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Streszczenie. Spektroskopia podczerwieni FTIR byta wielokrotnie demonstrowana przez liczne
zespoly badawcze jako jedna z gléwnych metod identyfikacji i klasyfikacji materiatu biologicznego,
jakim sg zZywe bakterie oraz ich spory. W niniejszej pracy poréwnano techniki, ktérymi dysponuje
spektroskopia FTIR: klasyczna technike transmisyjna, technike wielokrotnego wewnetrznego odbicia
— Horizontal Attenuated Total Reflectance (HATR) oraz technike dyfuzyjnego rozproszenia — Diffuse
Reflectance Infra-red Fourier Transform (DRIFT). Powyzsze techniki zastosowano do analizy materiatu
biologicznego: bakterii i ich sporéw, podloza dla bakterii, pytkéw, aminokwaséw i biatek. Stwierdzono
powtarzalno$¢ wynikéw badan tej samej substancji wykonanych trzema technikami. Techniki HATR
i DRIFT moga stanowi¢ alternatywe do tradycyjnej techniki transmisyjnej ze wzgledu na mozliwos¢
bezposredniego pomiaru materialu biologicznego bez wczesniejszej obrobki. Na podstawie analizy
widm uzyskanych za pomocg HATR i DRIFT popartej dodatkowo analizg statystyczng — analizg
gléwnych skladowych (PCA), stwierdzono przydatnoé¢ technik w rozréznianiu zywych bakterii od
ich form przetrwalnikowych oraz podloza.
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1. Wstep

Bioterroryzm laczy problem spoteczny, jakim jest terroryzm, z problemem
zdrowotnym, ktory jest wyzwaniem dla medycyny i nauki. Szczegolnie pod koniec
XX i na poczatku XXI wieku problem ten nasilit sie z powodu zwigkszonej czgsto-
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tliwosci i skali atakow terrorystycznych, co przy ogélnie niskim koszcie produkcji
broni biologicznej i stosunkowo prostym procesie jej wytwarzania, przyczynilo sie
do tego, ze $wiat zaczal si¢ zastanawia¢ nad tym, jak przeciwdziala¢ powstawaniu
tejze broni. Najwazniejszym zadaniem w trakcie przygotowywania si¢ do obrony
przed bioterroryzmem jest mozliwo$¢ szybkiej identyfikacji czynnikéw biologicz-
nych, m.in. bakterii i ich form przetrwalnikowych.

Idealna metoda, stuzaca odréznieniu bakterii od ich sporéw oraz podloza, na
jakich byly hodowane, wykazujaca réznice pomiedzy rodzajami, a nawet okreslonymi
szczepami bakterii, powinna spetnia¢ szereg parametréw. Przede wszystkim podczas
ataku czynnikiem biologicznym najwazniejsza jest szybkos$¢ rozpoznania, z jakim
czynnikiem mamy do czynienia, a zatem podstawowym parametrem dla metody
identyfikujacej i réznicujacej bakterie powinna by¢ szybkos¢. Tradycyjne réznico-
wanie bakterii poprzez posiewy wymaga godzin, a nawet dni, dlatego na potrzeby
walki z bioterroryzmem wymagana jest alternatywna, szybsza metoda identyfikacji.
Nie bez znaczenia okazuje si¢ takze minimalne przygotowanie materiatu do badania,
im mniej obrobki toksycznej substancji, tym mniejsza inwazyjno$¢. Dobra metoda
identyfikacji powinna umozliwia¢ bezposredni pomiar materiatu (bez dodatkowej
obroébki i wprowadzania dodatkowych reagentéw), powinna by¢ w pelni zautomatyzo-
wana, nieniszczaca struktury badanej materii, dajaca pomiar zaréwno jakosciowy, jak
iilosciowy. Biorgc pod uwage wzgledy ekonomiczne i skale problemu bioterroryzmu
nie bez znaczenia pozostajg tez niskie koszty zwigzane z metoda [1, 2].

Identyfikacja bakterii i ich sporéw za pomocg metody analitycznej, spelniajacej
WyZej wymienione parametry, nie jest sprawg prosta. W literaturze opisano wiele
metod identyfikacji materiatu biologicznego, ktére z dobrym rezultatem moga
stuzy¢ rozréznianiu bakterii i sporéw: spektroskopia FTIR w $rednim obszarze
podczerwieni, fotoakustyczna IR, spektroskopia Ramana, MALDI, MALDI-TOF
MS, TOE-SIMS [3-17].

W niniejszej pracy podjeto probe réznicowania czynnika biologicznego za po-
moc3 technik, jakimi dysponuje spektroskopia IR: techniki transmisyjnej, techniki
wielokrotnego wewnetrznego odbicia — Horizontal Attenuated Total Reflectance
(HATR) oraz techniki dyfuzyjnego rozproszenia — Diffuse Reflectance Infra-red
Fourier Transform (DRIFT). W celach poréwnawczych za pomoca wyzej wymie-
nionych technik z zakresu $redniej podczerwieni dokonano pomiaréw widm sub-
stancji biologicznych: bakterii i ich sporéw, podloza dla bakterii, pytkéw, amino-
kwasow i bialek. Réznicowanie wymienionych grup materialéw poparto analiza
statystyczng — analizg gtéwnych skladowych (PCA). Otrzymane widma w poréw-
naniu z wynikami badan substancji biatkowych licznie publikowanymi w literaturze
[18-28] potwierdzaja przydatnos¢ spektroskopii FTIR jako jednej z czotowych metod
w roznicowaniu struktury matych molekut bialkowych [29], w szczegdlnosci zas
bakterii wegetatywnych i ich sporéw oraz podtoza [30]. Stwierdzono powtarzalnos¢
wynikow badan tej samej substancji wykonanych trzema technikami. Techniki HATR
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i DRIFT mogg stanowi¢ alternatywe dla tradycyjnej techniki transmisyjnej ze wzgledu
na mozliwo$¢ bezposredniego pomiaru materiatu bez wczeéniejszej obrobki oraz
uzycia malej ilosci probki. Zastosowane techniki gwarantujg szybkos¢ i nieinwazyj-
no$¢ pomiaru, spetniajg wiec wszelkie parametry, jakie wymagane sa w stosunku do
metod réznicujacych czynnik biologiczny w dobie bioterroryzmu.

2. Materialy i metody pomiaru

Pomiaréw widm dokonano za pomoca spektrometru furierowskiego FTIR
GX Optica firmy Perkin Elmer, w zakresie odpowiadajacym $redniej podczerwieni
4000-650 cm™, z rozdzielczoscig 4 cm”}. Zastosowano trzy techniki pomiarowe,
jakimi dysponuje spektroskopia IR:

— transmisyjng (w modzie transmisyjnym %T),

— odbiciows (uzywajac przystawki HATR),

— rozproszeniowa (uzywajac przystawki DRIFT).

Obie przystawki firmy Perkin Elmer nalezg do wyposazenia aparatu.

Materiatem do badan byly probki substancji biologicznej, zaréwno w formie
stalej, jak i ciektej. W celach poréwnawczych uzyto substancji bialkowych naleza-
cych do réznych typow: bialek, aminokwaséw, bakterii wegetatywnych, sporéw,
podloza. Material badany zestawiono w tabeli (tab. 1).

Substancje badane tradycyjng technikg transmisyjng przygotowywano w formie
tabletek z KBr i mierzono w modzie transmisyjnym. Metodyka pomiaru substancji
badanych technikami DRIFT i HATR odpowiadata wybranej technice i zostata
opisana ponizej.

TABELA 1
Materialy uzyte do badan

Tryptofan
L-fenyloalanina
L-treonina
Tyrozyna

Aminokwasy

Albumina wolowa
Kazeina
Kolagen
Zelatyna
y-globuliny
Albumina z jaja kurzego

Bialka

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

BG (WIHE)
E. coli (WIHE)

Bakterie wegetatywne
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cd. tabeli 1

Agar

Blood agar base
Nutrient broth
Luria broth

Podloza

Bermuda grass smut — spor
Kukurydza — pylek
Johnson grass smut — spor
Walnut — pytek

Bermuda grass — pylek
Paper mulberry — pytek
Pecan — pylek

Ragweed — pytek

Lakcid
Ninhydryna
Inne Pepsyna
Ryboflawina
Bakteriofag MS1

Pylki

2.1. Technika odbicia rozproszonego (DRIFT)

2.1.1. Podstawy teoretyczne techniki DRIFT

Technika odbicia rozproszonego stosowana jest najczesciej do pomiaru widm
materiatow statych badz sproszkowanych, dla ktérych uzycie klasycznej techniki
transmisyjne;j staje si¢ ktopotliwe badz niemozliwe. Do powyzszej grupy zalicza
sie substancje:

— slabo absorbujgce promieniowanie IR,

— silnie rozpraszajgce promieniowanie IR,

— wrazliwe na przygotowania w formie pastylek z KBr.

W technice rozproszeniowej promieniowanie IR padajace na badany materiat
ulega zaréwno odbiciu rozproszonemu (dyfuzyjnemu), jak i odbiciu zwierciadlanemu
(spekularnemu), gdzie kat padania jest réwny katowi odbicia. Otrzymane widmo
odbiciowe (w %R) charakteryzuje wiec zaréwno promieniowanie rozproszone
przez probke, jak i odbite kierunkowo od jej powierzchni. Sktadowa odbicia kie-
runkowego jest wynikiem niejednorodnosci prébki, gdy badana substancja nie jest
rozdrobniona jednolicie, promieniowanie IR odbija si¢ kierunkowo od jej wiekszych
czastek. W przypadku probki jednorodnej sktadowa kierunkowa jest nieskonczenie
mala i mozna jg zaniedba¢, wtedy widmo odbiciowe (%R) charakteryzuje jedynie
promieniowanie rozpraszane i jest poréwnywalne z widmem transmisyjnym (%T7T).
Skladowa odbicia rozproszonego jest skutkiem wnikania promieniowania IR w glab
analizowanego materialu. Promieniowanie, przechodzac przez material, ulega
licznym zatamaniom, absorpcji, odbiciu, ugieciu, zostaje wiec wypromieniowane



Poréwnanie technik spektroskopii FTIR... 243

we wszystkich kierunkach nim ponownie osiagnie powierzchnie. Wypromienio-
wane rozproszone $wiatlo jest zbierane przez potkoliste zwierciadlo i kierowane do
detektora. Kat padania promieniowania na zwierciadfo pétkoliste wynosi 38°, co re-
dukuje do okolo 5% wplyw sktadowej kierunkowej w widmie, ktéra moze pojawi¢
sie na skutek odbicia zwierciadlanego od krysztaltkéw KBr. Schemat zamieszczony
na rysunku (rys. 1) przedstawia droge optyczna w przystawce DRIFT.

Zwierciadlo poétkoliste Z1

sope

I
Probka iy J :

Zwierciadla
plaskie

y (Z2-76)
75

Rys. 1. Schemat przystawki odbiciowej DRIFT

Wielkos$¢ promieniowania padajacego na detektor jest funkcja stezenia bada-
nego materialu. Powyzsze stwierdzenie wywodzi si¢ z teorii Kubelki-Munka, ktéra
jest teoretyczng podstawg dla techniki odbicia rozproszonego. Teoria odnosi si¢
do substancji nieskoniczenie mocno jednolitych, wykazujacych staba absorpcje
w zakresie promieniowania IR i zaklada zaleznos¢ intensywnosci pasm w widmie
od stezenia badanej substancji. Funkcja Kubelki-Munka ma postac:
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F(R)=(1-R_.)?*/2R_=K/S, (1)

gdzie: R, — wspodlczynnik odbicia dla powlok nieskonczenie mocno jednolitych;
K — wspolczynnik absorpcji (proporcjonalny do stezenia badane;j
substancji, dla niskich stezen K = 2,303*a*c, gdzie a — absorpcyjnos¢
badanej substancji, c — stezenie);
S — wspolczynnik rozproszenia.

Powyzsza liniowa zaleznos$¢ pomiedzy funkcja Kubelka-Munk (R,,) a stezeniem
badanego materialu wystepuje, gdy spelnione s okreslone warunki:

— material jest jednolicie sproszkowany, wykazuje stabg absorpcje i silne
rozpraszanie w zakresie promieniowania IR,

— badana substancja jest wymieszana z matryca nieabsorbujaca IR, np. pro-
szek KBr, KCl,

— warto$¢ wspdtczynnika rozpraszania S musi by¢ stata dla catego widma
i nie ulega zmianie wraz ze zmiang st¢zenia substancji badanej,

— warto$¢ skladowej odbicia kierunkowego w widmie powinna mie¢ jak
najmniejsza wartos¢, tak by mozna bylo ja pomina¢ [31].

2.1.2. Wady i zalety techniki w poréwnaniu z klasyczna technika transmisyjna

Podstawowg zaletg techniki jest mozliwo$¢ pomiaru probek statych w roznej
formie (proszkow, osadow z roztwordw, naniesionej warstwy aerozoli, substancji
lepkich lub woskowatych) bez specjalnego ich przygotowania. W metodzie trans-
misyjnej istnieje konieczno$¢ rozdrabniania badanego materiatu, dokladnego
mieszania z KBr i prasowania pod ci$nieniem do formy tabletek. Taka preparatyka
moze doprowadzi¢ do niszczenia struktury badanej substancji, co powoduje, ze
pomiar transmisyjny staje si¢ niewiarygodny. W technice DRIFT istnieje kilka
sposobdw pomiaru:

— W naczyniu pomiarowym ze sproszkowanym KBr,

— na podkladkach lub patyczkach pokrytych warstwa materiatu $ciernego

silnie odbijajacego promieniowanie (tzw. technika $cierania probki).

Pomiar w naczyniu pomiarowym ze sproszkowanym KBr nie wymaga praso-
wania pod ci$nieniem, badany material musi by¢ jedynie wymieszany z KBr i luzno
umieszczony w naczyniu, co pozwala unikng¢ polimorficznych zmian w struktu-
rze krystalicznej. Pomiar na podkladkach lub paleczkach pokrytych aluminium
umozliwia pobieranie probki stalej poprzez zdrapywanie szorstka powierzchnia
podktadki niewielkiej ilo$ci materiatu badanego. Ten sposdb pobierania materialu
umozliwia zastosowanie bardzo niewielkiej iloci substancji badanej (na podklad-
kach), a nawet ilo$ci mikroskopijnej (na patyczkach). Pomiar tak malych ilosci jest
mozliwy dzigki wysokiej czutosci metody DRIFT.
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Na podkladki z materialem silnie odbijajacym mozna takze nanosi¢ substancje
w postaci roztworu, po odparowaniu uzyskujemy warstwe osadu, ktérego widmo
wyznaczamy technikg DRIFT. Podobnie na podktadki badz patyczki mozna nanosi¢
aerozole, a czulosé¢ techniki DRIFT czyni ja odpowiednia dla pomiaréw substancji
w takiej formie.

Najwazniejszg wada techniki DRIFT sg interferencje zwigzane z pojawieniem
sie w widmie odbiciowym skladowej odbicia kierunkowego, ktdre zaktdcaja pasma
wiasciwe dla substancji badanej. Odbicie kierunkowe pojawia si¢ wtedy, gdy probka
nie jest jednolicie rozdrobniona w calej swej objetosci. W przypadku substancji
stabo absorbujacych (wiekszos¢ zwigzkéw organicznych) w widmie odbiciowym na
skutek odbicia kierunkowego pojawiaja sie¢ dodatkowe pasma pochodne do pasm
charakterystycznych dla mierzonej substancji. Przyklad takiego pochodnego pasma
wida¢ w widmie warstwy polietylenu na ponizszym rysunku (rys. 2).

%R
34,51

Nieprawidlowe
pasmo pochodne

24,5 " T . ]
3000 2950 2900 2850 2800
Dlugosc¢ fali

Rys. 2. Pasmo charakterystyczne dla warstwy polietylenu oraz pochodne nieprawidiowe pasmo
absorpcyjne

Gdy substancja wykazuje silng absorpcje (czyste substancje nieorganiczne)
sktadowa odbicia kierunkowego powoduje pojawianie si¢ w widmie badanej
substancji waskich pasm o wysokiej wartosci odbicia (rys. 3), ktére nakladajq si¢
i zaciemniajg wlasciwe pasma absorpcyjne.
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Rys. 3. Widmo czystego piasku z pasmem nieprawidlowym (a) oraz widmo piasku z dodatkiem tla
wraz z charakterystycznymi pasmami absorpcyjnymi (b)

Wplyw skladowej odbicia kierunkowego, biorac pod uwage okolicznosci,
w jakich to odbicie powstaje, mozna wyeliminowac, stosujac ponizsze zasady:

1. Probke nalezy jednolicie rozdrobni¢, tak aby wielko$¢ ziarna zawierata
sie w granicach 10-20 um, co pozwala wyeliminowac¢ odbicie kierunkowe
od wigkszych krysztalkéw w prébce.

2. Substancje badang nalezy wymieszac z substancja stabo absorbujaca pro-
mieniowanie IR (np. KCl lub KBr). Dodatek okoto 5% substancji badanej
do 95% nieabsorbujacego KBr lub KCl umozliwia lepsza penetracje pro-
mieniowania w glab probki, dzieki czemu wiecej promieniowania bedzie
absorbowane przez substancje badang badz ulegnie rozproszeniu od jej
krysztatkow, niz zostanie odbite kierunkowo.

3. Probke nalezy umiesci¢ luzno w naczyniu pomiarowym; ciasne upakowy-
wanie i wyréwnywanie powierzchni probki w naczyniu moze powodowac
takie ulozenie powierzchniowych krysztatkéw substancji, ze padajace
promieniowanie bedzie w mniejszym stopniu rozpraszane, a bardziej
odbijane kierunkowo od skupionych na powierzchni czastek substancji
badanej [31].

2.1.3. Metodyka pomiaru

2.1.3.1. Pomiar w naczyniu pomiarowym
Badang substancje w postaci proszku nalezy doda¢ w ilosci 5% do roztartego
KBr. Cato$¢ nalezy wymiesza¢, w miare potrzeby utrze¢ w mozdzierzu, aby wielko$¢
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ziarna tak przygotowywanej probki byta w granicach 10-20 pm. Prébke w sposéb
luzny i bez upakowywania umieszcza si¢ w naczyniu pomiarowym. Stosowanie
powyzszych zasad odnosnie do przygotowania probki pozwoli unikna¢ interferencji
zwiazanych z odbiciem kierunkowym. Promieniowanie IR, padajac na naczynie
pomiarowe z badang substancjg, nie moze ulec odbiciu od $cianek naczynia.
W technice DRIFT stosuje si¢ takie rozwigzanie odnosnie do zwierciadel, aby kat
padania promieniowania wynosit 38°, co zapobiega padaniu promieniowania na
$cianki naczynia i jednoczesnie niweluje odbicie od tych scianek. Dodatkowo sto-
sowane s3 naczynia pomiarowe o odpowiedniej szerokosci i gtebokosci. Glgbokos¢
3 mm uniemozliwia dotarcie promieniowania do dna naczynka, ale jednoczesnie
zapewnia dobrg penetracje promieniowania w glab probki.

Naczynia pomiarowe: jedno z nieabsorbujacym materiatem tta (KBr), drugie
z badang substancjg wymieszana z KBr umieszcza si¢ w przystawce zamontowa-
nej w komorze pomiarowej spektrometru, odpowiednio w pozycji: tto i prébka.
Otrzymane widmo podzielone przez widmo tlta — KBr jest widmem odbiciowym
%R substancji badanej.

2.1.3.2. Technika Scierania prébki

Substancje w postaci stalej, ktérych nie mozna rozdrobni¢ badz substancje
woskowate lub lepkie, z ktorych nie mozna uzyska¢ cienkiego filmu mierzy sie,
uzywajac specjalnych podkladek $ciernych. Podkladka pokryta jest warstwa ma-
teriatu $ciernego (np. aluminium) silnie odbijajacego promieniowanie. Substancje
badang nanosi si¢ na podkladke poprzez pocieranie, uzyskujac w ten sposéb cien-
ka warstwe skladajaca sie z jednolitych, niewielkich czastek badanego materiatu.
Promieniowanie padajace na podktadke z naniesiong warstwa materialu wnika
pomiedzy czastki substancji, analogicznie jak w przypadku substancji sproszkowa-
nych w naczyniu pomiarowym. Technika §cierania prébki umozliwia pomiar bez
jakiegokolwiek wczes$niejszego przygotowania. Otrzymane widmo jest analogicz-
ne do widma transmisyjnego, poniewaz sktadowg odbicia kierunkowego mozna
zaniedba¢ (probka jest naniesiona jednorodnie) i widmo charakteryzuje jedynie
promieniowanie rozproszone dyfuzyjnie.

Substancje badang mozna nanosi¢ takze na patyczki z warstwa $ciernego alu-
minium. Zaletg patyczkéw w stosunku do podkiadek jest bardzo niewielka ilo$¢
substancji badanej, jaka moze by¢ uzyta do pomiaru [31].

2.2. Technika wielokrotnego wewnetrznego odbicia (HATR)

2.2.1. Podstawy teoretyczne techniki HATR

Technika HATR polega na pomiarze widm materialéw w postaci filmu o okre-
$lonej grubosci, naniesionych na transmisyjny dla promieniowania IR krysztat,
o wysokiej gestosci optycznej. Takie rozwigzanie umozliwia wyznaczanie widm
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substancji w stanie ciektym oraz w formie past i zeli. Badana substancja w postaci
filmu, majaca wspotczynnik zalamania n, przylega do powierzchni krysztatu
o wspolczynniku zalamania #,. Na powierzchnie graniczng kieruje si¢ promie-
niowanie podczerwone, ktére wchodzac od strony os$rodka o wiekszej gestosci
optycznej (krysztat o wspolczynniku zatamania #,) w stosunku do prébki o mniej-
szej gestosci optycznej (probka o wspotczynniku zalamania n,), ulega calkowitemu
wewnetrznemu odbiciu (rys. 4).

Warstwa substancji badanej
w kontakcie z promieniowaniem
odbitym wewnatrz krysztatu

Do detektora

Promieniowanie IR Krysztal ZnSe

Rys. 4. Schemat wielokrotnego wewnetrznego odbicia w krysztale ZnSe

Kat padania na granicg oSrodkow © jest wigkszy od kata granicznego ©,, dla
catkowitego wewnetrznego odbicia zgodnie z rGwnaniem:

sin@,, = &. (2)
nl
Podczas odbicia fala elektromagnetyczna (promieniowanie IR) wnika i pene-
truje osrodek o mniejszej gestosci optycznej (probke) na glebokos¢ rzedu kilku
mikrondéw (0,5-5). Glgbokos¢ penetracji d, zalezy od dlugosci fali promieniowania
padajacego, jego kata padania © oraz stosunku wspotczynnikéw zalamania n,/n,
zgodnie z rownaniem:

d, = A . (3)

2
27| sin?© — (nzj
nl

Glebokos¢ penetracji przy ustalonym kacie padania © ro$nie wraz z malejaca
réznica wspolczynnikow zalamania, ro$nie takze w miare zblizania si¢ kata pada-
jacego promieniowania do wartosci kata granicznego.

N[+
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Jesli badana probka nie pochlania promieniowania, to cala energia promie-
nista zostaje odbita i wigzka promieniowania wychodzaca z krysztalu ma takie
samo natezenie jak padajaca. Jezeli probka absorbuje promieniowanie IR, to przy
kazdorazowym odbiciu promieniowania i penetracji w gtab materialu nastepuje
selektywna absorpcja, wigzka promieniowania wychodzaca z krysztalu ma nate-
zenie proporcjonalnie mniejsze do iloéci zaabsorbowanej przez badany material.
Poniewaz absorbowane jest promieniowanie wnikajace w glab substancji badanej,
aby zwiekszy¢ czulo$¢ metody, pozadana jest jak najwieksza glebokos¢, na jaka
wnika promieniowanie oraz wigksza liczba odbi¢ w krysztale, ktéra zapewni lepsze
oddzialywanie z substancja badang. Powyzsze parametry uzyskuje si¢ przez dobdr
odpowiedniego rodzaju krysztalu o okreslonym wspoétczynniku zatamania n, oraz
dobor odpowiedniego kata padania promieniowania IR na krysztal. W praktyce
uzywa sie przystawki odbiciowej HATR, gdzie kat padania na horyzontalnie umo-
cowany krysztal wynosi 45°, co daje okolo 12 odbi¢ wewnatrz krysztalu. Schemat
drogi optycznej w przystawce HATR przedstawia rysunek (rys. 5).

‘ /,f \\ N zwierciadto 3
Zwierciadto 2 il wierciadto
‘-\i‘% . Krysztal J -

f,.
~ 4 ZnSe q_\/‘-‘l

Wiazka [R —— — — - i: =
-—
T Zwierciadlo 4

| I

Rys. 5. Schemat drogi optycznej w przystawce HATR

Zwierciadlo 1

Wybor materiatu na krysztal HATR jest determinowany przez wspoétczynnik
zalamania, zakres transmisyjny dla promieniowania IR oraz wytrzymalos¢ ma-
teriatu. Najczesciej stosowane materialy na krysztalty HATR wraz z parametrami
zestawiono w tabeli (tab. 2).

TABELA 2
Wiasciwosci fizykochemiczne krysztatow stosowanych w przystawkach HATR

ZnSe Ge KRS-5 AMTIR-1
Obszar transmisji (cm_l) 17 000-650 5500-400 14 000-400 11 000-700
Wspdlczynnik zatamania 2,4 4,0 2,37 2,50
Gestosc (g/cm3) 5,27 5,32 7,37 4,4
Twardo$¢ (wg Knoopa) 150 1150 40,2 170
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Dla wigkszosci aplikacji, a w szczegolnosci do pomiaru widm materiatow
biologicznych, najbardziej uzyteczny ze wzgledu na parametry fizykochemiczne
okazuje si¢ krysztat ZnSe, a przystawka HATR jest skonstruowana w ten sposob,
ze gwarantuje 12 odbi¢ wewnatrz krysztalu [32].

2.2.2. Wady i zalety techniki w poréwnaniu z klasyczna technika transmisyjna

Substancje w stanie cieklym analizuje si¢ metoda transmisyjng w postaci cien-
kiej warstwy substancji umieszczonej pomigdzy dwoma oknami transparentnymi
dla promieniowania IR. Taki sposob przygotowania probki wymaga duzej precyzji
i nie gwarantuje dobrej powtarzalno$ci wynikéw. Powyzsza technika pomiaru
uniemozliwia réwniez badanie substancji o konsystencji zelu lub pasty. Podstawo-
wa korzyscig wynikajaca z zastosowania techniki HATR jest fatwy i powtarzalny
sposob przygotowania filmu substancji cieklej, ktorg nanosi si¢ na krysztat ZnSe
horyzontalnie umiejscowiony w przystawce HATR. Poprzez proste naniesienie na
krysztal materialu w postaci zelu lub pasty, mozna bez przygotowania w specjalny
sposob bada¢ widma substancji w takiej formie.

Kolejng zaletg techniki HATR jest mozliwo$¢ pomiaru warstw bardzo cien-
kich, ktérych normalng technikg transmisyjng zmierzy¢ si¢ nie da. Poniewaz na
skutek wewnetrznego wielokrotnego odbicia w krysztale promieniowanie IR wnika
w warstwe substancji badanej jedynie na gtebokos¢ kilku mikronéw, mozna zare-
jestrowaé widmo ultracienkiej warstwy.

Promieniowanie IR oddziatuje na substancj¢ badang na gtebokosci mikronéw,
a wiec praktycznie na granicy faz osrodkéw o roznej gestosci. W poréwnaniu
z technika transmisyjng, gdzie promieniowanie przechodzi przez calg objetos¢
probki, wielkos¢ oddziatywania promieniowania z materiatem badanym w technice
HATR jest proporcjonalnie mniejsza, co czyni ja technika odpowiednig do badania
substancji silnie absorbujacych (roztworéw wodnych i bialek).

Pomiar substancji ciektych w postaci warstw o okreslonej grubosci naniesionych
na krysztal ZnSe minimalizuje przygotowania materialéw do badania, zwigksza
powtarzalno$¢ wynikow, ale przede wszystkim pozwala uniknaé bledéw podczas
przygotowywania, ktére moga zmienic¢ ksztalt widma.

Jedynym interferentem majacym wplyw na rejestrowane widmo jest jakos¢
uzyskanego filmu. Warstwa musi dokladnie pokrywac cala powierzchnig krysztatu
i dobrze przylega¢ do podloza, poniewaz promieniowanie oddzialtuje z substancja
na glebokosci mikronéw przy granicy faz krysztal-substancja badana [32].

2.2.3. Metodyka pomiaru

Suchy i czysty krysztal ZnSe umieszcza sie wraz z przystawka HATR w komorze
pomiarowej spektrometru w celu pomiaru tla. Uzywajac tego samego krysztatu,
dokonuje sie¢ pomiaréw zaréwno tla, jak i substancji badanej. Aby uzyska¢ widmo
substancji, nanosi si¢ ja w postaci filmu na powierzchnig krysztalu. W celu unikniecia
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bledow nalezy pokry¢ cala powierzchnig krysztalu za pomoca substancji badane;.
Uzyskana warstwa powinna by¢ jednolita i musi wykazywa¢ dobre przyleganie do
podtoza. Krysztal ZnSe z filmem substancji badanej umieszcza si¢ w przystawce
zamontowanej w komorze pomiarowej spektrometru. Otrzymane widmo podzielone
przez widmo tla — czystego krysztalu jest widmem transmisyjnym %T substancji
badanej [32].

3. Oméwienie wynikow i wnioski

Jednym z zalozen niniejszego opracowania bylo zestawienie w celach poréw-
nawczych widm tej samej substancji biologicznej, wykonanych za pomoca trzech
roznych technik spektroskopii §redniej podczerwieni. Na material odniesienia
wybrano substancje biatkowa nalezaca do grupy aminokwaséw — tryptofan, ktd-
rego dokladnie opisane widma podczerwieni mozna znalez¢ w wielu bazach widm
i opracowaniach literaturowych. Tryptofan jest jednym z aminokwaséw bardzo do-
brze absorbujacych promieniowanie IR w zakresie 4000-650 cm ™. Ponadto stanowi
on podstawowy budulec wigkszosci substanji biatkowych, w tym bakterii zywych
i ich sporéw. Tryptofan w formie stalej z dodatkiem substancji KBr bedacej ttem,
zmierzono technikg transmisyjng oraz technikg DRIFT. Do pomiaréw technika
HATR tryptofan naniesiono w postaci cienkiego filmu na krysztal z selenku cynku
(ZnSe). Widma tryptofanu wykonane technikg transmisyjna (rys. 6a), technika
HATR na krysztale ZnSe (rys. 6b), technikag DRIFT na podkladzie z folii alumi-
niowej (rys. 6¢) oraz DRIFT w naczyniu pomiarowym z dodatkiem KBr (rys. 6d)
zestawiono na odpowiednich rysunkach.

Poréwnujac widma tej samej substancji — tryptofanu, mozna stwierdzi¢ po-
wtarzalnos$¢ otrzymanego konturu pasm dla wszystkich technik zastosowanych
do pomiaru. W kazdym widmie uzyskanym okreslong technika, odnoszac sie do
literatury, mozna potwierdzi¢ obecnos¢ charakterystycznych dla tryptofanu pasm.
Przy dtugosci fali okoto 3401 cm™ wystepuje intensywny pik zwigzany z drganiami
rozciagajacymi grupy NH w pierécieniu indolowym. Przy dtugosci fali 746 cm™
obecne jest pasmo zwigzane z drganiami zginajacymi wigzan CH w pierscieniu
indolowym oraz z deformacjami calego szkieletu indolowego. Obok wyzej wymie-
nionych pasm charakterystycznych dla struktury czasteczki tryptofanu [33-35],
w otrzymanych widmach mozna zauwazy¢ szereg pasm charakterystycznych dla
aminokwaséw. Grupy NH;" oraz COO™ determinujg obecno$¢ licznych pikéw w ob-
szarze 3400-1200 cm ™', w tym samym regionie przy dtugosci fali 3100 a 3000 cm™
wystepuja intensywne aromatyczne pasma rozciagajace grupy CH [36-40].

W niniejszym opracowaniu przytoczono jedynie analize widm odnoszaca sie
do substancji odniesienia — tryptofanu. Ze wzgledu na ograniczenia wydawnicze,
szczegdtowa analize widm pozostalych substancji bialkowych uzytych do badan,
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Rys. 6. Widma tryptofanu wykonane technikami: transmisyjna (a); HATR (b); DRIFT na podkiadzie
z folii aluminiowej (c) oraz DRIFT w naczyniu pomiarowym z dodatkiem KBr (d)

ujetych w tabeli 1 pominigto, skupiono si¢ na tryptofanie — aminokwasie obecnym
w strukturze wszystkich, przebadanych przez autoréw substacji biatkowych.

Analiza zamieszczonyh widm tryptofanu oraz widm pozostatych materiatow
pozwala wyciagna¢ wnioski odnos$nie zastosowanych technik. Wszystkie daja
powtarzalne wyniki pomiaréw i z dobrym rezultatem moga stuzy¢ badaniom sub-
stancji biologicznych. Mozna podja¢ probe wylonienia najlepszej sposréd uzytych
technik. Niewatpliwie zaletg technik HATR i DRIFT w stosunku do klasycznej
techniki transmisyjnej opierajacej si¢ na tabletkach z KBr jest to, Ze nie niszcza
one struktury badanego materialu, nie wymagaja bowiem prasowania do formy
tabletek. Technika HATR dodatkowo nie wymaga znaczacej obrobki substancji
uzytej do pomiaru, przez co kontakt z substancjami biologicznymi wykazujacymi
toksycznos¢ (np. bakteriami) staje sie minimalny.

Drugim zalozeniem niniejszego opracowania bylo przytoczenie wynikéw
badan, ktére idac w $lad za $wiatowymi dzialaniami prowadzonymi na rzecz
walki z bioterroryzmem, miaty na celu potwierdzenie skutecznosci spektroskopii
IR w réznicowaniu czynnika biologicznego (w tym bakterii i ich sporéw). Trzy
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rodzaje sporéw zmierzono technika transmisyjng, a ich widma zestawiono na
rysunku (rys. 7). Widma sporéw zostaly celowo rozsuniete w pionie, aby tatwiej
je poréwnywac.
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Rys. 7. Widma sporéw bakterii wykonane technika transmisyjna

Doniesienia literaturowe méwig o podobienstwach w rejestrowanych widmach
sporéw réznych rodzajow bakterii, wyniki zamieszczone w pracy réwniez potwier-
dzaja podobienstwo sporéw wyzej wymienionych bakterii. W zakresie dtugosci fal
800 cm ™ a 650 cm™' zaobserwowano stabe pasma wystepujace w sporach bakterii
réznych rodzajéw, ktérych nie mozna zaobserwowaé w zywych komoérkach bak-
terii. Obecnos¢ tych pasm jest zwigzana z solami wapnia kwasu dipikolinowego
CaDP, charakterystycznego zwigzku wystepujacego jedynie w sporach bakterii
i stanowigcego okoto 10% calej masy komorkowej, a nieobecnego w ich zywych
odpowiednikach. Silne pasma w granicach 1657 cm ™' i 1541 cm™" obecne w widmach
sporéw na rysunku 2 pochodzg od amidéw I i II rzedowych charakterystycznych
dla wszystkich struktur biatkowych, podobnie jak pasma pochodzace od drgan
rozciagajacych ugrupowan CH w okolicach 2964 cm™ i 2933 cm™. Powyzsze
pasma sg takze charakterystyczne dla zywych komorek bakterii, na ich podstawie
nie mozna wiec réznicowa¢ sporéw i ich form wegetatywnych [30, 41].

Pomiary widm podczerwieni sporéw, bakterii zywych, a takze podtoza dla
bakterii, pytkow, bialek oraz aminokwasow poparto statystyczna metoda PCA.
Wyniki analizy w odniesieniu do przebadanych materiatéw biologicznych przed-
stawiono na rysunku 8.
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Rys. 8. Wyniki analizy PCA dla okre$lonych grup substancji biologicznych

Wyraznie wida¢ roznicowanie okreslonych grup materialéw biologicznych, kto-
rych widma uzyskano technikg transmisyjna, stosujac forme tabletek z KBr. Wyniki
analizy PCA potwierdzaja skutecznos¢ technik spektroskopii IR w réznicowaniu
materialow biologicznych. W obrebie grupy sporéw bakterii punkty lezg blisko siebie,
co wskazuje, ze za pomocg spektroskopii trudno bedzie zidentyfikowac, do jakiego
szczepu bakterii okreslony spor nalezy. Fakt ten potwierdza rysunek 7, na ktérym
widma sporéw réznych bakterii sa podobne. Na podstawie widm FTIR mozna jedynie
rozrdznié, co jest bakterig zywa, a co jej przetrwalnikiem, za$ ustalenie, do jakiego
rodzaju badz szczepu okreslone bakterie nalezg moze sprawia¢ duze trudnosci.

4. Podsumowanie

Prezentacja wynikéw badan nad materialami biologicznymi miata zasadniczo
dwa cele. W pierwszej kolejnosci pokazano widma aminokwasu o znanej struk-
turze wykonane za pomocg trzech technik spektroskopii IR. Celem bylo dowie-
dzenie, ze kazda z tych technik daje dobre wyniki w zastosowaniu do substancji
biologicznych, czego dowodem s3 widma powtarzalne dla kazdej uzytej techniki
o charakterystyce zgodnej z literatura.
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Drugim zaloZeniem bylo potwierdzenie skutecznos$ci spektroskopii IR

w polaczeniu ze statystyczng metodg PCA w réznicowaniu substancji biologicznych,
a w szczegdlnosci bakterii Zzywych i ich form przetrwalnikowych. Dowiedziono,
ze technikami spektroskopii mozna z duzym prawdopodobienstwem ustali¢, ktéry
material jest podtozem dla bakterii, ktdry bakterig zywa lub sporem. Okreslenie
opisanymi technikami, do jakiego rodzaju lub szczepu dana bakteria nalezy sprawia
jednak klopoty. W tym celu nalezy szukaé dalszych narzedzi analitycznych, aby
z sukcesem wesprze¢ walke z bioterroryzmem.

Artykut wplyngt do redakcji 18.11.2008 r. Zweryfikowang wersje po recenzji otrzymano w lutym 2009 .
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M. MULARCZYK-OLIWA, M. KWASNY,
M. WLODARSKI, M. KALISZEWSKI

Comparison of FTIR spectroscopy techniques used for biological
material identification

Abstract. The ability to identification and classification 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, Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform (DRIFT), and Horizontal
Attenuated Total Reflectance (HATR). Different 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 different 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. These 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.
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