Absorbance

Spektroskopia w podczerwieni w zastosowaniu do badan
zwigzkow organicznych i makromolekul biologicznych

Spektroskopia w podczerwieni jest jedng z technik badawczych umozliwiajacych okreslenie
sktadu 1 struktury prostych czasteczek chemicznych, organicznych i duzych biomolekut, w
szczegbdlnosci umozliwia okreslenie struktury drugorzedowej biatek i jej zmian pod wptywem
réznych czynnikéw fizycznych lub chemicznych, takich jak temperatura czy pH. Metoda ta
mozna bada¢ probki znajdujace sie¢ w fazie gazowej, cieklej lub statej.

W klasycznych spektrometrach IR widma otrzymuje si¢ badajac absorbcje promieniowania
przez probke w funkcji dtugosci fali (lub liczby falowej) zmieniajac krokowo jej dtugosé¢ za
pomoca elementu dyspersyjnego (pryzmat, siatka dyfrakcyjna). We wspotczesnych aparatach
FTIR stosuje si¢ szybsza metod¢ polegajaca na jednoczesnym oswietleniu probki wigzka
promieniowania o dtugosciach fali z catego badanego zakresu. Nastepnie doprowadza si¢ do
jej interferencji z wigzka fali z tego samego zrodta, ktora nie przeszta przez probke, a widmo
otrzymuje si¢ stosujgc transformacje¢ Fouriera zarejestrowanego obrazu interferencyjnego.

W zakresie podczerwieni widmo absorpcji analizowanej probki jest zwigzane ze wzbudzeniem
oscylacji grup funkcyjnych w molekutach (w fazie gazowej widoczne s3 dodatkowo rotacje
molekut). Pomiary umozliwiajg okreSlenie jakie grupy wystepuja w czgsteczkach
organicznych, a nastgpnie identyfikacje czasteczek. Przeprowadza si¢ je w badaniach
naukowych i przemysle w celu m.in. identyfikacji substancji, obserwacji zmian
tautomerycznych, = wewnatrzczasteczkowego ~ przeniesienia  protonu,  wykrywania
zanieczyszczen, czy $ledzenia przebiegu reakcji. Spektroskopia IR znajduje takze coraz szersze
zastosowanie w pomiarach cech czasteczek biologicznych, w szczegolnosci struktur
drugorzedowych biatek.

W widmach biatek obecne sg charakterystyczne t.zw. pasma amidowe (Rys.1), z ktorych trzy
maja najwigksze znaczenie w analizie struktury drugorzedowe;j biatek. Sg to:

1) pasmo amidowe I odpowiadajace glownie drganiom rozciggajacym wigzania C=0
(1700 cm™— 1600 cm™)

2) pasmo amidowe II odpowiadajace drganiom zginajagcym wigzania N-H i rozciaggajacym
wigzania C-N (1600 cm™ — 1500 cm™)

3) pasmo amidowe Il — odpowiadajace glownie drganiom rozciagajacym wigzania C-N i
drganiom zginajacym wiazania N-H (ok. 1340 cm™ - 1200 cm'Y).
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Absorbance

Na podstawie pomiaréw doswiadczalnych i obliczen teoretycznych przypisano pasmom
pojawiajgcym sie¢ w widmie absorpcji biatek charakterystyczne elementy struktur
drugorzgdowych biatek (Rys. 2).

Rysunek 2. Dekonwolucja widma
pasma amidowego | uzyskanego w
pomiarach FTIR dla biatka -
albuminy wotowej
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Widmo oscylacyjne mozemy mierzy¢ za pomocg dwoch technik: transmisyjnej lub odbiciowe;j.
W technice transmisyjnej mierzymy intensywno$¢ promieniowania przechodzacego przez
probke w stosunku do intensywnos$ci promieniowania padajacego.

Miarg absorpcji promieniowania W funkcji liczby falowej (v), $wiadczacej o wzbudzeniu
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stanow oscylacyjnych grup funkcyjnych jest transmitancja T(v)=|—|ub absorbancja
0
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A(V)=log TO =—logT . Absorbancja w zakresie liniowosci prawa Lamberta-Beera jest wprost

proporcjonalna do stezenia absorbujacych czasteczek.

W pomiarach transmisyjnych widm oscylacyjnych czgsteczek biologicznych nalezy zwrocié
uwage na stosowane rozpuszczalniki. Woda, ktdra jest naturalnym $rodowiskiem dla tych
obiektow charakteryzuje si¢ intensywng absorpcja w zakresie pasm amidowych,
uniemozliwiajace $ledzenie subtelnych zmian zachodzacych w strukturze biatek pod wptywem
roznych czynnikoéw 1 ich analize ilo$ciowa. Jednym z rozwigzan jest zastosowanie cigzkiej
wody, D.0O. Zastgpieniec wodoru deuterem powoduje przesuniecie maksimum drgania
nozycowego H-O-H (1630 cm™) w strong mniejszych liczb falowych, odstaniajac widma biatek
1 umozliwiajac ich analize.

Na ominiecie problemu absorpcji wody pozwala druga z wymienionych technik podczerwieni
— odbiciowa, w szczegdlnosci nowoczesna technika wielokrotnego ostabionego catkowitego
wewnetrznego odbicia (ATR, ang. Attenuated Total Reflectance).

Jest to technika wykorzystujaca zjawisko catkowitego wewnetrznego odbicia $wiatta. W
zjawisku tym wigzka promieniowania jest wprowadzana do przezroczystego dla podczerwieni
materiatu, o duzym wspoétczynniku zalamania §wiatla 1 pada na jego wewnetrzng powierzchnig.
Do zewnetrznej strony tej powierzchni w miejscu odbicia przylega badana probka.
Promieniowanie ulega catkowitemu wewnetrznemu odbiciu, gdy kat pod jakim pada wigzka
swiatta (IR) jest wigkszy niz kat graniczny.



W wyniku interferencji fali padajacej oraz fali odbitej tworzy sie¢ fala stojaca, ktéra rozchodzi
si¢ w kierunku prostopadlym do granicy osrodkow. Amplituda tej fali (tzw. fali zanikajacej)
maleje wyktadniczo z glebokoscia z po stronie osrodka o mniejszej gestosci optycznej zgodnie

z zalezno$cig: 1(z) = I(0) - e?r, gdzie dp — glteboko$¢ penetracji. Jezeli ten o$rodek jest
substancjg absorbujacg, natezenie fali zanikajgcej ulega dodatkowemu ostabieniu w wyniku
absorpciji.

Aby zwigkszy¢ natgzenie sygnalu wykorzystuje si¢ dtugie krysztaty (np. z selenku cynku, lub
germanu) i doprowadza si¢ do wielokrotnego odbicia promienia na granicy osrodkow (Rys. 3).

Rysunek 3. Wiclokrotne catkowite wewngtrzne odbicie
promienia na granicy krysztat-probka.

Po wyprowadzeniu wigzki promieniowania z osrodka, w ktorym nastapito wielokrotne
catkowite wewnetrzne odbicie mierzy si¢ jej intensywnos$¢ w funkcji liczby falowej, nanosi
korekte tta zwigzang z zalezno$cig glebokos$ci penetracji wigzki (a wiec 1 intensywnoscig wigzki
wychodzacej) od dlugosci fali promieniowania padajacego. Najwazniejszg zaleta techniki
thumionego wewngtrznego odbicia jest mozliwo$¢ uzyskania widm roztworow, ktorych
sktadniki (przede wszystkim woda) posiadaja bardzo silne absorpcyjne pasma wlasne,
uniemozliwiajgce uzyskanie widma samego biatka metodg transmisyjna.

FTIR-ATR dostarcza informacji o strukturze i oddziatywaniach miedzyczasteczkowych,
ujawnia zmiany strukturalne wywotane zewnetrznym zaburzeniem (np. temperaturg lub pH)
Spektroskopia FTIR w polaczeniu z technikg ATR umozliwia rejestracje widm substancji w
stanie ciektym, statym lub o konsystencji zelu. Jest odpowiednia dla probek o niskim stezeniu
(£ 0,3 mg/ml), znajdujacych si¢ w rozpuszczalniku wodnym lub organicznym, w zawiesinie
lub w $rodowisku btony lipidowe;.

Przygotowanie probki do badan metoda ATR polega na rozprowadzeniu cienkiej warstwy
roztworu na krysztale. Nastepnie probka jest osuszana do momentu gdy widmo przestanie si¢
zmieniac¢, tworzac cienka blong na jego powierzchni.

Do analizy widm otrzymanych w podczerwieni wykorzystuje si¢ metody numeryczne.
Najpierw oblicza si¢ II pochodna, a nast¢pnie wykonuje dekonwolucje¢ widma, rozktadajac
widmo biatka na sume funkcji Lorenza lub Gaussa. Nastepnie dla kazdej struktury oblicza si¢
wktad procentowy do catego widma pasma amidowego.

Celem zaproponowanego ¢wiczenia bedzie zapoznanie studentow z nowoczesng
fourierowska technikg spektroskopii ostabionego catkowitego odbicia w podczerwieni
(ATR/FTIR), interpretacja widm wybranych materiatow istotnych dla
biologii/medycyny/kryminalistyki/ochrony s§rodowiska (molekuly organiczne, tworzywa
sztuczne, makromolekuly biologiczne), sprawdzenie jak na struktur¢ biatka wptywa czynnik
denaturujacy — temperatura (z zastosowaniem przystawki HATR z funkcja grzania).



Wymagania przy kolokwium wstepnym

1.

Podstawowe definicje zwigzane z promieniowaniem elektromagnetycznym i
pomiarami spektroskopowymi:

-dtugos¢ fali, czestos¢ drgan, liczba falowa

-intensywnos$¢ promieniowania, ggsto$¢ promieniowania

-molowy wspotczynnik absorpcji, integralny wspotczynnik absorpcji

-stan podstawowy, stan wzbudzony, moment przejscia, sita oscylatora, radiacyjny i
rzeczywisty czas zycia

Formy energii molekut:

-rodzaje energii

-kwantowanie energii

-rozklad obsadzen w stanie rownowagi termiczne;j
-degeneracja poziomow energetycznych

Oscylacje molekut

- oscylator harmoniczny i anharmoniczny
- rodzaje drgan czgsteczek

- Czestosci grupowe

Pomiary transmisyjne/absorpcyjne widm oscylacyjnych

-co rozumiemy pod pojeciami ,,widmo absorpcyjne/transmisyjne”?
-schematyczne przedstawienie zasady pomiaréw absorpcji/transmisji
-ilosciowy opis absorpcji/transmisji (parametry pasma spektralnego)

-czynniki determinujace ksztatt i szeroko$¢ konturu pasma

- problemy materiatowe (przepuszczanie podczerwieni, Obecno$¢ pary wodnej i
dwutlenku wegla w atmosferze),

- spektrofotometry IR klasyczne 1 z transformata Fouriera (FT)

Zjawisko wielokrotnego ostabionego catkowitego wewnetrznego odbicia

- podstawy fizyczne

- fala zanikajaca, zaleznos¢ glgbokosci penetracji probki od dtugosci fali $wiatta
padajacego i kata padania, korekcja widm ATR

- schematyczne przedstawienie zasady pomiarow ATR

Absorpcyjne widmo oscylacyjne czasteczek:

-co to jest widmo oscylacyjne?

-w jakim zakresie promieniowania obserwuje si¢ pasma oscylacyjne?

-schemat poziomdw energetycznych 1 przejs¢ energetycznych dozwolonych przez
reguty wyboru

-wyglad widma oscylacyjnego czasteczek chemicznych, zwigzek ze strukturg i
obsadzeniem poziomow energetycznych

-wykorzystanie widm oscylacyjnych w badaniu prostych molekut

Spektroskopia IR w badaniu biatek
- struktura drugorzedowa biatek,

- pasma amidowe

- problem rozpuszczalnika

Prawo Lamberta-Beera:

-wyprowadzenie

-zastosowania

-mozliwe przyczyny odstepstw od prawa Lamberta-Beera



Przebieg ¢wiczenia

Po zapoznaniu si¢ z przyrzadem, zasadami pomiarow w podczerwieni, zasadami pracy z
kuwetami z materiatow higroskopijnych i z przystawka ATR oraz zbadaniem transmisyjnego
widma powietrza i odbiciowego widma oscylacyjnego wody studenci przystepuja do
wlasciwego ¢wiczenia.

W pierwszej czesci cwiczenia mierzone zostang widma serii prostych zwigzkéw organicznych
(np. izopropanol, aceton, glikol polietylenowy, celuloza) oraz wybranych tworzyw sztucznych
(np. polistyren, parafilm) metodg transmisyjng lub odbiciowa. Na podstawie biblioteki widm
studenci przypisza poszczeg6élne pasma widm drganiom odpowiednich grup funkcyjnych, a
nastepnie zidentyfikujg zwigzki. Dodatkowo zidentyfikujg i rozrdznig substancje spozywcze
(olej/oliwa lub midd/midd sztuczny/cukier)

W drugiej czesci ¢wiczenia studenci wykonaja pomiary widm biatek metoda transmisyjng i
odbiciowa by przekona¢ si¢ o zaletach metody ATR. Nastepnie porownaja widma biatka w
formie aktywnej biologicznie i zdenaturowanej poprzez stopniowe podgrzewanie, dokonaja
analizy widm i ocenig sktad probek biatek pod katem zawartos$ci struktur drugorzedowych.
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Rezultaty ¢wiczenia

- praktyczne wykorzystanie wiedzy dotyczacej zastosowania spektroskopii w podczerwieni
- zapoznanie si¢ z technikami pomiarow w podczerwieni

- nabranie praktyki w metodach identyfikacji zwiazkow chemicznych

- uzyskanie umiejetnosci badania bialek metodg ATR-FTIR



