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1. Wstep

Zjawisko rozpraszania ramanowskiego zostato po raz pierwszy opisane w 1923 roku przez
A. Smekala. Doswiadczalnie jego istnienie potwierdzit Ch. Raman w 1928 roku, za co w
1930 roku otrzymat Nagrode Nobla w dziedzinie fizyki. Efekt Ramana opiera sie na
zjawisku przejscia pomiedzy poziomami oscylacyjnymi lub rotacyjnymi czastek na skutek
nieelastycznego rozpraszania swiatta. Po tym, jak Swiatto monochromatyczne oddziatuje
z prébka, bardzo mata jego czes¢ zmienia swojg dtugosc¢ fali.

Odkrycie i zrozumienie efektu Raman otworzyto drzwi do nowego rodzaju spektroskopii.
Jednak metoda ta zyskata na popularnosci dopiero po odkryciu lasera, gdyz
spektroskopia Raman wymaga swiatta monochromatycznego.

W ten sposob prébka jest napromieniowana laserem, a czes¢ rozproszonego Swiatta jest
analizowana za pomocg spektrografu (technologia dyspersyjna lub FT). Na koniec
otrzymujemy widmo Ramana, ktére pokazuje nam charakterystyczne sygnaty tj. "pasma"
dla badanego materiatu. Widma ramanowskie dostarczajg informacji o strukturze
molekularnej badanej substancji.



2. Podstawy fizyczne metody

2.1. Rozpraszanie promieniowania

Molekuta jest zbiorem tadunkoéw dodatnich (zreby atomowe) i ujemnych (elektrony
walencyjne), z ktérymi oddziatuje sktadowa elektryczna promieniowania
elektromagnetycznego. Indukuje ona w molekule moment dipolowy uins proporcjonalny
do natezenia E sktadowej elektrycznej pola elektromagnetycznego, przy czym
wspotczynnikiem proporcjonalnosci jest polaryzowalnos¢ molekuty a:

Uina = aE

Polaryzowalnos¢ to potencjalna zdolnosé elektrondw do przemieszczania sie wzgledem
jadra w polu elektrycznym. Jest ona tym wieksza, im stabiej zwigzane sa elektrony
walencyjne ze szkieletem zrebow atomowych (im bardziej sg ruchliwe elektrony w
molekule).

Natezenie sktadowej elektrycznej promieniowania zmienia sie periodycznie z czasem:
E = Eycos (2mvyt)
Gdzie E, jest amplituda natezenia E, a v, jest czestotliwoscig promieniowania. Z
powyzszych wzoréw wynika, ze moment dipolowy musi drga¢ z czestotliwoscia vo:
Uina = aEycos (2mvyt)
Kazdy drgajacy dipol staje sie Zrodtem promieniowania o intensywnosci / proporcjonalnej
do kwadratu jego amplitudy M.« i do czwartej potegi czestotliwosci jego drgan:
I~Mfqvo
Gdzie:
Ming = aEy

Zatem molekuta jako drgajacy dipol stanie sie zrédtem promieniowania wysytanego we
wszystkich kierunkach przestrzeni, a intensywnosc¢ tego promieniowania:

22,,4
I"’a EOV0

Opisywane zjawisko nazywamy rozpraszaniem promieniowania. Promieniowanie
rozproszone ma takg sama czestotliwosc¢ v, jak promieniowanie padajgce. Rozpraszanie
tego typu nazywamy rozpraszaniem Rayleigha.

Nie istniejg molekuty o zerowej polaryzowalnosci, zatem w kazdej sytuacji
promieniowanie oddziatuje z molekutami. Jezeli w wigzce promieniowania
elektromagnatycznego nie ma fotondw o energii odpowiadajgcej odstepom miedzy
poziomami energetycznymi (czyli takich, ktére moga zosta¢ zaabsorbowane) to fotony te
ulegaja rozproszeniu we wszystkich kierunkach.
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Na rysunku 1 przedstawiono schematycznie rozproszenia Rayleigha w uktadzie
poziomoéw energetycznych molekuty.

Rysunek 1 Rozproszenie Rayleigha

Foton o energii hv, nie pasuje do poziomow energetycznych molekuty. Nie jest spetniona
reguta wyboru hv,=AE, zatem taki foton nie moze zostac¢ przez nig zaabsorbowany. Jednak
foton ten oddziatuje z molekutg w wyniku czego zmieniony zostanie kierunek jego biegu,
a molekuta powraca na ten sam poziom energetyczny.

Warto wyjasnié, czym dla obserwatora rézni sie rozproszenie od absorpcji. Z wigzki
fotonéw o réznych wartosciach v wszystkie rodzaje fotondw sg rozpraszane, natomiast te
spetniajgce regute wyboru hv=AE ulegajg absorpcji. Ubytek fotondw na skutek
rozproszenia nie powoduje zabarwienia substancji, natomiast absorpcja, ktora jest
procesem wybidrczym, nadaje jej zabarwienie. Zabarwienie obserwowane jest
dopetnieniem barwy promieniowania absorbowanego.

Cowazne, prawdopodobienstwo rozproszenia promieniowania jest ok 3-4 rzedy wielkosci
mniejsze od prawdopodobienistwa absorpcji. Dlatego rozpatrujgc prawo Lamberta-Beera
jako opis zjawiska absorpcji:

I = Ie

gdzie: I - intensywnos$¢é promieniowania, ktdre przeszto przez probke, lp — intensywnosé
promieniowania padajgcego, € — molowy wspoétczynnik absorpcji, ¢ - stezenie molowe
molekut absorbujacych, (- grubos¢ probki

zaktadamy, ze intensywnos$¢ promieniowania padajgcego /o w przypadku fotonéw nie
ulegajgcych absorpcji nie zmienia sie po przejsciu przez prébke i I=l,. Ubytek
promieniowania wskutek rozproszenia jest zatem pomijalnie maty.



2.2. Widmo Ramana — opis matematyczny zjawiska fizycznego

W widmie promieniowania rozproszonego, oprécz fotondéw o czestotliwosci vo pojawiajg
sie réwniez fotony o czestotliwosciach vy,tv. Mechanizm powstawania widma
ramanowskiego opisuje teoria polaryzowalnosci Placzka. Jak juz wiemy, indukowany
przez promieniowanie drgajacy moment dipolowy jest zalezny od polaryzowalnosci
molekuty a:

Uina = aEycos (2mvyt)

W czasie drgania normalnego periodycznie zmienia sie sita wigzania elektronéw w
molekule. Zatem polaryzowalnosé mozna przedstawi¢ jako funkcje wspotrzednej
normalnej drgania:

a=f(q)

Nie znamy postaci tej funkcji, rozwijamy ja zatem w szereg Maclaurina, zaktadajac, ze
wychylenie g jest bliskie zeru. Dla dwuatomowej molekuty o jednej wspotrzednej
normalnej otrzymujemy:

@ N da N 1<d2a 2y
a(q) = ag= (—) 1+ g%+ -
dq/,_, 2\dq 4=0

Pozostawiamy dwa pierwsze wyrazy, a dalsze odrzucamy (przyblizenie harmoniczne).
Wychylenie g zmienia sie periodycznie z czasem:

q = Qcos(2mvt)

Zatem w przyblizeniu harmonicznym:

d
a=ay+ (d—f;) Qcos(2mvt)
0

gdzie vjest czestotliwoscig drgania normalnego, a Q jego amplituda. Z powyzszego wzoru

wynika, ze polaryzowalnos$¢ zmienia sie z czestotliwoscia drgania normalnego v, ale

. . da\ . - - s
jedynie wtedy, gdy (d—Z) jestrézne od zera. Po podstawieniu zaleznosci na a do wzoru na
0

Uing Otrzymamy:
da
Uina = aEy cos(2mvyt) + (E) QE, cos(2mv,t) cos(2mvt)
0

Zastosowanie w w/w rdwnaniu tozsamosci trygonometrycznej:

cos(a) cos(B) = %cos(cx -B)+ %cos (a+p)

prowadzi do ostatecznego wzoru na Uing, ktéry pozwala wyttumaczy¢ zjawisko Ramana:



1/da 1 /da
Uina = AoEy cos(Rmvgt) + = (—) QE,cos2m(vy — V)t + = (—) QE,cos2m(vy + V)t
2\dq/, 2\dq/,

Drgajacy indukowany moment dipolowy ma trzy sktadowe o czestotliwosciach vo, Vo-v i
votv. Taki dipol wysyta w przestrzen fale o trzech czestotliwosciach, z ktérych jedna
odpowiada czestotliwosci v, promieniowania wzbudzajgcego, druga jest réznica vy i
czestotliwosci drgania normalnego v, a trzecia ich suma. Mozna zatem powiedzie¢, ze
promieniowanie wzbudzajgce o czestotliwosci v, zostaje zmodulowane przez
czestotliwosci drgan normalnych molekut, z ktérymi oddziatuje.

Z powyzszego wzoru wynika, ze warunkiem pojawienia sie¢ pasma ramanowskiego w
widmie jest zmiana polaryzowalnosci molekuty.

Jezeli pochodna Z—Z = 0, to w widmie pojawi sie tylko pasmo rayleighowskie. W widmie IR

z kolei aktywne sa tylko te drgania, dla ktérych zmienia sie moment dipolowy molekuty.
Rdézne reguty wyboru dla widma IR i Ramana powoduja, ze niektdre drgania nieaktywne w
podczerwieni moga by¢ aktywne w widmie Ramana i na odwrét.

Rysunek 2 przedstawia rozpraszanie Ramana na schemacie poziomow energetycznych.

Fotony promieniowania padajgcego o czestotliwosci vp, nie pasujg do poziomoéw
energetycznych molekuty, moga wiec by¢ tylko rozpraszane. Jezeli molekuta po
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Rysunek 2 Przejscia ramanowskie miedzy poziomami energetycznymi molekuty dwuatomowej oraz odpowiadajgce im
widmo Ramana; Eo i E1— podstawowy i wzbudzony poziom elektronowy; v i v’- poziomy oscylacyjne nalezgce do
poziomdw elektronowych Eo i E;



oddziatywaniu z promieniowaniem powrdci na ten sam poziom, mamy do czynienia z
klasycznym rozpraszaniem Rayleigha, a czestotliwos¢ fotonu pozostaje niezmieniona.

W sytuacji, gdy molekuta w wyniku oddziatywania z promieniowaniem przeniesie sie na
wyzszy poziom oscylacyjny, energia fotonu zmniejszy sie roznice energii poziomoéw
oscylacyjnych hv. Na skutek tego zjawiska w widmie Ramana otrzymamy pasmo
stockesowskie, oddalone od rayleighowskiego o czestotliwos¢ oscylacji v.

Jezeli przed oddziatywaniem 2z promieniowaniem molekuta znajdowata sie na
wzbudzonym poziomie oscylacyjnym, istnieje duze prawdopodobienstwo, ze
oddziatywanie przeniesie jg na podstawowy (zerowy) poziom oscylacyjny. Rozproszony w
ten sposoéb foton jest zwiekszony o réznice energii hv pozioméw oscylacyjnych i powoduje
powstanie w widmie pasma przesunietego wzgledem rayleighowskiego o v, ale w
przeciwng strone niz pasmo stockesowskie — jest to tzw. pasmo antystockesowskie.

2.3. Intensywnos¢ promieniowania rozproszonego

Pamietajac, ze:
INMianVg
mozemy okresli¢ stosunki intensywnosci trzech w/w sktadowych w widmie:
Ig~agEgvy

da\?
I~(—) Q%EZ(vy —v)*
s~ \dgq ) )

da)?
I ~( > 2E2 4
AS dq oQ o(vo +v)

da)’ 252 4
I (E)OQEO(VO_V)

= ~ 1073
22,4
Ig ayEqyvy

Jezeli widmo Ramana wzbudzane jest promieniowaniem widzialnym lub nadfioletem to
Vo >>viw przyblizeniu vo- v = v, — dlatego stosunek 4-tych poteg w powyzszym wyrazeniu

nie odbiega znacznie od jednosci. Z kolei (Z—:) jest zwykle znacznie mniejsze od ay, aw
0

dodatku amplituda wychylanie Q jest wielkoscig bardzo matg. W rezultacie pasma
stockesowskie sg ok. 1000 razy stabsze od rayghleiowskiego.

W stanie réwnowagi termicznej na wzbudzonym poziomie oscylacyjnym jest znacznie
mniej molekut niz na podstawowym, przez co przejscia antystockesowskie beda znacznie
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rzadsze niz stockesowskie. Obsadzenie poziomdéw energetycznych molekuty jest opisane
funkcja rozktadu energii Boltzmana:

() o 25) (1)
n, P )kt )T P T k) TP TR

Gdzie nuw/n, jest stosunkiem liczby molekut na wyzszym E, i nizszym E, poziomie
energetycznym, czyli tzw. stosunkiem obsadzeni poziomdéw energetycznych w
temperaturze T.

2

day® h2p2 4
IA_S ~ (dq)o Q°E§(vo +v) exp (_ E) _ (vo + v)* exp (_ E)
Iy rda\? ., ., kT)  (vo —v)* kT
(%)0 Q*E5(vo —v)*

VotV
Vo—V

4
Poniewaz v,>>v, wiec ( ) =~ 1, a o stosunku intensywnosci —;‘5 decyduje stosunek
S

obsadzeni poziomdéw oscylacyjnych. W praktyce pasma antystockesowskie
obserwujemy tylko w przypadku bardzo matych czestotliwosci oscylacji v. Przy wiekszych
v obsadzenie wzbudzonego poziomu oscylacyjnego staje sie znikomo mate w normalnej
temperaturze i pasm antystockesowskich nie mozna zaobserwowac.



3. Mikroskop Ramana

3.1. Budowa spektrometru Ramana

Nieodtgczng czescig mikroskopu Ramana jest spektrometr. Pogladowy schemat budowy
spektrometru ramanowskiego przedstawiono na rysunku 3.

probka

I monochromator fotopowielacz

wzmachniacz detektor

interfejs

sygnat
/ odniesienia
(fotokomorka) .

wstepny . ;
uktad I laser I :
optyczny

Rysunek 3 Ideowy schemat budowy spektrometru Ramana

Promieniowanie lasera trafia to wstepnego monochromatora (uktadu pryzmatéw),
ktérego zadaniem jest odizolowanie monochromatycznego promieniowania o wybranej
dtugosci fali od swiecenia plazmy laserowej i ewentualnych stabszych linii o innych
dtugosciach fali. Nastepnie promieniowanie trafia na zwierciadto prawie przezroczyste,
na ktéorym niewielka jego czesci jest odbijana w kierunku fotokomorki, ktéra wytwarza
sygnat odniesienia, ktéry bedzie nastepnie przetwarzany przez interfejs.

Gtéwna wigzka promieniowania kierowana jest na badang probke, w ktérej ulega
rozproszeniu. Wigzka promieniowania rozproszonego zbierana jest na wejsciowej
szczelinie monochromatora gtéwnego. Monochromator to uktad optyczny stuzgcy do
skanowania widma (ciggta zmiana dtugosci fali w wybranym zakresie promieniowania).
Jest stosowany w dyspersyjnych  spektrometrach Ramana. Konstrukcja
monochromatoréw jest taka sama dla catego zakresu $wiatta, a rdznica dotyczy
materiatu, z ktérego wykonane sg poszczegdlne elementy (szczeliny, soczewki, lustra,
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okienka, siatki dyfrakcyjne czy pryzmaty). W budowie monochromatora mozemy
wyroznic:

- szczeline wejsciowa, przez ktéra prostopadle wpada wigzka swiatta

- zestawu soczewek lub luster zbierajgcych, ktére wytwarzajg rownolegty promien

- siatki dyfrakcyjnej, ktéra rozdziela promieniowanie na jego sktadowe

- elementu zbierajgcego, ktéry zamienia obraz na szczelinie wejsciowej na obraz na
ptaszczyznie ogniskowej

- szczeliny  wyjsciowej, ktora rozdziela dany zakres promieniowania
elektromagnetycznego.

Zasadniczym elementem monochromatora jest siatka dyfrakcyjna, czyli ptytka z uktadem
réwnolegtych szczelin. Wigzka swiatta padajgca na szczeliny ulega ugieciu, czyli dyfrakcji.
Liczba nacie¢ na 1 mm dtugosci wynosi zazwyczaj 300-2000 dla zakresu UV i Vis oraz 10-
200 dla IR. Zmiana rozdzielczosci spektralnej spektrometréw wymaga zmiany siatki
dyfrakcyjnej i rekalibracji instrumentu.

Promieniowanie po wyjsciu z monochromatora trafia na fotopowielacz, gdzie zostaje
przeksztatcona na sygnat elektryczny (fotoprad). Sygnat z fotopowielacza zostaje
wzmochiony we wzmachniaczu a nastepnie trafia do detektora. Za pomoca dedykowanego
interfejsu (oprogramowanie) sygnaty z probki i sygnat odniesienia z fotokomorki sa
przetwarzane na widmo ramanowskie.

Detektory stosowane w dyspersyjnych spektrometrach Ramana to najczesciej kamery
CCD. Jest to dwuwymiarowy uktad diod, odczytujgcy kazdg sktadowa rozdzielonego w
monochromatorze swiatta, ktéra pada na jedng kolumne, dostarczajgc informacji o
natezeniu i dtugosci fali.

Dzieki zastosowaniu technologii Swiattowodowej mozna wyprowadzi¢ swiatto laserowe
poza spektrometr i rejestrowaé¢ widmo z odlegtosci nawet kilku metréow, co umozliwito
skonstruowanie mikroskopéw Ramana.

3.2. Spektralna zdolnosc¢ rozdzielcza

Spektralna zdolnosé rozdzielcza (rozdzielczos¢ spektralna) to zdolnosé uktadu
spektroskopowego do rozdzielania (ré6znicowania) sgsiadujgcych pikéw. Konfokalne
uktady Ramana majg rozdzielczo$¢ widmowa, ktdra jest przede wszystkim definiowana
przez:

e Ogniskowg spektrometru (im dtuzsza ogniskowa, tym wyzsza rozdzielczosc
widmowa)

e Siatke dyfrakcyjng (im wieksza gesto$¢ rowkow, tym wyzsza rozdzielczosé
widmowa)

e Rozmiar piksela w kamerze CCD (im mniejsze piksele, tym wyzsza rozdzielczos$é
widmowa)

e Szczeline wejsciowg lub otwdr pinhole (im mniejsza szczelina/otworek, tym
wyzsza rozdzielczos¢ widmowa)
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e Zachowanie ksztattu linii (=jakos$¢ obrazowania) spektrometru.

Rozdzielczos¢ spektralng mozna okresli¢ eksperymentalnie, np. mierzac rozdzielczosé
pikdw na znanych prébkach odniesienia. Probka czesto wykorzystywang do demonstracji
rozdzielczosci widmowej jest na przyktad CCl.

Naturalne szerokosci linii Ramana sg zwykle wieksze niz 3 cm™. Dlatego rozdzielczos$c¢
widmowa w zakresie 1 cm™ jest wystarczajaca dla wiekszosci prébek.

3.3. Przestrzenna zdolnosc¢ rozdzielcza

Przestrzenna zdolnos¢ rozdzielcza (rozdzielczos¢ przestrzenna) konwencjonalnego
mikroskopu szerokokatnego, jak rowniez konfokalnego, zalezy od apertury numerycznej
(NA) obiektywu i dtugosci fali wzbudzenia A. Definiuje najmniejsza odlegtos¢ miedzy
dwoma obiektami, przy ktdrej mozna rozrézni¢ je jako oddzielne. Ponadto rozdzielczos¢
przestrzenna moze byé oceniana w kategoriach rozdzielczosci bocznej (kierunek x-y) i
rozdzielczosci gtebokosci (kierunek z).

Rozdzielczosé boczna (lateralna): Teoretyczng rozdzielczos¢é boczng uktadu
mikroskopowego mozna oszacowaé za pomocag kryterium Rayleigha. W przypadku
mikroskopow konfokalnych o wysokiej NA rozdzielczos¢ boczna jest proporcjonalna do
MNA. Konfokalny mikroskop obrazowania ramanowskiego moze osiggnacé rozdzielczosé
boczng 250-300 nm.

Rozdzielczo$¢ gtebokosciowa: Rozdzielczos¢ gtebi mikroskopu konfokalnego jest
proporcjonalna do A/NA2 Konfokalny mikroskop obrazowania ramanowskiego moze
0siggnac rozdzielczos¢ gtebokosci 1 pm lub mniejsza.

3.4. Konfokalny mikroskop Ramanowski

Celem mikroskopii konfokalnej jest ttumienie sSwiatta z ptaszczyzn spoza ogniska.
Realizowane jest to po pierwsze przez oswietlenie punktowe w ptaszczyznie ogniskowej,
a po drugie przez otwor w ptaszczyznie sprzezonej sciezki detekcji wigzki.

Dzieki oswietleniu punktowemu i punktowej detekcji, w danym momencie rejestrowana
jestinformacja tylko z jednego punktu. Aby uzyska¢ obraz, prébka jest skanowana punkt
po punkcie i linia po linii.

Zalety mikroskopii konfokalnej w poréwnaniu do tradycyjnej mikroskopii o szerokim polu
to poprawiona rozdzielczo$é w ptaszczyznie bocznej, wysoka zdolnos¢ rozrézniania w
kierunku osiowym, zmniejszone tto sygnatu oraz mozliwos¢ zbierania seryjnych
przekrojéw optycznych z réznych ptaszczyzn ogniskowych w celu generowania profili
gtebokosciowych lub obrazéw 3D.
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Rozmiar otworu (pinhole) jest kompromisem
miedzy rozdzielczoscig a przepustowosciag sygnatu.
Z jednej strony sygnat powinien byc¢ tak wysoki, jak

-
B/ Pinhole

to mozliwe, podczas gdy z drugiej strony P (detector)
rozdzielczo$¢ przestrzenna réwniez powinna by¢ et
tak dobra, jak to mozliwe. Maty otwdér mocno —
zwieksza gtebokos¢, a takze rozdzielczos¢ boczna. "

Jednak sygnat docierajgcy do detektora jest ) N

Beamsplitter

stabszy.

Technika konfokalnego obrazowania Ramana tgczy Point ! ‘;.
spektroskopie Ramana z mikroskopia konfokalng, ' **"* L
pozyskujac informacje o petnym widmie Ramanaw 1 Objective
kazdym pikselu obrazu. W ten sposob wykrywany i b, o LT

obrazowany jest przestrzenny rozktad sktadnikéw v &

~— « ¥ . . Reference plane

chemicznych w prébce. Konfokalne mikroskopy

Ramana o wysokiej rozdzielczosci osiggaja Rysunek 4 Zasada mikroskopii konfokalnej
rozdzielczos¢ bocznag przy granicy dyfrakcji (~

M(NA; typowo 250-300 nm dla dtugosci fali wzbudzenia 532 nm i obiektywu 100x 0,9 NA).
Ponadto konfiguracja mikroskopu konfokalnego charakteryzuje sie doskonatg
rozdzielczos$cig gtebokosciowg (ponizej 1 pm) i umozliwia generowanie obrazéw 3D
Ramana i profili gtebokosciowych.

3.5. Zrddta promieniowania

W spektroskopii Ramana wykorzystuje sie promieniowanie monochromatyczne,
najczesciej z obszaru widzialnego lub nadfioletowego. Widmo Ramana jest widmem
rozproszenia, zatem najwygodniej jest prowadzi¢ jego obserwacje pod katem 90° do
kierunku padania promieniowania wzbudzajgcego, chociaz stosowane sg réwniez inne
katy obserwaciji tj. 180° i 0°. Ten ostatni spotyka sie czesto w mikroskopii Ramana.
Intensywnos$¢ promieniowania rozproszonego jest 4-8 rzedéw wielkosci mniejsza od
intensywnosci promieniowania wzbudzajgcego. Zatem, aby uzyska¢ mierzalny strumien
fotondw rozproszenia ramanowskiego musimy stosowa¢ do wzbudzenia bardzo silne
Zzrédta promieniowania i bardzo czute uktady detekcyjne.

Przetomem w rozwoju spektroskopii Ramana byto wprowadzenie do wzbudzania widma
laserow, ktére odznaczajg sie duzga monochromatycznoscig promieniowania i bardzo
duzag intensywnoscig. W dodatku promieniowanie laserowe jest spolaryzowane, co
utatwia okreslenie stopnia depolaryzacji pasm ramanowskich.

Zazwyczaj stosuje sie lasery o dziataniu ciggtym, gazowe lub barwnikowe.
Najpopularniejszy w spektroskopii Ramana jonowy laser argonowy ma moc sumaryczna
okoto 4 W, z czego 1,4 W przypada na zielona linie (513,5 nm), a 1,3 W na niebieska linie
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(488 nm). W tym obszarze dtugosci fali wzbudzana jest czesto fluorescencja utrudniajgca
(ale nie zawsze uniemozliwiajgca) obserwacje widma Ramana. Fluorescencji mozna
unikna¢ stosujac laser helowo-neonowy o mocy zaledwie kilkudziesieciu mW w obszarze
Swiatta czerwonego (632 nm) lub laser Nd:YAG (granad itrowo-glinowy domieszkowany
jonami Nd*") o mocy kilku wat w obszarze bliskiej podczerwieni (1064 nm).

Laser stosowany w mikroskopii ramanowskiej powinien mie¢ nastepujace cechy:

o Ksztatt wigzki gaussowskiej (pojedynczy tryb podtuzny TEMOO), dzieki czemu
mozna jg skupié¢ na miejscu ograniczonym dyfrakcja

e Waski ksztatt linii znacznie ponizej 1 cm”, aby uniknaé¢ poszerzenia linii
ramanowskich

e Stabilng czestotliwos$¢ (odchylenia < 0,01 cm™), aby umozliwi¢ pomiary naprezen
z duzg doktadnoscia

e Stabilng intensywnos$¢ (< 1-2% wahan mocy), aby umozliwi¢ doktadne i
poréwnywalne pomiary stezen

e Polaryzacja liniowa, umozliwiajgca obserwacje wtasciwosci probki zaleznych od
polaryzaciji.

Dtugosc¢ fali lasera warunkuje wynik pomiaru i uzyskiwane informacje. Wptywa ona na:

e Sygnat Ramana: Intensywnos$¢ rozpraszania Ramana jest proporcjonalna do v4,
gdzie v jest czestotliwoscig promieniowania lasera wzbudzajgcego, tj. nizsza
dtugos¢ fali wzbudzenia prowadzi do wyzszych sygnatéw Ramana.

INMianVg

e Sygnat fluorescencji: Wiele prébek wykazuje silng fluorescencje po wzbudzeniu w
obszarze UV lub widzialnym niebieskim i niska fluorescencje po wzbudzeniu w
obszarze czerwonym lub NIR widma. Sygnat fluorescenc;ji jest stosunkowo silny i
moze przestaniac stabszy sygnat Ramana.

e Rozdzielczos¢ przestrzenna: Im krétsza dtugosé fali wzbudzenia, tym wyzsza
rozdzielczos¢ przestrzenna. Uwaga: W przypadku rozdzielczosci przestrzennej
nalezy réwniez wzig¢ pod uwage NA obiektywu.

e Uszkodzenie probki: W przypadku krétkich dtugosci fal wysoka energia fotonéw
moze spowodowac uszkodzenie proébki przy nizszej mocy lasera niz w przypadku
dtuzszych dtugosci fal.

14



Tabela 1 Poréwnanie laserdw stosowanych w spektroskopii Ramana

Rodzaj Dtugoscé Moc lasera Obszar
. . 410514 Wady
lasera fali (nm) (mW) widmowy
VIS
Argonowy 488, L Wysoka stabilnos¢, Ryzyko fluorescenciji,
. 10-500 Niebieski, . . . p
(Ar") 514.5 . szerokie zastosowanie duzy pobo6r mocy
zielony
Moze indukowac
VIS Wysoka moc, dobra fluorescencje w
532 10-1000 . rozdzielczosc¢ probkach organicznych,
Zielony - S
spektralna wrazliwy na stabilnosé¢
termicznag
VIS i
G 5309, 50.300 Jiot Kilka dtugosci fali z ZY(‘;ST'S:ZSZIt oblomy 76
(Kr*) 647.1 ielony, jednego zrodta e bl g
czerwony stabilnoscia
Helowo- . . . .
VIS Stabilny, niski koszt, Niska moc, ograniczona
neonowy 632.8 0.5-50 L
Czerwony tatwa obstuga czutoscé
(He-Ne)
Kompaktowy, niska Stabsza intensywnosé
Diodowy 785, fluorescencjaw sygnatu Ramana,
50-500 NIR . . . x
(DL) 830 materiatach mniejsza rozdzielczos¢
organicznych spektralna
Idealny do prébek z Wysoka cena, mniejsza
Nd:YAG 1064 100-2000 IR ] . ..
silng fluorescencja czuto$¢ Ramana

3.6. Wymagania dotyczgce analizowanych prébek

Analizy Ramana mozna wykonywac na réznych préobkach, takich jak gazy, ciecze, proszki
i ciata state. Tylko czyste metale moga sprawiac¢ trudnosci ze wzgledu na fakt, ze ich
drgania sg nieaktywne w widmie Ramana.

Zasadniczo nie jest wymagane przygotowanie probki (takie jak barwienie lub rozcinanie),
a pomiary spektroskopowe Ramana mozna wykonywac in situ, in vitro i in vivo.

Maksymalny rozmiar probki odpowiedni do obrazowania Ramana zalezy od mozliwosci
mikroskopu Ramana, a maksymalny zakres skanowania zalezy od zintegrowanego stolika
skanujacego. Zazwyczaj mozna badaé obszary prébek od 200 x 200 pm? do 50 x 50 mm?>.
W przypadku wystarczajgco przezroczystej probki mozliwe sg réwniez skany gtebokosci w
kierunku z.

W badaniach z wykorzystaniem spektroskopii Ramana nalezy wykorzystywaé podtoza
(szkietka) dedykowane do tej techniki np. CaF, lub MirrlR.

3.7. Mikroskop Ramanowski WiTec Alpha300R

Najwazniejsze mozliwosci:

- Obrazowanie Ramana — mapy hiperspektralne: rejestracja petnego widma Ramana w
kazdym pikselu obrazu

- Skanowanie ptaszczyznowe (w kierunku x-y) i w gtab prébki (w kierunku z) z recznym
pozycjonowaniem probki
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- Stosy obrazéw: konfokalne obrazowanie Ramana w 3D
- Rejestracja widma Ramana w pojedynczym punkcie

- Profilowanie gtebokosciowe w pojedynczym punkcie

- Mikroskopia jasnego pola.

Podstawowe parametry:
- Lasery: 532 nm, 488 nm
- Regulacja mocy laseréw; 0.1-10 mW

- Obiektywy:
Obiektyw Dystans pracy (WD) Apertura
Zeiss 10x 9.3 mm 0.25
Zeiss 20x 2.2mm 0.5
Zeiss 50x 0.6 mm 0.8
Zeiss 100x Tmm 0.9
Zeiss imersyjny 63x 2.1 mm 1

- Kamera spektralna CCD 1024x127 pikseli, temperatura pracy -60 st C
- Siatka dyfrakcyjna VIS: 600 g/mm i 1800 g/mm.
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4. Spektroskopia Ramana

4.1. Informacja zawarta w widmie Ramana

Widmo Ramana to unikalny odcisk palca materiatu. Moze dostarczy¢ informaciji
jakosciowych iilosciowych.

Pasma przesuniete do wyzszych liczb falowych (blue shifted) nazywane sga pasmami
antystokesowskimi Ramana, a te przesuniete do nizszych liczb falowych (red shifted)
nazywane sg pasmami stokesowskimi Ramana. Zazwyczaj intensywnosci pasm Ramana
stockesowskich sg intensywniejsze i dlatego sa wykorzystywane do analizy jakosciowej i
ilosciowej.
Ponizej wymieniono informacje, ktére mozna uzyska¢ z widma Ramana:

e Intensywnos$¢ piku daje informacje o ilosci okreslonego zwigzku (a)

e Przesuniecie piku moze zidentyfikowaé stany naprezen i odksztatcen (b)

e Szerokos$é piku ujawnia stopien krystalicznosci (c)

e Stan polaryzacji dostarcza informacji na temat symetrii i orientacji krysztatu (d).

4.2. Analizaiinterpretacja widm

Analiza i interpretacja widm Ramana polega na identyfikacji pasm charakterystycznych
dla drgan czasteczkowych, ktdre pojawiajg sie w wyniku nieelastycznego rozpraszania
Swiatta. Kluczowym etapem jest przypisanie obserwowanych pasm ramanowskich do
konkretnych wigzan chemicznych lub grup funkcyjnych. Nastepnie ocenia sie
intensywnos¢ i ksztatt pasm, co moze dostarczy¢ informacji o stezeniu, krystalicznosci,
oddziatywaniach miedzyczgsteczkowych czy strukturze badanego materiatu. W
przypadku analizy ilosciowej poréwnuje sie intensywnosci pasm, a w badaniach
mapowania chemicznego analizuje sie rozmieszczenie poszczegélnych sygnatow w
prébce.

4.3. Opis éwiczenia

Celem ¢éwiczenia jest zapoznanie sie z technikg spektroskopii Ramana poprzez analize
widm wybranych uktadéw modelowych. W ramach c¢wiczenia uczestnicy dokonajg
pomiaru widm ramanowskich dla prostych zwigzkéw chemicznych, co pozwoli na
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identyfikacje charakterystycznych pasm oraz okreslenie ich zaleznosci od struktury
badanych substancji. Analizie poddany zostanie wptyw kluczowych parametréw
pomiarowych, takich jak moc oraz dtugos¢ fali lasera, na uzyskane widma.

Podczas éwiczenia uczestnicy zdobedg praktyczne umiejetnosci w zakresie pracy ze
spektrometrem Ramana, interpretacji widm oraz optymalizacji warunkéw
eksperymentalnych w celu uzyskania jak najbardziej wiarygodnych i precyzyjnych
wynikow.

4.3.1. Badane probki

Podczas laboratoriow bedziemy mierzy¢ widma ramanowskie prostych zwigzkow i
mieszanin chemicznych takich jak:

- kreatyna

- fosfokreatyna

- wybrane polimery syntetyczne (PP, PS, PET etc).

Studenci moga réwniez sami zaproponowaé substancje, ktdrych widma chcieliby
zmierzy¢ np. (kosmetyki, suplementy diety itp. — preferowane substancje state, lite lub

sypkie).

4.3.2. Optymalizacja warunkéw pomiaru:

Pierwszym etapem ¢wiczenia bedzie zbadanie wptywu warunkéw pomiarowych najakosé
otrzymywanych widm Ramana. W tym celu widma wybranych substancji zostang
zmierzone przy roznych warunkach pomiarowych. Rozpatrywany bedzie wptyw:

A. Dtugoscilasera (532 nm, 488 nm)

B. Mocy lasera (zmiennos$é w zakresie 0.5-10 mW)

C. Czasu akwizycji pojedynczego widma (0.5s, 1s, 2s, 3s)

D. Liczby akumulacji na pojedyncze widmo (1, 3, 10, 20, 30).

Cwiczenie to ma na celu optymalizacje warunkéw pomiarowych, czyli dobranie takich
parametréw pomiaru, aby uzyskane widma Ramana charakteryzowaty sie jak najwyzszg
jakoscia, tj. wysokim stosunkiem sygnatu do szumu, dobrg rozdzielczoscig spektralng
oraz minimalizacja wptywu zaktécen i fluorescencji. Ostatecznym celem jest
wyznaczenie optymalnych ustawien umozliwiajgcych precyzyjng i powtarzalng analize
sktadu chemicznego badanych substancji przy jednoczesnym zminimalizowaniu czasu
pomiaru.

Aby usprawnic przebieg ¢wiczen, proces optymalizacji warunkoéw podzielony zostanie na
nastepujace etapy:

I Poréwnanie wptywu mocy lasera — dla lasera 532 nm, 10 akumulac;ji i 0.5s
czasu integracji nalezy zmierzy¢ widma przy rosngcych mocach lasera 0.5 mW,
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TmW, 3mW, 5mW, 7mW i 10 mW. Uwaga: jezeli dla danej mocy lasera probka
ulegnie zwegleniu, nie zwiekszamy dalej mocy lasera.

Poréwnanie wptywu liczby akumulacji — dla lasera 532 nm, 0.5s czasu
integracji oraz mocy lasera 0.5mW i 10mW (lub maksymalnej mozliwej) nalezy
zmierzy¢ kolejno widma przy rosnacej liczbie 1, 3, 10, 20, 30 akumulaciji.
Poréwnanie wptywu czasu integracji pojedynczego widma —dla lasera 532 nm,
10 akumulacji oraz mocy lasera 0.5mW i 10 mW nalezy zmierzy¢ kolejno widma
przy rosngcym czasie integracji 0.5s, 1s, 2s, 3s.

Poréwnanie wptywu dtugosci fali lasera — ten punkt jest realizowany jako
ostatni, ze wzgledu na koniecznos¢ ponownej kalibracji mikroskopu po zmianie
lasera z 532nm na 488nm. Dla badanych probek, do poréwnania wptywu
dtugosci fali lasera, zebra¢ widma przy 10 mW (lub maksymalnej mozliwej
mocy), 10 akumulacjach i 0.5s czasie integracji.

4.3.3. Identyfikacja pasm w widmach Ramana wybranych

substancji

Studenci bedg mieli za zadanie identyfikacje gtownych pasm Ramanowskich w widmach

badanych substancji. W tym celu nalezy:

A.

Opracowa¢ odpowiednio widma, przeprowadzajac niezbedne korekcje (np.
korekcja pikéw kosmicznych CRR, korekcja linii bazowej, wygtadzanie filtrem
Savitzky-Golaya, ewentualnie normalizacja)

Wyrysowa¢ widma w dowolnym programie (excel, Orange Data Mining, origin etc)
. Zaznaczy¢ na widmach pasma absorpcji

Przypisa¢ pasmom absorpcji drgania wigzan, od ktérych pochodzg (tabelka).

Przyktadowy sposéb prezentacji widm Ramana pokazano na rysunku 5.
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Rysunek 5 Przyktadowe widma Ramana dla PET i PS. Wykresy wykonano w programie Origin

Tabela 2 Przyktadowa tabela do identyfikacji pasm Ramana.

Pasmo [rel.1/cm] Pochodzenie
2911 vC-H w CH,

Pochodzenie pikéw (rodzaje drgan i wigzania, | O
od ktérych pochodzg) interpretujemy w

oparciu o dostepna literature oraz wiedze na HZN N\)J\OH
temat wigzan obecnych w badanej substanciji. \[(

Na przyktad kreatyna ma w swojej strukturze NH

chemicznej pewne charakterystyczne Rysunek 6 Struktura chemiczna kreatyny
wigzania jak np. C=NH, C-N, C=0, OH, C-OH,

C-C, N-H i wtasnie drgania tych wigzan nalezy powigzac z pikami obecnymi w widmie.

W identyfikacji pasm Ramana przydatne mogag by¢ nastepujace pozycje:

Socrates, G. (2001). Infrared and Raman characteristic group frequencies. Tables and
charts. In Journal of Raman Spectroscopy. https://doi.org/10.1002/jrs.1238

Praca zbiorowa pod red. Kamilli Matek (2016). Spektroskopia oscylacyjna — od teorii do
praktyki, PWN

https://www.chemicalbook.com/

oraz wszelkie artykuty naukowe dotyczace zastosowania spektroskopii Ramana w
badania analizowanych substanciji, ktére mozna znalez¢ np. w bazie PubMed.
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4.3.4.

. Temat sprawozdania.

Sprawozdanie

. Cel éwiczenia.

. Wstep - kilka zdah o metodzie oraz ciekawe zastosowania spektroskopii Ramana
(podaé zrodta), wszystko max na 1 str A4.

Przebieg ¢wiczenia - kilka informacji o aparaturze, co mierzyliSmy, jakie warunki

pomiarowe przyjeto, jak przetwarzano widma.

. Wyniki:
a.

Dla kazdej z wybranych substancji poréwna¢ widma uzyskane:

- Dla réznych mocy lasera — jak moc lasera wptywa na widmo? Poréwnacé
intensywnos¢ widm i wptyw szumu na czytelnos¢ widma (stosunek sygnatu
do szumu SNR)

- Dla réznych liczb akumulacji przy skrajnych mocach lasera — w ktérym
przypadku zwiekszenie liczby akumulacji ma wieksze znaczenie?

- Dla réznych czaséw integracji pojedynczych widm przy skrajnych mocach
lasera — jak czas integracji wptywa na intensywnos$é¢ widma i SNR? Przy
ktérej mocy lasera zwiekszanie czasu integracji ma wieksze znaczenie?

- Dla réznych dtugosci fali lasera — nalezy zwréci¢ uwage na intensywnosc i
strukture widma (obecnosé pikéw, réznice w intensywnosciach i potozeniu
pikow, obecnos¢ fluorescenciji).

Poréwnania nalezy skomentowaé, zwracajac uwage na stosunek sygnatu
do szumu, rozdzielczos¢ spektralng, intensywnosé sygnatu, obecnos¢ i
wptyw fluorescenciji, palenie prébki przez laser, czas pomiaru itp.

Na podstawie pkt. a wytypowa¢ optymalne warunki pomiarowe dla
wybranej substancji — optymalne warunki pomiaru to takie, przy ktérych
uzyskujemy czytelne (o dobrej intensywnosci i niskim szumie) widmo w
mozliwie najkrotszym czasie (przy jak najmniejszych liczbie i czasie
akumulaciji).

Wyrysowa¢ widma badanych substancji i zaznaczy¢ na nich pasma
ramanowskie.

. Zidentyfikowa¢ obecne w widmach pasma Ramana (podac¢ zrddta

literaturowe/internetowe na podstawie ktérych dokonano identyfikaciji).

6. Whnioski.

4.3.5. Przyktad analizy widm Ramana w Orange Data Mining

Orange Data Mining - program jest darmowy https://orangedatamining.com/, ma wiele
funkcjonalnosci pomocnych w analizie rdéznego rodzaju danych w tym map
hiperspektralnych i widm. Do analizy danych spektroskopowych nalezy zainstalowac
naktadke (Oprions—>add-ons) ,Spectroscopy”. Na YouTube dostepnych jest wiele

21


https://orangedatamining.com/

filmikéw instruktarzowych, pozwalajgcych zapoznaé sie z dziataniem programu:
https://www.youtube.com/channel/UCIKKWBe2SCAEyv7ZNGhledg
https://www.youtube.com/playlist?list=PLmNPvQroTf-bPWjDJv)BPZJ6us_KTAD5T

Ponizej przedstawione zostaty przyktadowe workflowy do analizy danych. Workflow
pokazuje przebieg analizy — sg to widgety (narzedzia) odpowiedzialne za poszczegélne
funkcjonalnosci, potaczone tancuchami. Dwukrotne klikniecie w widget, czy tez taricuch
pozwala zarzadzaé opcjami przetwarzania danych. Poszczegdlne widgety oraz cate
workflowy mozna kopiowag, aby zatadowac do nich nowe dane.
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Przydatne widgety

B

Multifile

tadowanie wielu plikow widm

o

Data Table (8)

Wyswietlanie danych w
formie tabeli

A

Integrate Spectra
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5. Mikroskopia Ramana

Mikroskopia Ramana to technika analityczna taczaca mikroskopie optyczng ze
spektroskopig ramanowska. Umozliwia uzyskanie informacji o strukturze chemicznej,
sktadzie oraz rozmieszczeniu substancji w probce z wysoka rozdzielczoscig przestrzenna.
Dzieki zastosowaniu mikroskopu mozliwa jest precyzyjna analiza prébek zaréwno
punktowo, jak i w formie map chemicznych, tworzonych poprzez skanowanie rastrowe
punkt po punkcie. Kazdy punkt takiej mapy zawiera odrebne, petne widmo ramanowskie,
co pozwala na uzyskanie tzw. map hiperspektralnych. Analiza poszczegdlnych pasm
ramanowskich umozliwia okreslenie dystrybucji wybranych wigzan chemicznych oraz
zwigzanych z nimi czgsteczek w probce.

5.1. Analiza danych hiperspektralnych

Mikroskop konfokalny Ramana skanuje probke punkt po punkcie i linia po linii, a w kazdym
pikselu obrazu uzyskuje sie petne widmo Ramana. Proces ten nazywa sie rowniez
obrazowaniem hiperspektralnym. Uzyskane pliki wielospektralne zawierajg informacje o
tysigcach do milionéw widm Ramana. Pliki te sg analizowane za pomoca
oprogramowania w celu wygenerowania obrazu, ktéry wyswietla rozktad przestrzenny
sktadnikéw chemicznych. Poprzez wykonanie stosu obrazéw w réznych potozeniach
ogniskowych (w kierunku z) mozna tworzy¢ obrazy 3D.

5.1.1. Mapy biochemiczne

Tworzenie map biochemicznych jest jedng z podstawowych metod analizy danych
hiperspektralnych uzyskanych za pomocg mikroskopii Ramana. Dla kazdego widma
przypisanego do konkretnego piksela obrazu obliczane jest pole powierzchni wybranego
piku (czyli integracja sygnatu w okreslonym zakresie dtugosci fal). W wyniku tego
przetwarzania kazdemu pikselowi przypisywana jest wartos¢ liczbowa, odpowiadajaca
intensywnosci danego pasma. Tak uzyskany obraz to tzw. mapa biochemiczna -

3
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Rysunek 7 Przyktadowe widmo Ramana z zaznaczonym mapowanym pasmem oraz wynik mapowania -
mapa biochemiczna pasma natozona na obraz mikroskopowy
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przedstawia przestrzenny rozktad zawartosci zwigzku chemicznego lub wigzania
reprezentowanego przez analizowane pasmo Ramana.

5.1.2. Analiza klastrowa obrazéw Ramana

Analiza klastrowa, inaczej nazywana analizg skupien, to metoda eksploracyjnej analizy
danych, ktdéra polega na poszukiwaniu i wyodrebnianiu grup (klastréw) obiektéw
podobnych do siebie pod wzgledem okreslonych cech. Celem tej analizy jest takie
pogrupowanie obiektow, aby odlegtosci (np. spektralne) miedzy widmami w obrebie tego
samego klastra byty jak najmniejsze, a odlegtosci miedzy obiektami nalezacymi do
réznych klastrow — jak najwieksze. Dzieki temu uzyskane klastry charakteryzuja sie
wysoka wewnetrzng spdéjnoscia i duzym zréznicowaniem miedzy soba.

Jedna z najczesciej stosowanych metod analizy klastrowej jest algorytm k-$rednich (k-
means). Polega on na podziale zbioru danych na wczesniej zdefiniowang liczbe klastréw
(k), w taki sposéb, aby kazdy obiekt zostat przypisany do klastra o najblizszym Srodku
(centroidzie). W trakcie dziatania algorytmu centroidy sg iteracyjnie aktualizowane, a
obiekty przypisywane na nowo, az do osiaggniecia stabilnosci.

W analizie tej czesto wykorzystuje sie odlegtos¢ euklidesowa, ktéra mierzy "prosta"
odlegtos¢ miedzy dwoma punktami w przestrzeni wielowymiarowej. Jest to jedna z
najprostszych i najczesciej uzywanych metryk odlegtosci, szczegdlnie w przypadku
danych liczbowych i normalnie roztozonych.
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Rysunek 8 Przyktad analizy klastrowej w programie WlTec Project FIVE+
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CCD cts

70

5.1.3.

Dzieki konfokalnosci mikroskopu Ramana mozliwe jest precyzyjne ogniskowanie wigzki

Profile gtebokosciowe

laserowej na wybranej ptaszczyznie prostopadtej do osi propagacji $wiatta. Ta wtasciwosé
pozwala na wykonywanie tzw. skanéw gtebokosciowych (ang. depth profiling), czyli serii
pomiarow w réznych warstwach probki na réznych gtebokosciach. W efekcie mozna
uzyskac informacje o rozktadzie intensywnosci wybranego pasma Ramana w gtab prébki,
co umozliwia analize struktury warstwowej i zmian biochemicznych w przekroju proébki.

Profilowanie gtebokosciowe moze by¢ rowniez pomocne przy optymalnym ustawieniu
ogniska wiazki laserowej, zapewniajac najwieksza czutosé i doktadnosé detekc;ji.
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Rysunek 9 Profilowane pasmo w widmie Ramanowskim oraz odpowiadajacy mu profil gtebokoSciowy

5.2. Opis ¢wiczenia

Celem éwiczenia jest zapoznanie studentéw z technika obrazowania ramanowskiego
oraz jej zastosowaniem w analizie komadrek i/lub tkanek zwierzecych i innych materiatow.
Metoda ta pozwala na uzyskanie informacji o sktadzie chemicznym i strukturze badanych
prébek na poziomie mikroskopowym, bez koniecznosci stosowania znacznikéw
fluorescencyjnych czy barwnikéw. Dzieki wtasciwosciom konfokalnym mikroskopu

mozliwe jest tworzenie dwu- i tréjwymiarowych map oraz profili gtebokosciowych.

Cwiczenie pozwoli studentom zdobyé praktyczne umiejetnosci w zakresie obstugi

mikroskopu ramanowskiego, rejestracji i analizy map biochemicznych (w tym
zaawansowanej analizy wielowymiarowej) oraz ich interpretacji w kontekscie struktury

badanych tkanek i/lub komorek.

5.3. Badane prébki

Materiatem badawczym podczas zajeé¢ bedzie cienki skrawek mdézgu samca szczura
szczepu Wistar w wieku 60 dni (grubos¢ skrawka przed wysuszeniem: ok. 10 pm). Na
preparacie widoczny jest hipokamp, wraz z jego charakterystyczng, warstwowa
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organizacja komorkowa, obejmujacg m.in. warstwe ziarnistg, drobinowa, piramidowa
oraz warstwe wtdékien nerwowych (wewnetrzng).

W obrebie preparatu mozna réwniez zaobserwowac charakterystyczne inkluzje
odpowiadajgce nagromadzeniom kreatyny i cholesterolu, szczegélnie w rejonie kory
mozgowej. Obecnos¢ tych struktur moze by¢é pomocna w analizie biochemicznej i
identyfikacji konkretnych sygnatéw w widmach Ramana.

8- Kom
v drobinowe

Rysunek 10 Zdjecie mikroskopowe wybranego obszaru badanej probki z zaznaczonymi warstwami
komdrkowymi

5.4. Warunki pomiarowe

W ramach eksperymentu wykonane zostang skany powierzchniowe, obejmujgce dwie
wybrane warstwy w obszarze hipokampa. Mapy hiperspektralne beda zbierane przy
dtugosci fali lasera 532 nm lub 488 nm oraz mocy do 5 mW z czasem integracji
wynoszgcym 0,5 s. Zmienng w eksperymencie bedzie rozdzielczos¢ przestrzenna, ktéra
przyjmie wartosci 1 ym oraz 0,5 pm. Dzieki temu mozliwe bedzie ocenienie wptywu
wielkosci kroku skanowania na wyniki analizy. Zbadane zostang réwniez profile
gtebokosciowe wybranych warstw komérkowych.

5.5. Analiza danych pomiarowych

Dla obydwu skandéw przeprowadzone zostanie mapowanie chemiczne wybranych pasm
absorpcji oraz analiza klastrowa. Studenci beda mieli za zadanie wskaza¢ pasma, ktére
pozwalaja najskuteczniej rozrézni¢ warstwy komodrkowe oraz ocenié znaczenie
rozdzielczosci przestrzennej w analizie obrazow Ramana. Przyktadowa tabelka z
interpretacjg widm Ramana tkanek/komorek zwierzecych zostata przedstawiona ponizej.
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Tabela 3 Pochodzenie pikéw w widmach Ramana tkanek i komdrek zwierzecych oraz ich potencjalne zastosowania

diagnostyczne
Pasmo . . . . . . Lo
[cm"] Wiazanie / Wibracja Przypisanie do czgsteczek Zastosowania diagnostyczne
N . Fosfatydyloetanolamina (lipidy), ||Analiza sktadu bton komdrkowych,
720 Symetryczne drgania C-N DNA/RNA detekcja zmian w metabolizmie
~785 Drgania pu’arscnenla Kwasy nukleinowe (DNA, RNA) Wykrywa,m.e.prollfergc“ komorek, ocena
nukleotyddéw aktywnosci jadrowej
~1003  ||Pierscien fenylowy (C-C) ||Fenyloalanina (biatka) Marker ogolnej zawartosci biatek,
wykrywanie zmian nowotworowych
~1085 Cc-C, C-0, P-O0 Lipidy, cukry, kwasy nukleinowe Ocena struktury bton, metabolizmu
energetycznego
~1240- . . . Analiza zmian strukturalnych biatek,
1270 Amid Il (N-H, C-N) Biatka (struktur Bia) wykrywanie denaturagji
~1300- L . . . Wykrywanie zmian lipidowych, stanéw
1330 CH, skrecanie i zginanie Lipidy, biatka zapalnych
. . . . - . Marker zawartosci lipidéw — np. w
~1445 CH, zginanie (deformacja) ||Lipidy, czeSciowo biatka . s
diagnostyce miazdzycy
~1580- Drgania C=C, pierscienie . Identyfikacja struktur aromatycznych,
1600 aromatyczne Tyrozyna, tryptofan (biatka) stres oksydacyjny
~1655  ||Amid | (C=0) Biatka (struktur a-helikalnych) ||~ Tany W strukturze drugorzedowej biatek
— np. w neurodegeneracji
~1740  ||C=0 rozciaganie (estréw) ||Lipidy (np. fosfolipidy) Wykrywanie nagromadzenia lipidow, np. w
a8 piay tnp. picy. sttuszczeniu watroby
~2850- Symetryczne i . . . Ocenianie stopnia nasycenia lipidéw,
2885 asymetryczne CH, Lipidy (tancuchy alifatyczne) identyfikacja zmian metabolicznych
~2930- . . Analiza stosunku biatek do lipidéw,
2950 CHj; (asymetryczne) Biatka, lipidy monitoring apoptozy
~3010- :(?—H rozmagan.le . Nienasycone lipidy Dlagngstyka stresu pksydacyjnego, ocena
3070 (nienasycone wigzania) stopnia nienasycenia

5.6. Sprawozdanie

(podac zrodta), wszystko max na 1 str A4.

Wstep - kilka zdan o metodzie oraz ciekawe zastosowania mikroskopii Ramana

e rodzaj i pochodzenie prébki (np. skrawek hipokampa mézgu szczura

e przyjete warunki pomiarowe (laser 532/488 nm, moc, czas integraciji,

rozdzielczo$¢ skanowania),

e zastosowanag aparature (np. mikroskop WITec Alpha300R),

e przebieg rejestracji skanéw powierzchniowych i gtebokosciowych,

e sposéb przetwarzania danych (programy, korekcje widm, mapowanie

1. Temat sprawozdania.

2. Cel ¢wiczenia.

3.

4. Przebieg éwiczenia:
Wistar),
pasm).

5. Wyniki:
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° Mapy biochemiczne:

- Pokaza¢ przyktadowe mapy wybranych pasm Ramana (np. kreatyna, cholesterol,
biatka).

- Zinterpretowac rozktad sygnatéw wzgledem struktur anatomicznych probki.

° Analiza klastrowa:

- Przedstawi¢ wyniki segmentacji obrazow.

- Opisa¢ liczbe klastréw, ich charakterystyke oraz zgodnos$é z anatomig prébki.

° Wptyw rozdzielczosci przestrzennej:

- Poréwnac¢ wyniki dla rozdzielczosci 1 umvs 0.5 pm.

- Oceni¢ wptyw jakosci obrazu na mozliwosé identyfikacji warstw.

° Identyfikacja pasm Ramana*:

- Przedstawi¢ tabele z gtéwnymi pasmami identyfikowanymi w widmach analizowanych
warstw komaorkowych i ich pochodzeniem

- Wskazac zrédta wykorzystane do przypisania pasm (literatura, bazy danych).

6. Whioski.

° Krétkie podsumowanie:

- Co udato sie osiggnac?

- Ktéra rozdzielczos¢ data lepsze wyniki?

- Jakie byty ograniczenia (np. naktadanie sie warstw komadrkowych, fluorescencja, staby
sygnat)?

° Ewentualne propozycje dalszych analiz.

6. Programy pomocne w analizie ramanowskiej

Wsrod programow, ktére moga pomdoc w analizie widm i map ramanowskich mozna
wymienic¢:

- Orange Data Mining - program jest darmowy https://orangedatamining.com/, ma wiele
funkcjonalnosci pomocnych w analizie réznego rodzaju danych w tym map
hiperspektralnych i widm. Do analizy danych spektroskopowych nalezy zainstalowac
naktadke (Oprions—>add-ons) ,Spectroscopy”. Na youTube dostepnych jest wiele
filmikéw instruktarzowych, pozwalajgcych zapoznaé sie z dziataniem programu:
https://www.youtube.com/channel/UCIKKWBe2SCAEyv7ZNGhledg
https://www.youtube.com/playlist?list=PLmNPvQroTf-bPWjDJvIBPZJ6us_KTAD5T

- Origin - 30 dniowa wersja prébna dostepna na stronie dostawcy
https://www.origin.pl/?wersja-testowa-programu,9, umozliwia pozyskiwanie, analize i
wizualizacje danych pomiarowych. Mozliwos¢ tworzenia wtasnych procedur analiz lub
skorzystania z wbudowanych funkcji przetwarzania danych. Obstuga wykreséw dwu- i
tréjwymiarowych

- Surfer — dostepny dla Studentéw AGH https://cri.agh.edu.pl/oprogramowanie, program
do wizualizacji danych XYZ, dzieki czemu bywa najczesciej uzywany do tworzenia map i
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modelowania powierzchni terenu, ale nie jest to jedyne zastosowanie tego programu.
Wbudowany szeroki zestaw interpolacyjnych metod generowania regularnej siatki
wartosci, pozwala wybra¢ optymalny algorytm do charakteru danych wejsciowych.
Przydatny w wizualizacji map chemicznych uzyskanych w obrazowaniu Ramana

- Statistica — dostepna dla Studentow AGH https://cri.agh.edu.pl/oprogramowanie,

zestaw narzedzi analizy, zarzadzania i wizualizacji danych oraz metod data mining stuzacy
do statystycznej analizy danych, tworzenia wykresow, operowania na bazach danych,
wykonywania transformacji danych i tworzenia aplikacji. W sktad sytemu wchodzi
wszechstronny zestaw zaawansowanych procedur analitycznych, stosowanych w nauce,
biznesie, technice oraz zgtebianiu danych

- Grapher - dostepny dla Studentéw AGH https://cri.agh.edu.pl/oprogramowanie,

program graficzny stuzacy do tworzenia wysokiej jakosci wykreséw 2D i 3D. Oferuje
mozliwosci tworzenia wielu rodzajow wykreséw w ponad 70 dostepnych wariantach. Ich
duzy wybér pozwala na idealny dobér wykresu do posiadanych danych oraz potrzeb
uzytkownika.
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