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Spektroskopia rozproszenia Ramana
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3.1. Wstep

Spektroskopia rozproszenia Ramana jest wazna metoda badania przej$s¢ pomig¢dzy
poziomami rotacyjnymi i oscylacyjnymi czasteczek zachodzacymi na skutek nieela-
stycznego rozproszenia $wiatla. Teoretycznie, efekt ten zostat opisany przez A. Sme-
kala w 1923 roku, a w roku 1928 hinduski fizyk C.V. Raman potwierdzit doswiadczal-
nie jego istnienie, opierajac si¢ na wynikach badan benzenu. Za to odkrycie przyznano
mu w 1930 roku Nagrod¢ Nobla w dziedzinie fizyki.

Widma ramanowskie niosa ze soba, przede wszystkim, zaszyfrowana informacj¢
o strukturze molekularnej. Moga by¢ one wykorzystane do identyfikowania niezna-
nych substancji i ich ilosci, ich przemian w reakcjach chemicznych oraz obecnosci
okreslonych ugrupowan atoméw czy tez wiazan czasteczkowych. Identyfikacje te
przeprowadza si¢ na podstawie szczegélowej analizy pasm zarejestrowanego widma.
U podstaw tej metody spektroskopowej lezy wzbudzenie rotacji lub oscylacji molekuty
poprzez oswietlenie prébki swiatlem (1) z zakresu ultrafioletowego, widzialnego lub
bliskiej podczerwieni. W wyniku oddzialywania ,,molekula — fala elektromagnetyczna”
obserwuje si¢ rozproszone $wiatlo o tej samej energii (rozproszenie Rayleigha) oraz
dyskretne skiadowe o innej, niz wzbudzajace promieniowanie, liczbie falowej (rozpro-
szenie Ramana). A zatem, rozpatrujac widmo oscylacyjne, obecne sa polozone syme-
trycznie wzgledem pasma Rayleigha nowe pary linii 0 czgstosci rownej vy £ Vo5 (pa-
sma ramanowskie), gdzie v,, odpowiada czgstosci przejs¢ pomi¢dzy oscylacyjnymi
poziomami danej molekuly. Nalezy podkresli¢, iz wielko$¢ przesunigcia pasm rama-
nowskich wzgledem rayleighowskiego nie zalezy od czg¢stosci promieniowania wzbu-
dzajacego, a wynika wytacznie z wlasciwosci czasteczek rozpraszajacych. Pasma ra-
manowskie pojawiajace si¢ przy liczbie falowej mniejszej niz ta dla $wiatta wzbudzaja-
cego (Vp — Vs ) NaZywane s3 pasmami stokesowskimi, a te przy wyzszych (v, + v, )
pasmami an?stokesowskimi. Intensywnos¢ rozpraszania Rayleigha jest ok. 107,
a Ramana 10°-10" razy mniejsza od intensywnosci promieniowania wzbudzajacego.
Dodatkowo, jak wynika z rozkladu Boltzmanna, pasma antystokesowskie sa mniej
intensywne w poréwnaniu z pasmami stokesowskimi. Stad w wigkszosci metod spek-
troskopii rozproszenia Ramana pomiar dotyczy jedynie czgsci stokesowskiej widma
ramanowskiego przedstawionej w skali wzglednych wartosci czgstosci (wyrazonych
w A cm™', tzw. przesunigcie ramanowskie) w zakresie od 4000 do 0 cm™'. Tak wyrazo-
ne widmo ramanowskie odpowiada skali czgstosci widma IR, co ulatwia z kolei po-
réwnanie tych komplementarnych wzglgdem siebie metod spektroskopowych.

Metoda rozproszenia Ramana mozna bada¢ zwiazki we wszystkich stanach skupie-
nia, a wigc gazy, ciecze, roztwory (w tym wodne), pasty, ciala stale jako proszki mi-
krokrystaliczne czy tez monokrysztaly w szerokim przedziale temperatur i ci$nien.
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Pomiar widm ramanowskich nie wymaga zastosowania skomplikowanych procedur
przygotowania probek, jak réwniez nie sa wymagane specjalnego rodzaju naczynka
pomiarowe. W technikach, gdy nie uzywa si¢ mikroskopu, badane substancje moga
by¢ umieszczane w ilosci okoto miligrama w kapilarach (najcz¢sciej szklanych) prze-
zroczystych dla promieniowania wzbudzajacego lub bezposrednio eksponowane na
dziatanie promieniowania w dowolnie zaprojektowanym naczynku. Do pewnych spe-
cjalnych pomiaréw (np. badania przebiegu reakcji chemicznych) stosuje si¢ naczynka
przeplywowe, w ktérych nast¢puje mieszanie si¢ dwdch substancji reagujacych ze
soba. Niewatpliwa zaleta spektroskopii ramanowskiej jest mozliwos¢ jej zastosowania
dla prébek w roztworach wodnych (szczegélnie przydatne dla probek biologicznych),
gdyz widmo ramanowskie wody jest ubogie, pasma wykazuja stosunkowo stabg inten-
sywnos¢ wynikajaca z malej polaryzowalnosci molekut wody. Podstawowym proble-
mem utrudniajacym otrzymanie widm ramanowskich jest wystgpowanie tla fluore-
scencyjnego. Usuniecie lub zmniejszenie tego efektu mozna zrealizowaé¢ m.in. po-
przez:

¢ dodanie do badanej substancji tzw. wygaszaczy (KBr, Nal, KI),

zastosowanie techniki impulsowego wzbudzania prébki,

wykonanie pomiaru w antystokesowskiej czgsci widma,

zmiang dtugosci fali promieniowania wzbudzajacego,

oczyszczenie probki z zanieczyszczen fluorescencyjnych,

naswietlanie probki przed pomiarem.

Klasyczna teoria (teoria Placzka) wyjasnia zjawisko rozproszenia Ramana, opie-
rajac si¢ na generowaniu Swiatta rozproszonego poprzez indukowany moment dipolo-
wy (3.1), ktéry powstaje w molekutach pod wplywem oddzialywania z padajacym
promieniowaniem elektromagnetycznym:

Mind. = Q¢ E, 3.1
gdzie: a - tensor polaryzowalnosci, E — wektor elektryczny fali elektromagnetyczne;j.

Tensor polaryzowalnoSci jest dodatkowo zaburzony przez drganie normalne, stad
indukowany moment dipolowy jest rowniez modulowany przez dany rodzaj oscylacji.
Ostatecznie wiec mozna wyrazi¢ moment dipolowy przez ponizsze roéwnanie (3.2):

Mg =B cos2mvy + = ( 30, ) O.cc0Fg x[cos 2mc(vy — VIt + cos 2mc(vy + Vo ).
3.2)

Wyrazenie to wyjasnia, jak indukowany, a zarazem oscylujacy moment dipolowy
wytwarza jednoczes$nie promieniowanie elektromagnetyczne o trzech czgstosciach
odpowiadajacych kolejno: rozproszeniu Rayleigha, stokesowskiemu i antystokesow-
skiemu rozpraszaniu Ramana. Teoria ta wyjasnia réwniez niezalezno$¢ przesunigcia
ramanowskiego od diugosci fali promieniowania wzbudzajacego i okresla warunek
konieczny, aby nastapilo rozproszenie Ramana. Mianowicie, w widmie Ramana poja-
wiajg sie jedynie pasma tych drgan normalnych, w czasie ktérych nastgpuje zmiana
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przynajmniej jednej skladowej tensora polaryzowalnosci. Nalezy podkresli¢, iz kazda
czasteczka posiada niezerowg warto$¢ polaryzowalnosci, a wigc zawsze rozprasza
$wiatto na sposob Rayleigha, ale, jak wykazano powyzej, niekoniecznie w sposéb ra-
manowski. Ten klasyczny opis zjawiska rozproszenia swiatta wyjasnia poprawnie je-
dynie pojawienie si¢ jego trzech skfadowych. Jednakze prawdopodobienstwo przejs¢
energetycznych okresla prawidlowo wytacznie jego opis kwantowo-mechaniczny.

Wedtug podstawowych zasad mechaniki kwantowej energia stanéw rotacyjnych,
oscylacyjnych czy tez elektronowych jakiegokolwiek systemu molekularnego moze
przyjmowac jedynie wartosci dyskretne (kwantowane) i odpowiada stanom stacjonar-
nym molekuty opisanych przez jej funkcj¢ falowag ¥.

Rozwigzaniem réwnania wiasnego dla stanéw oscylacyjnych w przyblizeniu har-
monicznym jest wyrazenie (3.3):

E, =hv,+1/2), (3.3)

a wynikaja z niego nastgpujace konsekwencje:

e energia oscylacyjna molekuly w jej stanie podstawowym przyjmuje niezerowa
wartos¢,

¢ odstepy pomigdzy kolejnymi poziomami oscylacyjnymi sa takie same,

¢ kwantowa reguta wyboru brzmi, iz oscylacyjna liczba kwantowa v moze si¢ zmie-
nia¢ jedynie o wartosé 1 (stad w widmie obecnos¢ tonu podstawowego).

Uwzglednienie anharmoniczno$ci powoduje zmiang odlegtosci pomigdzy po-
szczegélnymi poziomami oscylacyjnymi oraz przede wszystkim rozszerzenie reguly
wyboru, gdzie wzrasta prawdopodobienstwo przejs¢ dla Av = £2, £3, ..., i dlatego
w widmie obserwowane sa nadtony (Av = +2 zwana jest pierwszym nadtonem, +3
drugim itd.). Podejscie kwantowe wyraznie wskazuje, iz promieniowanie jest absor-
bowane lub emitowane réwniez w sposéb kwantowany, gdyz zachodzi na skutek
przejs¢ pomigdzy dwoma stanami energetycznymi czasteczki.

Diagram energetyczny (rys. 3.1) przedstawia dwufotonowg nature efektu rozpra-
szania Rayleigha i Ramana wynikajaca z regut kwantowych: absorpcj¢ fotonu do stanu
wirtualnego lezacego ponizej wzbudzonego stanu elektronowego oraz emisje (po
~ 107 s) tworzaca inny foton o tej samej (rozproszenie Rayleigha), nizszej (stokesow-
skie rozproszenie Ramana) lub wyzszej energii (antystokesowkie rozproszenie Rama-
na).
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RYS. 3.1. Diagram energetyczny przejs¢ pomigdzy oscylacyjnymi poziomami dla rozproszenia
Rayleigha i Ramana.

Aby jakiekolwiek przejscie energetyczne byto dozwolone, jego moment przejscia
musi przyjmowaé wartosci rézne od zera (3.4):

@ = (0| @|¥3) 0. (3.4)

W przypadku rozproszenia Ramana decyduje o tym zmiana polaryzowalnoSci
w czasie przejScia ze stanu oscylacyjnego n do m.

Podejscie kwantowe, jako jedyne, prawidlowo opisuje intensywno$¢ promieniowa-
nia rozproszonego dla przejscia n—m i wykazuje jego zalezno$¢ od oscylacyjnej liczby
kwantowej. Integralna intensywno$¢ promieniowania ramanowskiego jest zalezna od
czwartej potegi czestosci swiatla rozproszonego i kwadratu pochodnej polaryzowalno-
$ci wzgledem danej wspotrz¢dnej normalnej i jest wyrazona ogdlnie przez zaleznosé
(3.5):

Tocly (Vot Vose)' * | uml 3.5)

Przekr6j czynny na rozpraszanie (proporcjonalny do (v £ Vos)! * |@um|?) ma istotne
znaczenie fizyczne, gdyz okresla prawdopodobienstwo przejs¢ pomigdzy poszczegdl-
nymi poziomami dwufotonowego procesu, jakim jest rozproszenie Ramana.

W celu okreslenia stosunku intensywnosci skladowych swiatla rozproszonego nale-
zy rozwazy¢ populacj¢ molekul na poszczegdlnych stanach oscylacyjnych w okreslo-
nej temperaturze (rozklad Boltzmanna). Trzeba pamigtac, iz w warunkach normalnych
najwigksza ilosé czasteczek znajduje si¢ w podstawowym stanie oscylacyjnym (v = 0).
Stad tez wynika wieksza intensywnos$¢ pasm stokesowskich w poréwnaniu z antysto-
kesowskimi. Stosunek ten mozemy wyrazi¢ nastgpujaco (3.6):



3. Spektroskopia rozproszenia Ramana 69

I -
Stokes Vose.

Janty-Stokes _ (Vo + Vosc ! hv,
= expl — —= |, (3.6)
(o~ Vese) kT
W przypadku zastosowania promieniowania widzialnego lub nadfioletowego
W >> Ve, @ Wige czion przed eksponenta w powyzszym réwnaniu jest prawie rowny
jednosci i zaleznos¢ t¢ sprowadza si¢ do wzoru (3.7):

Tanty-Stokes P( h Vosc )
—_—=eXp ———- 3.7
1 Stokes kT ( )

Tak wiec o stosunku intensywnosci decyduje stosunek obsadzen poziomdéw oscylacyj-
nych i temperatury, w jakiej znajduje si¢ drgajaca czasteczka.

Kazda molekul¢ mozna scharakteryzowaé poprzez tensor polaryzowalnosci wyni-
kajacy z jej wlasciwosci strukturalnych. Stad tez jesli czasteczka jest izotropowa, to jej
polaryzowalno$¢ ma tg samg wartos¢ we wszystkich kierunkach. W przypadku anizo-
tropowos$ci molekuly wartos¢ polaryzowalnosci przynajmniej w jednym kierunku jest
inna od dwéch pozostatych (np. a.. # @, = a;) i zalezy od budowy tej molekuty.
W tym ostatnim przypadku istotne znaczenie w opisie widma Ramana odgrywa pomiar
wspélczynnika depolaryzacji p, wyrazonego nastepujaco (3.8):

3,2
= , 3.8
p 45¢:t§2r +4y2 38

gdzie a jest Y4 $ladu tensora polaryzowalnosci, a y jego anizotropia.

Pomiar stopnia depolaryzacji dokonuje si¢ poprzez rejestracj¢ widma kolejno przy
polaryzacji prostopadiej (90°) i réwnoleglej (180°), a nastepnie zastosowanie dla kaz-
dego z pasm wzoru (3.9):

p=1./1. (3.9)

Wartos¢ tego wspotczynnika pomaga okresli¢ symetri¢ drgania normalnego i dla
spolaryzowanego $wiatta wzbudzajacego (np. swiatlo lasera) przyjmuje wartosci od 0
do %. Stad mozemy rozwazy¢ nastgpujace przypadki:

e p=7% oznacza calkowicie asymetryczne lub zdegenerowane drganie (np. B,, T), dla
ktérego a, =0, a y = 0. Pasma odpowiadajace tej wartosci p sa zazwyczaj o niskiej
intensywnosci i nazywane pasmami zdepolaryzowanymi,

e p < % oznacza drganie symetryczne (np. A), dla ktérych a; i y sa rozne od zera.
Pasma odpowiadajace tej z kolei wartosci p sa zazwyczaj bardziej intensywne i na-
zywane pasmami cz¢sciowo spolaryzowanymi,

e oraz szczeg6lny przypadek, gdzie p = 0, oznacza petnosymetryczne drganie (np.
A)), dla ktérego a; # 0, a y = 0. Pasma odpowiadajace tej wartosci p wykazuja
znaczna zazwyczaj intensywnosc i s3 nazywane pasmami catlkowicie spolaryzowa-
nymi.
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Niezwykle pomocne w analizie widm ramanowskich jest rozwazenie symetrii mo-
lekuty (a wigc jej mozliwej struktury molekulamne;j) i jej wptywu na postaé widma.
3N-6(5) drgan normalnych N atomowej czasteczki (patrz rozdziat 1) moga by¢ sklasy-
fikowane wedlug wiasciwosci jej grupy punktowej. Na przyklad, czasteczka H,O
o grupie punktowej C,, posiada dwa drgania o symetrii 4, i jedno o symetrii B,. Czy-
telnik moze si¢ zapoznaé ze szczegétami dotyczacymi teorii grup w literaturze [1, 2].
Nastepnie rozwazania dotyczace teorii grup pozwalaja na przewidywanie ilosci aktyw-
nych drgan w widmie rozproszenia ramanowskiego. Méwi o tym reguta wyboru wska-
zujaca, iz drganie jest aktywne w Ramanie, jesli ktérakolwiek ze sktadowych polary-
zowalnosci jest o tej samej symetrii jak to drganie.

Nalezy réwniez podkresli¢, iz ilo§¢ drgan aktywnych w widmach rozproszenia Ra-
mana, wyznaczonych na podstawie teorii grup, moze by¢ inna niz ilo§¢ obserwowa-
nych pasm w zarejestrowanym widmie. Rozbieznosci te moga wynika¢ m.in. z obec-
nosci w widmie nadtonéw, pasm kombinacyjnych, rezonansu Fermiego, zniesienia
degeneracji niektérych drgan ze wzgledu na obnizenie symetrii molekuly czy tez wy-
stgpowania danej czasteczki w formie r6znych izomeréw.

Metoda pomagajaca w opisie widma ramanowskiego jest jego analiza pod katem
charakterystycznych drgan grup atomow. Wystepuja one w okreslonych zakresach
widma i s3 niezalezne od pozostalej czesci czasteczki (np. drganie rozciagajace C—H
spodziewane jest w zakresie liczb falowych 2850-3400 cm™). Czgstosci grupowe sa
nieodlacznie zwiazane z ré6znymi kryteriami podziatu drgan. Rysunek 3.2 przedstawia
rodzaje drgan na przykladzie grupy XY,. | tak drgania zwiazane ze zmiang dlugosci
wiazania nazywamy drganiami rozciagajacymi, a te zmieniajace kat pomigdzy atoma-
mi — drganiami deformacyjnymi lub zginajacymi (np. drganie nozycowe). Uzywajac
tablic z czgsto$ciami grupowymi, mozna opisaé jako$ciowo widmo Ramana i zidenty-
fikowaé grupy atomow odpowiedzialnych za poszczegolne drganie, a wiec zdefinio-
waé pochodzenie pojawiajacego si¢ pasma (przyktadowe tablice mozna znalez¢ w [3]).

Inne kryterium podzialu wynika z symetrii wychylenia (tj. drganie symetryczne
i asymetryczne) czy tez, jak w przypadku molekut ptaskich, rozréznia si¢ drgania
w plaszczyznie (ang. in-plane) i poza plaszczyzna (ang. out-of-plane).

Kazde z tych drgan mozna réwniez rozpatrywaé ze wzgledu na wyzej wspomniane
zasady teorii grup. | tak drgania typu A4 to drgania niezdegenerowane, symetryczne
wzgledem osi 0 najwyzszej krotnosci, typu B to takze drgania niezdegenerowane, ale
antysymetryczne wzgledem osi o najwyzszej krotnosci, a typu £ i T (F) to drgania
kolejno dwu- i trzykrotnie zdegenerowane. Dodatkowe indeksy przy symbolu, takie jak
1i2,'i", g (gerade) oraz u (ungerade) okreslaja symetri¢ drgania wzgledem: kolejno
osi o innej krotnosci niz o$ giéwna, ptaszczyzny czy srodka inwersji.
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RYS. 3.2. Rodzaje drgan molekuly XY,.

Jednakze nalezy pamietac, iz koncept czgstosci grupowych moze byé stosowany
tylko wtedy, gdy oscylacj¢ danej grupy mozna przyjaé jako ,,izolowana” w stosunku do
innych drganh molekuty. Inaczej méwiac, gdy dana oscylacja (wspdtrzgdna wewngtrz-
na) stanowi ponad 50% energii potencjalnej w danym drganiu normalnym (PED, ang.
potential energy distribution).

Eksperymentalnie, przypisanie pasmom drgania poszczeg6lnych grup atoméw opie-
ra si¢ rowniez na obserwacji przesunigcia izotopowego (zmiany czgstosci okreslonego
drgania na skutek wprowadzenia innego izotopu danego atomu). Przy czym zaklada
si¢, iz podczas zmiany izotopu nie zmienia si¢ rozklad gestosci elektronowej, a wigc
nie zmienia si¢ stala sitowa danego wiazania. Wielkos¢ tego przesuniecia okresla sie,
korzystajac z rownania (3.10):

— 1 k
a7 vl

gdzie: k — stala sitowa, yq — masa zredukowana, ¢ — predkos¢ swiatla (patrz rozdziat 1).

(3.10)

Przyjmuje si¢ rowniez, iz znacznemu przesunigciu ulegaja jedynie pasma, ktdre re-
prezentuja ,,izolowane” drgania grupy atoméw ze zmienionym izotopem. Nalezy jed-
nak pamiegtaé, iz w prawie kazdym drganiu normalnym moze by¢ nawet niewielki
przyczynek do oscylacji tejze grupy, a wigc jego czgstos¢ réwniez moze ulec nieznacz-
nemu przesunigciu.

Przedstawione powyzej metody opisu widm rozproszenia Ramana opieraja si¢ na
uzyskanych danych doswiadczalnych. Niemniej jednak trudno sobie obecnie wyobra-
zi¢ doktadng interpretacje widm oscylacyjnych bez uzycia metod kwantowo-chemicz-
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nych, a wéréd nich przede wszystkim DFT (ang. density functional theory). Zastoso-

wanie tego typu podejscia do opisu widma oscylacyjnego (zaré6wno IR jak i Ramana)

opiera si¢ na kilku etapach:

o skonstruowaniu modelu lub kilku modeli strukturalnych o zadanej symetrii dla
danej molekuty,

e optymalizacji ich geometrii, czyli otrzymaniu struktury o najmniejszej wartosci
energii wewngtrzne;j,

e obliczeniach dla tej ostatniej struktury molekulamnej czg¢stosci drgan w przyblizeniu
harmonicznym, ich symetrii, intensywnosci pasm IR i Ramana oraz wspétczynni-
ka depolaryzacji,

e poréwnaniu eksperymentalnych i teoretycznych widm dla wybranego optymalnego
modelu,

e opisie doswiadczalnego widma na podstawie obliczonych wartosci PED lub wizu-
alizacji poszczegdlnych drgan dla wybranego w poprzednim kroku modelu.

Doktadny opis przedstawionych powyzej ppje¢ spotykanych w spektroskopii rama-
nowskiej mozna znalez¢ w literaturze [2, 4-6].

3.2. Opis aparatury

Fourierowski spektrometr ramanowski zostal przedstawiony na rysunku 3.3, a jego
zasadnicze elementy to:

laser = komora pomiarowa = interferometr = detektor

3.2.1. Laser

Wyraz ,laser” jest skrotem pelnej angielskiej nazwy mechanizmu jego dziatania: light
amplification by stimulated emission of radiation — wzmocnienie $§wiatta przez wymu-
szona emisj¢ promieniowania. Zjawisko emisji wymuszonej (A. Einstein, 1917) polega
na oddziatywaniu fotonu ze wzbudzonym atomem, jonem lub molekuta o energii
wzbudzenia réwnej energii fotonu, w wyniku ktérego powstaje drugi foton o tych sa-
mych wlasnosciach co foton inicjujacy. Zjawisko to musi towarzyszy¢ absorpcji
i emisji spontanicznej. W osrodku czynnym lasera wytwarzany jest stan inwersji obsa-
dzen oraz oswietlany promieniowaniem, aby efektywnie spowodowac emisj¢ wymu-
szong w okreslonym kierunku. Inwersj¢ obsadzen osiaga si¢ przez pompowanie osrod-
ka czynnego. Rezonator optyczny zapewnia selektywne sprzg¢zenie zwrotne dla pro-
mieniowania emitowanego przez laser. Zasadnicza cz¢scig rezonatora jest uklad dwoch
zwierciadet, z ktérych jedno jest nieprzepuszczalne (wspétczynnik odbicia R = 100%),
drugie — czgsciowo przepuszczalne (R = 95%), co pozwala na wyprowadzenie czgsci
promieniowania na zewnatrz. Taka catos¢ ztozona ze zwierciadet i osrodka czynnego
stanowi rezonator optyczny.
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RYS. 3.3. Fourierowski spektrometr ramanowski (Bio-Rad Raman Accessory).

Widmo ramanowskie jest wzbudzane promieniowaniem monochromatycznym
emitowanym przez laser. Takie promieniowanie cechuje sie duzg gestoscig promie-
niowania i jest spolaryzowane, tzn. sktadowa elektrycznej fali elektromagnetycznej jest
falg ptaska.

W spektrometrach fourierowskich stosuje sie najczesciej laser Nd:YAG (granat
itrowo-glinowy z domieszkg jondw neodymu Nd3+ Y3AI5012 + Nd2C>3) chtodzony
powietrzem lub wodg o mocy rzedu jednego watg pracujacy w sposob ciggly w zakre-
sie bliskiej podczerwieni, 2 = 1064 nm.

3.2.2. Prébka

Whnetrze komory pomiarowej przedstawia rysunek 3.4. Badana probka moze mieé
dowolny stan skupienig zazwyczaj umieszczana jest w szklanej lub kwarcowej kapila-
rze. Monokrysztat mozna umiesci¢ bezposrednio na drodze wiazki promieniowania
wzbudzajacego. Minimalna ilos¢ probki jest rzedu mg. W typowych rozwigzaniach
50% promieniowania jest odbijane przez ptytke, a 50% przechodzi przez nia.
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RYS. 3.4. Wnetrze komory pomiarowe;.

3.2.3. Interferometr Michelsona

Zasada dziatania interferometru Michelsonajest przedstawiona w rozdziale 1.

3.2.4. Detektor

W spektrometrach fourierowskich stosuje sie detektory InGaAs pracujgce w temperatu-
rze pokojowej lub bardzo czute detektory germanowe dziatajgce w temperaturze cie-
ktego azotu.

3.2.5. Pordwnanie spektrometrow dyspersyjnych i fourierowskich

Intensywnos$¢ rozpraszania ramanowskiego jest proporcjonalna do stezenia i grubosci
warstwy (objetosci, w jakiej powstaje sygnat ramanowski) badanej probki, zgodnie
z wzorem (3.11):

I=kkcl—v™Mcl. (3.11)

Zalezy réwniez od czwartej potegi czestosci promieniowania padajacego V0, co juz
weczesniej byto dyskutowane. Oznacza to, ze najsilniejsze rozpraszanie ramanowskie
uzyskujemy, stosujgc do wzbudzen lasery z zakresu UV (krdtkie fale = wysokie cze-
stosci), najstabsze za$ dla zakresu IR (dtugie fale = niskie czestosci) (patrz rys. 3.5).

Zastosowanie w spektrometrach fourierowskich laserow Nd:YAG pracujgcych
w zakresie podczerwieni powoduje ,,ucieczke” od fluorescencji (w tym zakresie pro-
mieniowania nie obserwuje sie przejs¢ elektronowych), ale intensywnos¢ swiatta roz-
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proszonego jest zredukowana poprzez wspomniany czynnik vg . Zastosowanie interfe-

rometru powoduje jednak czg$ciowa kompensacj¢ tego zjawiska, gdyz brak szczeliny
daje wzmocnienie sygnatu o ok. 2 rzgdéw wielkosci w poréwnaniu do spektrometréw
dyspersyjnych. Stosowanie lasera Nd:YAG w spektrometrach fourierowskich impli-
kuje tez mozliwo$ci detekcji promieniowania rozproszonego. Dla tego zakresu wid-
mowego nie moga by¢ stosowane wielokanalowe, czule detektory CCD (uzywane
cze¢sto w spektrometrach dyspersyjnych), wykorzystuje si¢ natomiast detektory Ge lub
InGaAs, ktore niestety charakteryzujq si¢ wyzszym szumem i nizsza czuloscia.

Podsumowujac:

Korzysci ze stosowania spektrometréw interferometrycznych w stosunku do dysper-

syjnych to:

e korzy$¢ Connesa: optyczna kontrola przesuwu zwierciadta, wysoka precyzja skali
czestosci widma dzigki stosowaniu lasera (He i Ne) jako wzorca czestosci,

e korzy$¢ Fellgetta (zysk multipleksowy): zbieranie wszystkich dlugosci fal w tym
samym czasie, skrocenie czasu pomiaru i poprawa stosunku sygnatu (S) do szumu
V), gdyz:

(SIN ~ n'), n— liczba pomiaréw, (.12)

e korzy$¢ Jacquinota: brak szczelin ograniczajacych wiazke promieniowania, a wigc
mozliwos¢ rejestracji calego widma w tym samym czasie,

e zmiana rozdzielczo$ci widma jest prosta i szybka — dokonywana jest przez zmiang
w programie komputerowym, natomiast w spektrometrach dyspersyjnych wymaga
zmiany siatki dyfrakcyjne;j i rekalibracji instrumentu.

1000

44 nm
325n 100
g
8
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£S
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'S
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wavenumber / cm™ a0k 30k 20k 10k 0
energy / eV 5 4 3 2 1 0
frequency / THz 1200 1000 800 600 400 200 0

RYS. 3.5. Diagram pokazujacy wielko$¢ czynnika v’ dla kilku laseréw wzbudzajacych promienio-
wanie od zakresu UV do IR. Dane zostaty znormalizowane tak, by wzbudzenie przy 4= 1064 nm
miato wydajno$¢ 1 [Renishaw SPD/TN/014 Issue 4.0 March 2004,
http://www.renishaw.com/UserFiles/acrobat/UKEnglish/SPD-TN-014.pdf].


http://www.renishaw.com/UserFiles/acrobat/UKEnglish/SPD-TN-014.pdf

76 Malgorzata Baranska, Kamilla Malek, Aleksandra Wesetucha-Birczynska

Korzysci ze stosowania lasera Nd:YAG w stosunku do laserow pracujqcych w zakre-

sie UV-VIS:

e brak fluorescencji dla wigkszosci badanych probek (szczegdlnie istotne w analizie
materiatu biologicznego wykazujacego silna fluorescencj¢ w zakresie UV-VIS),

e ze wzgledu na brak absorpcji promieniowania laserowego przez prébk¢ mniejsza
mozliwosé jej fotochemicznego lub termicznego rozktadu.

3.3. Zagadnienia do opracowania

Model oscylatora harmonicznego i anharmonicznego; klasyczny i kwantowy model
opisu efektu rozproszenia Ramana; wspélczynnik depolaryzacji; definicja drgania
normalnego oraz jego rodzaje, czestosci grupowe, okreslenie liczby i symetrii drgan
aktywnych w widmie Ramana na podstawie teorii grup; znaczenie przesunigcia izoto-
powego; budowa i dzialanie fourierowskiego spektrometru ramanowskiego, zalety
i wady stosowanej aparatury.

3.4. Opis ¢wiczen
Aparatura

Wszystkie ¢wiczenia s3 wykonywane na spektrometrze Bio-Rad Raman Accessory
FTS 6000. Spektrometr ten wykorzystu_|e wzbudzenie lasera Nd:YAG (granat itrowo-
-glinowy domieszkowany jonami Nd*) o dtugosci promieniowania 1064 nm oraz de-
tektor germanowy chlodzony ciektym azotem.

Cwiczenie 1. Wyznaczenie struktury molekularnej chlorowcopochodnych metanu
na podstawie analizy ich widm rozproszenia Ramana

Cel éwiczenia

Identyfikacja struktury molekulamej dichlorometanu, chloroformu i tetrachlorku we-
gla(IV) na podstawie:

zastosowania teorii grup,

opisu widm rozproszenia Ramana,

e idei przesuniecia izotopowego (dla dichlorometanu i chloroformu)

e oraz obliczen kwantowo-chemicznych.

Odczynniki
Ciekly CCl,, CHCI;, CDCl;, CH,Cl,, CD,Cl,.
Wykonanie ¢wiczenia

Szklane amputki z odczynnikami umiesci¢ si¢ w spektrometrze, a nast¢pnie przepro-
wadzi¢ pomiar widma. Warunki pomiarowe (rozdzielczo$¢, moc lasera, ilo$¢ skanéw =
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czas pomiaru) nalezy dobra¢ eksperymentalnie, indywidualnie dla kazdego pomiaru.
Wykonuje sie widma bez polaryzacji oraz z polaryzacjg 0 i 90°.

Opracowanie wynikow

1

Wskaza¢ grupe punktowa, do ktorej naleza badane zwigzki chemiczne, oraz na

podstawie znajomosci regut teorii grup wyznaczy¢ liczbe drgarn normalnych i ich

aktywno$¢ w Ramanie. Okresli¢ zaleznos¢ pomiedzy symetrig molekuty a iloscia

pasm w widmie ramanowskim.

Odczyta¢ z otrzymanych widm potozenia poszczeg6lnych pasm.

W przypadku widm polaryzacyjnych:

e odczyta¢ intensywnos¢ pasm oraz obliczy¢ dla nich wspdtczynnik depolaryzacji,

e na podstawie warto$ci p zaproponowaé symetrie poszczegélnych pasm oraz
okresli¢ rodzaj drgan.

Dla zwigzkéw CHC13 i CDC13 oraz CH2CI2 i CD2CI2 obliczy¢ eksperymentalng

wielkos$¢ przesuniecia izotopowego i na jego podstawie przypisa¢ rodzaj drgan do

poszczegOlnych pasm widma.

Poréwnac otrzymane eksperymentalnie wyniki (czestosci, intensywnosci wzgledne

pasm, symetrie drgan, wspdtczynnik depolaryzacji i przesuniecie izotopowe) z da-

nymi teoretycznymi (patrz tab. 3.1). Skomentowaé wystepujace réznice.

TAB. 3.1. Wartosci czestosci (w cm*“l), intensywnosci pasm (IR, w jednostkach wzglednych przeli-
czonych wg [7]) i wspdtczynnika depolaryzacji dla badanych czasteczek obliczonych metoda B3LYP

przy uzyciu bazy funkcyjnej 6-311-H-G(d,p) [program Gaussian 03, 8].

CCl4 0 symetrii Td

Numer drgania Czestos¢ [cm ‘1 Symetria Ir p
1 220 E 152 0,75
2 220 E 152 0,75
3 314 T2 150 0,75
4 314 T 150 0,75
5 314 T 150 0,75
6 447 331 0,0
7 733 T2 195 0,75
8 733 T2 195 0,75
9 733 li 195 0,75

CHCI3 i CDCI3 0 symetrii Civ

Czestos¢ [cm 'L Ir

Numer drgania CHCh CDCI3 Symetria CHCI. coclj P
1 261 258 E 167 167 0,75
2 261 258 E 165 165 0,75
3 365 360 190 185 0,22
4 662 641 A, 119 125 0,01
5 729 708 E 31 33 0,75
6 729 708 E 31 33 0,75
7 1245 920 E 21 17 0,75
8 1245 920 E 20 17 0,75
9 3182 2343 di 32 35 0,26
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CH,Cl, i CD,Cl, o symetrii G,
. Czestosé [cm™'] . 1
Numer drgania CH,Cl; CD,Cl, Symetria CH,Cl, CD,Cl, P
1 282 278 A 205 203 0,53
2 699 670 A4 135 135 0,08
3 719 693 B, 37 46 0,75
4 902 712 B, 10 14 0,75
5 1179 838 Ay 40 36 0,75
6 1302 975 B, 18 7 0,75
7 1457 1069 A, 28 28 0,45
8 3122 2262 A 49 53 0,09
9 3201 2385 B, 27 29 0,75

Cwiczenie 2. Badanie karotenoidéw w roSlinach

Karotenoidy sa zwiazkami alifatycznymi lub alifatyczno-cyklicznymi, rozpuszczalny-
mi w tluszczach. Dzielimy je na karoteny oraz ksantofile (pochodne karotenéw zawie-
rajace tlen). Karotenoidy wystepujace w roélinach to gtéwnie tetraterpenoidy C,o zbu-
dowane z o$miu jednostek izoprenowych Cs. Charakteryzuja si¢ obecnoscia diugiego
fancucha centralnego z systemem sprzezonych wiazan podwdjnych, ktdére absorbujac
$wiatlo (przejécie elektronowe m—n*), sa odpowiedzialne za z6tta, pomaranczowa lub
czerwona barwe tych zwiazkow [9]. Pomimo tego ze barwniki te wystepuja w rosli-
nach w ilo$ciach ppm, moga by¢ analizowane przy uzyciu spektroskopii ramanowskiej
[10]. W widmach otrzymanych technika NIR-FT-Raman pasma karotenoidowe sa
silnie wzmocnione poprzez efekt prerezonansowy i dzi¢ki temu tatwe do zidentyfiko-
wania. Zastosowanie tej techniki pozwala jednoczeénie na uniknigcie fluorescencji
materiatu biologicznego, obserwowanej w przypadku stosowania laseréw w zakresie
widzialnym [11]. Silne pasma karotenoidéw s3 zwiazane z drganiami rozciagajacymi
zgodnymi w fazie (ang. in-phase stretching) wiazan C=C (v;) i C—C (v,) lancucha po-
lienowego i s3 widoczne na widmie ramanowskim odpowiednio w zakresach 1500—
1580 cm™' oraz 1150-1170 cm™'. Dodatkowo widoczne jest sredniej intensywnosci pa-
smo ok. 1000-1020 cm™" (v3) zwiazane z drganiem wahadtowym grup CHj. Dla celéw
identyfikacyjnych karotenoidéw moze by¢ wykorzystane pasmo markerowe v, ktérego
polozenie silnie zalezy od dlugosci taficucha polienowego [12]. Stwierdzono, ze wraz
z wydtuzaniem fancucha centralnego liczba falowa pasma v, zmniejsza si¢ ze wzgledu
na sprz¢zenie elekronowo-fononowe [13].

Karotenoidy petnia wiele waznych funkcji biologicznych w zywych organizmach.
Powszechnie wystepuja razem z chlorofilem w chloroplastach (zielone tkanki roslin)
oraz w chromoplastach, nadajac atrakcyjng barwe pfatkom kwiatéw i owocom. Ludzie
ani zwierzeta nie potrafia syntezowac karotenoidow, jednakze moga je pobiera¢ wraz
z pozywieniem i nastgpnie modyfikowac, jak np. B-karoten, ktéry po przyswojeniu jest
przeksztalcany do witaminy A. Uwaza sig, ze karotenoidy odgrywaja wazna funkcjg
w zapobieganiu chorobom nowotworowym, ukiadu krazenia oraz degeneracji zéttej
plamki oka, co jest zwiazane z ich wlasno$ciami antyoksydacyjnymi. Zdolno$¢ wy-
chwytywania tlenu w stanie singletowym jest zwiazana ze sprz¢zonym systemem wiga-
zan podwdjnych obecnym w ich czasteczkach. Stwierdzono, Zze najwigksze znaczenie
prewencyjne maja karoteny posiadajace co najmniej 9 wiazan podwdjnych i dlatego
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w ostatnich latach badania skupiajg si¢ w duzej mierze na likopenie, ktory posiada 11
sprzezonych wiazan C=C [9].

Pomidory sa istotnym zrédtem likopenu i B-karotenu, a barwa tych owocow zalezy
od stosunku zawartosci obu karotenéw. W pomidorach o barwie czerwonej jest wyzszy
poziom likopenu niz w pomidorach pomarariczowych, w ktorych obserwuje si¢ wiecej
B-karotenu. Wysoka zawartos¢ likopenu ma réwniez przecier pomidorowy. Bogatym
Zzrédiem B-karotenu sa takze pomaranczowe korzenie marchwi jadalnej. Suszone zna-
miona stupkéw krokusa uzywane sa jako przyprawa (szafran) oraz barwnik, a swoj
intensywny kolor zawdzigczajq karotenoidowi — krocetynie. Likopen, B-karoten oraz
krocetyna posiadajqa odpowiednio 11, 9 i 7 sprz¢zonych wiazan podwojnych C=C
w lancuchu centralnym (rys. 3.6).

X N e e e Y Ve YW e e Y NYWa N X~ likopen

A Ve Yo Ya N e Y G N B-karoten

GG G O GG o krocetyna
HOOC

RYS. 3.6. Struktura molekulara wybranych karotenoidéw.

Wystgpowanie tych zwiazkéw w tkance roslinnej mozna zaobserwowac przy uzy-
ciu spektroskopii ramanowskiej. Pomiary mozna wykonaé zar6wno na materiale $wie-
zym, jak i wysuszonym. Otrzymane widma czerwonych owocéw pomidora, pomaran-
czowego korzenia marchwi oraz przyprawy (szafran) zostaly przedstawione na rysunku
3.7. Na widmach mozna zaobserwowa¢ zaleznos¢ pomi¢dzy wartoscia v, pasma karo-
tenowego a dlugoscia tanicucha polienowego i na tej podstawie dokona¢ identyfikacji
badanych karotenoidow.
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RYS. 3.7. Widma FT-Raman czerwonego owocu pomidora (A), pomaraficzowego korzenia marchwi
(B) oraz szafranu (C).

Cel ¢wiczenia

1. Analiza karotenoidéw in situ w wybranych owocach, warzywach, lisciach lub
kwiatach i ich produktach przy zastosowaniu spektroskopii NIR-FT-Raman.

2. Okreslenie diugosci tancucha centralnego badanych karotenoidéw na podstawie
polozenia pasma v| w otrzymanych widmach ramanowskich.

Odczynniki
3-6 wybrane rosliny bogate w karotenoidy o réznej dtugosci taricucha polienowego
(tab. 3.2), retinol (witamina A, karotenoid posiadajacy 4 sprzezone wiazania C=C),

dowolna prébka roslinna zawierajaca karotenoidy.

TAB. 3.2. Dominujace karoteny wystgpujace w wybranych roslinach.

Nazwa ro§liny Czeé€ roSliny Dominujgcy karotenoid
(liczba wigzan C=C w laficuchu)
Szafran (Crocus sativus L.) znamiona stupkéw krocetyna (7)
Nagietek (Calendula officinalis L.)  platek auroksantyna (7), flawoksantyna (8),
luteoksantyna (8)
Rumianek (Chamomilla recutita L.) pylek flawoksantyna (8), luteoksantyna (8)
Nagietek (Calendula officinalis L.)  pytek flawoksantyna (8), luteoksantyna (8),
luteina (9), anteraksantyna (9)
Marchew (Daucus carota L.) 261ty korzeni luteina (9)
Marchew (Daucus carota L.) lisé luteina (9), B-karoten (9)

Bluszcz (Hedera helix L.) 1ig¢ luteina (9), B-karoten (9)
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Bazylia (Ocimum basilicum L.) lig¢ luteina (9), B-karoten (9)
Begonia (Begonia x semperflorens-  lis¢ luteina (9), B-karoten (9)
cultorum Hort.)

Brokut (Brassica oleracea var. kwiat luteina (9), B-karoten (9)
italicaL.)

Fasola szparagowa (Phaseolus zielony strak luteina (9), B-karoten (9)
vulgaris L.)

Kukurydza (Zea mays L.) nasiono zeaksantyna (9)

Dynia (Cucurbita pepo L.) owoc B-karoten (9)

Marchew (Daucus carota L.)

pomaranczowy korzen

B-karoten (9)

Papryka (Capsicum annuum L.) zielony owoc luteina (9)
Papryka (Capsicum annuum L.) czerwony owoc kapsantyna (9)
Arbuz (Citrullus lanatus Thumb.) owoc likopen (11)
Pomidor (Lycopersicon esculentum  czerwony owoc likopen (11)

Mill))
Pomidor (Lycopersicon esculentum

pomaranczowy owoc

B-karoten (9)

Mill.)

Pomidor przecier pomidorowy likopen (11)

(Lycopersicon esculentum Mill.)

Wykonanie ¢wiczenia

Odkroi¢ fragment tkanki kolejnych prébek roslinnych i przymocowaé do stolika po-
miarowego, a nastgpnie wykona¢ pomiar. Wszystkie pomiary nalezy wykonac in situ.
Dodatkowo zmierzy¢ widmo retinolu. Warunki pomiarowe (rozdzielczosé, moc lasera,
ilos¢ skanéw = czas pomiaru) nalezy dobraé eksperymentalnie, indywidualnie dla kaz-
dej prébki.

Opracowanie wynikoéow

1. Odczytaé z otrzymanych widm potozenia pasm karotenoidow: vy, v, i vs.

2. Okresli¢ dlugos¢ tancucha polienowego badanych karotenoidéw na podstawie po-
tozenia pasma v,. Czy istnieje zwiazek pomigdzy dlugoscia tanicucha a kolorem ka-
rotenoidu?

3. Przedstawi¢ graficznie zaleznosé pomiedzy wartoscia v, a (N + 1), gdzie N jest
liczba wigzan sprz¢zonych C=C, i oméwi¢ t¢ zaleznos¢. Poda¢ przyblizone warto-
Sci liczby falowej pasma v, dla karotenéw posiadajacych S, 13 i 17 wiazan C=C
w faficuchu centralnym.

4. Przedyskutowaé uzytecznos¢ metody do badania karotenoidéw w roslinach i ich
produktach.

Cwiczenie 3. Analiza kwas6éw tluszczowych
Kwasy tluszczowe sa wyzszymi kwasami monokarboksylowymi o ogélnym wzorze

R—COOH. Ich fanicuchy weglowodorowe sa proste, o parzystej liczbie atoméw wegla
(nie wliczajac grupy -COOH). Kwasy tluszczowe czgsto oznacza si¢ w notacji n:m,
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gdzie n jest liczba atomdéw wegla w czasteczce (wiacznie z atomem zawartym w grupie
karboksylowej), m za$ liczbg wigzan podwojnych. W przyrodzie kwasy te wystepuja
w postaci estrow z gliceryna, czyli tluszczéw. Tluszcz spozywany w odpowiednich
ilosciach jest niezbedny do prawidlowego funkcjonowania organizmu czlowieka, jed-
nak rodzaj spozywanych tluszczéw ma ogromne znaczenie w diecie. Migkkie i ciekle
tluszcze (oleje i margaryny kubkowe wytwarzane z olejow) bogate sa w wielo-
i jednonienasycone kwasy ttuszczowe (NKT), kwasy korzystne dla zdrowia. Natomiast
tluszcze o twardej konsystencji (masto, smalec i margaryny twarde) zawieraja wigksze
ilosci nasyconych kwaséw ttuszczowych oraz izomery trans, ktére sa niekorzystne dla
zdrowia.

Bardziej szczegétowo przedstawia to ponizsze zestawienie:
1. Wielonienasycone kwasy tluszczowe:

aktywnie obnizaja poziom cholesterolu we krwi,

wystepuja gléwnie w ciektych i migkkich ttuszczach, takich jak oleje roslinne
(olej sojowy i kukurydziany), migkkich margarynach kubkowych wytwarzanych
z olejow oraz w réznych rodzajach orzechéw,

wsréd wielonienasyconych kwasow tluszczowych wystepuja niezbgdne niena-
sycone kwasy tluszczowe (NNKT), ktére biora udzial w budowie bton komor-
kowych i w produkcji hormonéw. Mozna je podzieli¢ na dwie rodziny: rodzing
kwasu linolowego (omega-6) i rodzin¢ kwasu a-linolenowego o-LNA (omega-3)
(czasem wyrdznia si¢ tez grup¢ omega-9, do ktérej nalezy kwas oleinowy).
Najwigksza wartoscia i aktywnoscia biologiczng odznaczaja si¢ NNKT nalezace
do rodziny omega-3, obejmujace rowniez kwas dokozaheksaenowy (DHA)
i kwas eikozapentaenowy (EPA), zawarte przede wszystkim w zywnosci pocho-
dzenia morskiego (tj. makrela, tosos, halibut, dorsz, sledZ, sardynka) oraz sie-
mieniu Inianym,

organizm ludzki nie moze wytwarza¢ kwaséw NNKT i w zwiazku z tym musza
by¢ one dostarczane wraz z pozywieniem. Za bardzo wazny czynnik zdrowotny
uwaza sie¢ odpowiedni sktad tych kwasow, przede wszystkim stosunek ilosciowy
kwasu linolowego do linolenowego, przy czym tego drugiego wciaz spozywa
si¢ za malo (rys. 3.8, tab. 3.3).

2. Jednonienasycone kwasy ttuszczowe:

sq korzystne dla zdrowia,

wystepuja gldwnie w cieklych ttuszczach, tj. w oliwie z oliwek, oleju stoneczni-
kowym i oleju rzepakowym, oraz w tluszczach o migkkiej konsystencji, czyli
w migkkich margarynach wytworzonych z tych olejow.
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O
Va
CH,—(CH,)—CH =CH—(CH,)—C N
kwas oleinowy (18:1) OH
(0]
V4
CH,—(CH,)—CH =CH—CH,—CH=CH—(CH,),—C N
kwas linolowy (18:2) OH
/O
CH,—CH,—CH = CH—CH,—CH= CH—CH,—CH=CH—(CH)—C"_
kwas linolenowy (18:3) OH

RYS. 3.8. Struktura molekulama wybranych kwas6w tluszczowych.

3. Nasycone kwasy tluszczowe:

e podnosza poziom cholesterolu we krwi, a co za tym idzie zwigkszaja ryzyko za-
chorowania na miazdzyce i choroby ukiadu krazenia,

e wystepuja glownie w produktach pochodzenia zwierzgcego, takich jak migso,
masto, tluste mleko, ser, oraz w Zywnosci przetworzonej, ktora zawiera tluszcze
piekamicze czy czgsciowo uwodornione tluszcze roslinne.

4. lzomery trans kwasoéw ttuszczowych:

¢ podnosza poziom cholesterolu we krwi,

e wystepuja w przetworzonej zywnosci, ktora zawiera tluszcze piekarnicze czy
czeSciowo uwodomione ttuszcze roslinne (np. margaryny utwardzane, ciastka,
krakersy, frytki i chipsy), a w mniejszych ilosciach wystepuja w mleku, masle
czy wolowinie.

TAB. 3.3. Przyblizona zawartos$¢ procentowa nienasyconych kwaséw tluszczowych wybranych
olejéw [14, 15].

Olej Kwas oleinowy (18:1) Kwas linolowy (18:2) Kwas linolenowy (18:3)
omega-9 omega-6 omega-3

kukurydziany 34 48 1

Iniany 19 15 55

oliwa z oliwek 74 9

rzepakowy 15-60* 1424+ 8

sezamowy 40 42

stonecznikowy 14-39 48-74 3
winogronowy 15 78

z orzeszk6éw ziemnych 61 19

* Zawarto$¢ procentowa kwaséw tluszczowych jest rézna w zaleznodci od odmiany rzepaku; ostatnie modyfikacje
rzepaku prowadza do otrzymania odmian o wysokiej zawartoéci nienasyconych kwaséw tluszczowych.

Spektroskopia ramanowska jest doskonatym narzedziem do badania tluszczéw. Po-
zwala na okreslenie dwéch waznych parametréw dotyczacych ich jakosci:
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1. Obecnosci szkodliwych izomeréw trans C=C, wystepujacych obok izomeréw cis
wiazania C=C.

Na rysunku 3.9 zostalo przedstawione widmo ramanowskie margaryny. PotozZenia

pasm wraz z odpowiednim drganiem grup funkcyjnych kwaséw tluszczowych zostaty

umieszczone w tabeli 3.4 [16].
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RYS. 3.9. Widmo ramanowskie margaryny. Zakres liczb falowych pomigdzy 1700 a 1600 cm™ zostal
rozszerzony, aby uwidoczni¢ struktur¢ znajdujacego si¢ tam pasma.

TAB. 3.4. Przypisanie najwazniejszych pasm wystgpujacych w widmie ramanowskim margaryny [16].

Liczba falowa [cm™'] Grupa funkcyjna Oznaczenie drgania Opis drgania
3008 RCH=CHR v(=C-H) asymetryczne rozciaganie
2970 —CH, Vao(—C-H) asymetryczne rozciaganie
2940 —CH, va(—C-H) asymetryczne rozciaganie
2890 —CH, v{(—C-H) symetryczne rozciaganie
2860 —CH, v(—C-H) symetryczne rozciaganie
1750 RC=00R w(C=0) rozciaganie
1670 trans RCH=CHR w(C=C) rozciaganie
1660 cis RCH=CHR v(C=C) rozciaganie
1444 —CH, &C-H) deformacja nozycowa
1300 —CH, 1,(C-H) deformacja skr¢ceniowa w fazie
1266 cis RCH=CHR 0,p(=C-H) symetryczne drganie wahadlowe

1100-800 —~CH,), w(C-C) rozciaganie
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2. Stopnia nienasycenia ttuszczow.

Stopien nienasycenia thuszczOw wyrazany jest przez tzw. liczbg jodowa (LJ), ktéra
okresla liczbe gram6w jodu potrzebng do wysycenia wiazan wielokrotnych w 100-gra-
mowe;j probce ttuszczu (3.13):

LJ = my; = 100g/Minuszezn* W * M2, (3.13)
gdzie w ilos¢ wigzan podwdjnych w 1 molu tluszczu.
Wartosé LJ jest tym wigksza, im wigcej wigzan podwdjnych zawiera czasteczka

tluszczu. Przy tej same;j ilosci wiazan podwoéjnych decyduje Myyszcz: im jest ona mniej-
sza, tym wigksza jest warto$c LJ.
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RYS. 3.10. Widma FT-Raman oliwy z oliwek (A), oleju slonecznikowego (B) i oleju Inianego (C).

Spektroskopia ramanowska pozwala na obliczenie stosunku ilosci wigzan C=C do
C—C wystepujacych w kwasach ttuszczowych [17, 18], a tym samym na oszacowanie
ich liczby Jodowej W tym celu mozna wykorzysta¢ stosunek intensywnosci pasm przy
1660 i 1444 cm™ (11660/11444) Na podstawie pomiaréw szeregu tluszczéw stwierdzono,
ze 1stme_]e liniowa korelacja pomigdzy stosunkiem I¢60//1444 @ liczba jodowa [14]. Po-
ziom menasycema mozna wyznaczy¢ réwniez ze stosunku dwéch innych pasm: przy
1266 i 1300 cm™ (1.266/1,300) [15]. Uzy’tecznym identyfikatorem stopnia nienasycenia
jest tez intensywno$¢ pasma przy 3008 cm™ ' [20]. Na rysunku 3.10 przedstawione sa
widma ramanowskie kilku wybranych olejéow: oliwy z oliwek (A), oleju stoneczniko-
wego (B) i oleju Inianego (C). Poréwnanie stosunku intensywnos$ci pasm /y60//1444 Oraz
T266/1300 Widocznych na widmach ramanowskich przedstawionych na rysunku 3.10
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pozwala na uszeregowanie badanych tluszczow pod wzgledem rosnacej zawartosci
kwasoéw nienasyconych (stata jodowa tez rosnie w tym szeregu):

oliwa z oliwek < olej stonecznikowy < olej Iniany.

Wyniki otrzymane na podstawie analizy widm ramanowskich bardzo dobrze kore-
luja z danymi zawartymi w tabeli 3.3.

Cel ¢wiczenia

1. Analiza kwaséw ttuszczowych in situ w wybranych produktach spozywczych przy
zastosowaniu spektroskopii NIR-FT-Raman.

2. Okreslenie stopnia nienasycenia kwaséw tluszczowych zawartych w badanych
produktach na podstawie stosunku pasm markerowych. Wyznaczenie wartosci sta-
tej jodowej dla badanych ttuszczow.

3. Okreslenie izomerii badanych kwasdw tluszczowych, a w szczegdlnosci zbadanie,
czy obecne sa izomery trans.

Odczynniki

Wybrane produkty spozywcze posiadajace wysoka zawartosé ttuszczow, jak np. masto,
margaryna, oleje roslinne, oraz niektére owoce bogate w kwasy tluszczowe, jak np.
awokado, migdaty, orzechy.

Wykonanie é¢wiczenia

Umiesci¢ probki w szklanej kuwecie (ciekle lub migkkie) lub w specjalnym uchwycie
(twarde), a nast¢pnie na stoliku pomiarowym. Wszystkie pomiary nalezy wykonaé in
situ. Warunki pomiarowe (rozdzielczo$¢, moc lasera, ilo$¢ skanéw = czas pomiaru)
nalezy dobra¢ eksperymentalnie, indywidualnie dla kazdej probki.

Opracowanie wynikow

1. Odczyta¢ z otrzymanych widm potozenia pasm kwaséw ttuszczowych.

2. Okresli¢ stopien nienasycenia kwasow tluszczowych zawartych w badanych pro-
duktach na podstawie wizualnego poréwnania intensywnos$ci pasm markerowych.

3. Przeprowadzi¢ integracje pasm markerowych (Zjg60 i [1444 lub 11266 i 11300) stuzacych

do obliczania stosunku wigzan C=C do C-C.

Ob]ICZ)’C stosunek 11660/11444 lub 11266/11300-

Uszeregowa¢ produkty wedtug rosnacej wartosci stalej jodowe;.

Okresli¢ izomeri¢ badanych kwasow ttuszczowych.

Przedyskutowaé uzyteczno$¢ metody do analizy kwaséw tluszczowych w produk-

tach spozywczych.

qNowns
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Cwiczenie 4. Obserwacja i okreslenie struktury izotopowej w widmie ramanow-
skim tetrachlorku wegla(IV)

Czasteczka tetrachlorku wegla(IV), ktéra jest molekulg o symetrii tetraedrycznej, moze
prezentowac strukture subtelng pasma o symetrii 4, zwiazana z faktem, ze chlor wy-
stepuje w dwoch postaciach izotopowych: cli¥’cl.

Cel éwiczenia

Identyfikacja struktury subtelnej pasma o symetrii 4, tetrachlorku wegla(1V).
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RYS. 3.11. Widmo ramanowskie CCl, z widoczna struktura subtelna.

Odczynniki
Ciekty CCl,.

Wykonanie ¢wiczenia

Przeprowadzi¢ pomiar widma. Warunki pomiarowe — ustawi¢ maksymalng rozdziel-
czos$¢, dopasowac moc lasera.

Opracowanie wynikow

1. Okresli¢ skiad izotopowy czasteczek, ktérych si¢ spodziewamy.

2. Zaproponowac¢ polozenie ich drgan.

3. Okresli¢c procentowy udzial pikéw pochodzacy od poszczegdlnych sktadowych
izotopowych, przyjmujac sume intensywnosci pikow za 100%. Mozna pominaé
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czasteczke C*'Cl, (poniewaz jej abundancja wynosi 0,4%, pik ten moze by¢ niewi-
doczny).
4. Skomentowac wyniki.
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