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Streszczenie. Spektroskopia podczerwieni FTIR była wielokrotnie demonstrowana przez liczne 
zespoły badawcze jako jedna z głównych metod identyfi kacji i klasyfi kacji materiału biologicznego, 
jakim są żywe bakterie oraz ich spory. W niniejszej pracy porównano techniki, którymi dysponuje 
spektroskopia FTIR: klasyczną technikę transmisyjną, technikę wielokrotnego wewnętrznego odbicia 
— Horizontal Attenuated Total Refl ectance (HATR) oraz technikę dyfuzyjnego rozproszenia — Diff use 
Refl ectance Infra-red Fourier Transform (DRIFT). Powyższe techniki zastosowano do analizy materiału 
biologicznego: bakterii i ich sporów, podłoża dla bakterii, pyłków, aminokwasów i białek. Stwierdzono 
powtarzalność wyników badań tej samej substancji wykonanych trzema technikami. Techniki HATR 
i DRIFT mogą stanowić alternatywę do tradycyjnej techniki transmisyjnej ze względu na możliwość 
bezpośredniego pomiaru materiału biologicznego bez wcześniejszej obróbki. Na podstawie analizy 
widm uzyskanych za pomocą HATR i DRIFT popartej dodatkowo analizą statystyczną — analizą 
głównych składowych (PCA), stwierdzono przydatność technik w rozróżnianiu żywych bakterii od 
ich form przetrwalnikowych oraz podłoża.
Słowa kluczowe: spektroskopia FTIR, HATR, DRIFT, bakteria żywa, spory
Symbole UKD: 579.6

1. Wstęp

Bioterroryzm łączy problem społeczny, jakim jest terroryzm, z problemem 
zdrowotnym, który jest wyzwaniem dla medycyny i nauki. Szczególnie pod koniec 
XX i na początku XXI wieku problem ten nasilił się z powodu zwiększonej często-
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tliwości i skali ataków terrorystycznych, co przy ogólnie niskim koszcie produkcji 
broni biologicznej i stosunkowo prostym procesie jej wytwarzania, przyczyniło się 
do tego, że świat zaczął się zastanawiać nad tym, jak przeciwdziałać powstawaniu 
tejże broni. Najważniejszym zadaniem w trakcie przygotowywania się do obrony 
przed bioterroryzmem jest możliwość szybkiej identyfi kacji czynników biologicz-
nych, m.in. bakterii i ich form przetrwalnikowych. 

Idealna metoda, służąca odróżnieniu bakterii od ich sporów oraz podłoża, na 
jakich były hodowane, wykazująca różnice pomiędzy rodzajami, a nawet określonymi 
szczepami bakterii, powinna spełniać szereg parametrów. Przede wszystkim podczas 
ataku czynnikiem biologicznym najważniejsza jest szybkość rozpoznania, z jakim 
czynnikiem mamy do czynienia, a zatem podstawowym parametrem dla metody 
identyfi kującej i różnicującej bakterie powinna być szybkość. Tradycyjne różnico-
wanie bakterii poprzez posiewy wymaga godzin, a nawet dni, dlatego na potrzeby 
walki z bioterroryzmem wymagana jest alternatywna, szybsza metoda identyfi kacji. 
Nie bez znaczenia okazuje się także minimalne przygotowanie materiału do badania, 
im mniej obróbki toksycznej substancji, tym mniejsza inwazyjność. Dobra metoda 
identyfi kacji powinna umożliwiać bezpośredni pomiar materiału (bez dodatkowej 
obróbki i wprowadzania dodatkowych reagentów), powinna być w pełni zautomatyzo-
wana, nieniszcząca struktury badanej materii, dająca pomiar zarówno jakościowy, jak 
i ilościowy. Biorąc pod uwagę względy ekonomiczne i skalę problemu bioterroryzmu 
nie bez znaczenia pozostają też niskie koszty związane z metodą [1, 2]. 

Identyfi kacja bakterii i ich sporów za pomocą metody analitycznej, spełniającej 
wyżej wymienione parametry, nie jest sprawą prostą. W literaturze opisano wiele 
metod identyfi kacji materiału biologicznego, które z dobrym rezultatem mogą 
służyć rozróżnianiu bakterii i sporów: spektroskopia FTIR w średnim obszarze 
podczerwieni, fotoakustyczna IR, spektroskopia Ramana, MALDI, MALDI-TOF 
MS, TOF-SIMS [3-17]. 

W niniejszej pracy podjęto próbę różnicowania czynnika biologicznego za po-
mocą technik, jakimi dysponuje spektroskopia IR: techniki transmisyjnej, techniki 
wielokrotnego wewnętrznego odbicia — Horizontal Attenuated Total Refl ectance 
(HATR) oraz techniki dyfuzyjnego rozproszenia — Diff use Refl ectance Infra-red 
Fourier Transform (DRIFT). W celach porównawczych za pomocą wyżej wymie-
nionych technik z zakresu średniej podczerwieni dokonano pomiarów widm sub-
stancji biologicznych: bakterii i ich sporów, podłoża dla bakterii, pyłków, amino-
kwasów i białek. Różnicowanie wymienionych grup materiałów poparto analizą 
statystyczną — analizą głównych składowych (PCA). Otrzymane widma w porów-
naniu z wynikami badań substancji białkowych licznie publikowanymi w literaturze 
[18-28] potwierdzają przydatność spektroskopii FTIR jako jednej z czołowych metod 
w różnicowaniu struktury małych molekuł białkowych [29], w szczególności zaś 
bakterii wegetatywnych i ich sporów oraz podłoża [30]. Stwierdzono powtarzalność 
wyników badań tej samej substancji wykonanych trzema technikami. Techniki HATR 
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i DRIFT mogą stanowić alternatywę dla tradycyjnej techniki transmisyjnej ze względu 
na możliwość bezpośredniego pomiaru materiału bez wcześniejszej obróbki oraz 
użycia małej ilości próbki. Zastosowane techniki gwarantują szybkość i nieinwazyj-
ność pomiaru, spełniają więc wszelkie parametry, jakie wymagane są w stosunku do 
metod różnicujących czynnik biologiczny w dobie bioterroryzmu.

2. Materiały i metody pomiaru

Pomiarów widm dokonano za pomocą spektrometru furierowskiego FTIR 
GX Optica fi rmy Perkin Elmer, w zakresie odpowiadającym średniej podczerwieni 
4000-650 cm–1, z rozdzielczością 4 cm–1. Zastosowano trzy techniki pomiarowe, 
jakimi dysponuje spektroskopia IR:

— transmisyjną (w modzie transmisyjnym %T), 
— odbiciową (używając przystawki HATR), 
— rozproszeniową (używając przystawki DRIFT).
Obie przystawki fi rmy Perkin Elmer należą do wyposażenia aparatu.
Materiałem do badań były próbki substancji biologicznej, zarówno w formie 

stałej, jak i ciekłej. W celach porównawczych użyto substancji białkowych należą-
cych do różnych typów: białek, aminokwasów, bakterii wegetatywnych, sporów, 
podłoża. Materiał badany zestawiono w tabeli (tab. 1).

 Substancje badane tradycyjną techniką transmisyjną przygotowywano w formie 
tabletek z KBr i mierzono w modzie transmisyjnym. Metodyka pomiaru substancji 
badanych technikami DRIFT i HATR odpowiadała wybranej technice i została 
opisana poniżej. 

Tabela 1
 Materiały użyte do badań

Aminokwasy
Tryptofan
L-fenyloalanina
L-treonina
Tyrozyna

Białka

Albumina wołowa
Kazeina
Kolagen
Żelatyna
γ-globuliny
 Albumina z jaja kurzego

Bakterie spory
BG spory (Edgewood)
BT spory (WIHE)
BT spory (PvTT)

Bakterie wegetatywne BG (WIHE)
E. coli (WIHE)
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Podłoża
Agar
Blood agar base
Nutrient broth
Luria broth

Pyłki

Bermuda grass smut — spor
Kukurydza — pyłek
Johnson grass smut — spor
Walnut — pyłek
Bermuda grass — pyłek
Paper mulberry — pyłek
Pecan — pyłek
Ragweed — pyłek

Inne

Lakcid
Ninhydryna
Pepsyna
Rybofl awina
Bakteriofag MS1

2.1. Technika odbicia rozproszonego (DRIFT)

2.1.1. Podstawy teoretyczne techniki DRIFT

Technika odbicia rozproszonego stosowana jest najczęściej do pomiaru widm 
materiałów stałych bądź sproszkowanych, dla których użycie klasycznej techniki 
transmisyjnej staje się kłopotliwe bądź niemożliwe. Do powyższej grupy zalicza 
się substancje: 

— słabo absorbujące promieniowanie IR,
— silnie rozpraszające promieniowanie IR,
— wrażliwe na przygotowania w formie pastylek z KBr. 
W technice rozproszeniowej promieniowanie IR padające na badany materiał 

ulega zarówno odbiciu rozproszonemu (dyfuzyjnemu), jak i odbiciu zwierciadlanemu 
(spekularnemu), gdzie kąt padania jest równy kątowi odbicia. Otrzymane widmo 
odbiciowe (w %R) charakteryzuje więc zarówno promieniowanie rozproszone 
przez próbkę, jak i odbite kierunkowo od jej powierzchni. Składowa odbicia kie-
runkowego jest wynikiem niejednorodności próbki, gdy badana substancja nie jest 
rozdrobniona jednolicie, promieniowanie IR odbija się kierunkowo od jej większych 
cząstek. W przypadku próbki jednorodnej składowa kierunkowa jest nieskończenie 
mała i można ją zaniedbać, wtedy widmo odbiciowe (%R) charakteryzuje jedynie 
promieniowanie rozpraszane i jest porównywalne z widmem transmisyjnym (%T). 
Składowa odbicia rozproszonego jest skutkiem wnikania promieniowania IR w głąb 
analizowanego materiału. Promieniowanie, przechodząc przez materiał, ulega 
licznym załamaniom, absorpcji, odbiciu, ugięciu, zostaje więc wypromieniowane 

cd. tabeli 1
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we wszystkich kierunkach nim ponownie osiągnie powierzchnię. Wypromienio-
wane rozproszone światło jest zbierane przez półkoliste zwierciadło i kierowane do 
detektora. Kąt padania promieniowania na zwierciadło półkoliste wynosi 38°, co re-
dukuje do około 5% wpływ składowej kierunkowej w widmie, która może pojawić 
się na skutek odbicia zwierciadlanego od kryształków KBr. Schemat zamieszczony 
na rysunku (rys. 1) przedstawia drogę optyczną w przystawce DRIFT.

Rys. 1. Schemat przystawki odbiciowej DRIFT

Zwierciad³o pó³koliste Z1

Próbka

Z2

IR
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Detektor

Z5
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p³askie
(Z2-Z6)

Wielkość promieniowania padającego na detektor jest funkcją stężenia bada-
nego materiału. Powyższe stwierdzenie wywodzi się z teorii Kubelki-Munka, która 
jest teoretyczną podstawą dla techniki odbicia rozproszonego. Teoria odnosi się 
do substancji nieskończenie mocno jednolitych, wykazujących słabą absorpcję 
w zakresie promieniowania IR i zakłada zależność intensywności pasm w widmie 
od stężenia badanej substancji. Funkcja Kubelki-Munka ma postać:



244 M. Mularczyk-Oliwa, M. Kwaśny, M. Włodarski, M. Kaliszewski

 F(R∞) = (1 – R∞)2 / 2 R∞ = K/S, (1)

gdzie: R∞ — współczynnik odbicia dla powłok nieskończenie mocno jednolitych;
  K — współczynnik absorpcji (proporcjonalny do stężenia badanej 

 substancji, dla niskich stężeń K = 2,303*a*c, gdzie a — absorpcyjność 
 badanej substancji, c — stężenie);

  S — współczynnik rozproszenia.

Powyższa liniowa zależność pomiędzy funkcją Kubelka-Munk (R∞) a stężeniem 
badanego materiału występuje, gdy spełnione są określone warunki:

—  materiał jest jednolicie sproszkowany, wykazuje słabą absorpcję i silne 
rozpraszanie w zakresie promieniowania IR,

—  badana substancja jest wymieszana z matrycą nieabsorbującą IR, np. pro-
szek KBr, KCl,

—  wartość współczynnika rozpraszania S musi być stała dla całego widma 
i nie ulega zmianie wraz ze zmianą stężenia substancji badanej,

—  wartość składowej odbicia kierunkowego w widmie powinna mieć jak 
najmniejszą wartość, tak by można było ją pominąć [31].

2.1.2. Wady i zalety techniki w porównaniu z klasyczną techniką transmisyjną

Podstawową zaletą techniki jest możliwość pomiaru próbek stałych w różnej 
formie (proszków, osadów z roztworów, naniesionej warstwy aerozoli, substancji 
lepkich lub woskowatych) bez specjalnego ich przygotowania. W metodzie trans-
misyjnej istnieje konieczność rozdrabniania badanego materiału, dokładnego 
mieszania z KBr i prasowania pod ciśnieniem do formy tabletek. Taka preparatyka 
może doprowadzić do niszczenia struktury badanej substancji, co powoduje, że 
pomiar transmisyjny staje się niewiarygodny. W technice DRIFT istnieje kilka 
sposobów pomiaru: 

—  w naczyniu pomiarowym ze sproszkowanym KBr, 
—  na podkładkach lub patyczkach pokrytych warstwą materiału ściernego 

silnie odbijającego promieniowanie (tzw. technika ścierania próbki). 
Pomiar w naczyniu pomiarowym ze sproszkowanym KBr nie wymaga praso-

wania pod ciśnieniem, badany materiał musi być jedynie wymieszany z KBr i luźno 
umieszczony w naczyniu, co pozwala uniknąć polimorfi cznych zmian w struktu-
rze krystalicznej. Pomiar na podkładkach lub pałeczkach pokrytych aluminium 
umożliwia pobieranie próbki stałej poprzez zdrapywanie szorstką powierzchnią 
podkładki niewielkiej ilości materiału badanego. Ten sposób pobierania materiału 
umożliwia zastosowanie bardzo niewielkiej ilości substancji badanej (na podkład-
kach), a nawet ilości mikroskopijnej (na patyczkach). Pomiar tak małych ilości jest 
możliwy dzięki wysokiej czułości metody DRIFT.
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Na podkładki z materiałem silnie odbijającym można także nanosić substancję 
w postaci roztworu, po odparowaniu uzyskujemy warstwę osadu, którego widmo 
wyznaczamy techniką DRIFT. Podobnie na podkładki bądź patyczki można nanosić 
aerozole, a czułość techniki DRIFT czyni ją odpowiednią dla pomiarów substancji 
w takiej formie. 

Najważniejszą wadą techniki DRIFT są interferencje związane z pojawieniem 
się w widmie odbiciowym składowej odbicia kierunkowego, które zakłócają pasma 
właściwe dla substancji badanej. Odbicie kierunkowe pojawia się wtedy, gdy próbka 
nie jest jednolicie rozdrobniona w całej swej objętości. W przypadku substancji 
słabo absorbujących (większość związków organicznych) w widmie odbiciowym na 
skutek odbicia kierunkowego pojawiają się dodatkowe pasma pochodne do pasm 
charakterystycznych dla mierzonej substancji. Przykład takiego pochodnego pasma 
widać w widmie warstwy polietylenu na poniższym rysunku (rys. 2). 

Rys. 2. Pasmo charakterystyczne dla warstwy polietylenu oraz pochodne nieprawidłowe pasmo 
absorpcyjne
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Gdy substancja wykazuje silną absorpcję (czyste substancje nieorganiczne) 
składowa odbicia kierunkowego powoduje pojawianie się w widmie badanej 
substancji wąskich pasm o wysokiej wartości odbicia (rys. 3), które nakładają się 
i zaciemniają właściwe pasma absorpcyjne. 
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Wpływ składowej odbicia kierunkowego, biorąc pod uwagę okoliczności, 
w jakich to odbicie powstaje, można wyeliminować, stosując poniższe zasady:

1. Próbkę należy jednolicie rozdrobnić, tak aby wielkość ziarna zawierała 
się w granicach 10-20 μm, co pozwala wyeliminować odbicie kierunkowe 
od większych kryształków w próbce.

2. Substancję badaną należy wymieszać z substancją słabo absorbującą pro-
mieniowanie IR (np. KCl lub KBr). Dodatek około 5% substancji badanej 
do 95% nieabsorbującego KBr lub KCl umożliwia lepszą penetrację pro-
mieniowania w głąb próbki, dzięki czemu więcej promieniowania będzie 
absorbowane przez substancję badaną bądź ulegnie rozproszeniu od jej 
kryształków, niż zostanie odbite kierunkowo.

3. Próbkę należy umieścić luźno w naczyniu pomiarowym; ciasne upakowy-
wanie i wyrównywanie powierzchni próbki w naczyniu może powodować 
takie ułożenie powierzchniowych kryształków substancji, że padające 
promieniowanie będzie w mniejszym stopniu rozpraszane, a bardziej 
odbijane kierunkowo od skupionych na powierzchni cząstek substancji 
badanej [31]. 

2.1.3. Metodyka pomiaru

2.1.3.1. Pomiar w naczyniu pomiarowym

Badaną substancję w postaci proszku należy dodać w ilości 5% do roztartego 
KBr. Całość należy wymieszać, w miarę potrzeby utrzeć w moździerzu, aby wielkość 

Rys. 3. Widmo czystego piasku z pasmem nieprawidłowym (a) oraz widmo piasku z dodatkiem tła 
wraz z charakterystycznymi pasmami absorpcyjnymi (b)
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ziarna tak przygotowywanej próbki była w granicach 10-20 μm. Próbkę w sposób 
luźny i bez upakowywania umieszcza się w naczyniu pomiarowym. Stosowanie 
powyższych zasad odnośnie do przygotowania próbki pozwoli uniknąć interferencji 
związanych z odbiciem kierunkowym. Promieniowanie IR, padając na naczynie 
pomiarowe z badaną substancją, nie może ulec odbiciu od ścianek naczynia. 
W technice DRIFT stosuje się takie rozwiązanie odnośnie do zwierciadeł, aby kąt 
padania promieniowania wynosił 38°, co zapobiega padaniu promieniowania na 
ścianki naczynia i jednocześnie niweluje odbicie od tych ścianek. Dodatkowo sto-
sowane są naczynia pomiarowe o odpowiedniej szerokości i głębokości. Głębokość 
3 mm uniemożliwia dotarcie promieniowania do dna naczynka, ale jednocześnie 
zapewnia dobrą penetrację promieniowania w głąb próbki. 

Naczynia pomiarowe: jedno z nieabsorbującym materiałem tła (KBr), drugie 
z badaną substancją wymieszaną z KBr umieszcza się w przystawce zamontowa-
nej w komorze pomiarowej spektrometru, odpowiednio w pozycji: tło i próbka. 
Otrzymane widmo podzielone przez widmo tła — KBr jest widmem odbiciowym 
%R substancji badanej. 

2.1.3.2. Technika ścierania próbki

Substancje w postaci stałej, których nie można rozdrobnić bądź substancje 
woskowate lub lepkie, z których nie można uzyskać cienkiego fi lmu mierzy się, 
używając specjalnych podkładek ściernych. Podkładka pokryta jest warstwą ma-
teriału ściernego (np. aluminium) silnie odbijającego promieniowanie. Substancję 
badaną nanosi się na podkładkę poprzez pocieranie, uzyskując w ten sposób cien-
ką warstwę składającą się z jednolitych, niewielkich cząstek badanego materiału. 
Promieniowanie padające na podkładkę z naniesioną warstwą materiału wnika 
pomiędzy cząstki substancji, analogicznie jak w przypadku substancji sproszkowa-
nych w naczyniu pomiarowym. Technika ścierania próbki umożliwia pomiar bez 
jakiegokolwiek wcześniejszego przygotowania. Otrzymane widmo jest analogicz-
ne do widma transmisyjnego, ponieważ składową odbicia kierunkowego można 
zaniedbać (próbka jest naniesiona jednorodnie) i widmo charakteryzuje jedynie 
promieniowanie rozproszone dyfuzyjnie. 

Substancję badaną można nanosić także na patyczki z warstwą ściernego alu-
minium. Zaletą patyczków w stosunku do podkładek jest bardzo niewielka ilość 
substancji badanej, jaka może być użyta do pomiaru [31].

2.2. Technika wielokrotnego wewnętrznego odbicia (HATR)

2.2.1. Podstawy teoretyczne techniki HATR

Technika HATR polega na pomiarze widm materiałów w postaci fi lmu o okre-
ślonej grubości, naniesionych na transmisyjny dla promieniowania IR kryształ, 
o wysokiej gęstości optycznej. Takie rozwiązanie umożliwia wyznaczanie widm 
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substancji w stanie ciekłym oraz w formie past i żeli. Badana substancja w postaci 
fi lmu, mająca współczynnik załamania n1 przylega do powierzchni kryształu 
o współczynniku załamania n2. Na powierzchnię graniczną kieruje się promie-
niowanie podczerwone, które wchodząc od strony ośrodka o większej gęstości 
optycznej (kryształ o współczynniku załamania n2) w stosunku do próbki o mniej-
szej gęstości optycznej (próbka o współczynniku załamania n1), ulega całkowitemu 
wewnętrznemu odbiciu (rys. 4).

Rys. 4. Schemat wielokrotnego wewnętrznego odbicia w krysztale ZnSe

Warstwa substancji badanej
w kontakcie z promieniowaniem
odbitym wewnatrz kryszta³u

Do detektora

Kryszta³ ZnSePromieniowanie IR

Kąt padania na granicę ośrodków Θ jest większy od kąta granicznego Θgr dla 
całkowitego wewnętrznego odbicia zgodnie z równaniem: 
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Podczas odbicia fala elektromagnetyczna (promieniowanie IR) wnika i pene-
truje ośrodek o mniejszej gęstości optycznej (próbkę) na głębokość rzędu kilku 
mikronów (0,5-5). Głębokość penetracji dp zależy od długości fali promieniowania 
padającego, jego kąta padania Θ oraz stosunku współczynników załamania n2/n1 
zgodnie z równaniem:

 

 

1
2 2

2 2

1

.

2 sin

pd

n
n

λ

π

=
⎡ ⎤⎛ ⎞

Θ −⎢ ⎥⎜ ⎟⎝ ⎠⎢ ⎥⎣ ⎦  

(3)

Głębokość penetracji przy ustalonym kącie padania Θ rośnie wraz z malejącą 
różnicą współczynników załamania, rośnie także w miarę zbliżania się kąta pada-
jącego promieniowania do wartości kąta granicznego.
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Jeśli badana próbka nie pochłania promieniowania, to cała energia promie-
nista zostaje odbita i wiązka promieniowania wychodząca z kryształu ma takie 
samo natężenie jak padająca. Jeżeli próbka absorbuje promieniowanie IR, to przy 
każdorazowym odbiciu promieniowania i penetracji w głąb materiału następuje 
selektywna absorpcja, wiązka promieniowania wychodząca z kryształu ma natę-
żenie proporcjonalnie mniejsze do ilości zaabsorbowanej przez badany materiał. 
Ponieważ absorbowane jest promieniowanie wnikające w głąb substancji badanej, 
aby zwiększyć czułość metody, pożądana jest jak największa głębokość, na jaką 
wnika promieniowanie oraz większa liczba odbić w krysztale, która zapewni lepsze 
oddziaływanie z substancją badaną. Powyższe parametry uzyskuje się przez dobór 
odpowiedniego rodzaju kryształu o określonym współczynniku załamania n2 oraz 
dobór odpowiedniego kąta padania promieniowania IR na kryształ. W praktyce 
używa się przystawki odbiciowej HATR, gdzie kąt padania na horyzontalnie umo-
cowany kryształ wynosi 45°, co daje około 12 odbić wewnątrz kryształu. Schemat 
drogi optycznej w przystawce HATR przedstawia rysunek (rys. 5).

Rys. 5. Schemat drogi optycznej w przystawce HATR
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Wybór materiału na kryształ HATR jest determinowany przez współczynnik 
załamania, zakres transmisyjny dla promieniowania IR oraz wytrzymałość ma-
teriału. Najczęściej stosowane materiały na kryształy HATR wraz z parametrami 
zestawiono w tabeli (tab. 2).

Tabela 2
Właściwości fi zykochemiczne kryształów stosowanych w przystawkach HATR

ZnSe Ge KRS-5 AMTIR-1
Obszar transmisji (cm–1) 17 000-650 5500-400 14 000-400 11 000-700
Współczynnik załamania 2,4 4,0 2,37 2,50
Gęstość (g/cm3) 5,27 5,32 7,37 4,4
Twardość (wg Knoopa) 150 1150 40,2 170
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Dla większości aplikacji, a w szczególności do pomiaru widm materiałów 
biologicznych, najbardziej użyteczny ze względu na parametry fi zykochemiczne 
okazuje się kryształ ZnSe, a przystawka HATR jest skonstruowana w ten sposób, 
że gwarantuje 12 odbić wewnątrz kryształu [32].

2.2.2. Wady i zalety techniki w porównaniu z klasyczną techniką transmisyjną

Substancje w stanie ciekłym analizuje się metodą transmisyjną w postaci cien-
kiej warstwy substancji umieszczonej pomiędzy dwoma oknami transparentnymi 
dla promieniowania IR. Taki sposób przygotowania próbki wymaga dużej precyzji 
i nie gwarantuje dobrej powtarzalności wyników. Powyższa technika pomiaru 
uniemożliwia również badanie substancji o konsystencji żelu lub pasty. Podstawo-
wą korzyścią wynikającą z zastosowania techniki HATR jest łatwy i powtarzalny 
sposób przygotowania fi lmu substancji ciekłej, którą nanosi się na kryształ ZnSe 
horyzontalnie umiejscowiony w przystawce HATR. Poprzez proste naniesienie na 
kryształ materiału w postaci żelu lub pasty, można bez przygotowania w specjalny 
sposób badać widma substancji w takiej formie.

 Kolejną zaletą techniki HATR jest możliwość pomiaru warstw bardzo cien-
kich, których normalną techniką transmisyjną zmierzyć się nie da. Ponieważ na 
skutek wewnętrznego wielokrotnego odbicia w krysztale promieniowanie IR wnika 
w warstwę substancji badanej jedynie na głębokość kilku mikronów, można zare-
jestrować widmo ultracienkiej warstwy.

Promieniowanie IR oddziałuje na substancję badaną na głębokości mikronów, 
a więc praktycznie na granicy faz ośrodków o różnej gęstości. W porównaniu 
z techniką transmisyjną, gdzie promieniowanie przechodzi przez całą objętość 
próbki, wielkość oddziaływania promieniowania z materiałem badanym w technice 
HATR jest proporcjonalnie mniejsza, co czyni ją technika odpowiednią do badania 
substancji silnie absorbujących (roztworów wodnych i białek).

Pomiar substancji ciekłych w postaci warstw o określonej grubości naniesionych 
na kryształ ZnSe minimalizuje przygotowania materiałów do badania, zwiększa 
powtarzalność wyników, ale przede wszystkim pozwala uniknąć błędów podczas 
przygotowywania, które mogą zmienić kształt widma. 

Jedynym interferentem mającym wpływ na rejestrowane widmo jest jakość 
uzyskanego fi lmu. Warstwa musi dokładnie pokrywać całą powierzchnię kryształu 
i dobrze przylegać do podłoża, ponieważ promieniowanie oddziałuje z substancją 
na głębokości mikronów przy granicy faz kryształ-substancja badana [32]. 

2.2.3. Metodyka pomiaru

Suchy i czysty kryształ ZnSe umieszcza się wraz z przystawką HATR w komorze 
pomiarowej spektrometru w celu pomiaru tła. Używając tego samego kryształu, 
dokonuje się pomiarów zarówno tła, jak i substancji badanej. Aby uzyskać widmo 
substancji, nanosi się ją w postaci fi lmu na powierzchnię kryształu. W celu uniknięcia 
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błędów należy pokryć całą powierzchnię kryształu za pomocą substancji badanej. 
Uzyskana warstwa powinna być jednolita i musi wykazywać dobre przyleganie do 
podłoża. Kryształ ZnSe z fi lmem substancji badanej umieszcza się w przystawce 
zamontowanej w komorze pomiarowej spektrometru. Otrzymane widmo podzielone 
przez widmo tła — czystego kryształu jest widmem transmisyjnym %T substancji 
badanej [32]. 

3. Omówienie wyników i wnioski

Jednym z założeń niniejszego opracowania było zestawienie w celach porów-
nawczych widm tej samej substancji biologicznej, wykonanych za pomocą trzech 
różnych technik spektroskopii średniej podczerwieni. Na materiał odniesienia 
wybrano substancję białkową należącą do grupy aminokwasów — tryptofan, któ-
rego dokładnie opisane widma podczerwieni można znaleźć w wielu bazach widm 
i opracowaniach literaturowych. Tryptofan jest jednym z aminokwasów bardzo do-
brze absorbujących promieniowanie IR w zakresie 4000-650 cm–1. Ponadto stanowi 
on podstawowy budulec większości substanji białkowych, w tym bakterii żywych 
i ich sporów. Tryptofan w formie stałej z dodatkiem substancji KBr będącej tłem, 
zmierzono techniką transmisyjną oraz techniką DRIFT. Do pomiarów techniką 
HATR tryptofan naniesiono w postaci cienkiego fi lmu na kryształ z selenku cynku 
(ZnSe). Widma tryptofanu wykonane techniką transmisyjną (rys. 6a), techniką 
HATR na krysztale ZnSe (rys. 6b), techniką DRIFT na podkładzie z folii alumi-
niowej (rys. 6c) oraz DRIFT w naczyniu pomiarowym z dodatkiem KBr (rys. 6d) 
zestawiono na odpowiednich rysunkach.

Porównując widma tej samej substancji — tryptofanu, można stwierdzić po-
wtarzalność otrzymanego konturu pasm dla wszystkich technik zastosowanych 
do pomiaru. W każdym widmie uzyskanym określoną techniką, odnosząc się do 
literatury, można potwierdzić obecność charakterystycznych dla tryptofanu pasm. 
Przy długości fali około 3401 cm–1 występuje intensywny pik związany z drganiami 
rozciągającymi grupy NH w pierścieniu indolowym. Przy długości fali 746 cm–1 
obecne jest pasmo związane z drganiami zginającymi wiązań CH w pierścieniu 
indolowym oraz z deformacjami całego szkieletu indolowego. Obok wyżej wymie-
nionych pasm charakterystycznych dla struktury cząsteczki tryptofanu [33-35], 
w otrzymanych widmach można zauważyć szereg pasm charakterystycznych dla 
aminokwasów. Grupy NH3

+ oraz COO– determinują obecność licznych pików w ob-
szarze 3400-1200 cm–1 , w tym samym regionie przy długości fali 3100 a 3000 cm–1 
występują intensywne aromatyczne pasma rozciągające grupy CH [36-40]. 

W niniejszym opracowaniu przytoczono jedynie analizę widm odnoszącą się 
do substancji odniesienia — tryptofanu. Ze względu na ograniczenia wydawnicze, 
szczegółową analizę widm pozostałych substancji białkowych użytych do badań, 
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ujętych w tabeli 1 pominięto, skupiono się na tryptofanie — aminokwasie obecnym 
w strukturze wszystkich, przebadanych przez autorów substacji białkowych. 

Analiza zamieszczonyh widm tryptofanu oraz widm pozostałych materiałów 
pozwala wyciągnąć wnioski odnośnie zastosowanych technik. Wszystkie dają 
powtarzalne wyniki pomiarów i z dobrym rezultatem mogą służyć badaniom sub-
stancji biologicznych. Można podjąć próbę wyłonienia najlepszej spośród użytych 
technik. Niewątpliwie zaletą technik HATR i DRIFT w stosunku do klasycznej 
techniki transmisyjnej opierającej się na tabletkach z KBr jest to, że nie niszczą 
one struktury badanego materiału, nie wymagają bowiem prasowania do formy 
tabletek. Technika HATR dodatkowo nie wymaga znaczącej obróbki substancji 
użytej do pomiaru, przez co kontakt z substancjami biologicznymi wykazującymi 
toksyczność (np. bakteriami) staje się minimalny.

Drugim założeniem niniejszego opracowania było przytoczenie wyników 
badań, które idąc w ślad za światowymi działaniami prowadzonymi na rzecz 
walki z bioterroryzmem, miały na celu potwierdzenie skuteczności spektroskopii 
IR w różnicowaniu czynnika biologicznego (w tym bakterii i ich sporów). Trzy 

Rys. 6. Widma tryptofanu wykonane technikami: transmisyjną (a); HATR (b); DRIFT na podkładzie 
z folii aluminiowej (c) oraz DRIFT w naczyniu pomiarowym z dodatkiem KBr (d)
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rodzaje sporów zmierzono techniką transmisyjną, a ich widma zestawiono na 
rysunku (rys. 7). Widma sporów zostały celowo rozsunięte w pionie, aby łatwiej 
je porównywać.

Rys. 7. Widma sporów bakterii wykonane techniką transmisyjną
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Doniesienia literaturowe mówią o podobieństwach w rejestrowanych widmach 
sporów różnych rodzajów bakterii, wyniki zamieszczone w pracy również potwier-
dzają podobieństwo sporów wyżej wymienionych bakterii. W zakresie długości fal 
800 cm–1 a 650 cm–1 zaobserwowano słabe pasma występujące w sporach bakterii 
różnych rodzajów, których nie można zaobserwować w żywych komórkach bak-
terii. Obecność tych pasm jest związana z solami wapnia kwasu dipikolinowego 
CaDP, charakterystycznego związku występującego jedynie w sporach bakterii 
i stanowiącego około 10% całej masy komórkowej, a nieobecnego w ich żywych 
odpowiednikach. Silne pasma w granicach 1657 cm–1 i 1541 cm–1 obecne w widmach 
sporów na rysunku 2 pochodzą od amidów I i II rzędowych charakterystycznych 
dla wszystkich struktur białkowych, podobnie jak pasma pochodzące od drgań 
rozciągających ugrupowań CH w okolicach 2964 cm–1 i 2933 cm–1. Powyższe 
pasma są także charakterystyczne dla żywych komórek bakterii, na ich podstawie 
nie można więc różnicować sporów i ich form wegetatywnych [30, 41]. 

Pomiary widm podczerwieni sporów, bakterii żywych, a także podłoża dla 
bakterii, pyłków, białek oraz aminokwasów poparto statystyczną metodą PCA. 
Wyniki analizy w odniesieniu do przebadanych materiałów biologicznych przed-
stawiono na rysunku 8. 
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Wyraźnie widać różnicowanie określonych grup materiałów biologicznych, któ-
rych widma uzyskano techniką transmisyjną, stosując formę tabletek z KBr. Wyniki 
analizy PCA potwierdzają skuteczność technik spektroskopii IR w różnicowaniu 
materiałów biologicznych. W obrębie grupy sporów bakterii punkty leżą blisko siebie, 
co wskazuje, że za pomocą spektroskopii trudno będzie zidentyfi kować, do jakiego 
szczepu bakterii określony spor należy. Fakt ten potwierdza rysunek 7, na którym 
widma sporów różnych bakterii są podobne. Na podstawie widm FTIR można jedynie 
rozróżnić, co jest bakterią żywą, a co jej przetrwalnikiem, zaś ustalenie, do jakiego 
rodzaju bądź szczepu określone bakterie należą może sprawiać duże trudności.

4. Podsumowanie

Prezentacja wyników badań nad materiałami biologicznymi miała zasadniczo 
dwa cele. W pierwszej kolejności pokazano widma aminokwasu o znanej struk-
turze wykonane za pomocą trzech technik spektroskopii IR. Celem było dowie-
dzenie, że każda z tych technik daje dobre wyniki w zastosowaniu do substancji 
biologicznych, czego dowodem są widma powtarzalne dla każdej użytej techniki 
o charakterystyce zgodnej z literaturą.

Rys. 8. Wyniki analizy PCA dla określonych grup substancji biologicznych
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Drugim założeniem było potwierdzenie skuteczności spektroskopii IR 
w połączeniu ze statystyczną metodą PCA w różnicowaniu substancji biologicznych, 
a w szczególności bakterii żywych i ich form przetrwalnikowych. Dowiedziono, 
że technikami spektroskopii można z dużym prawdopodobieństwem ustalić, który 
materiał jest podłożem dla bakterii, który bakterią żywą lub sporem. Określenie 
opisanymi technikami, do jakiego rodzaju lub szczepu dana bakteria należy sprawia 
jednak kłopoty. W tym celu należy szukać dalszych narzędzi analitycznych, aby 
z sukcesem wesprzeć walkę z bioterroryzmem. 

Artykuł wpłynął do redakcji 18.11.2008 r. Zweryfi kowaną wersję po recenzji otrzymano w lutym 2009 r.
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M. MULARCZYK-OLIWA, M. KWAŚNY, 
M. WŁODARSKI, M. KALISZEWSKI

Comparison of FTIR spectroscopy techniques used for biological 
material identifi cation

Abstract. Th e ability to identifi cation and classifi cation of biological materials such as spores and 
vegetative cells has been demonstrated by several laboratories using FTIR spectroscopy. In the present 
work three techniques of FTIR spectroscopy have been discussed: classical transmission techniques 
using transmission mode, Diff use Refl ectance Infrared Fourier Transform (DRIFT), and Horizontal 
Attenuated Total Refl ectance (HATR). Diff erent groups of biological material have been measured: 
vegetative cells of bacteria, bacterial spores, background materials, pollens, aminoacids, and proteins. 
Spectra of the same material achieved using three diff erent FTIR techniques were similar to each other. 
Main advantage of HATR and DRIFT in comparison with a transmission mode is minimum sample 
preparation of biological material. Th ese results also demonstrate that FTIR techniques in combination 
with statistical Principal Component Analysis (PCA) provide rapid and reliable distinction between 
vegetative bacteria, bacterial spores, and background particles.
Keywords: FTIR, HATR, DRIFT, vegetative bacteria, spores
Universal Decimal Classifi cation: 579.6




