

wavenumber [cm™]

Niskotemperaturowe widma Ramana
a) tkanka zdrowa

b) tkanka nowotworowa kriostat




4. Konfokalna mikroskopia Ramana

alpha300 series - measurement resulis _WI Tec

focus innovations

1. Healthy tissue (from surgery)

4a. Analiza tkanek gruczotu piersiowego

(a) Stitching image: (b) Single Spectra:

ex-vivo

alpha300 series - measurement results
Single spectra

Wavelength [nm]: 532
Obijective: 50x 0.50NA
Integration Time [s]: 0.2
Accumulations: 5
Figure 4

Figure 1.a. shows a stitching image composed of hundreds of video images for a larger overview of the sample. Two
single spectra, Fig.1.b.,were achieved at the positions marked in the stitching image, Fig.1.a., with a integration time
of0.2s.

Using the confocal Raman
Microscope alpha500 R, samplé, 3

was measured using a 532 n

laser for Raman imaging and & [ o]
50x objective with a numerical [Readlul
aperture (N.A.) of 0.50.

W

Figure 4. (a) shows the stitching image (2x2 mm) of sample 3 composed of hundreds
of single video images. (b) The Raman image (1.75x1.75 mm) of the region marked in
(a) obtained by basis analysis from the average spectra, is shown in (c). These three
N . spectra were averaged from three different areas in the sample. The spectra blue and
http//wwwmltr p IOdZ‘pI/ra man red show differences in relative intensities of some Raman bands. The colors of the
spectra correspond to the colors in the image. Mixed areas are displayed as mixed

colors.

http://www.witec.de

Jlices

3. Healthy tissue (histopathological sample)

(a) Stitching image: (b) Raman image (XY): (c) Averaged spectra:

Image Scan (XY):
Points per Line:
Lines per Image:
Scan Width [um]:
Scan Height [um]:
Integration Time [s]:

16



4b. Analiza komodrek skory in-vivo

skora nawilzona

http://www.horiba.com skora sucha

17



4c. Widma komoarek bakterii

Nucleic acids
Nucleic acids
Nucleic acids
PhenwamnME
Carbohydrate
Nucleic acids

Protein
Protein

40
Length X (nm)
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o
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o
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c
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£

widok kolonii bakterii

800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

Raman shift wavenumber (cm™)

widmo Ramana pojedynczej komorki bakterii

http://www.horiba.com
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5. Analizy farmaceutyczne

]

2000

g
=
> 4000

paracetamol- N-(4-
hydroksyfenylo)acetamid

widma Ramana
sktadnikow tabletki

http://www.horiba.com

10 000
X (um)
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jest odmiang mikroskopii swietlnej
charakteryzujaca sie zwiekszonym kontrastem, a zatem i
rozdzielczoscig. Podstawy obrazowania konfokalnego zostaty
opatentowane przez
w 1961.

: Detektor

y Pinhole

4
."l/ I‘:?'\

4

Lustro
Lustra 4| dichroiczne
skanujace i M S

Obiektyw

Robin J.H. Clark

Raman microscopy: sensitive probe of pigments on manuscripts,
paintings and other artefactsq

Journal of Molecular Structure 480-481 (1999) 15-20

Skanerw osi Z

Mikroskop konfokalny
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Identyfikacja materiatdw uzytych w dzietach sztuki o historycznej
wartosci, obrazach, drukach znajdowata sie od dawna w centrum
zainteresowania historykéw sztuki. Niejednokrotnie odkrycia dotyczace
zastosowanych materiatéw prowadzity do rozszerzenia stanu naszej
wiedzy o technologii chemicznej, sposobach przenoszenia wptywow
kulturowych czy szlakach handlowych w minionych czasach.




Colour

Blue

Black
Yellow

Red

Purple
Brown

Orange

Green

,‘ Charakterystyka pigmentéw pomaga w: renowacji — aby
ﬁk naprawiac zniszczone obrazy trzeba dopasowac sie do
A ‘i{& oryginalnych pigmentdow, konserwacji — aby opiekowac sie
(N dzietem sztuki trzeba znaé wptyw ciepta, $wiatta i
zanieczyszczenia Srodowiska na obiekt i aby to byto mozliwe,
konieczna jest petna identyfikacja materiatow, w tym okreslenie
daty ich powstania.

Detected pigments Formula

Prussian blue

Prussian blue + ultramarine blue

Prussian blue + barium sulfate

Carbon black

Chrome yellow

Yellow ochre

Red lead

Haematite

Gypsum + red organic pigment

Red lead + haematite

Prussian blue + anhydrite + red organic pigment

Burnt Sienna type + (vermilion) g, |'m'1mlv
Burnt Sienna type + gypsum + anhydrite + vermilion (mainly)

+

+ 3 .E.HEO + CaS0, +
Burnt Sienna type + gypsum (mainly) + CaS80,4.2H,0

+

+

Burnt Sienna type + gypsum + red lead (mainly) + CaS042H,0O + PbyO,

Burnt Sienna type + carbon black (mainly) + C

Indigo blue + chrome yellow + chrome orange CisH o PhCrO4 + PbCr0O4.Pb(OH),

Prussian blue + carbon black + burnt Sienna type ‘e[ Fe(C _,‘].3 + C+ Fey0; (mainly)

Burnt Sienna type + barium sulfate ‘2205 (mainly) + BaSOy

Chrome yellow + chrome orange + PbCrO4.PH{OH)»

Azo organic pigment + chrome yellow + chrome orange C _.( ) N -+ PbCrO, + PbCrO,4.Pb(OH),

Prussian blue + indigo blue + anhydrite + yellow organic pigment Fey[Fe(CN)g]; + (_lf,H].,N»U» + CaS04 + C,H,O N,
Prussian blue + unknown yellow chromate X,H(C

Prussian blue + chrome vellow

Prussian blue + yellow iron oxide + yellow organic pigment :

Prussian blue + phthalocyanine green FeyFe(CN)]; C ' 23



Btekit pruski Ultramaryna Btekit kobaltowy

24



Widma Ramana barwnikéw oraz charakterystyczne dla nich czestosci.

Intensity —
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Wavenumber / cm™’
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Btekit kobaltowy: 203, 512 [1/cm] 600 500 400 300 200

Wavenumber / cm™




Widma Ramana barwnikéw oraz charakterystyczne dla nich czestosci.
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600 800 1000 1200
wavenumber/cm

Ultramaryna: 520, 570, 1100, 1160 [1/cm]

Intensity —

Btekit egipski: 114, 137, 200, 230, 358, 377,
430, 475, 571, 597, 762, 789, 992, 1012,
1040, 1086, [1/cm]

1100 900 700 500 200

Wavenumber / cm’™
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Widma Ramana barwnikow.

Pigmenty niebieskie Pigmenty Zofte

Btekit kobaltowy Chromian ofowiu-

pigment z0tty
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S6l magnezowa
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Ftalocyjaniny i ich pochodne

Ftalocyjaniny odkryto po raz pierwszy w 1928 roku w szkockiej fabryce barwnikow podczas syntezy imidu
ftalowego. Otrzymano wowcezas na dnie zelazowych reaktorow ciemnoniebieski, nierozpuszczalny osad.
Pozniejsze badania wykazaly, ze jest to kompleks ftalocyjaniny z zelazem. Ftalocyjaniny zawierajace cztery
pierscienie indolowe nie wystepuja W produktach naturalnych w przeciwienstwie do porfiryn, sktadajacych si¢
z czterech pierscieni pirolowych. Potaczone mostkami azometioninowymi pierscienie indolowe tworza uktad
sprzgzonych wigzan podwojnych zawierajacych 18 zdelokalizowanych elektronéw =@, spetniajacych regule
Hiickle’a (4n + 2) dla n = 4. Utworzony w ten sposob ptaski, aromatyczny pierscien Stanowi centrum zwigzku,
ktéry moze ulec deformacji, na przyktad w wyniku chelatowania jonu metalu (przez zastgpieniec atomow
wodoru w grupach amidowych).

Zastosowania ftalocyjanin :

zielono — niebieskie barwniki

katalizatory

swiattoczule powloki dyskow komputerowych
elementy baterii stonecznych

elementy ciektokrystalicznych wyswietlaczy
zrodto ,,czasteczkowego™ metalu

przewodniki polimerowe

potencjalne fotouczulacze w PDT
potencjalne znaczniki w PDD

Struktura czgsteczki:
a) porfiryny H,P,
b) ftalocyjaniny H,Pc (numeracja atoméw wedtug IUPAC).

28



Ftalocyjaniny i ich pochodne zastosowania medyczne

Mozemy wyrdzni¢ nastepujace etapy PDT:

1. iniekcyjne podanie fotouczulacza, ktory jest rozprowadzany po calym organizmie przez uktad krwionosny
2. akumulacje barwnika w komoérkach nowotworowych w duzo wyzszym stezeniu niz w komoérkach wykazujacych
prawidtowe czynnos$ci zyciowe (zdrowych) " =
3. osiaggni¢cie zamierzonego stezenia fotouczulacza w tkankach
4. naswietlanie $wiatlem monochromatycznym zdiagnozowanych miejsc nowotworowych — wywotanie szeregu reakcji
fotochemicznych niszczacych nowotwor
5. samooczyszczenie organizmu pacjenta z leku uczulajacego go na swiatto

— K82TO06 - bez AlIPcTs

— K82T18 - z AlIPcTs po 1,5 h
tkanka zdrowa - pacjent nr 82 z P —— K82T02 - bez AlPcTs

—— K82T20 - z AIPcTs po 24 h
tkanka nowotworowa - pacjent nr 82 K82T17-z AIPcTs po 1,5 h
—— K82T19 - z AIPcTs po 24 h

%)
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>
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==
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-
=

Intensywnosc [cts/s]

4000 6000 4000 6000

Liczba falowa [cm™] Liczba falowa [cm™]

Widma tkanki zdrowej i zmienionej nowotworowo (rak przewodowy) pochodzgcej od pacjenta nr 82
w wodnym roztworze AIPCS, (1x10-mol/dm3) , 25mW.
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WNIOSKI:

Mikroskopowa technika Ramana jest idealng metodg analityczng: czuts,
niedestrukcyjng, selektywng oraz mozliwg do zastosowania in situ. Dzieki wysokiej
rozdzielczosci przestrzennej, przestrajalnosci laserow, optymalizacji uktadow
optycznych i elektronicznych mozna juz otrzymywac w analizie dziet sztuki silne
sygnaty Ramana czy tez sygnaty rezonansowego efektu Ramana pozwalajace na
analize jakosciowa i ilosciowg badanych uktadow.
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