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1. Wstep

Technika mikrospektroskopii w podczerwieni z transformatg Fouriera (FTIR) powstata
z potaczenia dwoch technik - mikroskopii optycznej oraz spektroskopii w podczerwieni. Obecnie
mikrospektroskopia FTIR pozwala uzyska¢ mikrometrowa rozdzielczo$¢ przestrzenng, co
przektada sie na mozliwo$¢ gromadzenia informacji biochemicznej pochodzgcej z mikroobszaréw
badanego materialu. Te cechy sprawiaja, Ze technika mikrospektroskopii FTIR cieszy sie
szczegblnym zainteresowaniem w analizie sktadu biochemicznego prébek biologicznych. W
widmach otrzymanych za jej pomoca mozna wyr6zni¢ charakterystyczne pasma absorpcji
pochodzace od aktywnych w podczerwieni drgan wigzan chemicznych obecnych w tkankach
makromolekut takich jak lipidy, biatka czy kwasy nukleinowe.

2. Podstawy fizyczne metody

2.1 Promieniowanie podczerwone

Promieniowanie podczerwone (ang. infrared radiation, IR) jest falg elektromagnetycznag,
ktérej energie mozna opisa¢ wzorem 1.
Ehog=l" &)
B 2
Energia kwantéw IR Swiadczy o korpuskularnej naturze tego promieniowania. Natura
falowa reprezentowana jest przez dtugos$c fali A oraz odpowiadajaca jej liczbe falowa v. WielkoSci
te sg powigzane z czestotliwos$cig promieniowania vw sposéb opisany réwnaniami 2 i 3 [1]:
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gdzie:
A - dtugo$¢ fali promieniowania elektromagnetycznego [m],
¢ - predko$¢ $wiatta w prézni rowna 299 792 458 ?,

v - czestotliwos¢ fali elektromagnetycznej [Hz],

V — spektroskopowa liczba falowa [i]

Dtugos¢ fali, jej czestotliwo$¢ 1 liczba falowa to wielkosci charakteryzujace
promieniowanie IR w sposéb jakosciowy. Do iloSciowego opisu stuzg intensywno$¢ /oraz gestosc
p promieniowania [2].

Intensywnos$¢ promieniowania okre$la energie przechodzaca w ciggu 1 s przez
1 m? powierzchni prostopadiej do kierunku jego rozchodzenia. Dla promieniowania
monochromatycznego intensywno$¢ rozumie sie jako liczbg fotonéw przechodzgca w ciagu
1 s przez 1 m2 powierzchni. Gesto$¢ promieniowania, zwana inaczej stezeniem objetoSciowym
fotonow, jest to energia lub proporcjonalna do niej liczba monochromatycznych kwantéw



zawarta w 1 m3 napromienionego uktadu. Zalezno$¢ pomiedzy tymi dwoma wielko$ciami dana
jest wzorem 4 [2]:

I=p-c 4

gdzie:

. Iy .. . w
I- Intensywnosc promieniowania [—2],
m

p - gestos$¢ promieniowania [#],

¢ - predko$¢ Swiatta w prozni rowna 299 792 458 ?
Wzér 4 dotyczy promieniowania rozchodzacego sie w prozni. W osrodku materialnym
o wspotczynniku zatamania $wiatta n przyjmuje on posta¢ dang wzorem 5 [2]:
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gdzie:

u - predkos$¢ Swiatta w osrodku materialnym [?]
pozostate oznaczenia jak we wzorze 4.

Podczerwien obejmuje zakres liczb falowych 13:103 cm do 1:102 cm, ktéry mozna
podzieli¢ na trzy regiony - bliska (ang near-infrared, NIR), $rednia (ang. mid-infrared, MIR) oraz
daleka (ang far-infrared, FIR) podczerwien. Umowne zakresy liczb falowych dla poszczeg6lnych
obszaréw promieniowania IR przedstawiono w tabeli Tab. 1 [1].

Tab. 1 Umowne granice obszaréw promieniowania IR. Na podstawie [1].

Zakres Liczba falowa [cm1]
NIR 13000 - 4000
MIR 4000 - 400
FIR 400-100

W badaniach analitycznych prowadzonych metoda mikrospektroskopii FTIR
wykorzystuje sie obszar MIR, ktéry zwigzany jest z oscylacjami wewnatrz-molekularnymi. W tym
zakresie znajduja sie pasma charakterystyczne dla okreslonych rodzajéw drgan deformacyjnych
molekut, konformacji oscylujacych grup atoméw oraz ich liczby, a takze obszar ,odcisku palca”
obejmujacy zakres 1700 do 500 cm-! [1], [3].

2.2 Oddziatywanie promieniowania IR z materig

Uzyskanie widm czasteczkowych jest mozliwe dzieki absorpcji promieniowania w prébce,
dlatego z punktu widzenia spektroskopii IR jest to najwazniejszy mechanizm oddzialywania
promieniowania podczerwonego z osrodkiem materialnym. IloSciowo zjawisko to opisuje prawo
Lamberta-Beera (zwane rdéwniez prawem Bougera-Lamberta-Beera), zgodnie z ktérym
absorbancja 4 danego osrodka materialnego (probki) jest proporcjonalna do jego grubosci oraz
stezenia molowego probki zgodnie z rownaniem 6 [1]-[3]:

4



A=¢€"Cpo 1 (6)
gdzie:

& - molowy wspéiczynnik absorpcji osrodka, zalezny od czestotliwosci padajacego

.. . dm3
promieniowania ,
mol-cm

L / mol
Cmor — Stezenie molowe o$rodka [ﬁ],

l — grubo$¢ osrodka (odlegtos¢ jaka pokonuje promieniowanie przechodzac przez prébke)
[cm].

Po przejsciu przez osrodek materialny intensywno$¢ promieniowania maleje
eksponencjalnie, co opisuje zaleznos¢ 7 [4]:

I =1Ipexp(—€- Cmor - 1) (7
gdzie:
Iy - intensywno$¢ promieniowania padajgcego na o$rodek [F]
I - intensywno$¢ promieniowania po przejsciu przez osrodek [F]

pozostate oznaczenia jak we wzorze 6.

Absorbancje o$rodka materialnego mozna wyznaczy¢ w oparciu o pomiar intensywnosci
promieniowania padajgcego i transmitowanego zgodnie z rownaniem 8 [1], [2]:

A =logyo (170> ©))

Stosunek 7 hosi nazwe transmitancji oznaczanej jako 7. Stad absorbancje, zgodnie
0

z réwnaniem 9, mozna wyrazi¢ réwniez jako logarytm dziesietny z odwrotnosci transmitancji [1],

[2]:

1
A=logy () 9
0910 T €))
Widma IR najczesciej prezentowane s3 jako zalezno$¢ absorbancji lub transmitancji
w funkgcji liczby falowe;j.

2.3 Rodzaje drgan molekut

Drgania czasteczki, zwane inaczej oscylacjami, to powtarzajace sie w czasie zmiany jej
przestrzennego uporzadkowania, ktére zwigzane s ze zmiang dtugo$ci wigzan miedzy atomami
czasteczki i/lub katow miedzy nimi [2]. Wyrdznia sie rdwniez dwa inne rodzaje ruchéw czastki;
translacyjne, polegajace na zmianie potozenia calej czasteczki oraz rotacyjne, zwigzane z ruchem
obrotowym czasteczki wokét wtasnych osi [4].

W wyniku absorpcji promieniowania podczerwonego dochodzi do zmiany energii
oscylacyjnej molekut o$rodka [2]. Atomy w oscylujacej czgsteczce zachowujg sie jak masy



potaczone sprezyng, ktéra reprezentuje wigzanie chemiczne utworzone przez elektrony
walencyjne. Czasteczka ztozona z n atomoéw posiada 31 stopni swobody, z ktérych 3 stopnie
przypadajg na ruch translacyjny, a kolejne 3 na rotacyjny. Stad na drgania czasteczki nieliniowej
pozostaje 3n- 6 stopni swobody. W przypadku czasteczek liniowych, natomiast, 0§ obrotu wokét
ktérej nastepuje rotacja czasteczki pokrywa sie z linig, na ktérej leza atomy tej czasteczki. Dlatego
tez, w czgsteczkach liniowych, na rotacje przypadaja 2 stopnie swobody, stad liczba stopni
swobody dla oscylacji wynosi 3n -5 [1], [2], [4]. Drgania nie powodujg przemieszczenia srodka
masy czasteczki ani jej obrotu, a ich liczba jest rowna liczbie stopni swobody oscylacji [2], [4].

Ze wzgledu na to, Ze drgania wtasne majg rézne czestotliwosci, konieczne jest roztozenie
ich na drgania sktadowe. Istniejacy w molekule podziat drgan wtasnych wynika natomiast stad,
ze oscylacje te s3 wzajemnie ortogonalne, czyli niezaleZne od siebie i nie oddziatujace na siebie
energetycznie [2]. Ortogonalne drgania wlasne czasteczki nazywane sg drganiami normalnymi,
podczas ktérych wszystkie atomy molekulty przechodza przez potozenie rownowagi zgodnie
w fazie i z jednakowag czestotliwoscig [2], [4].

Mozna wyrdznic¢ kilka rodzajéw drgan normalnych w zalezno$ci od przyjetego kryterium
podziatu. Podziat ze wzgledu na zmiany w diugos$ci wigzania lub katéw pomiedzy nimi pozwala
wyro6zni¢ odpowiednio drgania rozciagajace (walencyjne) oraz drgania zginajace (deformacyjne).
W przypadku czasteczek ptaskich drgania deformacyjne mozna dodatkowo podzieli¢ na
odbywajace sie w plaszczyznie molekuty, na ktére sktadajg sie drania wahadtowe (kotyszace)
i nozycowe, oraz oscylacje poza ptaszczyzne molekuty, do ktérych zaliczamy drgania
wachlarzowe oraz skrecajace. Istotnym kryterium podzialu drgan rozciagajacych jest z kolei
symetria obserwowanych wychylen, stad drgania te dzielimy dodatkowo na symetryczne (zgodne
w fazie) i asymetryczne (niezgodne w fazie) [1], [2], [4].

Symetria budowy wielu molekut sprawia, iZ pewne znajdujace sie w nich oscylatory
posiadajg identyczne poziomy energetyczne oraz czestotliwosci przej$s¢é miedzy nimi. Sg to tak
zwane oscylatory zdegenerowane dwukrotnie, trzykrotnie etc. w zaleznosci od liczby
jednakowych oscylatorow w czasteczce. W widmie IR widoczne s3 jako pasmo wspdlne dla
oscylatoréw zdegenerowanych [2].

Dla wartosci czestotliwo$ci oscylacji mozna zauwazy¢ pewne zaleznosci:
— czestotliwos$¢ drgan rozciggajacych jest wieksza od czestotliwo$ci drgan deformacyjnych oraz
wzrasta ze zwiekszaniem sie krotnos$ci wigzania chemicznego;
— czestotliwo$¢ drgan spada wraz ze wzrostem masy czasteczkowej;
— ugrupowaniom atomoéw, posiadajacych pasma absorpcji w tym samym przedziale
czestotliwosci, lecz znajdujacych sie w réznych molekutach, przypisuje sie tzw. czestotliwosci
grupowe (np. drgania rozciggajace grupy karbonylowej w aldehydach, ketonach, estrach czy
kwasach karboksylowych odbywajg sie w zakresie liczby falowej 1720 - 1780 cm1) [4].

Opisane rodzaje drgan, dla czasteczki tr6jatomowej, zostaty przedstawione graficznie na
rysunku Rys. 1 [1], [2].

W  rzeczywistym widmie oscylacyjnym, oprocz tzw. tondéw podstawowych
reprezentujgcych drgania normalne, wystepujga rowniez nadtony, pasma zloZone oraz pasma
powstate wskutek rezonansu Fermiego [1], [2].

Nadtony powstajg na skutek przejs¢ pomiedzy oscylacyjnymi poziomami energetycznymi
odpowiadajgcymi catkowitej wielokrotnosci czestotliwosci podstawowej. W widmie IR



obserwowane s3 jako pasma o intensywnosci mniejszej od pasm podstawowych [1]. Jednakowa
absorpcja promieniowania podczerwonego przez dwa lub wiecej oscylatoré6w powoduje
pojawienie sie w widmie pasm (tonéw) ztozonych [1], [2]. Dodatkowo wyrdznia sie ztozone tony
sumaryczne oraz réznicowe. Pasma sumaryczne powstajg na skutek jednoczesnej absorpcji
jednego fotonu o odpowiednio duzej energii na poziomach co najmniej dwéch drgajacych
molekut. Tony réznicowe natomiast pojawiaja sie, gdy procesowi absorpcji kwantu przez jeden
oscylator towarzyszy jednoczesna emisja w innym [2].

W sytuacji, gdy nadton lub ton ztoZony jakiego$ oscylatora majg czestotliwo$é ré6wng lub
zblizong do czestotliwos$ci wiasnej innej drgajacej molekuty oraz drgania te naleza do tego samego
typu symetrii, moze nastgpi¢ sprzezenie zwane rezonansem Fermiego. W widmie IR zjawisko to
przejawia sie obecnoscia dwéch linii odpowiadajacych czestotliwo$ciom wyzszej i nizszej od
czestotliwos$ci pasma odpowiadajgcego drganiom wtasnym rezonujacych oscylatorow [1], [2].

Drgania rozciagajace

AVA

symetryczne asymetryczne

Drgania deformacyjne

w ptaszczyznie czgsteczki poza ptaszczyzng czgsteczki
nozycowe wahadiowe wachlarzowe skrecajace

Rys. 1 Drgania normalne w tréjatomowej czasteczce. Na podstawie [1], [2].

2.4 Model oscylatora harmonicznego

Modelem mechanicznym, ktéry pozwala w pierwszym przyblizeniu opisa¢ absorpcje
promieniowania podczerwonego przez molekute, jest model oscylatora harmonicznego.
Dwuatomowg czasteczke mozemy rozpatrywacé jako uktad dwéch mas m; i m. potaczonych ze

soba sprezyna Rys. 2 [1], [2].
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Rys. 2 Fazy drgan oscylatora harmonicznego. F'- sita oddziatywania sprezyny (wigzania) o state;j
sprezysto$ci fna polaczone nig masy, r»- odlegto$¢ miedzy masami m:i mzw stanie rownowagi. Na
podstawie [1], [2].

Oscylator harmoniczny spetnia, opisane réwnaniem 10, prawo Hooke’a, zgodnie z ktérym
sita, jaka sprezyna oddziatuje na polaczone nig masy m; i m: jest proporcjonalna do wielkosci
wychylenia xi skierowana przeciwnie [2]:

F=—f-x (10)
gdzie:
f - stata sprezystosci [%]
x — wychylenie z potozenia réwnowagi [m].

Wychylenie xjest rGwne réznicy odlegtosci r drgajacych mas w danej chwili i odlegtosci
tych mas w stanie rownowagi r», co przedstawia réwnanie 11:

X=r—1, 11D

Zatem w stanie r6wnowagi xjest rowne 0. Ruch oscylatora harmonicznego opisuje
réwnanie 12 [1], [2]:
d?x
m, F + fx =0 (12)

gdzie:

7 mqim
m,. - masa zredukowana oscylatora réwna — 1+mz [kg],
1 2

x — wychylenie z potoZenia réwnowagi [m],
f - stata sprezystosci [%]

Rozwigzanie powyzszego réwnania prowadzi do otrzymania zalezno$ci 13 opisujacej
zmiany wychylenia oscylatora w trakcie drgan:

X = X, - cos(2mv,t) (13)



gdzie:
X — amplituda wychylenia [m],
Vv, — czestotliwo$¢ drgan oscylatora [Hz],

t - czas trwania drgan [s].

2

L , . d°x p . L
Podstawienie wzoru 13 oraz wartosci proie —4n?v2x do réwnania 12, przy zatozeniu

warunkéw brzegowych t =0, x =x,, prowadzi do =zalezno$ci 14 opisujacej zwigzek
czestotliwosci drgann dwumasowego oscylatora harmonicznego v, z masg zredukowang oraz stalg
sitowg [1], [2]:

1 f
=— |— 14
Yo =20 |m (14)

gdzie:

m, — masa zredukowana oscylatora,

Vv, — czestotliwo$¢ drgan oscylatora [Hz],
f - stata sprezystosci [%]

Energia oscylacji zrebow atomowych w molekule jest skwantowana, co wynika
z rozwigzania réwnania Schrédingera dla oscylatora harmonicznego opisanego wzorem 15 [2]:

Ey = hv, (n + %) (15)

gdzie:

Ey - energia oscylatora harmonicznego []],

h - stata Plancka [J-s],

Vv, — czestotliwo$¢ drgan oscylatora [Hz],

n - kwantowa liczba oscylacyjna, ktéra moze przyjmowac wartosci 0, 1, 2, 3, ....

Poziomy energetyczne w skwantowanym oscylatorze harmonicznym sg rownoodlegte.
Rdéznice energii oscylacji AE, miedzy dwoma dowolnymi sgsiadujgcymi stanami oscylacyjnymi
o liczbach kwantowych n+1i nmozna obliczy¢ korzystajac z réwnania 16 [2]:

1 1
AEy = E}*Y — El = hy, (n +1+ E) — hv, (n + E) =hv, (16)

Stad, po uwzglednieniu réwnania 14, réznice energii oscylacji dwoch sgsiednich
poziomdéw mozna zapisa¢ wzorem 17:



2.5 Model oscylatora anharmonicznego

Opis oscylacji molekut przy pomocy modelu oscylatora harmonicznego stanowi jedynie
niezbyt doktadne przyblizenie zjawiska oscylacji w czasteczkach. Aby model mechaniczny drgan
jak najlepiej oddawat rzeczywisty uktad oscylujacych atomoéw, nalezy uwzgledni¢ m.in. spadek
wartoS$ci statej sitowej fwraz z oddalaniem sie drgajacych molekul. Przy dostatecznie duzej
warto$ci wychylenia stata sitowa spada do zera, co prowadzi do rozerwania wigzania i dysocjacji
czasteczki na atomy. W modelu mechanicznym mozna przedstawic¢ to zjawisko jako rozerwanie
sprezyny [2]. Ponadto w oscylatorze rzeczywistym nie jest spetnione prawo Hooke’a, a zalezno$¢
sity od wychylenia opisana jest bardziej skomplikowana funkcja matematyczng, ktérej postac
zalezy od molekuty [2].

Rozwigzanie rownania Schrodingera dla oscylatora anharmonicznego pozwala okresli¢
charakterystyczna dla niego energie, opisang wzorem 18 [2]:
2

1 1
E y = hy, (n+§> —hvoa(n+§> (18)

gdzie:

E,y - energia oscylatora anharmonicznego [J],

v, — czestos$¢ drgan oscylatora na poziomie podstawowym [H],

n - kwantowa liczba oscylacyjna, ktéra moze przyjmowac wartosci 0, 1, 2, 3, ...,
a - wspotczynnik anharmonicznosci.

Poziomy energetyczne w oscylatorze anharmonicznym nie sg réwnoodlegte. Odlegtosci
AE,y miedzy sasiednimi stanami energetycznymi Ejif! i E}y, zblizaja sie do siebie wraz ze

wzrostem wartosci oscylacyjnej liczby kwantowej, co opisuje réwnanie 19 [2]:

AEuy = EXfY — Efy = hvo[1 — 2a(n + 1)] (19)

2.6 Reguly wyboru dla absorpcji promieniowania IR przez molekuty

Absorpcja promieniowania IR przez molekute jest mozliwa, gdy przej$cie miedzy danymi
dwoma poziomami oscylacyjnymi spetnia tzw. reguty wyboru. Ponadto przej$cie miedzy stanami
oscylacyjnymi okreSlone jest przez prawdopodobienistwo przejscia, ktoére warunkuje
intensywno$¢ pasm absorpcyjnych. Intensywno$¢ pasma w widmie IR ro$nie wraz ze wzrostem
prawdopodobienstwa przej$cia pomiedzy odpowiadajacymi mu poziomami oscylacyjnymi [2].

W uktadzie, ktéry znajduje sie w stanie réwnowagi termicznej, obsadzenie pozioméw
energetycznych opisane jest funkcjg rozktadu energii Boltzmanna dang réwnaniem 20 [2], [5]:

Nn+1 gEnt+i_gn
N7 =e kT (20)

gdzie:
N™1 _liczba molekut w stanie o wyzszej energii E"*1,

N™ - liczba molekut w stanie o nizszej energii E™,

10



k - stata Boltzmanna [ﬂ,

T - temperatura [K].

Z powyzszego réwnania wynika, ze w miare wzrostu odlegto$ci miedzy poziomami, spada
obsadzenie poziomu o wyzszej energii oscylacyjnej. Podobnie, im niZsza temperatura otoczenia,
tym mniejsze obsadzenie wyzszego poziomu energetycznego. W stanie rownowagi dynamicznej
maja miejsce jedynie spontaniczne, wystepujace z matym prawdopodobienstwem przejscia
pomiedzy poziomami oscylatora. Oddziatywanie uktadu z promieniowaniem o energii
odpowiadajacej réznicy miedzy stanami oscylacyjnymi molekuty prowadzi do absorpcji, ktora
wymusza przejscie oscylatora na poziom o wyzszej energii. Warunek ten okresla pierwsza
(podstawowa) reguta wyboru, dana wzorem 21[2]:

AE = hv (21)
gdzie:
AE - réznica energii poziomdw oscylatora (molekuty) []],
v - czestotliwos$¢ padajacego fotonu [Hz],
h - stata Plancka [J's].

PrzejScia wymuszone absorpcja kwantu promieniowania zachodza z wiekszym
prawdopodobiefistwem niZ przej$cia spontaniczne. Liczba takich przej$¢ absorpcyjnych w
jednostce czasu, jest proporcjonalna do liczby oscylatoréw na nizszym poziomie energetycznym
oraz gestosci promieniowania wzbudzajacego zgodnie z réwnaniem 22 [2], [5]:

Zy =By Np-py (22)
gdzie:
Z,, - liczba wymuszonych przejs¢ absorpcyjnych z poziomu niZszego n na wyzszy n+1 na
jednostke czasu E],

3
B,, - wspétczynnik Einsteina, okreslajacy prawdopodobienstwo absorpcji [T]n—s],

N,, - liczba molekut na nizszym poziomie oscylacyjnym,

Py — gestos¢ promieniowania wzbudzajgcego o czestotliwos$ci spetniajgcej podstawowa regute

wyboru [#]
Wspotczynnik Einsteina B, wyrazony jest wzorem 23:

8m3 5
B, = WIHWI (23)

Symbol p,, w powyzszym wzorze to moment przej$cia okreslony rownaniem 24 [2]:

+00
hy = j Viundx  (24)
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Zrédio IR

gdzie:
Wy, Wayeq - funkcje falowe poziomdow oscylacyjnych nizszego i wyzszego,
U - elektryczny moment dipolowy, zalezny od wspoétrzednej normalnej drgania x[C - m].

Druga regute wyboru definiuje rozwiazanie réwnania 24. Zgodnie z t3 regutg, pojawienie
sie tonéw podstawowych (odpowiadajacych przejsciu miedzy stanami o oscylacyjnych liczbach
kwantowych 0 i 1) w widmie IR jest mozliwe tylko dla oscylatoréw, ktérych moment dipolowy
4 zmienia sie w trakcie ich drgania wzdtuz wspétrzednej normalnej x; co opisuje zalezno$¢ 25 [2]:

du
—*0 25
ix (25)

Trzecia reguta wyboru zwigzana jest ze skwantowaniem energii stanow oscylacyjnych
drgajacej molekuty. Wedtug tej reguty, przej$cia pomiedzy poziomami mozliwe sg tylko wtedy,
gdy odpowiadajgca im zmiana kwantowej liczby oscylacyjnej An, przedstawiona rownaniem 26,
jest liczba catkowita [2]:

An=1,23,.. (26)

Przejscia, dla ktérych An = 1 odpowiadaja tonom podstawowym o najwiekszym
prawdopodobienistwie przejScia (najwiekszej intensywno$ci). Jezeli natomiast zmiana
kwantowej liczby oscylacyjnej An > 1, pojawiajg sie nadtony, ktérych istnienie wyjasnia model
oscylatora anharmonicznego.

3. Charakterystyka mikrospektroskopii FTIR

Mikrospektroskopia FTIR opiera sie na idei interferencji promieniowania podczerwonego
pomiedzy dwiema wigzkami w celu uzyskania informacji widmowej w postaci tak zwanego
interferogramu. Stad gtéwnym elementem spektrometru FTIR jest interferometr. Podstawowe
komponenty spektrometru fourierowskiego zostaty przedstawione na Rys. 3 [1].

Konwerter
A/D

v

v

Detektor Wzmacniacz

v

A4

Interferometr > Probka

Komputer

Rys. 3 Schemat blokowy spektrometru FTIR. Na podstawie [1].

Promieniowanie podczerwone ze Zrédta przechodzi przez interferometr, nastepnie
kierowane jest na probke, po czym dociera do detektora. Po wzmocnieniu sygnatu, w trakcie
ktérego sktadowe o wysokiej czestotliwo$ci zostajag wyeliminowane przez filtr, nastepuje jego
konwersja do postaci cyfrowej przez przetwornik analogowo-cyfrowy (konwerter A/D).
W dalszej kolejnosci sygnat cyfrowy zostaje przestany do komputera, gdzie podlega transformacji
Fouriera [1], [4].

NajczesSciej stosowanym w spektrometrach fourierowskich interferometrem jest
interferometr Michelsona, ktérego budowe przedstawiono na rysunku Rys. 4 [1], [2], [4]-
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Rys. 4 Budowa interferometru Michelsona. Na podstawie [148].

Interferometr Michelsona sktada sie z dwdch ptaskich zwierciadet ustawionych
prostopadle do siebie, przy czym tylko jedno z nich zmienia swoje potozenie wzgledem Zrodta IR.
Plaszczyzne wyznaczong przez te lustra przecina ptytka $wiattodzielgca w postaci zwierciadta
potprzepuszczalnego. Emitowane przez zrodto promieniowanie IR padajgc na plytke
Swiattodzielaca zostaje podzielone na dwie wzajemnie prostopadte wigzki. Jedna z wigzek odbija
sie od zwierciadta péiprzepuszczalnego, a nastepnie od zwierciadta stacjonarnego. Pozostata
cze$¢ promieniowania przechodzi przez ptytke swiattodzielaca i ulega odbiciu na zwierciadle
ruchomym, ktére porusza sie ze statg predkoscia. Odbite wiazki, powracajg do zwierciadta
potprzepuszczalnego, gdzie zachodzi ich interferencja. Ruch jednego ze zwierciadet sprawia, ze
obydwie czes$ci wigzki sg przesuniete wzgledem siebie w fazie. W konsekwencji wzmocnienie
sygnatu nastepuje, gdy roznica drég optycznych odbitych wigzek stanowi catkowitg parzysta
wielokrotno$¢ dtugosci fali interferujacego promieniowania. Z kolei dla opéZnienia optycznego
wiazek, bedacego nieparzysta catkowitg wielokrotnoscig potowy dtugosci fali naktadajacych sie
wiazek, obserwuje sie ich wygaszenie [1], [2], [4].

Wiazka polichromatyczna opuszczajaca interferometr kierowana jest na prébke, gdzie
zachodzi absorpcja kwantéw promieniowania o czestotliwosciach odpowiadajgcych
czestotliwo$ciom wilasnym oscylujacych molekut. Sygnat z o$rodka absorbujgcego trafia do
detektora w wyniku czego powstaje interferogram, ktory przedstawia zalezno$¢ intensywnosci
promieniowania IR od czasu przesuwu zwierciadta lub réznicy drég optycznych rozdzielonych
wiazek (Rys. 5) [1].
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Rys.5 Interferogram przedstawiajacy zalezno$¢ intensywnosci promieniowania od czasu przesuwu
zwierciadta.

Wielokrotne skanowanie préobki i gromadzenie interferograméw w pamieci komputera,
a nastepnie ich u$rednianie prowadzi do zwiekszenia stosunku sygnatu do szumu, co przektada
sie na poprawe czutoS$ci oraz rozdzielczosci spektralnej metody [1], [2].

Interefrogram jest niegasnacg funkcja periodyczng, ktéra zgodnie z prawem Fouriera
moze zostac roztozona na proste funkcje okresowe. W praktyce zabieg ten odpowiada rozktadowi
promieniowania polichromatycznego na skladowe monochromatyczne odpowiadajace
konkretnym czesto$ciom promieniowania. Interferogram przedstawia zalezno$¢ intensywno$¢
wigzki promieniowania polichromatycznego I(x) trafiajgcego do detektora od réznicy drog
promieniowania w interferometrze x, co przedstawia réwnanie 27 [2]:

I(x) = f 2I(V)RW)T(W)[1 + cos(2mvx)] dv (27)
0
gdzie:
I(v) - intensywno$¢ promieniowania o czestotliwosci v, padajacego na zwierciadto
poOtprzepuszczalne,

R(v) i T(v) - wspotczynniki odbicia i transmisji ptytki Swiattodzielgcej, dla ktérych
RW)+TWw) =1,

X - réznica drdg optycznych wigzek przepuszczonej i odbitej od zwierciadta
potprzepuszczalnego lub odpowiadajacy jej czas przesuwu zwierciadta.

Wydajnos¢ zwierciadta potprzepuszczalnego jest rowna 100%, gdy R(v) = T(v) = 0,5.
Woéweczas wzdr 27 przyjmuje uproszczong postaé, dang rownaniem 28 [2], [4]:
1 (00}
I(x) = Ef [(v)[1 + cos(2mvx)]dv (28)
0
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Dla réznicy drég optycznych rozdzielonych wigzek znacznie wiekszej od najwiekszej
dtugosci fali w wigzce promieniowania wzbudzajacego wyrazenia cos(2mvx) usredniajg sie pod
catka do zera, a intensywno$¢ wigzki wynosi (o). Stad zmienna czes¢ interferogramu, zwang
funkcja interferogramu, mozna zapisa¢ wzorem 29 [2]:

F(x) =1(x) — () = f A(v) cos(2mvx) dv (29)
0

gdzie:
A(w) = 2I(V)R(W)T(v).

Zastosowanie transformacji Fouriera do wzoru 29 pozwala na przejscie z dziedziny czasu
(réznicy drdég optycznych) na dziedzine czestotliwo$ci (w spektroskopii FTIR wyrazonej
w postaci liczby falowej V). W ten spos6b mozna otrzymac wyrazenie 30 opisujgce intensywnosci
spektralne A(v):

+ 00

A(D) =2 j F(x) cos(2mvx) dx (30)

— 0o

W celu uzyskania widma transmisyjnego FTIR rejestruje sie w rownych odstepach czasu
interferogramy bez probki (lub z kuweta poréwnawczg) oraz interferogramy z probka.
Transformacja Fouriera uzyskanych interferograméw pozwala otrzyma¢ odpowiednio A, (¥)
i Ap (7). Widmo IR przedstawiajgce zalezno$¢ transmitancji T od liczby falowej v uzyskuje sie

dzieki operacji przedstawionej wzorem 31 [2]:
Apr (V)
Ao (D)

Podstawienie zaleznos$ci 31 do wzoru 9 umozliwia otrzymanie ostatecznego widma
absorpcyjnego badanej préobki (Rys. 6).

TW) = €2
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Rys. 6 Widmo absorpcyjne kory nerki otrzymane przy uzyciu spektrometru FTIR.
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W metodzie mikrospektroskopii FTIR najcze$ciej przeprowadza sie tzw. skanowanie
rastrowe badanej prébki. Skanowanie rastrowe polega na sekwencyjnym zbieraniu widm ,punkt
po punkcie” z wybranego obszaru i z okreslonym krokiem (rzedu mikrometréw). Dzieki temu
uzyskuje sie dwuwymiarowa mape biochemiczna probki, w ktorej kazdy piksel stanowi oddzielne
widmo IR. Nastepnie, wykorzystujac metode mapowania chemicznego pasm absorpcji, wykonuje
sie dwuwymiarowe mapy przedstawiajace rozktad wybranych biomolekut w badanym obszarze.
Proces ten zostat schematycznie przedstawiony na Rys. 7.

W ostatnich latach, dzieki rozpowszechnieniu detektoro6w matrycowych FPA, na
popularnosci zyskuje obrazowanie FTIR. W tym przypadku informacja widmowa jest zbierana
jednoczesnie z obszaru o wielko$ci kilkuset mikrometréow kwadratowych do kilku milimetréw
kwadratowych (tzw. pole widzenia detektora, FOV) przez matryce detektorow wielkosci ~ 102x
102 piksel (przyktadowo, rozmiar matrycy detektorow FPA w systemie obrazowania Agilent 600
Series to 128 x 128 pikseli). Aby uzyska¢ obraz fragmentu prébki wiekszego niz pole widzenia
detektora, wykonuje sie mozaike, bedaca ztozeniem kilku sekwencyjnie zebranych obszaréw FOV.
Zatem dzieki obrazowaniu FTIR, podobnie jak w przypadku skanowania rastrowego, uzyskujemy
mape biochemiczng, w ktérej kazdy piksel zawiera peilng informacje widmowg na temat
odpowiadajgcego mu ,punktu” probki. Jednak, w przeciwienstwie do tradycyjnego skanowania
prébki ,punkt po punkcie”, metoda obrazowania FTIR umozliwia znacznie szybsze zbieranie
informacji widmowej z badanego materiatu. Dalsza analiza polega na mapowaniu chemicznym
pasm charakterystycznych dla obecnych w prébce makromolekut biologicznych.

4, 7rédta promieniowania podczerwonego

Wykorzystywane w spektroskopii FTIR promieniowanie podczerwone powinno
charakteryzowac sie stabilno$cig, ciggtoScig oraz wysoka intensywno$cia w catym zakresie
widmowym. W badaniach analitycznych z wykorzystaniem $redniej podczerwieni stosuje sie trzy
rodzaje zZrodet IR - wtokno Nernsta, globar lub promieniowanie synchrotronowe [1].

Wiékno Nernsta to ceramiczny pret z tlenku cyrkonu zawierajacy dodatki tlenkéw itru
i innych pierwiastkow ziem rzadkich oraz posiadajgcy platynowe zakonczenia umozliwiajace jego
potaczenie elektryczne. Wt6kno nie przewodzi pradu w temperaturze pokojowej, stad w celu
wymuszenia przeptywu pradu musi zosta¢ ono rozzarzone. Po podgrzaniu wtdékna do
temperatury ponad 1000°C (najczesciej 1900°C) emituje ono promieniowanie o rozkladzie
spektralnym intensywnosci zblizonym do promieniowania ciata doskonale czarnego. Zaleta tego
rodzaju Zrédta jest duza intensywnos$¢ emitowanego promieniowania w catym zakresie MIR [1],

(2], [6]-

Globar jest pretem ceramicznym wykonanym z weglika krzemu, emitujgcym skolimowang
wigzke promieniowania IR o $rednicy przekroju poprzecznego ok 1 pm, co zapewnia o$wietlenie
na prébce obszaru o $rednicy od 20 pm do 100 um [2], [7]. Dzieki globarowi mozna uzyskac¢ dobrg
rozdzielczo$¢ spektralng wynoszaca przewaznie od 4 cm-! do 8 cm! [7]. Temperatura zarzenia
Zrédta wynosi miedzy 1200 a 1400°C, a emitowane promieniowanie cechuje duza stabilno$¢ oraz
rozktad spektralny zblizony do generowanego przez witdékno Nernsta. Promieniowanie
emitowane przez globar posiada wieksza intensywno$¢ w zakresie wyzszych liczb falowych.
Zrédta globarowe, ze wzgledu na krétki czas zycia oraz konieczno$éé chtodzenia woda, s3 mniej
popularne niz wtékna Nernsta [6].

Promieniowanie synchrotronowe generowane jest podczas ruchu relatywistycznych
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czastek natadowanych po zakrzywionych torach. W celu zakrzywienia toréw czastek stosuje sie
pole magnetyczne wytwarzane przez magnesy zakrzywiajace lub urzadzenia wstawkowe.
Wieksze dlugosci fali IR uzyskuje sie dzieki wykorzystaniu promieniowania generowanego przez
czastki, ktoére ulegaja hamowaniu (przyspieszeniu) podczas wejscia w state pole magnetyczne
wytworzone przez magnes dipolowy. Generowane w ten sposéb promieniowanie podczerwone
charakteryzuje ciggto$é, naturalna kolimacja oraz znacznie wieksza, w pordéwnaniu
z konwencjonalnymi Zréditami, jasnosé. Wada promieniowania synchrotronowego jest z kolei
niestabilno$¢ przestrzenna. Wykorzystanie promieniowania IR generowanego za pomoca
synchrotronu pozwala na uzyskanie wysokiej rozdzielczo$ci przestrzennej oraz zachowanie
wysokiego stosunku sygnatu do szumu, dzieki czemu mozliwe jest badanie mikrometrowych
obszarow probek [8]-[10].

5. Detektory promieniowania podczerwonego

Obecnie mozna wyr6zni¢ trzy typy detektoréw stosowanych w rejestracji
promieniowania z zakresu $redniej podczerwieni. Pierwszy z nich to piroelektryczne detektory
wykonane z deuterowanego tiosiarczanu tréjglicyny (ang. deuterated triglycine sulfate, DTGS).
Detektory DTGS pracujg w temperaturze pokojowej i znajduja zastosowanie w rutynowych
pomiarach nie wymagajacych wysokiej czutosci [3], [11]. Dziatanie detektoréw tego typu opiera
sie na zjawisku piroelektrycznym, w ktérym zmiana temperatury (ogrzanie lub schtodzenie)
materiatu prowadzi do powstania tadunku elektrycznego na jego powierzchni. Na przeciwlegtych
konicach materiatu piroelektrycznego generowane sg tadunki o przeciwnych znakach, przy czym
ich ilo$¢ zalezy od szybkosSci zmian temperatury. Wazng zaletg detektoréw DTGS jest krétki czas
reakcji [11], [12].

Znacznie wyzsza czutoscia, w poréwnaniu do DTGS, cechuja sie detektory
fotoprzewodzace wykonane z materiatu potprzewodnikowego, ktory stanowi roztwor tellurku
kadmu i tellurku rteci (ang mercury cadmium telluride, MCT) [1]. Detektory MCT wykorzystuja
w swojej pracy zjawisko fotoelektryczne wewnetrzne, w ktérym pod wptywem padajgcego
promieniowania obserwuje sie wzrost przewodnictwa elektrycznego pétprzewodnika [13].
Zaleta detektorow tego typu jest wysoki stosunek sygnatu do szumu w catym zakresie dtugosci
fali [1], [3].

Szczegdlnym typem detektoréow, ktére zyskuja popularno$¢ w ostatnich latach, s3
detektory liniowe i matrycowe FPA (ang. Focal Plane Array) [3], [7]. Sa to pozycjoczute matryce
detektoréw poétprzewodnikowych (fotodiod), stosowane gltéwnie do rejestracji obrazéw
dwuwymiarowych. Do budowy detektoréw FPA wykorzystuje sie technologie krzemowag CCD
(ang. Charge-Coupled Device) lub CMOS (ang. Complementary Metal-Oxide-Semiconductor).
Obraz probki zostaje zogniskowany przez uktad optyczny urzadzenia na matrycy detektordw,
ktérej zadaniem jest przetworzenie sygnatu optycznego na elektryczny. Nastepnie sygnat
kierowany jest do zintegrowanego z matrycg ukladu odczytowego, gdzie jest przeksztatcany na
obraz topograficzny. Gléwna zaletg detektoréw FPA jest duza wydajno$¢ kwantowa, siegajaca
nawet 90% a takze dobry stosunek sygnatu do szumu [7], [14]. Co wiecej zastosowanie
detektorow FPA w mikrospektroskopii FTIR pozwala znacznie skréci¢ czas niezbedny do
otrzymania mapy chemicznej badanej prébki [15].
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6. Charakterystyczne pasma absorpcji biomolekut oraz najczesciej analizowane
parametry biochemiczne

Mikrospektroskopia w podczerwieni pozwala okresli¢ sktad biochemiczny badanych prébek
biologicznych. Widmo IR dostarcza bowiem informacji na temat obecnych w danym materiale
makromolekut biologicznych takich jak biatka, polipeptydy, kwasy nukleinowe, lipidy oraz
weglowodany. Jest to mozliwe dzieki identyfikacji pasm absorpcji, odpowiadajgcych
czestotliwo$ciom drgan normalnych charakterystycznych dla grup funkcyjnych biomolekut.
Intensywnosci oraz wzgledne intensywnosci niektérych pasm moga by¢ z kolei zrdodtem
dodatkowych informacji pomocnych w okre$laniu struktury tych zwigzkow [1].

Biatka to polipeptydy o masie przekraczajacej 10 kDa, zawierajgce ponad 100
aminokwaséw, powstajgce w wyniku potagczenia grup a-karboksylowych z grupami
a-aminowymi aminokwaso6w, ktére prowadzi do utworzenia wigzan peptydowych. W organizmie
makromolekuty te petnig role enzymatyczne, strukturalne, transportowe, immunologiczne,
magazynujgce itd. W strukturze biatek mozna wyro6zni¢ cztery poziomy budowy. Podstawowym
jest struktura pierwszorzedowa, ktora okresla sekwencje aminokwaséw w taficuchu biatkowym.
Rozmieszczenie taficucha polipeptydowego w przestrzeni decyduje o drugorzedowej strukturze
biatka, stabilizowanej wigzaniami wodorowymi. Najpowszechniej wystepujace typy struktury
drugorzedowej to a-helisa (najczeSciej spotykana struktura drugorzedowa biatek, w ktorej
fancuch polipeptydowy uktada sie w spirale) oraz B-kartka (fancuch biatkowy rozwiniety
w kierunku osiowym, przypominajgcy ksztattem harmonijke). Struktura trzeciorzedowa,
zdeterminowana przez dwie poprzednie, okresla sposdéb tréjwymiarowego, wtdérnego
pofaldowania czasteczki bialka i stabilizowana jest przez mostki dwusiarczkowe, wigzania
hydrofobowe, wodorowe oraz jonowe. Ostatni poziom budowy biatek, czyli ich struktura
czwartorzedowa, zalezy od wzajemnego utozenia oligomeréw (czasteczek biatkowych o duzej
masie), ktérych podjednostki potaczone s3 za pomoca niskoenergetycznych wigzan
hybrydowych, jonowych lub wodorowych [16].

Strukture drugorzedowa biatek mozna okresli¢ analizujagc pasma charakterystyczne dla
a-helisy (1645 - 1662 cm) oraz 3-kartki (1613 - 1637 cm1). Ponadto w widmach oscylacyjnych
biatek i polipeptydéw mozna zidentyfikowa¢ dziewie¢ amidowych pasm absorpcji. Posrod nich
najwieksze znaczenie analityczne posiada pasmo pochodzace od amidu I (1600 - 1690 cm1),
ktore stuzy do okreslania struktur drugorzedowych obecnych w prébkach tanicuchéw biatkowych
(6], [17], [18].

Lipidy stanowig heterogenng grupe zwigzkéw hydrofobowych o dosy¢ nier6wnomiernym
rozmieszczeniu w organizmie. Wiekszo$¢ z nich znajduje sie w btonach biologicznych oraz
komorkach tkanki ttuszczowej. W organizmie ludzkim lipidy najczesciej wystepuja w postaci
kwasow ttuszczowych, cholesterolu, fosfolipidéw oraz sfingolipidéw. Charakterystyczna cecha
budowy wszystkich lipidow jest obecno$¢ grupy karbonylowej -COOH [16]. W widmie IR pasmo
absorpcji charakterystyczne dla tej grupy molekut biologicznych obejmuje zakres liczb falowych
2800 - 3050 cm1, w ktorym mieszczg sie czestosci drgan wtasnych nienasyconych (~3012 cm1)
oraz nasyconych (2955 cm1i 2924 cm1) kwasow ttuszczowych [1], [6].

Kwasy nukleinowe sg swego rodzaju biopolimerami ztozonymi z wielu nukleotydéw
monofosforanowych. Pojedynczy nukleotyd zbudowany jest z zasady azotowej (adeniny, guaniny,
cytozyny, tyminy lub uracylu), cukru (pentozy, ktérg jest ryboza lub deoksyryboza) i reszty kwasu
fosforowego. Laczenie nukleotydéow w kwasy nukleinowe jest mozliwe dzieki wigzaniom
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fosfodiestrowym. Wyro6znia sie dwa rodzaje kwasow nukleinowych, ktérymi sa kwas
deoksyrybonukleinowy (DNA) oraz rybonukleinowy (RNA), petnigce w organizmie role no$nika
informacji genetycznej [16]. W badaniach analitycznych do detekcji zmian w zawartos$ci kwaséw
nukleinowych metoda spektroskopii IR wykorzystuje sie pasma absorpcyjne zwigzane
z oscylacjami wigzan obecnych w grupach fosforanowych tych makromolekut (1080 cm-! oraz
1240 cm?) [1], [6].

Najczesciej wystepujacymi w przyrodzie zwigzkami s3 weglowodany, zwane inaczej
cukrami lub sacharydami. W organizmie petnig one role substratéw energetycznych a takze sg
elementami sktadowymi glikoprotein, glikolipidow oraz kwaséw nukleinowych. W budowie
weglowodanéw mozna wyr6zni¢ dwie charakterystyczne grupy funkcyjne - aldehydowg -CHO
oraz ketonowg >C=0 [16]. Zakres widmowy IR, w ktérym absorbujg sacharydy obejmuje liczby
falowe 900 - 1200 cm-, pokrywajac sie czeSciowo z pasmami absorpcji kwaséw nukleinowych

[1], [6].

W tabeli Tab. 2 scharakteryzowano pasma absorpcyjne rejestrowane w widmach tkanek
zwierzecych. W tabeli Tab. 3 zestawiono informacje jakich dostarczaja poszczegélne parametry
biochemiczne na temat zawartos$ci i struktury gtéwnych biomolekut.

Tab. 2 Charakterystyka pasm absorpcyjnych gtéwnych makromolekut biologicznych identyfikowanych
w widmach IR tkanek zwierzecych.

Liczba fal
iczba‘aowa Pochodzenie Rodzaj drgania
[cm1]
~3290 N-H biatka, amid A rozciggajace
Obszar 3050 — 2800 cm! - drgania grup CH charakterystyczne dla lipidéw i biatek
~3012 =C-H nienasycone kwasy tluszczowe rozciggajace
~2955 C-H (-CH3) rozciagajace asymetryczne
~2924 C-H (-CH2) rozciggajace asymetryczne
nasycone kwasy ttuszczowe — =
~2872 C-H (-CH3) rozciagajace symetryczne
~2852 C-H (-CH2) rozciagajace symetryczne
Obszar 1740 - 1500 cm! - dominacja drgan charakterystycznych dla biatek
~1740 C=0 estry rozciagajace
C-N rozciagajace
~1600 - 1690 C=0 pasmo amidu [ rozciagajace
N-H deformacyjne
C-N rozciagajace
~1480 - 1580 pasmo amidu Il )
N-H deformacyjne
~1468 C-H (-CH2) deformacyjne asymetryczne
~1390 - 1400 COO- kwasy ttuszczowe, polisacharydy rozciggajace symetryczne
~1380 C-H (-CH2) deformacyjne symetryczne

Obszar 1350 — 1000 cm! - dominacja drgai charakterystycznych dla grup fosforanowych i weglowodanéw

C-N . rozciagajace
~1200-1350 pasmo amidu III B
N-H deformacyjne
~1240 -PO2- wigzania fosfodiestrowe rozciagajace asymetryczne
C-0-C, C-0,

(DNA, RNA, weglowodany, lipidy,

~1200-900 C-C, C-0-P, biatka) rozciggajace i zginajace
P-0-P
~1080 -PO2- wiazania fosfodiestrowe rozciagajace symetryczne
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Tab. 3 Znaczenie wybranych parametréw biochemicznych.

Pasma absorpcji

1658 cm! (Amid I)

1635 cm1/1658 cm'!
(B-kartka/a-helisa)

1080 cm?
1240 cm-?

1360 - 1480 cm?

Pochodzenie
Amidy

Amidy

Grupy fosforanowe

Kwasy tluszczowe, cholesterol, estry
cholesterolu

Opis
Dystrybucja protein

Zmiany w strukturze biatek

Dystrybucja zwigzkéw zawierajacych grupy
fosforanowe (kw. nukleinowe, fosfolipidy,
ufosforylowane weglowodory)
Dystrybucja kwaséw ttuszczowych, cholesterolu i

jego estrow

Dystrybucja fosfolipidéw, estréw cholesterol
Fosfolipidy, estry cholesterolu, ystrybucja fosfolipidéw, estréw cholesterolu

1
1740 cm grupy karbonylowe

oraz zwigzkow zawierajgcych grupy
karbonylowe

2924 cm-1 (C-Hz)

2955 cm-1 (C-H3)

2800 - 3000 cm?t

Nasycone kwasy ttuszczowe Dystrybucja lipidéw
Zmiany strukturalne lipidéw (poziom nasycenia,
zmiany dtugosci i stopnia rozgatezienia
tancucha)

2924 cm1/2955 cm'! Nasycone kwasy ttuszczowe

Dystrybucja nienasyconych kwaséw

3012 cm! (H-C=) ttuszczowych

Nienasycone kwasy ttuszczowe

3012 cm1/2955 cm! Poziom nienasycenia lipidéw Zmiany w poziomie nienasycenia lipidéw

7. Zjawiska zakldcajace w mikrospektroskopii FTIR

Widma absorpcyjne, a takze mapy chemiczne uzyskiwane metoda mikrospektroskopii
FTIR mogg by¢ znieksztatcane przez réznego rodzaju niepozadane zjawiska. Moze to prowadzi¢
do uzyskania btednych wynikéw, a w dalszej konsekwencji do wyciggniecia nieprawidlowych
wnioskéw badawczych. Dlatego, aby uzyska¢ miarodajne wyniki, niezbedna jest znajomos¢
podstawowych zjawisk zaktdcajacych, wystepujacych w badaniach z wykorzystaniem
mikrospektroskopii FITR oraz ich wptywu na rejestrowane widma IR.

7.1 Rozproszenie Mie’go

Rozproszenie Mie’'go to rozproszenie sprezyste, ktoére podobnie jak absorpcja IR,
powoduje ostabienie wigzki promieniowania. Jednak w przeciwienstwie do absorpcji IR, zjawisko
to nie jest zwigzane ze sktadem chemicznym lecz z morfologiag badanej prébki. Rozproszenie
Mie’go zachodzi na obiektach o rozmiarach wiekszych lub poréwnywalnych z A padajacego
promieniowania.

Wydajno$¢ rozpraszania Mie’go, a tym samym jego wplyw na rejestrowane widma, zalezy
od dtugosci fali promieniowania, rozmiaréw obiektu oraz wspoétczynnika zatamania prébki.
W spektroskopii IR najwieksze znaczenie ma tzw. rezonansowe rozpraszanie Mie’go, ktére
wystepuje, gdy dtugos¢ fali padajgcego promieniowania jest zblizona do rozmiaréw obiektow
rozpraszajacych. Wynika to z faktu, iz diugos$ci fali odpowiadajgce promieniowaniu
z zakresu $redniej podczerwienie stosowane w analizie biochemicznej prébek biologicznych, sg
porownywalne z rozmiarami komoérek oraz réznych struktur spotykanych w tkankach.

Najwiekszy wptyw rozproszenia Mie’go obserwuje sie dla wyizolowanych komérek oraz
obszarow brzegowych tkanek, gdzie nastepuje zmiana wspétczynnika zatamania probki. Zjawisko
to powoduje przede wszystkim poszerzenie linii bazowej a takze zmiane ksztaltu i potozenia
pasma amidu [ w widmie IR.
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Artefakty zwigzane z rozproszeniem Mie’go mozna usuna¢ z widma stosujac opracowane
algorytmy korekcji EMSC lub RMies-EMSC. W przypadku badania tkanek, wptywu tego zjawiska
zaktdcajgcego mozna unikng¢ poprzez wytaczenie z analizy obszaréw brzegowych probki [19].

7.2 Efekt fali stojgcej pola elektrycznego

Wptyw zjawiska fali stojgcej pola elektrycznego (EFSW) obserwuje sie czesto
w pomiarach FTIR wykonywanych w trybie transmisyjno-odbiciowym (tzw. transfelksyjnym),
ktéry jest szczegdlnie popularny w badaniach prébek biologicznych. W trybie tym tkanki (lub
komorki) umieszcza sie na nosniku odbijajacym promieniowanie IR, w wyniku czego wigzka
przechodzi przez prébke dwukrotnie, a tym samym jest dwukrotnie absorbowana.

Zauwazono, ze pewna czeS¢ wigzki odbitej od nosnika nie przechodzi do detektora, lecz
ulega odbiciu na wewnetrznej, niejednorodnej powierzchni probki. Taka wtornie wigzka moze
ulec interferencji z promieniowaniem odbitym od podioza, biegnacym w kierunku detektora.
W wyniku tego zjawiska w materiale prébki powstaje sinusoidalna fala stojgca pola elektrycznego
z weztem na powierzchni prébki.

W widmach uzyskiwanych w podczerwieni EFSW efekt fali stojacej objawia sie
nieliniowym wzrostem absorbancji z grubo$cia probki (odstepstwo od prawa Lamberta-Beera),
przy czym jego wpltyw na rejestrowane spektrum zalezy od dtugosci fali oraz kata padania
promieniowania, a takze grubosci i wspotczynnika odbicia probki.

Niestety jak dotad nie opracowana wystarczajagc doktadnych algorytmow
umozliwiajgcych eliminacje artefaktéow jakie EFSW wprowadza w widmach IR. Unikniecie tego
zjawiska jest natomiast mozliwe poprzez wykonywanie pomiaréw w trybie transmisyjnym [19].

7.3 Dyfrakcja

Waznym  parametrem  wplywajacym na jako$¢ obrazéw  rejestrowanych
w mikrospektroskopii FTIR jest przestrzenna zdolno$¢ rozdzielcza. Przestrzenng zdolnos$¢
rozdzielcza definiuje sie jako minimalng odlegto$¢ miedzy dwoma punktami, przy ktérej mozna
je rozrézni¢ jako osobne obiekty. W przyrzadach optycznych warto$¢ tego parametru jest
ograniczona zjawiskiem dyfrakcji promieniowania. Stad definiuje sie tak zwany limit dyfrakcyjny
Axprzestrzennej zdolnoSci rozdzielczej, ktéry mozna opisa¢ ponizszymi kryteriami:

0,61-1
NA

Rayleigha (dla promieniowania niesp6jnego) Ax =

0,47-1
NA

Sparrowa (dla promieniowania niespéjnego) Ax =

0,73:1
NA

Sparrowa (dla promieniowania spdjnego) Ax =

gdzie: A - dtugos¢ fali padajacego promieniowania [m], N4 - apertura numeryczna obiektywu.
Aperture numeryczng obiektywu definiuje sie jako:
NA =n-sino
gdzie: n - wspétczynnik zatamania probki, o - kat aperturowy obiektywu [°].

Dodatkowo:

W mikroskopach IR z obiektywem Schwarzschilda stosuje sie przyblizenie Ax = %
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W konfokalnych mikroskopach IR limit dyfrakcji mozna przyblizy¢ Ax = %
Limit dyfrakcji zalezy od dtugosci fali promieniowania oraz od wtasnosci obiektywu, ktéra
jest apertura numeryczna. Jak wida¢ z powyzszych wzoréw, dla mniejszych dtugosci fali mozna

osiaga sie lepsze, czyli niZsze, teoretyczne zdolnosci rozdzielcze.

W praktyce wigzka promieniowania przebywajac droge ze Zrédta do probki ulega ugieciu
nie tylko na aperturze ograniczajacej jej rozmiar, ale takze na obiektywie oraz réznych
strukturach prébce. Co wiecej, zjawiska te maja réwniez miejsce kiedy wigzka przebywa droge
z probki do detektora. Stad niestety trudno jest osiagna¢ przestrzenng zdolno$¢ rozdzielcza na
poziomie limitu dyfrakc;ji [20].

7.4 Naktadanie sie pasm absorpcji

Pelng interpretacje widma IR ogranicza naktadanie sie pasm absorpcyjnych pochodzacych
od réznych molekut. W obrebie jednej czasteczki wystepuje wiele ré6znych wigzan, a tym samym
wiele odmiennych drgan wtasnych. Widmo IR zawiera stanowi zatem zlozenie pasm
odpowiadajacych tym drganiom.

Poszczegdlne rodzaje wigzan, majgce podobng réznice energii pomiedzy poziomami
oscylacyjnymi, absorbuja promieniowanie o charakterystycznej czestotliwosci dajac pasmo
w tym samym zakresie dtugos$ci fali niezaleznie od innych szczegdétéw struktury czasteczki.
Oznacza to, ze te same grupy funkcyjne (np. C=0, N-H, O-H ) w réznych zwigzkach daja
charakterystyczne pasma absorpcyjne, ktére znajduja sie w poréwnywalnym zakresie liczb
falowych. Dlatego tez w spektroskopii w podczerwieni nie jest mozliwe okreslenie zawartosci
konkretnych zwigzkéw. Mozna natomiast oszacowaé¢ ogdlng zawarto$é, a nawet w pewnym
stopniu strukture gtéwnych biomolekut, ktérych charakterystyczne grupy funkcyjne absorbujg
promieniowanie IR w okreslonym zakresie liczb falowych, czyli lipidéw, biatek, czy tez zwigzkéw
zawierajacych grupy fosforanowe [1].
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Rys. 7 Schematy obrazujace pomiar metodg mikrospektroskopii FTIR w trybie transmisyjno-odbiciowym,

analize metoda mapowania chemicznego wybranych pasm absorpcji oraz preparatyke préobek.



8. Charakterystyka systemu do obrazowanie w podczerwieni Nicolet iN10MX

Tab. 4 Parametry techniczne systemu do obrazowania w podczerwieni Nicolet iN10MX.

Obiektyw i kondenser IR/VIS
Powiekszenie

Apertura numeryczna

Typy detektorow

Zakres spektralny

Rozdzielczo$¢ spektralna w
zakresie
2100-2000 cm!
Stosunek sygnatu do szumu
(apertura 25 pum x 25 pm)

Czas pomiaru

Chlodzenie

Tryby pomiarowe

Grubos$¢ préobek

Interferometr
Ptytka $wiattodzielgca
Apertura/przestony

Tryb transmisyjny

Zrédto IR H Interferometr

Wiazka
padajaca

Shwarzschilda

Prébka
Nosnik przepuszczajacy IR (CaF;)

przepuszczona

Detektor

Shwarzschilda

Optyka mikroskopu
Typu Schwarzschild
15x
0.7
Spektrometr
Punktowy DLaTGS Punktowy MCT-A Liniowy MCT-A
7600-450 cm1 7800-650 cm! 7800-720 cm'1
4 cm? 4 cm? 4 cm?!
- 25000: 1 500:1
4.5 min 20s
- (mapa 1.2x1.2 mm, (mapa 1.2x1.2 mm,

krok 25 pm, RS 16 cmt) | krok 25 um, RS 16 cm1)

Niewymagane Ciekty azot

Transmisyjny, absorpcyjno-odbiciowy, ATR

Typowo kilka-kilkanascie um, maksymalnie do

20 mm (tryb ATR)
Optyka spektrometru

Michelsona justowany dynamicznie w trakcie skanowania

Wielowarstwowa KBr/Ge

Sterowanie zautomatyzowane

Tryb absorpcyjno-odbiciowy

Detektor

Zrédio IR H Interferometr

Wigzka
padajaca

Wiazka
odbita

Obiektyw/kondenser

Shwarzschilda

Nosnik odbijajacy IR (MirrlR)

Tryb ATR
Prébka

Wigzka

padajaca Krysztat ATR (ZnSe)

Zrédio IR

Interferometr

Wiazka
odbita

\ f—{ |

Rys. 8 Charakterystyka tryb6w pomiarowych stosowanych w mikrospektroskopii FTIR.



9. Wykorzystanie mikrospektroskopii FTIR w badaniach biomedycznych

Obrazowanie z zastosowaniem mikrospektroskopii FTIR jest poteznym narzedziem
w analizie biochemicznej prébek biologicznych. Wysoka rozdzielczo$¢ przestrzenna metody
pozwala uzyska¢ informacje na temat zawarto$ci, struktury i dystrybucji gtéwnych molekut
biologicznych takich jak lipidy, biatka czy kwasy nukleinowe w mikroskopowych obszarach
badanej prébki. Mikrospektroskopia FTIR cieszy sie szczegdlnie duzym zainteresowaniem
w badaniach dotyczacych patogenezy nowotwordw [21]-[25] oraz choréb neurodegradacyjnych
[26]-[32]. Ponizej przedstawiono kilka przyktadowych zastosowan tej metody w analizie probek
pochodzenia biologicznego.

M. Szczerbowska-Boruchowska i wsp. [31] przy pomocy mikrospektroskopii FTIR
z synchrotronowym Zrédtem promieniowania podczerwonego (SR-FTIR) badali istote czarna
$rodmozgowia pochodzacg od pacjentéw zdrowych (grupa kontrolna) oraz cierpigcych na
chorobe Parkinsona (PD). Po pobraniu probki zostaty zamroZone w temperaturze -30°C,
a nastepnie pociete na skrawki o grubosci 20 pm przy uzyciu mikrotomu mroZeniowego
i wysuszone w temperaturze -20°C. Autorzy zauwazyli, Ze gtéwne réznice spektralne pomiedzy
tkankami pochodzacymi od grupy kontrolnej i pacjentéw z PD wystepuja przy nastepujacych
czestotliwosciach: 2930, 2850, 1655, 1380, 1236, 1173 i 1086 cm L. Obrazowanie rozktadu tych
biomarkerow wykazato, ze w tkankach zdrowych grupy funkcyjne biatek i kwaséw nukleinowych
zlokalizowane sg gléwnie w ciele komoérkowym. Z kolei w przypadku tkanek PD nie
zaobserwowano zadnych istotnych réznic w spektralnym regionie odcisku palca pomiedzy ciatem
komoérkowym a jego otoczeniem. Co wiecej, w probkach pochodzacych od pacjentéw dotknietych
PD stwierdzono spadek wzglednej zawarto$ci biatek i lipidow (spadek stosunku 1655 cm1/2924
cm!) atakze wzrost wzglednej zawarto$ci amidu I i amidu II (wzrost stosunku 1655 cm1/1545
cml). Wstepne wyniki uzyskane przez M. Szczerbowska-Boruchowska 7 wsp. potwierdzajg
hipoteze o wielopodtozowym charakterze choroby Parkinsona. Ponadto autorzy wykazali, ze
zmiany funkcjonalne w neuronach tkanki nerwowej, przejawiajace sie zaburzeniem dystrybucji
i struktury gléwnych makromolekut biologicznych, wystepuje przed ich morfologicznym
zanikiem.

J. Chwiej 7 wsp. [32] przeprowadzili analize topograficzng oraz potiloSciowa formacji
hipokampa szczuréw zdrowych (kontrolnych) i epileptycznych z drgawkami wywotanymi
pilokarping. Mézgi pobrane od zwierzat pochodzacych z obydwu grup zostaty zamrozone
w cieklym azocie, a nastepnie pociete na skrawki grubosci 10 pm i umieszczone na szkietkach
MirrIR w celu przeprowadzenia analizy biochemicznej. Dzieki skanowaniu rastrowemu probek
z zastosowaniem mikrospektroskopii SR-FTIR uzyskano dwuwymiarowe mapy rozktadu lipidéw,
biatek i kwaséw nukleinowych. Bazujac na do$wiadczeniu wyniesionym ze swoich poprzednich
badan autorzy skupili sie na dwéch regionach hipokampa: sektorze trzecim rogu Ammona (CA3)
oraz zakrecie zebatym (DG). Analiza spektralna wykazala zmiany w stopniu nasycenia
fosfolipidow oraz drugorzedowej strukturze biatek (wzrost wzglednych zawartosci struktury
B-kartki i a-helisy oraz amidu Il i amidu I) u zwierzat epileptycznych w odniesieniu do grupy
kontrolnej. Anomalie te byty zlokalizowane w warstwie komorek piramidowych sektora CA3 oraz
w warstwach komoérek wieloksztattnych i drobinowych obszaru DG. Wyniki uzyskane przez
Chwiej 7 wsp. sugeruja, ze obserwowane nieprawidtowosci w drugorzedowej strukturze biatek
oraz wzrost poziomu nasycenia lipidow moga by¢ zwigzane ze zmianami neurodegradacyjnymi
bedacymi nastepstwem stresu oksydacyjnego wystepujacego w obszarach moézgu dotknietych
indukowanymi pilokarping drgawkami.
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S. Mordechai 7 wsp. [33] wykorzystali mikrospektroskopie FTIR do identyfikacji
potencjalnych biomarkeréw raka szyjki macicy i czerniaka, ktére moga zosta¢ uzyte do
réznicowania tych nowotworéw ztosliwych od tkanki zdrowej. Badania przeprowadzono na
prébkach biopsyjnych utrwalonych w formalinie i zatopionych w parafinie. Tkanki byty pobierane
w taki sposob, aby obejmowaty zaréwno obszar zdrowy (kontrolny) jak i zmieniony
nowotworowo. Analiza spektralna skupiata sie na ocenie poziomu biomolekut takich jak RNA,
DNA (wzgledna intensywno$¢ pasm absorpcji RNA i DNA 1121 cm1/1020 cm?) fosforany (1185
- 1300 cm?) i weglowodany (w szczegdlnosci glikogen absorbujacy w zakresie 900 - 1185 cm1).
Uzyskane wyniki sugeruja, Ze poziom glikogenu wykazuje duzy potencjal w diagnostyce raka
szyjki macicy, jednak nie jest uzyteczny w przypadku czerniaka. Za potencjalny, wspdlny dla
obydwu typéw nowotworéw, biomarker autorzy uznali natomiast wzgledng zawarto$¢ RNA
i DNA. Stosunek RNA/DNA zaréwno w przypadku raka szyjki macicy jak i czerniaka okazat sie by¢
wyzszy niz w prébkach kontrolnych.

10. Sprawozdanie

10.1 Cel éwiczenia

Zapoznanie si¢ z metoda mikrospektroskopii FTIR. Okredlenie roéznic w skladzie
biochemicznym trzech badanych obszaréw mozgu szczura: obszaru zdrowego, marginesu,
tkanki nowotworowe;j.

10.2 Wstep teoretyczny

Trzy akapity (1 strona) na temat zastosowan mikrospektroskopii FTIR w biologii/medycynie -
na podstawie trzech wybranych publikacji (baza PubMed) z lat 2015-2020.

10.3 Przebieg ¢wiczenia
10.4 Wyniki

1) Wybrac¢ po 20 reprezentatywnych widm dla kazdego z badanych obszaréw. Wyrysowac
wybrane widma dla kazdego z obszaréw osobno (skale liczb falowych na osi poziomej
ustali¢ na od 4000 do 1000 cm-?).

2) Dlakazdego z badanych obszaréw prébki wyznaczy¢ Srednie widmo IR.

3) Wyrysowac¢ $rednie widma dla badanych obszaréw na jednym wykresie w celu
poréwnania (skala pozioma 4000 do 1000 cm?).

4) Na podstawie $rednich widm, dla kazdego z obszaréw zidentyfikowac i scharakteryzowac
obecne w nim pasma absorpcji (Tabelka: Kolumna 1: liczba falowa dla maksimum
absorpcji pasma lub zakres pasma, kolumna 2: opis tj. jakim biomolekutom odpowiadaja
zidentyfikowane pasma).

5) Dla badanych obszaréw poréwnac¢ wysokosci maksiméw absorpcji lipidéow i amidow (od
linii bazowej do maksimum piku) oraz ksztatt pasma amidu I.

10.5 Wnioski

Czy sa widoczne roéznice w widmach badanych obszaréw. Dla jakich pasm sa
najwyrazniejsze?

10.6 Bibliografia
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11. Pytania kontrolne

Jaki jest cel niniejszego ¢wiczenia?

Czym jest promieniowanie podczerwone?

Czym jest mikroskpektroskopia FTIR w podczerwieni i czym rézni sie od standardowej
spektroskopii IR?

Ktéry zakres promieniowania IR i dlaczego jest najczesciej wykorzystywany
w mikrospektroskopii FTIR?

Na jakim zjawisku opiera sie spektroskopia IR? Scharakteryzuj to zjawisko.

Zdefiniuj absorbancje i transmitancje.

Wymien rodzaje ruchéw czgsteczki.

Czym s3a oscylacje?

Co dzieje sie po absorpcji promieniowania IR na poziomie molekularnym?

Wymien rodzaje drgan.

Kiedy mozliwa jest absorpcja promieniowania IR?

Wymien najwazniejsze elementy spektrometru fourierowskiego.

Do czego stuzy interferometr Michelsona?

Opisz zasade dziatania interferometru Michelsona?

Scharakteryzuj Zrédta promieniowania IR.

Scharakteryzuj detektory promieniowania IR.

Czym jest interferogram?

Do czego stuzy transformata Fouriera w mikrospektroskopii FTIR?

Czym jest widmo IR?

Jakich informacji na temat badanej probki biologicznej dostarcza widmo IR?
Scharakteryzuj zjawiska zaktdcajace, z ktéorymi mozna spotkac sie podczas wykonywania
pomiaréw z uzyciem mikrospektroskopii FTIR?

Wymien i scharakteryzuj tryby pomiarowe stosowane w spektroskopii IR.

Na czym polega poétiloSciowa analiza danych spektralnych uzyskanych metoda
mikrospektroskopii FTIR?

Podaj przyktady zastosowania mikrospektroskopii FTIR w badaniach biomedycznych.

27



[10]

[11]

12. Literatura

B. H. Stuart, Infrared Spectroscopy: Fundamentals and Applications. WILEY, 2004.

Z. Kecki, Podstawy spektroskopii molekularnej. Warszawa: Wydawnictwo Naukowe PWN,
1998.

G. S. Nikoli¢, Fourier Transforms - New Analytical Approaches and FTIR Strategies. INTECH
open, 2011.

A.Z. Hrynkiewicz and E. Rokita, Fizyczne metody badan w biologii, medycynie i ochronie
srodowiska. Warszawa: Wydawnictwo naukowe PWN, 1999.

Z. Kakol, “Fizyka.” Wydziat Fizyki i Informatyki Stosowanej AGH, 2015.

J. Twardowski and L. M. Proniewicz, Biospektroskopia: 4. Panstwowe Wydaw. Naukowe,
1990.

M. ]. Baker etal, “Using Fourier transform IR spectroscopy to analyze biological materials,”
Nat. Protoc, vol. 9, no. 8, pp. 1771-1791, 2014.

L. M. Miller and P. Dumas, “Chemical imaging of biological tissue with synchrotron infrared
light,” Biochim. Biophys. Acta - Biomembr., vol. 1758, no. 7, pp. 846-857, 2006.

L. M. Miller and R. J. Smith, “Synchrotrons versus globars, point-detectors versus focal plane
arrays: Selecting the best source and detector for specific infrared microspectroscopy and
imaging applications,” Vib. Spectrosc., vol. 38, no. 1-2, pp. 237-240, 2005.

G. L. Carr and G. P. Williams, “Infrared Microspectroscopy with Synchrotron Radiation
source point,” Accel. Infrared Sources Appl. SPIEC Conf. Proc., vol. 51, pp. 51-59, 1997.

“FT-IR  microscopy wusing DTGS detectors,” Bruker. [Online]. Available:
https://www.bruker.com/fileadmin/user_upload/8-PDF-
Docs/OpticalSpectrospcopy/FT-IR/Hyperion/AN/AN413_DTGS-detectors_EN.pdf.
[Accessed: 22-May-2018].

“Detektory promieniowania temperaturowego,” Materialy otwarte AGH. [Online].
Available: http://layer.uci.agh.edu.pl/pl/dydaktyka/lab-sens/cw6.html#5. [Accessed: 22-
May-2018].

L. Bychto and A. Patryn, Detektory i nadajniki optoelektroniczne. Koszalin: Wydziat
Elektroniki i Informatyki Politechniki Koszaliniskiej, 2010.

A. Rogalski, “Optical detectors for focal plane arrays,” Opto-Electronics Rev., vol. 12, no. 2,
pp. 221-245, 2004.

C. Petibois, M. Piccinini, M. C. Guidi, and A. Marcelli, “Facing the challenge of biosample
imaging by FTIR with a synchrotron radiation source,” /. Synchrotron Radiat, vol. 17, no. 1,
pp. 1-11, 2010.

E. Bankowski, Biochemia. Podrecznik dla studentow studiow licencjackich i magisterskich,
II. Wroctaw: MedPharm Polska, 2014.

Q. Wang, A. Kretlow, M. Beekes, D. Naumann, and L. Miller, “In situ characterization of prion
protein structure and metal accumulation in scrapie-infected cells by synchrotron infrared
and X-ray imaging,” Vib. Spectrosc., vol. 38, no. 1-2, pp. 61-69, 2005.

A. Barth, “Infrared spectroscopy of proteins,” Biochim. Biophys. Acta - Bioenerg, vol. 1767,
no. 9, pp. 1073-1101, 2007.

28



[21]

[22]

[23]

[24]

[29]

[30]

H. Palonek, “Zjawsika zakl6cajace w badaniach tkanek z wykorzystaniem
mikrospektroskopii w podczerwieni,” AGH University of Scinence and Tecgnology, 2014.

M. Wozny, “Problem przestrzennej zdolnosci rozdzielczej w badaniach tkanek z uzyci em
mikrospektroskopii w podczerwieni z transformata Fouriera,” AGH University of Scinence
and Tecgnology, 2017.

C. Petibois and G. Déléris, “Chemical mapping of tumor progression by FT-IR imaging:
towards molecular histopathology,” Trends Biotechnol, vol. 24, no. 10, pp. 455-462, 2006.

J. Dudala et al, “Biomolecular characterization of adrenal gland tumors by means of SR-
FTIR,” Analyst vol. 140, no. 7, pp. 2101-2106, 2015.

]. Dudala et al, “Investigation of biochemical composition of adrenal gland tumors by
means of FTIR,” vol. 67, no. 1, pp. 60-68, 2016.

J. Nallala, G. R. Lloyd, N. Shepherd, and N. Stone, “High-resolution FTIR imaging of colon
tissues for elucidation of individual cellular and histopathological features,” Analyst, vol.
141, no. 2, pp. 630-639, 2016.

H. Sreedhar et al, “High-definition Fourier Transform Infrared (FT-IR) Spectroscopic
Imaging of Human Tissue Sections towards Improving Pathology,” /. Vis. Exp., no. 95, pp. 1-
10, 2015.

J. Chwiej et al, “The biochemical changes in the hippocampal formation occurring in normal
and seizure experiencing rats as a result of ketogenic diet,” Analyst, vol. 140, no. 7, pp.
2190-2204, 2015.

A. Skoczen, Z. Setkowicz, K. Janeczko, C. Sandt, F. Borondics, and ]J. Chwiej, “The influence of
high fat diets with different ketogenic ratios on the hippocampal accumulation of creatine
- FTIR microspectroscopy study,” Spectrochim. Acta Part A Mol. Biomol. Spectrosc., vol.
184, pp. 13-22, 2017.

J. Chwiej et al, “Elemental changes in the hippocampal formation following two different
formulas of ketogenic diet: an X-ray fluorescence microscopy study,” /BIC J. Biol. Inorg.
Chem., vol. 20, pp. 1277-1286, 2015.

A. Kretlow et al, “FTIR-microspectroscopy of prion-infected nervous tissue,” Biochim.
Biophys. Acta - Biomembr., vol. 1758, no. 7, pp. 948-959, 2006.

A.D. Surowka et al, “FTIR imaging of the molecular burden around A deposits in an early-
stage 3-Tg-APP-PSP1-TAU mouse model of Alzheimer’s disease,” Analyst, vol. 142, no. 1,
pp- 156-168, 2017.

M. Szczerbowska-Boruchowska et al, “Biomolecular investigation of human substantia
nigra in Parkinson’s disease by synchrotron radiation Fourier transform infrared
microspectroscopy,” Arch. Biochem. Biophys., vol. 459, no. 2, pp. 241-248, 2007.

J. Chwiej et al, “Synchrotron FTIR micro-spectroscopy study of the rat hippocampal
formation after pilocarpine-evoked seizures,” /. Chem. Neuroanat, vol. 40, no. 2, pp. 140-
147,2010.

S. Mordechai et al, “Possible common biomarkers from FTIR microspectroscopy of cervical
cancer and melanoma,” /. Microsc, vol. 215, no. 1, pp. 86-91, 2004.

29



