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ABSTRAKT

Tato prace se zaméfuje na vyuziti Ramanovy spektroskopie v potravinarském primyslu. I
kdyz se jednd o pomérné¢ novou metodu, je vypracovano jiz nekolik studii s ukédzkami
jejiho praktického vyuziti. Je zde strucné charakterizovan samotny princip Ramanova jevu,
jeho vyhody 1 nevyhody a také techniky jeho zesileni. Stézejni Cast prace je pak zaméiena
na seznameni se se studiemi zdkladnich i vedlejSich potravinovych slozek. V ramci
srovnani aplikacnich moznosti je strucn¢ shrnuto vyuziti Ramanovy spektroskopie

Vv ostatnich védnich disciplinach.

Kli¢ova slova: Ramanova spektroskopie, Vibrac¢ni spektroskopie, Ramanovo spektrum,

Identifikace potravinovych slozek

ABSTRACT

This work is focused on application of Raman spectroscopy in food science. Although this
is a rather new method a several study with pratical using have been interpreted. First, |
describe a principle of Raman effect, advantages or disadvantages and the technology of
increase. The main part of this work is direct to introduce basic and minor food
components. At the end there are a possibility practical using of Raman spectroscopy in the

next sciencies.

Keywords: Raman spectroscopy, Vibration, Raman spectrum, Identification of food

components
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UvVOD

Téma své bakalarské prace jsem si zvolila s ohledem na fakt, Ze potraviny provazi
&lovéka celym Zzivotem. Umémé se zvySovanim Zivotni urovné obyvatelstva rostou i
naroky na kvalitu potravin. Ramanova spektroskopie se jevi pro ucely kontroly jakosti
jako velmi vhodnd a proto chci Ctendfe seznamit s jejimi aplikacnimi moZznostmi
V potravinaiském primyslu. Jednd se o spektrofotometrickou metodu, vyuZzivajici
k analyze latek neelasticky rozptyl monochromatického svétla, tzv. Ramantv rozptyl.
Vznik metody je datovan do 30. let 20. stoleti, avSak teprve v poslednich desetiletich
dochazi k jejimu znatelnému rozvoji a vyuziti disledkem modernizace technologii.
Ramanova spektroskopie nachazi uplatnéni v mnoha védnich oborech. Piednimi
vyhodami jsou rychlost analyzy, Zzadna nebo pouze minimalni piiprava vzorku,

nedestruktivni a bezkontaktni moznost meéfeni.

Protoze jsem ptfed vypracovanim bakalaiské prace nebyla detailnéji seznamena
s Ramanovou spektroskopii, pokusim se srozumitelnym zplsobem uvést Ctenate do
dané problematiky. Zaroven vysvétlim interpretaci spekter, které¢ sestavaji z vrcholi
(peakir). Kazdému vrcholu v Ramanové spektru odpovida ur€ity vibraéni stav nebo typ
chemické vazby mezi molekulami. V hlavni ¢asti své prace piikladoveé popisu pouziti
Ramanovy spektroskopie pro stanoveni ¢i studium majoritnich a minoritnich slozek
potravin. Zavér prace je veénovan nékolika dalSim oborGim, kde byla metoda takeé
vyuzita.

Mym cilem je vytvofit piehled aplikacnich moZnosti Ramanovy spektroskopie

Vv rozliénych vé&dnich oblastech, zejména pak v potravinaiském priamyslu.
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1 CHARAKTERISTIKA RAMANOVY SPEKTROSKOPIE

1.1 Vyvoj metody

Objev Ramanova jevu je piipisovan indickému fyzikovi Candrasékharu Venkata

Ramanovi (1888-1970), podle néhoz metoda dostala nazev.

Obr. 1. - C. V. Raman [1]

Nékteré zdroje tvrdi, Ze moznost sledovani zmén polarizovatelnosti molekuly pfi
vibra¢nim prechodu predpovédél jiz o pét let diive rakousky védec A. Smekal, ale jeho
prace byla bohuZel zapomenuta.

Profesor C. V. Raman ve spolupraci s K. S. Krisnanem roku 1928 teoreticky i
experimentalné popsali jev neelastického optického rozptylu, coz je zakladni princip
celé metody. V roce 1930 pak obdrzel C. V. Raman za svlij objev a celkovy pfinos
fyzice Nobelovu cenu. Ukazka prvnich naméfenych vysledki je na obrazku 2. Leva ¢ast
zachycuje situaci, kdy svétlo obloukové rtutové lampy dopada pies modry filtr, prava

¢ast obrazku znazoriuje stejné spektrum zachycené pies kapalny benzen. [2]

r

"IY W

il

Obr. 2 - Prvni spektra porizena C. V. Ramanem a K. S. Krisnanem [2]
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Pozdgji tato metoda upadla v zapomnéni a teprve v poslednich desetiletich se opét
dostava do popredi zdjmu diky svym nespornym vyhoddm pii analyze a kontrole
nejriznéjsich latek. To vSe predevsim diky rychlému rozvoji technologii pouzivanych
V instrumentalni analyze (nové lasery, filtry nebo detektory).

U nas jsou jeji prvni zasadné&jsi zminky datovany do 70. let 20. stoleti, kdy se touto
metodou Vv oblasti anorganické chemie zacal na Ustavu organické chemie a biochemie
CSAV detailngji zabyvat Bohuslav Strauch. V té dobé samoziejmé analyza nebyla
natolik kompaktni jako nyni. Na Uplném zacatku vyzkumii mél k dispozici rozmémy
pfistroj, snimky byly pofizovany na specialni fotografick¢é desky a méfeni mnohdy
trvalo 1 nékolik desitek hodin. Pozdé&ji zacal vyuzivat spektrometry, které pracovaly na
zaklad¢ laserového zareni.

Ptistrojova technika se ve 21. stoleti stdle modernizuje, zlepSuji se softwarové
programy a technologie. Nezanedbatelna je minimalizace pfistrojového vybaveni i

¢asovych narokd. [3]

Obr. 3 - Trihranolovy sklenény spektrograf ISP 51 (1959) [3]

1.2 Popis metody

Ramanova spektroskopie se fadi mezi vyznamné vibraéni metody. Zkouma
neelasticky rozptyl fotond ultrafialového (vlnodet 25 000-40 000 cm™) a viditelného
(vlnocet 14 300-5 000 cm'™) zafeni, vyvolaného excitaci svételnym paprskem laseru. [6]
Rozdil mezi energii dopadajiciho fotonu a energii rozptylen¢ho fotonu odpovida vzdy
nékterému z vibracnich energetickych prechodi v molekule. Tento jev l1ze matematicky
popsat nasledovné:

AE = h(vy — v,.), 1)

kdy hv, vyjadfuje energii dopadajiciho fotonu a hwv, energii rozptyleného fotonu.
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Energetické pfechody jsou zaznamendny pomoci spektrometrti. Tyto pfechody se
nazyvaji Ramanova spektra a jsou specificka pro jednotlivé latky. Ke snadnéjSimu
pochopeni metody si lze predstavit kazdou latku jako clovéka. Neni na svété¢ dvou
jedinct, ktefi by méli totozné otisky prstii a totéz mizeme pouzit i zde. Neni prozatim
na svété objevena latka, jez by byla chemicky totozna s jakoukoli jinou. Pasy, nazyvané
,.otisky prstéi* (fingerprints), se nachazi v oblasti vlno&tu 1500-400 cm™. [4]

Ramanova metoda je nedestruktivni a poskytuje piedevsim rychlou identifikaci
materidlii se zaméfenim na slozeni latek, jejich vlastnosti a strukturadlni zmény.
Vhodnymi analyty je cela fada latek véetné makromolekul (bilkoviny, lipidy, sacharidy),
menSich molekul (karotenoidni pigmenty nebo synteticka barviva), mikroorganismu
nebo obalovych materiali v pfimém kontaktu s potravinami. Analyza muze byt
pouzivana i jako nastroj pro kontrolu kvality, detekci falSovani, a zaroven jako nastroj
pro zakladni vyzkum pfi objasnéni strukturalnich nebo konformacnich zmén, které

nastavaji pii zpracovani potravin. [5]

1.3 Vibrace molekul

Fyzikalni zakon ftika, Ze svét molekul je neustdle v pohybu. Pohyb se d¢je
rotovanim elektronit okolo jader, kmitdnim jader kolem rovnovaznych poloh a
pfesunem molekul. Rozpoznavame dva typy zékladnich vibraci. Prvnim typem jsou
vibrace valen¢ni, kdy dochéazi k prodluzovani a zkracovani vzdéalenosti mezi atomy.
Vazebné osy nebo vazebné thly se neméni. Druhy typ vibraci se oznacuje jako
deformacni. Typicka je pro né zména vazebnych thlu.

K zisku pozadovaného vysledku je nutno analyzovat vSechny normalni vibra¢ni
mody s dobfe definovanymi geometrickymi charakteristikami (délka vazby, vazebné
uhly, apod.). Zkusenym analytikim pak spravné pfitazeny pas slouzi jako jednoznaény
poznavaci kod strukturniho rysu. K identifikaci funk¢nich skupin (napi. -OH, C=0,
N-H, CHs, aj.) slouzi absorpéni pasy s vrcholy v oblasti vino¢tu 4000-1500 cm™.
Vyuzitim databazi a knihoven, at’ uz komercénich ¢i vefejnych, mizeme porovnat nami

ziskana data se standardy a pojmenovat neznamou zkoumanou latku.
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1.3.1 Dvouatomova molekula

Vibrace molekul, projevujici se roztahovanim a stahovanim, méni vliv jader na
elektrony a zpisobuji pohyb jader v molekulach, ktery je periodicky. Interakce mezi
molekulami a zafenim se projevi vibra¢nim pfechodem. Samotnou vibraci molekul si

1ze pfedstavit jako harmonicky oscilator tvofeny dvéma body a pruzinou mezi nimi.

®\\N®

111 1112

Pro harmonicky oscilator plati, Ze mozné jsou pouze prechody molekul mezi
sousednimi vibra¢nimi hladinami. Pfechod nastane dodanim energie ve formé
elektromagnetického zafeni s energii rovnou rozdilu energetickych hladin. Vstfebanim

energie vzroste amplituda vibraci, avSak frekvence je beze zmény.

1.3.2 Viceatomova molekula

Viceatomova molekula je v podstaté soustava hmotnych bodii (atomil) vdzanych
silami chemickych vazeb. Vibrace viceatomovych molekul jsou slozité, proto mizeme
tento kmitavy pohyb popsat souctem jednoduchych harmonickych pohybi. Uplatiiuje se
zde vice vibraCnich rezimi, jelikoZ s vibracemi se meéni vSechny uhly a vazby

v molekule. Musime rozliSovat, zda se jedna o linearni nebo nelinearni molekulu. [6,7]

1.4 Ramaniv rozptyl

Ramaniiv rozptyl se popisuje jako neelasticky rozptyl svétla. Svétlo dopadajici na
vzorek se ¢asteCné rozptyli beze zmény frekvence (Rayleightiv elasticky rozptyl), ¢ast se
absorbuje a pouze minimalni ¢ést je rozptylena neelasticky. V poslednim zminovaném
pfipad¢ dochazi k zafivému dvoufotonovému piechodu mezi dvéma stacionarnimi
vibra¢nimi stavy molekuly, jejichz energie jsou E1 a E2. Pfechod vyvolany interakci

molekuly s fotonem dopadajiciho zafeni s frekvenci f je matematicky vyjadren:

fo > =, 2)

n

kde h je Planckova konstanta, se souc¢asnym vyzarenim fotonu rozptyleného zareni. [6]
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Pii pokojové teploté se vétSina molekul nachazi v nejnizs$i energetické vibraéni
urovni. Excitaci elektronli laserovym paprskem mohou nastat tfi situace. NejCastéji
laserovy paprsek excituje elektron ze zakladni hladiny do virtualni hladiny, a pfi navratu
z virtualni hladiny zpét se vyzaii foton se stejnou vinovou délkou, jakou m¢l puvodni
foton - tzv. Rayleighiv rozptyl. Béhem elastické srazky elektron méni smér, avSak

nepfedava energii molekule, tim padem nenese Zadnou analytickou informaci.

Pokud dochazi k neelastické srazce fotonu s molekulou, foton interaguje s
molekulou. Ta pak vysle foton s menS$i energii (del$i A), protoze Cast energie byla
spotfebovana na zvySeni vibra¢ni energie molekuly. Elektron se vraci do vys$si vibracni
hladiny, nez z které byl pfedtim vyrazen a jde o tzv. Stokesiv posun. Mén¢
pravdépodobny je piipad, kdy foton pfevezme vibra¢ni energii od molekuly. Vyslany
foton ma pak vétsi energii (kratsi A). Elektron se ptivodné nenachazel na zakladni ale na
vyssi hlading a vraci se na zékladni hladinu. Tento jev nazyvame anti-Stokestv posun.
Posuny frekvenci u Stokesovych a anti-Stokesovych fotoni od frekvence pouzitého
laserového zdroje pak nesou analytickou informaci o rozdilech jednotlivych kvantovych
hladin (nejcastéji vibracnich). Pro demonstraci vyse zminénych ptechodii fotonti uvadim

obrazek 4. [8]

A "R R 'SR I
Firfudlnd hlading
s By L EEE R SRR RS
el
b k4
Fibradni hiadinyg
" e i
Stokestw Rayleightiv Anfi-Stokesuv
PosL

elasficky rozpiyl posun

Obr. 4 — Schéma rozptylu svétla v Ramanove spektroskopii


http://cs.wikipedia.org/wiki/Vlnov%C3%A1_d%C3%A9lka
http://cs.wikipedia.org/wiki/Rayleigh%C5%AFv_rozptyl
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Metoda je jiz dobie zavedena v oblasti fyziky materiald. V biologickych védach
rozvoj omezuje skutecnost, ze z 10° — 10® fotond je zhruba jeden rozptylen neelasticky.
Také intenzita Ramanova rozptylu je velmi slaba a vyzaduje citlivy detekéni systém,
ktery neregistruje dopadajici zafeni laseru. To vede k rozvoji technik zesilujicich signal,
at’ uz se jednd o rezonan¢ni Ramaniiv rozptyl nebo o povrchem zesileny Ramaniv

rozptyl, jez jsou vyuzitelné pravé v téchto situacich. [6]

1.4.1 Rezonan¢ni Ramaniv rozptyl (RRS)

Rezonan¢ni Ramantv rozptyl uziva ke studiu strukturovanéjSich latek laser
s vlnovou délkou, pti niz dochézi k absorpci zareni. Zakladem rezonan¢niho Ramanova
efektu je priblizeni vlnové délky zafeni k maximu absorpéniho pasu vzorku. Tim
dochazi ke zvyseni intenzity Ramanovych ¢ar v nékterych ptipadech az o tii fady. Bézné
dokazeme Ramanovou spektrometrii analyzovat vzorky >0,1M, zde hovotime o 10°M.
Excitaci do absorpéniho pasu molekuly vSak hrozi fotodegradace a ruseni vysledného

Ramanova signalu fluorescenci.

1.4.2 Povrchem zesileny Ramanuv rozptyl (SERS)

O metodu SERS se jedna v pfipadé, Ze je signdl zesileny diky adsorpci vzorku na
povrchu stiibra, zlata a m&di. Faktor zesileni je vice nez 10* (lokalng i vice nez 10%).
Slouzi k detekci jednotlivych molekul. I kdyZ se SERS pouziva uz fadu let, pfesny
mechanismus této metody neni jesté zcela definovan. Existuji dvé hypotézy:

1) Elektromagnetickd - zabyva se indukovanym dip6lem p, ktery pii Ramanové
rozptylu vznika pusobenim elektromagnetického svételného pole E na molekulu
S polarizovatelnosti  (p=E). Tento jev je popsan jako zvySeni intenzity
elektromagnetického pole adsorbatu na kovovém povrchu.

2) Chemicka - predpoklada, Ze v dusledku chemisorpce studované molekuly na

povrchu kovu dochazi k velkému zvySeni molekulové polarizace adsorbatu.

Samotné zesileni zavisi na morfologii povrchu, tzn. “hruby (nerovny) povrch” —
nanostrukturovany, ktery maji nanocastice. Ptikladem SERS aktivnich povrcht je
zdrsnéna elektroda, kovové koloidy nebo ostravkovité filmy. Na intenzitu vyzafovaného

signalu ma vliv druh kovu, morfologie povrchu a pokryti adsorbatem.
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Powrchemn zesilené zafend

s
AnfAgnanopovrch
Substrat

Obr. 5 — Schéma povrchem zesileného Ramanova rozptylu

1.4.3 Povrchem zesileny rezonan¢éni Ramaniv rozptyl SER(R)S

SER(R)S wvznika spojenim dvou vySe zminénych metod. Opét dochazi k
rezonan¢nimu efektu (citlivost metody je zvySena o dal$ich n€kolik fadt). Koncentrace
kone&ného vzorku miize byt az 102 M. U metody Ize uZit dvou substrati a to elektrod
nebo roztokl nanocastic (koloidy).

Elektrody jsou zhotoveny z uslechtilych kovii; nejpouzivanéjsiho stiibra, dale pak
zlata, médi, platiny, rtuti, niklu apod. Pfed pouzitim musi byt povrch elektrod vyhlazen
a nasledn¢ podroben jednomu nebo nékolika oxida¢né-redukénim cyklam.

Koloidy jsou pfipravovany chemickou redukci soli pfislusnych kovii ve vodném
nebo nékterych v bezvodém prostiedi, napi. Ag koloid ve vodném prostiedi, Ag koloid
v prostiedi glycerolu, Ag koloid v prostiedi ethanolus, Ag koloid stabilizovany
polyvinylalkoholem apod. Vyhody koloidu spocivaji zejména ve snadné piipravé a
pohodlném monitorovani stupné agregace koloidu pomoci spektroskopie. Nevyhody
koloidd oproti elektrodam jsou v nemoznosti ptimé regulace potencialu a v tendenci

koloidu k agregaci. [9,10]

1.5 Ramanovo spektrum

Ramanova spektra jsou ziskdvana vynesenim intenzity rozptyleného svétla v
zavislosti na Ramanové posunu, Av v cm™. Kazdé ramanovsky aktivni vibraci molekuly
prislusi pas ve spektru Ramanova rozptylu. Casto spektra slouzi jako doplitkova metoda
Kk rozSifenéjSim analytickym metodam, piedev§im k infraervené spektroskopii.

Poskytuji informace o struktufe a vlastnostech molekul z jejich vibraénich vlastnosti.

17
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Kazdy druh molekuly mé vlastni, jedine¢ny, set vibra¢nich pohybti a Ramanovo
spektrum konkrétni molekuly je slozeno z ftady vrcholl, které odpovidaji
charakteristickym vibra¢nim frekvencim. At uz se jednd o smés rtiznych chemickych
slozek nebo smési 1écivych latek, vzdy dostaneme onen ,,otisk prstu umoziujici urcit
povahu jednotlivych soucasti substance. V poslednich letech, kdy dochazi
k pozvolnému pfesunu metody také do bézné praxe, vznikaji kombinované tabulky
charakteristickych vibra¢nich frekvenci funk¢nich skupin.

Ramanova spektra, jak bylo nastinéno v tvodu této kapitoly, Vv podstaté dopliuji
infracervenou spektroskopii. Analyza infracervenou spektroskopii je ur¢end zejména pro
identifikaci a strukturni charakterizaci organickych sloucenin a soucasné pro stanoveni
anorganickych latek. Méfi se pohlceni infracerveného zafeni o rizné vilnové délce
analyzovanym materidlem. Jednd se oblast elektromagnetického zafeni v rozsahu
vinogti 12800 — 10 cm™. Oblast infraderveného zafeni byva rozdslena na blizkou
(13000 - 4000 cm™), stiedni (4000 - 200 cm™) a vzdalenou (200 - 10 cm™).
Nejuzivangjsi je stfedni oblast. Ramanova spektroskopie popisuje vibrace molekul
V oblasti ultrafialového a viditelného zaieni, viz kapitola 1.2.

Pro danou funk¢ni skupinu tedy ziskdvame spole¢ny udaj o poloze pasu (vinoctu,
cm™), oddélend pak udaje o intenzité pasu, kterymi se tyto dvé metody od sebe lii. U
infracervenych spekter jsou intenzivni pasy pro poldrni vibrace s vyraznou zmeénou
dipdlového momentu (vibrace polarnich skupin, napi. —-OH, -C=0, -NO,) a intenzita je
umérnd druhé mocnin€é zmény dipdlového momentu. Intenzity pasi v Ramanovych
spektrech souviseji se zménou polarizovatelnosti a jsou imérné druhé mocnin€é zmény
polarizovatelnosti béhem vibraéniho pohybu. Intenzivngj§i pdsy maji nepolarni
symetrické vibrace a vibrace ve fazi nez vibrace antisymetrické a v protifazi. Obzvlaste
intenzivni jsou pasy vicenasobnych symetrickych vazeb (napt. -C=C-, -C=C-, -N=N-).
Také anorganické latky, napf. soli maji vysokou citlivost viici Ramanovu signélu.
Soubor namétenych vrcholu, které koresponduji s charakteristickymi energiemi vibraci
latky, poskytuje tzv. ,otisk prstu. Tato ¢ast spektra slouzi k identifikaci latky pomoci

databaze nebo k porovnani s referenénim spektrem ziskanym jinou analyzou. [8,10,11]

1.6 Vyhody a nevyhody Ramanovy spektroskopie

Ramanova spektroskopie jako nedestruktivni a nekontaktni metoda umoZiuje

studovat Siroké spektrum latek. Lze analyzovat vzorky rGzného skupenstvi a povahy,
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organické i anorganické molekuly, roztoky, pevné latky, plyny, gely, povrchové filmy,
vldkna, prasky, krystaly, bunky ¢i tkané. Tyto vzorky nepotitebuji zddnou nebo pouze
minimalni p¥ipravu. Voda mé v oblasti vino&tu 500 — 2000cm™ slaby Ramantv signal a
je tedy vhodnym rozpoustédlem zatimco v IC spektroskopii mé voda negativni vliv. Je
tedy mozno studovat vodné roztoky analytii, aniz by dochazelo ke zkresleni vysledki.
Idealni je jakakoli velikost molekuly jelikoZ schopnost laserového svazku fokusovat
vzorek umoznuje analyzovat rozmérné ¢asti i minimalni mnozstvi vzorku. Pro roztoky
je typicky objem v fadu jednotek mikrolitri. Vzorek je mozné méfit pres obalové
materialy (napf. sklo nebo polymer) a je tedy k dispozici i pro dalsi experimentalni
studie.

Zasadni vyhodou je Casova nenaroc¢nost. Méfeni se pohybuje viadu nékolika
sekund a prenos signalu optickymi vlakny umoziuje vzdalené méteni ve vyrobnich ¢i
skladovacich prostorach. Naméfené informace tvofi rozsahlé databaze a spekter. U
prozkoumanych molekul jsou k dispozici jednoznacné pfifazené pasy Ramanovych i
infracervenych spekter, popis vibraci a také nalezend korelace mezi strukturou a
spektralnimi rysy. Tato korelace je vyuzitelnd pro nové zkoumané systémy. K tomu se
poji moznost, Ze u nékterych stanoveni nebude tieba pouzivat standardy pii kazdém
méfeni, pouziji se pouze srovnavaci spektra z databazi. (viz. kapitola 3.2). Kone¢né
vysledky poskytuji vysokou specifi¢nost a detailni informace o chemickém slozeni (tzv.
,,0tisk* latky). [12]

Nejcastéji se vyskytujicimi problémy u Ramanovy spektroskopie jsou fluorescence
a zahfivani. Fluorescence se vyznauje specifickou absorpci svétla, byva pfitomna u
necistych vzorkl a mlize byt odstranéna zahtatim vzorku na nékolik minut. U barevnych
vzorkl dochézi pouZitim tohoto zptsobu k vratné degradaci vzorku. Alternativni cestou,
jak zamezit zahfivani vzorku je pouzit média, napi. KCI nebo KBr. V takovém piipadé
je vhodné znat charakteristické rysy samotného analytu a vedlejsi latky. V ptipadé
kontaminace se objevuje nékolik chyb. Siroké spektrum pro negisté latky nebo mnohem
SirSi pas jedné slouceniny vii€i druhé a proto je samoziejmé nutno intenzity slouc¢enin

zkontrolovat pted interpretaci Ramanovych spekter.

Zahtivani vzorku v disledku velké intenzity dopadajiciho excita¢niho zafeni je
feSeno rotaci nebo cirkulaci vzorku a chlazenim. Ramantv jev je pomérné slaby, a proto
vyzaduje analyza pomérné vysokou koncentraci vzorku — pro nerezonanéni Ramanovu

spektroskopii 0,01-0,1M. U nékterych biologickych ¢i §patné rozpustnych vzorkti mtze
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tato skuteCnost Cinit potize. Nizkd intenzita Ramanova rozptylu (vzhledem
k fluorescenci) a vysoka koncentrace vzorku klade zna¢né naroky na Cistotu a optickou
homogenitu vzorku. V ramci strojirenského vyuziti je tieba zminit, ze mnoho kovu a

slitin nejevi Ramanovskou aktivitu.

1.7 Priprava a charakterizace vzorku

Me¢éieni Ramanovou metodou je stale popularnéjsi diky své nenaroc¢nosti, co se tyce
ptipravy vzorku. Tato jednoduchost je s oblibou demonstrovana méfenim Ramanova
spektra gumové kachniCky pro déti. Témét okamzit¢ bylo vyhodnoceno Ramanovo

spektrum pro material polyethylen. [8]

Vzhledem k tomu, Ze Ramanova spektroskopie je technika zalozena na jednom
paprsku, jakakoliv zména vzorku ¢i instrumentace musi byt zohlednéna v kvantitativni
analyze. Potencialni zdroje instrumentalnich a vzorkovych zmén jsou laser, detektor
stability, depolariza¢ni efekty nebo redukce Sumu. Vhodnéj$imi vzorky pro kvantitativni
analyzu jsou jednoznaéné tekutiny. Jsou vice homogenni a nevznikaji zde potize,
spojené s proménlivou velikosti ¢astic a tvari. Relativni koncentrace slozek ve smési se
hodnoti metodami poméru pasi a je doporuc¢eno méfit standard referenéni smési v ramci
kazdé analyzy. Timto zplisobem dostdvame snadno informace o stabilité¢ systému.
Vzorkem muze byt témet jakékoliv anorganicka 1 organicka latka. Mohou to byt pevné
latky, tekutiny, polymery nebo pary. V primyslu se nej€astéji vyskytuji praSkové nebo
tekuté vzorky a je mozno je méfit pfimo pii pokojové teploté. Pro tuhé materidly byva
typické méteni ve formé netfedéného prasku nebo polymorfniho filmu. Pro tekuté

materialy se vyuzivaji sklenéné nebo polymorfni nadoby, kyvety, vialky apod. [8,12]
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2 ZAKLADNI POTRAVINOVE SLOZKY

Potencial pro analytické aplikace Ramanovy spektroskopie v potravinafstvi je
obrovsky. Pfehled vytvofeny v roce 1996 v ¢asopisu Analytical Chemistry ukdzal, ze v
obdobi dvou let, od konce roku 1991 do konce roku 1993, bylo vydano pies 6000
publikaci, které se zabyvaly vSemi aspekty teorie a aplikace Ramanovy spektroskopie.
Pied samotnym vybérem Ramanovy techniky pro urcitou analyzu je vhodné provést
srovnani s dal§imi analytickymi metodami, tzn. zvazit omezeni zalozené na koncentraci
cilového analytu, naro¢nost na provedeni, optické vlastnosti sledovaného analytu a

fyzicky charakter okolni matrice.

Piiklady vyuziti Ramanovy spektroskopie pii studiu zakladnich slozek potravin v
roztoku, v pevné fazi a zakalenych nebo neprihlednych materialech, stejné jako jeji
potencial pii zkoumani potravinovych systému in situ ukazuje tabulka 1. Né&které ze

studii a jejich vysledky jsou podrobnéji uvedeny v dalsich kapitolach. [5]

Tabulka 1: Priklady vyuziti Ramanovy spektroskopie v potravinach [5]

Analyt Aplikace

Proteiny struktura lysozomu v roztoku, neprthledném koagulatu a gelu
struktura  a-laktalbuminu a  B-laktoglobulinu v roztoku a
transparentnich gelech
struktura avidinu v krystalické a tekuté formeé
interakce kontraktilnich proteinli a vnitfni pochody ve svalovych
vlaknech béhem kontrakce
struktura fosvitinu vajecného Zloutku v roztoku a pevném stavu
studium sekundarni struktury deviti proteinti mléka a jinych potravin
zmény sekundarni struktury kaseinu pfi zmrazovani syru
konformaéni zmény myosinu zptsobené anorganickymi solemi

ptirozené interakce proteinti v roztocich, gelech a srazeninich ve
smésich proteinli

Lipidy Cis a trans izomery, stupné nasyceni oleju a tukd
Lipidy/proteiny detekce hydrofobnich interakci mezi lipidy a proteiny
Sacharidy struktura o- a -anomeri glukozy

studium molekul Skrobu béhem technologickych uprav
struktura B-cyklodextrinu jako hostitelské molekuly

interakce mezi sacharidy a rozpoustédlem a icast na vnimani sladké
Sacharidy/voda chuti

Potr. barviva  identifikace ¢ervenych barviv

Pigmenty anthokyany a anthokyanidiny v roztoku
astaxanthin a kanthaxanthin ve svalu lososa a modelovych systémech

Etanol aj. sledovani produkti fermentace cukru
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Vhodnost pouziti Ramanovy spektroskopie v potravinafstvi nazorn¢ ukazuje studie
z roku 2005, kdy bylo provedeno experimentalni méteni vzorkl cerealnich vyrobkt a
jejich rozdéleni na zékladé obsahu nejvyznamnéjSich nutri¢nich slozek, tj. celkového
obsahu vlakniny, tuki, bilkovin a cukrt. K ziskani stéZejnich informaci byla pouzita
principidlni analyza slozek (PAS) a jiz dfive vytvofeny kalibraéni model pro

kvantitativni analyzy nutri¢nich slozek. Naméiené vysledky byly sefazeny vzestupné od

v

Pouzitim PAS bylo zjisténo, ze vSechny slozky v obilninach se vzajemné ovliviuji.
Ramanovy posuny odpovidaly klasifikaci kazdé slozky, a to 1600-1630cm™ pro celkovy
obsah vladkniny, 1440 a 2853 cm™ pro tuky, 2910 a 1660 cm™ pro bilkoviny a 401 a 848
cm-1 pro cukry. Vyhodnoceni jednotlivych oblasti pro kazdou slozku mélo 85-95%
uspésnost, coz jsou lepsi vysledky nez ptivodni klasifikace uzivané pro tyto ucely. Tato
a mnoho dalSich pfednosti ¢ini tuto metodu velmi vhodnou pro rutinni analyzy v

potravindiském primyslu. [13]
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2.1 Bilkoviny

Zakladni stavebni jednotkou kazdé bilkoviny je aminokyselina. Nejcastéji se
V potravinach vyskytuje 20 kdédovanych aminokyselin. VSechny kromé glycinu jsou
opticky aktivni. Hlavni fetézec tvoii aminoskupina —NH; a karboxylova skupina —
COOH. Postranni fetézec muze obsahovat dal§i aminoskupinu, karboxylovou kyselinu,
alkoholovou skupinu —OH, - SH apod. Proteosyntézou vice nez 100 aminokyselin
vznikaji polymery vazané mezi sebou hlavné peptidovou vazbou. Diéle se
v makromolekule vyskytuji disulfidové, esterové a amidové vazby, které jsou schopny
navazat anorganické (voda, anorganické ionty) 1 organické slouceniny (lipidy, sacharidy,
nukleové kyseliny).

Bilkoviny jsou zdkladni chemickou slozkou Zivych bunék a vykonavaji strukturni,
katalytické (enzymy, hormony), transportni (hemoglobin), pohybové (svalové proteiny —
aktin a myosin), obranné (imunoglobuliny), zasobni (ferritin), senzorické (rodopsin),
regulaéni (hormony)a vyzivové (esencialni aminokyseliny) funkce uvniti bunky.

Vlivem tepla, kyselin, zafeni, soli apod. nastava denaturace bilkovin. Pfi denaturaci
dochazi k rozruSeni prostorového uspotadani, zaniku sekundarnich a vyssich struktur a
neporusena zustavd pouze primarni struktura. Vysledkem denaturace je ztrata
biologickych funkci dané bilkoviny. Klasickym ptikladem procesu denaturace je zména
kolagenu na zelatinu. Technologické tpravy dale zptsobuji pokles odolnosti bilkovin
vici proteolytickym enzymtim, vzniku dipeptidil, ztraté aktivity nékterych enzymi c¢i
degradaci n€kterych aminokyselin (napf. sirné aminokyseliny, lysin) vlivem skladovani
a zpracovani za vyssich teplot.[14]

Bilkoviny patfi mezi biomolekuly, které jsou metodou Ramanovy spektroskopie
studovany nejcastéji. Informace poskytuje jak chemické slozeni vedlejSich fetézcu, tak
konformace zakladniho polypeptidového fetézce. V tabulce 2 je uveden piehled vinoct
charakteristickych pro nékteré typické vazebné vibrace, jez jsou uzite¢né pii vykladu

struktury proteint. [5]
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Tabulka 2: Charakteristické Ramanovy vibrace uzitecné pro vyklad struktury bilkovin

[5]
vlnocet
zdroj (Acm™) Vazba ziskané strukturni informace
piitomnost gauche-gauche-gauche
Cystin, konformaci, rozsSifovani ¢i zmény pasu
cystein, mohou indikovat heterogenitu
methionin 510 S-S cystinovych zbytka
525 S-S gauche-gauche-trans konformace
545 S-S trans-gauche-trans konformace
630-670 C-S gauche konformace
700-745 C-S trans konformace
2550- ptitomnost thiolovych nebo cysteinovych
2580 S-H zbytkt
760,880, vrchol intenzivniho pésu ukazuje skryté
Tryptofan 1360 indolovy kruh zbytky, citlivé na polaritu prostredi
vyhleddvani ioniza¢nich stavi,
metalproteinovych  struktur,  pfenos
Histidin 1409  N-deuteroimidazol  protonu do deuteratizovaného roztoku
Kyselina
asparagova  1400-
a glutamova 1430 C=0z COO ionizované karboxylové skupiny
1700- C=0 z COOH nebo nedisociované karboxyly, komplexy
1750 COOR esterti nebo kovi
Alifatické 1450,
zbytky 1456 C-H mikroprostiedi, polarita
2800-
3000 C-H mikroprostfedi, polarita
Amid | 1655+5 C=0O, N-H a-helix
1670+£3 C=0, N-H anti-paralelni p-list
16653 C=0, N-H neuspotadané struktury (rozpusténeé)
neuspotradané struktury (bez vodikovych
1685 C=0, N-H vazeb)
Amid 111 >1275 N-H, C-N a-helix
123545
(ostry) N-H, C-N anti-paralelni p-list
1245+4
(Siroky) N-H, C-N neuspofadané struktury
neuspoiadané struktury (bez vodikovych
1235 N-H, C-N vazeb)
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2.1.1 Bilkoviny vejce

Lysozym obsazeny v bilku slepi¢iho vejce je termostabilni bilkovina s
enzymatickymi vlastnostmi a antibakterialnim ucinkem. Tepelna inaktivace lysozymu
zavisi nejen na teplote, ale 1 na pH. Je staly zejména pii kyselém pH. Zahtivanim pfii
teploté 62,5°C a neutralnim pH se lysozym inaktivuje do 10 minut. Inaktivace probiha i
ve smési bilek-zloutek. Z toho divodu dochazi u vajecné smeési k rychlejsimu
mikrobialnimu rozkladu nez u samotného bilku. Dlouhodobym skladovanim vajec
lysozym ztraci své antibakterialni vlastnosti. Silny pas v oblasti 507 cm™a slaby pas
v blizkosti hodnoty 525 cm™ ukazuje, Ze ¥ ze &ty disulfidickych vazeb v tomto
proteinu se nachazely v konformaci s nejnizsi potencialni energii (konformace gauche),
takze jsou vSechny konformace gauche a ¢tvrta vazba v konformaci gauche-gauche-
trans. Pii zahtivani bilkoviny doslo soucasné s koagulaci bilkoviny a vznikem gelu ke

zmeéné poméru konformaci ze 3:1 na 1:1, coz odpovidd zméné konformace jedné

disulfidické vazby.

Aromatické aminokyseliny vykazuji n€kolik charakteristickych past, které mohou
byt vyhodnocovany pii sledovani vlivu polarity prostiedi, pfipadné sledovani vzniku
vodikovych mustkt. U avidinu byl pozorovan neobvykle vysoky pomér intenzit

tyrosinovych zbytk, coz bylo pfisuzovano vodikovym interakcim.

Fosvitin je bilkovina vajecného zloutku. Charakteristicky pas kladné nabitych iontt
v oblasti 1406 cm™ ukazuje rozsahlé parové interakce s &asti funkéni skupiny molekuly

proteinu fosfoserinu. [5]

2.1.2 Bilkoviny mléka

MIéko je nutricné vyznamna potravina. Obsahuje latky, potiebné pro spravny vyvoj
¢loveéka a konzumuje se tedy po celém svéte. Podobné susené mléko, které se vyrabi pro
dobrou udrznost, transport a skladovani, je vyznamna komodita pro vyzivu a svétovou
ekonomiku. SuSené¢ mléko vyuzivime piedev§im v obdobi, kdy je cerstvé mléko

nedostatec¢né produkovano.


http://cs.wikipedia.org/wiki/Enzym
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Antibakteri%C3%A1ln%C3%AD&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Inaktivace&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kyselost
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Kontrola pravosti suseného mléka pouzivaného pro pfipravu kolektivniho
stravovani je dulezita z hlediska nutri¢niho, kdy mize dojit k poskozeni konzumenti.
NejohrozengjSimi skupinami jsou kojenci, Skolaci, kojici zeny, zotavujici se lidé nebo
star§i populace. Pfi¢inou jsou soutéze mezi vyrobci hnané rtznymi nelegalnimi
odménami. Pomoci piimési mohou vyrobci dosahnout nizsi ceny vyrobku, ¢imz dojde

k nerovnovaze legalniho obchodu.

Pro pfedstavu uvadim piiklad z Brazilské studie, kde cCasto ptidavaji piimes
syrovatky, meziprodukt vyroby syrti, obsahujici 70% laktézy. Obvykle ptimési tvoii 20-
25% celkového obsahu a spotiebitel nezaznamend senzorické zmény. Tady ale

hovotime o ptimésich v hodnotach i 60% celkového obsahu.

Soucasné analytické metody se zamé&fuji na zkouméani makromolekul kaseinu,
charakteristické latce syrovatky. Analyzy jsou zdlouhavé a finanéné naro¢né. Moderni
doba vyzaduje v rdmci moznosti levné a rychlé kvalitativni metody schopné ziskavat
vysledky zbézné¢ dostupnych potravinarskych vyrobkd. Ztoho divodu se
V potravinafstvi zacina rozvijet FT- Ramanova spektroskopie schopna rychle, bez
nutnosti piipravy vzorkd stanovovat jednu i vice slozek najednou. Analyzy neovliviiuje

ani pfitomnost vodného prostiedi.

Analyza byla provedena pro 32 komerénich vzorkil Ccistého, odtuénéného,
odsttedéného a modifikovaného suSeného mléka v ramci Jizni Ameriky. VSechny

testované vzorky byly dle vyrobce bez fyzickych nebo chemickych zasaht.

Prace ukazuje potencial FT-Ramannovy spektroskopie pro rychlé a snadné analyzy
susené¢ho mléka a poskytovani stejné uspokojivych vysledkt jako u konven¢nich metod.
Pied samotnym zatfazenim ,,do terénu® je jesté nutné posilit zdkladni modely. Ramanova
spektra komer¢nich a smiSenych susenych mléénych vzorkii byly rozliSeny peclivym
spektroskopickym vykladem, pfitomnosti nejméné 10% ptimichané¢ho syrovatkového
prasku zpusobilo zmény vibra¢nich past Ramanovych spekter v oblasti (2978 a
2888cm™) v oblasti pastl, charakteristickych pro syrovatku (1120 — 850 cm™). Vysledky
potvrzuji vyhodnost Ramanovy spektroskopie Vv kombinaci s chemometrickymi
metodami. Nejenom, ze poskytuje rozdily mezi vzorky suseného mléka, navic poskytuje

identifikacni spektra riznych typt suSeného mléka. Pasy 2885, 1778 a 1303 cm™ znadi
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pritomnost tukil v Cistém a odtucnéném suseném mléce a mohlo by se uzivat pro ucely

potvrzeni ptitomnosti resp. nepfitomnosti téchto latek.[15]

Kasein je bilkovinny zaklad mnoha mlécnych vyrobkl. Obsahuje relativné vysoky
podil prolinu a hydrofobnich aminokyselin a nema stabilizovanou strukturu
disulfidovymi mustky. Pii vyrobé syra se nejcastéji vyuziva proces sladkého srazeni.
Srézeni probiha enzymaticky, kdy se kasein §tépi na specifickém misté. Produktem je
srazenina a syrovatka. Kasein je termostabilni, coz znamend, Ze zvySenim teploty se
kasein nesrdzi (proto lze mléko vafit, aniz by doslo k jeho srazeni). U vyroby syri se
ptidavaji ionty vapniku, aby nastal pozadovany efekt. Zasadni informaci pro vyzkum je
fakt, ze ma proménlivou sekundarni a terciarni strukturu. Byla provedena studie,
zaméfend na chovani kaseinu v Ovéim syru pii zménach teploty. Casti spektra,
odpovidajici zmé€nam sekundarni struktury kaseinu, byly nalezeny oblasti 1720-1550
cm?. Kvyzkumu byly pouzity vzorky kaseinu zmléka, kontrolovanych syri,

zmrazenych a okamzité poté tavenych syrti a syrii zmrazenych, skladovanych v tomto

stavu a pozdé&ji tavenych a dozralych.

Zmrazovani tvarohu a cCerstvych syri je sledovano hlavné ve vyrobnach syri
z ov¢iho nebo koziho mléka k zajisténi regulace stupné zralosti syrovych vyrobki a
k piekonani sezoénnich vykyvt v produkci. Také mize slouzit k vyvarovani se prezrani

tvrdych syrt, napt. Camembertu, Ementalu a jinych vyrobki z kravského mléka.

Jednim z nepfiznivych efekti béhem zmrazovani je zména textury syri. Vznik
ledovych krystalkit ma dopad na spotiebitele a sniZzeni kvality. Existuji pfedpoklady, Ze
tyto Gpravy textury zpusobuje zména struktury proteint, jako je poruseni vodikovych
vazeb v polypeptidickém fetézci ¢i zmény ve schopnosti vazat vodu. Takové zmény
maji vliv na proteolyzu v pfedem zmrazenych syrech. Moznost jak tomuto efektu

zamezit by mohla byt ve zméné¢ struktury.

Kontrolou vinoctu a intensit charakteristickych past jsou ziskavany informace o
sekundarni struktufe bilkovin, takZe strukturdlni zmény pfinaSi informace o zméné
vnitiniho prostfedi biomolekul. Vysledkem analyzy byl zvySeny vyskyt sekundarni
struktury B-sklddaného listu a neuspofadanych struktur béhem zrani syrt. U syra
zmrazenych diive byl rst okamzit¢ po taveni. Na konci zrani byly vidét zmény ve

spektrech v P-ohybu. Rozdily neuspotadanych struktur mezi kontrolovanymi a
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zmrazenymi syry byly nizsi. Proporce neuspotradanych a otacCivych struktur byl zdanlivé
vys$i v syrech mrazenych pomalu nez v syry mrazenych rychle tekutym dusikem.
Celkové neusporadané struktury extrémné vzrostly predev§im na konci procesu zrani.
Po devadesatidennim procesu zrani rozdily v podilu neuspofadanych struktur mezi
zmrazenou a kontrolovanou sérii byly nizsi nez mezi dvéma sériemi zmrazenych syra.
Pti potizeni hodnot doSlo k vy$Simu poskozeni mikrostruktur a také bylo poukazano na

vys§i proteolyzu, nez prezentovaly zaznamy u pomalého zmrazovani syru. [17]

2.2 Tuky

Tuky jsou estery vyssich karboxylovych kyselin s trojmocnym alkoholem
(glycerolem). Zpravidla dochazi k esterifikaci vSech tii hydroxyskupin glycerolu, proto
jde o triacylglyceroly. Triacylglyceroly mohou obsahovat tfi shodné acylové zbytky,
nebo muize byt kazda hydroxyskupina esterifikovana rozdilnymi kyselinami. Pfirodni
tuky jsou tvofeny hlavné tfemi mastnymi kyselinami, a to Kyselinou olejovou, linolovou
a palmitovou. Dalsimi pomérné ¢astymi kyselinami jsou kyselina stearova, arachova a
myristova, jejichz spektra demonstruje obrazek 6, a rizné trans mastné kyseliny. Trans
mastné kyseliny se podileji na zvySeni hladiny cholesterolu v krvi a maji negativni vliv
na nas srde¢né-cévni systém. Vznikaly pfi starSich technologickych postupech vyroby

tukd hydrogenaci (také znamé pod nazvem ztuzovani). [18]
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Obr. 6 — Ramanova spektra nasycenych mastnych kyselin (a) kys. laurova, (b) kys.
myristovd, (c) kys. palmitova, (d) kys. stearova [17]

Béznou reakci nenasycenych mastnych kyselin, pfitomnych v olejich, je oxidace.
Oxidaci vicenasobné nenasycenych mastnych kyselin a jejich naslednou polymeraci
dochdzi ke vzniku tvrdého filmu. Tento jev se nazyva vysychani olejii. Dvojné vazby
nenasycenych mastnych kyselin mohou byt také hydrogenovany, ¢imz dochazi ke

vzniku polotuhych a tuhych tukii. Tento proces se nazyva ztuzovani.

Ve farmacii se tuky vyuzivaji zejména jako zaklad masti, jelikoz svym hydrofobnim
charakterem podporuji vstiebavani nékterych latek. V technickém odvétvi slouzi k
vyrobé barviv, lakii a mydel. Pfesto jsou tuky pfedev$im potravinami. Nenasycené
mastné kyseliny, zejména kyselina linolovd a linolenova, jsou samy o sobé
nepostradatelnou sou¢asti potravy. Patfi mezi tzv. esencidlni mastné kyseliny. Clovék
neni schopen je sdm syntetizovat a pfijima je potravou. Tuky casto obsahuji nékteré

ptimési, jako jsou steroly, lecitiny, vitaminy rozpustné v tucich a jiné latky.

Podle skupenstvi rozliSujeme pevné tuky, u nichz pfevazuji zejména nasycené
mastné kyseliny, a oleje, jejichz skupenstvi je kapalné a které obsahuji vétsi mnozstvi
nenasycenych mastnych kyselin. Dal$i moznosti je d€leni na tuky rostlinné a tuky
Zivocisné. Zatimco oleje jsou 100% tuky, u rostlinnych tukl - margarinl lze vybirat ze

Siroké skaly vyrobki, které obsahuji jiz od 20 % tuku.[14]

Velkéa c¢ast béZzné prodavanych olejli oznacovanych jako extra panenské V sobé
obsahuji primési levnéjsich, chemicky podobnych, jedlych oleji. Rozdil oproti ostatnim,
bézné dostupnym rostlinnym olejiim, je pfedevsim ve vyrobé. Olej se vyrabi za studena
lisovanim nebo odstfedovanim, diky ¢emuz 1 po zpracovani obsahuje nutricné
vyznamné a zdravi prospé$né nenasycené mastné kyseliny, zejména kys. olejovou,
linolovou nebo palmitovou. To se samoziejmé odrazi na cené. Stejné mnozstvi extra
panenského oleje obchodni fetézce poskytuji za ctyindsobnou cenu nezli klasicky
rostlinny olej. Proto miiZze dochézet, a vskutku dochézi, k miseni s levnéj$imi jedlymi
oleji, pficemz etiketa stale tvrdi, Ze se jednd o olej nejvyssi kvality. Pro ochranu
zékaznika se olej kontroluje, avSak soucasné metody provadéné v laboratofich jsou
zdlouhavé, finan¢né narocné, vyuzivajici rozpoustédla a jiné latky Skodlivé pro Zivotni

prostiedi.
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Kucelu detekce pfitomnosti kukufi¢ného, slunecnicového a sojového oleje
v olivovém oleji byla pouzita Ramanova spektra v oblasti 1000-1800 cm™.Tyto oleje
jsou témeét totozné solivovym, ale olivovy olej obsahuje niz§i mnoZstvi
polynenasycenych mastnych kyselin. Pro kvantitativni analyzu byla vyuzita zékladni
intenzita Ramanova spektra s vibranimi pasy standardizovanymi v oblasti 1441cm™
(CH2) a ESM (externi standardiza¢ni metoda). Ziskané vysledky byly jesté¢ srovnany
s dalsi nezavislou metodou. PoloZzenim obsaZenych piimési extra panenského olivového
oleje v jeho intenzivnimu pasu 1265 cm™ v Ramanové spektru byla vytvofena
kalibracni kiivka. Pfedpokladana presnost ukazuje ze ESM zalozena na RS je slibnou
technikou pro ovéfovani extra panenskych oleji. Metoda zkoumajici a zaznamenavajici
Ramanova spektra je tedy vyhodna piedevsim pro svou jednoduchost, Zadnou naro¢nost
na pfipravu vzorku, rychlosti a hlavné moznosti kontroly v provozu. Spolecné

s klasickymi metodami se tedy jevi jako vhodna pro jizZ zminéné analyzy.

Studie poukazala na fakt, ze méfeni zalozeno na Ramanovych spektrech ma
budoucnost v primyslu zpracovavajici oleje a dokaze detekovat nezadouci ptimési tiech
testovanych jedlych oleji jiz od 2% celkového obsahu avsak je jesté otazkou Casu, nez
bude pln¢ vyuzit potencidl Ramanovych spekter kviili narocnosti na systémy a databéze.
Ramanovou metodou byly také studovany interakce mezi lipidy a proteiny nebo lipidy a
vodou, kde 1ze vyuzit pravé moznosti pouziti pro opaleskujici nebo zakalené vzorky.

[19]

2.3 Sacharidy

Sacharidy jsou organické slouéeniny, které se fadi do skupiny polyhydroxyderivata
karbonylovych slougenin (aldehydti nebo ketonil). Cést sacharidii tvoii vyznamné
pfirodni latky, jiné jsou vyradbény synteticky. Charakteristickym znakem je sladka chut’
0 ruzné intenzité. Sacharidy rozpustné ve vodé oznacujeme jako cukry (mono- a
oligosacharidy). Polysacharidy vétSinou nezplsobuji chutové vijemy a jsou bud
omezené¢ rozpustné ve vodé (Skrob, agar) ¢i zcela nerozpustné (celuléza a jiné

neskrobové polysacharidy z vlakniny).

Nejvyznamnéj$im potravinaiskym sacharidem je sachar6za. Jednd se o disacharid
slozeny z jedné molekuly glukozy a jedné molekuly fruktozy — obrazek 7. V Cistém

stavu je sacharoza bila krystalickd latka sladké chuti. Pouziva se predevsim jako
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sladidlo ale mize byt také konzervantem, protoZze jeji vysoka koncentrace inhibuje
mikroorganismy. Pomérn¢ Casta je kvasna vyroba etanolu, vyroba pekatského drozdi,
fermentacni zptisob vyroby kyseliny citronové a jiné. [14]

Pro detekci téchto sachariddi v potravinach (napf. medu) jsou zaznamenany

charakteristické Ramanova spektra, tzv. ,,0tisky* latek (obrazek 8).[44]

HOCH; 0 OH
m o CH,0H
OH H
glucose fructose
CH,0H
H O i HOCH; _O H
H
OH H /g
HO o HO/ o on
H OH OH H
sucrose

Obr. 7 — Sacharéza [20]
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Obr. 8 — Ramanova spektra pro fruktozu, glukozu a sacharozu [44]

Ve srovnani s ostatnimi biologickymi makromolekulami, napi. proteiny a
nukleovymi kyselinami, 0 sacharidech bylo zvefejnéno pomérné malo publikaci
v souvislosti s Ramanovou spektroskopii.

Primyslové uplatnéni Ramanovych metod laserového optického vldkna bylo
popséano pro selektivni analyzu monosacharidi (glukéza, fruktéza a sachardza) v
melounové duzing. FT-Ramanova spektra ukazuji jasné rozdily mezi Uizce souvisejici
krystalickymi strukturami D-glukozy, D-galaktosy a D-fruktozy, nebo mezi a a
izomery. Strukturalni slozeni di-, oligo- a polysacharidd lze také objasnit
z charakteristickych past Ramanova spektra. Spektrum sachardzy vykazuje pasy
charakteristické pro anomery obou monosacharidovych soucasti: a-glukozy (847 Cm'l) a
B-fruktozy (868 cm™). Sladovy cukr projevil pasy charakteristické pro a-glukézu (847
cm™) a B-glukédzu (898 cm™), ve spektru celobidzy lze nalézt pas pouze v oblasti 885
cm™, charakterizujici f-anomer.

Charakteristické pasy ptidélené vibraénim pohybim sacharidd je mozno vyuzit ke
zkoumani distribuce té€chto slozek v potravinach. Projev vétsi intenzity past ve stiedu
mrkve, které jsou pfipisovany sacharidim v oblasti 1462cm™, 1126cm™ a 840cm™
naznacuje pritomnost mnohem vyssi hladiny sacharidi ve sttedu mrkve nez v jejich

okrajovych ¢astich.

32
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Studie Ramanovych spekter sacharidovych materiali (celuléza, kukuiicny Skrob,
agaroza, dextrin, dextran, Sephadex a synteticky polymer sachar6zy Ficoll) maji svij
vyznam pii identifikaci polysacharidii a sledovani zmén béhem zpracovani, vcetné
vzniku gelu. Byly zaznamendny rozdily ve spektrech bramborové amylosy,
bramborového amylopektinu a kukufi¢ného Skrobu, stejné jako v systému kukuficny
skrob-voda, a to predevsim v oblasti vazeb C-H (2700-3100 cm™) a v zakladnim skeletu
fetézce pii 480cm™. Do budoucna lze uvazovat nad efektivnim a jasnym porovnanim
Ramanovych spektrer pro skrobové materialy v riznych formach. Tato spektra odrazi
stupen krystalinity vzorkd. Zmény v Ramanovych spektrech byly také zjistény pfi
procesu vzniku gelu a nasledné degradace pii zpracovani smési kukuti¢ny skrob-voda.

[5]

Interakce sacharidi s ostatnimi slozkami v potravinovych systémech je dalsi
potencialni aplikaci. Zmény v charakteristickych péasech B-cyklodextrinu, kdy plsobi
jako molekuldrni hostitel a reaguje s molekulami interkalovanych latek, jiz byly
experimentalné zkoumany. Ramanova spektroskopie byla pouzita také pro studium
ulohy struktury vody ve sladké chuti chemorecepce stejné jako rozliSeni mezi cukry a
umélymi sladidly. [5]

Potencial Ramanovy spektroskopie byl také vyuzit pro zjistovani obsahu glukozy v
komer¢nich sportovnich napojich. Za timto ucelem byly zaznamenany pasy v oblasti
600-1600 cm™ pro &ty sportovni napoje. Vysledkem byly dobfe definované a odd&lené
vibra¢ni spektra rdznych obsazenych cukri (glukoza, fruktéza a sachardza). Pro
srovnani vyslednych dat byla sestavena kalibra¢ni kiivka s pomoci vodnych roztokt
glukézy o znamé koncentraci. Tento model byl nasledn¢ aplikovan na spektra
sportovniho napoje a dal predpokladané koncentrace glukézy v dobré shodé s
hodnotami ziskanymi pomoci nezavislych metod. Vysledky ptedstavuji vyznamny krok
smérem k rozvoji rychlé a jednoduché metody pro on-line kvantifikaci glukézy

Vv potravinach a napojich [21]
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3 DALSI POTRAVINOVE SLOZKY

3.1 Barviva

Pouziti rezonan¢ni Ramanovy spektroskopie pii stanoveni potravinaiskych barviv
bylo studovano u Zzlutych, oranzovych a Cervenych barviv. Experimentalni méfeni
ukazuje kvalitni rezonan¢ni Ramanova spektra pro piirodni barviva. VétSina umélych
barviv se neprojevila spektrem, které by slouzilo analytickému stanoveni. U identifikace
potravinovych barviv v roztoku, pevnych latkdch i emulzich ukazuje Ramanova
spektroskopie velky potencial, protoze kazda barvici slozka ma jedine¢ny ,,otisk. Navic
umoznuje identifikaci VvV minimalnich koncentracich a kratkém casovém useku.
Porovnanim s jinymi kvantitativnimi metodami byla potvrzena piekvapivé vysoka

ptesnost ve vysledcich. [22,23]

Studie zabyvajici se zndmym potravinaiskym barvivem E102 provedla méteni ve
vodnych roztocich pomoci povrchové zesileného Ramanova rozptylu (SERS). E102 je
oznaceni pro antrazin a jedna se o Zluty prasek dobfe rozpustny ve vodé a v alkoholu.
Pouzivd se k barveni ovocnych dzush, cokoldd, konzervovaného ovoce, hrasku,
plechovkovych omacek, v kofeni, polévkach, hoicici, cukrovinkach ¢i zmrzlingé. V
poslednich letech je snaha jeho pouzivani omezit, jelikoz miZze u citlivych jedinct
zpusobovat alergie. Pfi analyze byly pozorovany jeho mikromolarni a nanomolarni
koncentrace v oblasti pasu 1365 cm™. Jedna se charakteristicky pés rezimu azo
chromoforovych skupin (-N=N-) a umoznil stanovit pfitomné druhy azo barviv. Zmény
azo skupiny byly registrovany pti kyselém pH <3. V rozmezi pH 3-8 nebyly pozorovany

zadné zmény molekuly. [24]

3.1.1 Karotenoidy

Utinky glykosylace byly jasné viditelné v rezonanénim Ramanové spektru
antokyani a antokyanidini ve vodnych roztocich. Bylo provedeno srovnani
Ramanovych spekter pro vzorek astaxanthinu a izolovaného aktomyosinu ze svalu
lososa vi¢i standardizovanym roztokim astaxanthinu a kanthaxanthinu. Vysledky
ukazaly, ze oproti silnym interakcim pozorovanym u karotenoproteinti, karotenoid-
proteinové interakce v lososu jsou slabé. Dale byla popsana in vivo konfigurace trans

pro astaxanthin a kanthaxanthin.[5]
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Absorpéni  spektra  volnych karotenoidi  zahrnuji  téméi celé¢  viditelné
elektromagnetické spektrum. Kromé uhlovodikti a karotentl, patii mezi karotenoidy i
Siroka Skala xanthofylt obsahujici kyslikové radikaly, nejcastéji hydroxy nebo keto
skupiny. Ty se vSeobecné vyskytuji ve vétSin€ ptirodnich pigmentl. Spektroskopické
vlastnosti jsou zavislé na po¢tu konjugovanych dvojnych vazeb v polyenovém fetézci a

povaze substituentii na koncovych kruzich.

[B-karoten a xantofyly (zeaxanthin, kanthaxanthin a astaxanthin), obsahujici hydroxy
|/ keto skupiny nachazejici se ve vétsiné pfirodnich pigmentl. Analyza struktury B-
karotenu a kanthaxanthinu ukazala, Ze substituce na koncovych kruzich maji minimalni
vliv na konformaci chromoforem. Data ukazuji znaéné mnozstvi informaci o propojeni
mezi vibra¢nimi spektry a analyzou rozsahlé experimentalni ovéfeni teoretickych
normalnich soufadnic analyzy provedené na polyenovych molekulach. Hodnoty
porovnané s diive ziskanymi referen¢nimi databdzemi poskytly shodu a proto se i nadale

pokracuje ve vyzkumu pomoci zesilenych Ramanovych metod. [25]

Karotenoidy obecné maji absorpéni maximum pod 500nm. Tyto pigmenty davaji na
zaklad¢ vibra¢nich piechodii NIR-FT Ramanova spektra intenzivni pasy na 1064nm.
Cerstvé listy japonského &aje obsahuji pouze okolo 0,027% (w/w) karotenoidil, tvoii
silné pasy na 1529cm™, 1161 cm™a 1007cm™. Listy derného &aje, ktery obsahuje pouze
0,008% (w/w) karotenoidi, také ukazaly tyto pasy, ale slabsi intenzity. Intenzita past
karotenoidii okolo 1529 cm™ , pobliz bilkovinného pasma (1444cm™), by mohla byt
praktickym ukazatelem relativniho obsahu karotenoidd v riiznych typech €aji. Piima
detekce (in situ) karotenoidi na zakladé NIR-FT-Ramanova spektra je také
zaznamenana U listového $penatu, kiry mandarinky a u zloutku slepicich a kiepel¢ich

vajicek. [5]

Ramanova mikrospektrometrie byla zamétena na 3 vyznamné potravinové slozky -
B-karoten, kyselinu askorbovou a riboflavin. Méfeno bylo spektrum mezi 115-3500 cm’
! ale k nasledné identifikaci bylo vyuzito pouze oblast mezi 365 a 1800cm™. Zde lze

vyzdvihnout ¢asovou nenaroc¢nost, jelikoz celkové méfeni zabralo pouze 60 s.

Spektrum B-karotenu je charakterizovano dvéma intenzivnimi pasy u 1156 a 1515
cm™ coz mize byt zptisobeno kombinaci vibrace vazby C-C na jedné strané a vazby C-

H na stran& druhé. Spektrum kyseliny askorbové ukazuje Siroky pas v 1653-1667cm™ v
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dasledku vibrace vazby C=0 laktonu. U spektra riboflavinu sledujeme silny pas pii
1226 cm™, jez zpuisobuji aromatické vibrace polycyklickych struktur. Pro ilustraci je zde

pfifazen obrazek 9 s naméfenymi spektry. [26]
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Obr. 9 — Ramanova spektra pro (a) p-karoten, (b) kys. askorbovou, (c) riboflavin, (d)
gluthation [26]

3.2 Vitaminy

Vitaminy jsou nizkomolekularni organické latky, nezbytné pro lidské zdravi a rist
organismu, jeZ maji katalyticky ucinek pfi biochemickych reakcich. Ziskavame je
stravou a ve vyzivovych doplicich. Jejich nedostatek ve vyzivé Casto vede

K nejriznéj$§im nemocem, napf. berri-berri, anémie apod.

Rozdéleni na dvé skupiny je dano jejich rozpustnosti ve vodé a tucich. Hydrofilni
vitaminy (komplex vitamini B, C) télem prochazi pomérné rychle a jsou vylu¢ovany
moc¢i, lipofilni vitaminy (A, D, E, K) jsou v organismu ukladany pro pozd¢&jsi vyuZiti.

[14]

Detekce hydrofilnich vitaminl je dulezitd pravé diky faktu, Ze je organismus
neskladuje. AvsSak doposud nejsou vytvofeny bézné vyuzitelné metody pro jejich
analyzu. Pouze nékolik studii se problematikou stanoveni vitaminti Ramanovou

spektroskopii zabyva, a to vrozsahu stanoveni maximalné péti vitaminl. Spojenim
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v

chromatografickych metod a Ramanovy spektrometrie 1ze ziskat detailnéjsi informace o

latkach.

Detekce hydrofilnich vitamini Ramanovou spektroskopii byla uzita ve snaze ziskat
vhodnou metodu pro identifikaci vitaminovych slozek z riznych vzorkl. Analyzované
slozky byly nasledujici: B; — thiamin, B, — riboflavin, B; — kys. nikotinova, Bs — Kys.
pantotenova (jako vapenata sil), Bg — pyridoxin, By — kys. folova, Bi, —
kyanokobalamin a C — kys. askorbova. Roztoky uvedenych hydrofilnich vitamind byly
pfipraveny v metanolu. Vzorek byl excitovan laserovym paprskem pii 1064nm a pro
kazdé spektrum bylo zpracovano 500 snimku. Identifikace latek byla zaloZzena na
znalosti spekter jednotlivych chemickych slozek kazdého vitaminu. Naptiklad spektra
pro vitamin B byly zaznamenany v ¢istém pevném stavu a také na chromatograficky
kovovy plat. Na zakladé porovnani spekter Ccistych sloucenin a sloucenin po

chromatografické separaci nebyly zaznamenany zadné zasadni rozdily.
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Obr. 10 — Ramanova spektra (a) vitaminu B3 a (b) pyridoxinu v cistém stavu (25°C)

Vyuziti Ramanovy spektroskopie spole¢né s chromatografickou metodou umozni
identifikaci neznamych sloucenin pii doteku nebo prekryvani. Navic se stane uziteCnou
pti kontrole vitamind obsazenych v readlnych vzorcich. Je tedy jen otdzkou ¢asu, kdy pro
analyzu nebude nezbytné vyuzivat standardy vitamint. K identifikaci mohou byt vyuzita

Ramanova spektra Cistych slozek, ulozena ve spektralni knihovné. [27]
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3.3 Etanol

Ramanova spektra nékolika alkoholickych ndpoji byla méfena za stejnych

podminek.

Na obrazku 11 je vzorek vodného roztoku etanolu, méfeny ve sklenéné

nadob& Ramanovou spektrometrii. Poskytl charakteristicky pas v oblasti 880 cm™.
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Obr. 11 - Ramanovo spektrum pro etanol s vrcholem pdsu (880 cm™)

Na obrazku 12 jsou spektra pro bilé vino (9% obj. alk.), slabé jable¢né vino, tzv.

cider (6%

obj. alk.) a skotskou whisky (40% obj. alk.). U vsech tii vzorka je patrny

vrchol v oblasti 880 cm™, charakteristicky pro etanol. Vrcholy nam poskytuji dobrou

srovnatelnost se znamym obsahem alkoholu u napoji. Presnéjsi kvantitativni analyza

téchto napoji by vyzadovala samostatnou kalibraci kazdého typu napoje a ohledy na

rozdily jejich sloZeni.
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Obr. 12 - Ramanova spektra pro bilé vino, slabé jablecné vino a whisky

[12]
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4 RAMANOVA SPEKTROSKOPIE V PRAXI

Ramanovou spektroskopii lze analyzovat pevné latky (krystalické i amorfni
materialy, kovy, polovodice, polymery apod.), kapaliny (Cisté latky, roztoky vodné i
nevodné), plyny, povrchy (napf. sorbenty, elektrody, senzory) ¢i biologické systémy (od
biomolekul az po organismy). Jeji vyuzitelnost je v pfesunu méteni pfimo na pracovisté
¢i do skladovacich prostor, ¢imz odpadd vzorkovani materialti v Cistych prostorech,
nutné pro dalsi Upravy. Jde o metodu bezkontaktni, schopnou podavat vysledky i pies
transparentni a semitransparetni obalové materidly. Dal§imi nespornymi vyhodami
jsou rychly zisk vysledku pfi relativné nizkych nakladech, méfeni smési latek bez
nutnosti jejich separace. Také neustaly vyvoj pfistrojové techniky piedurcuje dalsi
zjednoduseni a pfizpisobeni méfici aparatury pro pouziti v praxi. Pro snadnou
manipulaci jsou jiz v dne$ni dobé komercné vytvoreny knihovny spekter napi. pro
hotlavé latky, vybusSniny, narkotika apod. Jelikoz knihovny obsahuji mnohdy i tisice
takovych spekter je nutné vytvaret specifické knihovny s vlastnimi namétenymi daty. [5,

28]

Ramanova spektroskopie nachazi praktické uplatnéni v mnoha védnich oborech, od
mineralogie a geochemie, pies chemicky, farmaceuticky a potravinaisky prumysl az po
biologii a l€kafstvi. Pro pfiblizeni jsou zde uvedeny vybrané ptiklady v jednotlivych

oborech.

4.1 Farmacie

U léciv je nutno, snad vice neZ v jinych oborech, dbat na ptesnost a kvalitu.
Samoziejm& ruku v ruce s vyrobou léCiv jde i1 jejich padélani, které se v poslednich
letech rozmaha. Aby nedochéazelo k poSkozovani a v extrémnich piipadech 1 k amrti
konec¢ného uzivatele, jiz béhem vyrobniho procesu je moZno kontrolovat polymorfni
formy farmaceutickych sloucenin, aktivni u¢inné latky, rizné pifimési i stabilitu
kone¢ného slozeni. Dulezita je také kontrola obalovych a pomocnych materidlti nebo

odhad tloustky potahovych materiald. [43]

Svétova zdravotnické organizace definuje padélek jako: ,pripravek, jehoz identita a
/nebo piivod jsou umysine a podvodné spatné oznaceny. Padeélky mohou obsahovat

spravnou nebo nespravnou ucinnou ldatku anebo ji neobsahovat viibec, pripadné ji
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neobsahovat deklarované mnozstvi. Padélkem je i originalni pripravek, jehoZ obal je

falesnou napodobeninou.*[29] Déleni padélku 1é¢iv dle WHO do Sesti skupin:

1) Produkty bez aktivnich latek

2) Produkty s nespravnymi latkami

3) Produkty s nespravnym mnozstvim aktivnich latek

4) Produkty se spravnym mnozstvim aktivnich latek ale faleSnym obalem
5) Kopie originalnich produkti

6) Produkty s vysokou urovni necistot a kontaminantt

Ramanova spektroskopie se pro potieby farmaceutického primyslu jevi jako velmi
vhodné. Spliluje vysoké poZzadavky na kvalitu a kontrolu vyrobniho procesu. Méfeni
zakladnich vibraci molekul poskytuje vysokou selektivitu, je vSak méné citlivé pro
polarni vazby a vice pro vazby nepolarni. Rychla kontrola pti relativné nizkych
nakladech je tim vic G¢inna, ze ve vétSiné piipadd neni tieba vzorek piipravovat.
Bezkontaktni méfeni polymorfnich vzork, tekutych i pevnych, nebo méteni piimo pies
transparentni a semitransparentni obalové materidly ptedchazi kontaminaci, ke které by
mohlo dojit neopatrnou manipulaci pfi odbéru a piipravé vzorku. Vhodnd je také v
kombinaci s dalSimi analytickymi technikami vzhledem k tomu, Ze umoZiuje

nedestruktivni analyzu.

V minulosti vyuziti této metody branila pfedevSim vysoka potizovaci technika
rozmérné piistrojové techniky ale i ¢asova naro¢nost v porovnani s mid-IR nebo NIR
spektrometrii. Nejnovéjsi studie vSak predstavily mobilni pfistroje se softwarovym

vybavenim, které umoziuji pfeneseni laboratofe pfimo do mista analyzy.[30]

4.2 Biologie, 1ékarstvi

Pro zkoumani zivych organismli a vSech nélezitosti s nim spojenych, je pro nas
dalezité zachovani ptfirozené formy studovaného objektu. Tu mlizeme zachovat diky
Ramanové spektroskopii, kterd umoziluje podrobnou analyzu i sledovani casovych
zmén bunék, bakterii 1 eukaryot v jejich ptfirozeném prostiedi. Jak buiiky, tak biologické
tkan¢ jsou sloZeny z aminokyselin, proteint, nukleotidd, lipidi, sacharidll aj. a jejich
komplexti. Kazda skupina latek vykazuje vlastni strukturni a konformacéni promeénlivost

promitajici se do jejich spekter. Diky lokalizaci n€kterych vibra¢nich moéda na urcité

40
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chemické skupiny pozorujeme ve spektrech rozdilnych latek fadu podobnych

Ramanovych past.

Dale jsme touto metodou schopni detailniho rozboru nukleotidi a aromasloucenin
jako zasadnich slozek genetické informace. Ramanova spektroskopie prokazala citlivost
pii rozliSovani mezi kancer6znimi, prekancer6znimi a normalnimi tkanémi a diky své
citlivosti na zmény v bunéénych metabolitech a bilkovinnych strukturach je vykonné&jsi
nez konkuren¢ni spektroskopické techniky. Fluorescence, bézné¢ se vyskytujici u
biologickych vzorki,, je eliminovana pouzitim Ramanovych mikroskopt s

ultrafialovymi (UV) a blizkymi infracervenymi (NIR) laserovymi excitacemi.

Ke studiu mikrostruktury biomolekul a zivych bunék (Candida, Trachydiscus
minutus) je nejvhodné&jsi Ramanova mikrospektrometrie. Pro fixaci biologického vzorku
1ze pouzit bézné podlozni i kryci skli¢ka s nizkou autofluoresenci. Podobné zkoumani
biomolekum a zivych bunék v jejich pfirozeném prostiedi je mozné, jelikoz Ramantliv

signal skla i vody je slaby a ob¢ latky se vyznacuji nizkou autofluoresenci. [30,31]

Ramanova spektroskopie a spektroskopie blizké infracervené oblasti byla vyuZzita
ke studiu rakoviny zaludku in vivo. Analyzovala se jak zdrava tkan tak také oblast
zasazena malignimi procesy, a to v oblasti 800-1800 cm™. V této oblasti tkang vykazuji
autofluorescenci zpisobenou kontaminanty. K odstinéni se uziva specialni odfiltrovani
(napf. separace, vInéni, Fourierova transformace apod.) Analyza ,otiski“ bé&Zné
piitomnych latek v Zaludku (elastin, pepsinogen, mucin, glykogen, kolagen, DNA) byla
vyhodnocena dal$imi analytickymi metodami a vznikly diagnostické informace o
malignich procesech. Obrovskym piinosem je rychlost analyzy. Ramanova spektra 1ze
bézné z zaludku ziskat za 0,5 s. Vyhodnocena data Ramanovych spekter ukazala 92, 2%
presnost (citlivost 97,9 a specifita 91,5%) mezi rozeznanim zdravé a napadené tkane.
Studie demonstruje komplementaritu téchto metod a zatfazeni do diagnostickych

postuptl pii diagnostice rakoviny Zaludku. Prozatim je hlavni metodou endoskopie.[32]

4.3 Mikrobiologie

Spojeni Ramanovy spektroskopie a chemometrickych metod poskytuje rychlou
identifikaci mikroorganismt (obrazek 13) bez nutnosti zdlouhavych kultivaénich

postupdi.
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Obr. 13 - Mikro-Ramanova spektra jednotlivych bakterialnich bunék [33]

Rychlé a jednoznaéné identifikace mikroorganismu se stala dilezitym pozadavkem
nejen v klinické analyze, ale také v riznych hygienu monitorujicich systémech, jako
jsou farmaceutické vyroby nebo potravinaiské procesy. Ve vsech aplikacich je nanejvys
zadouci, aby se co nejefektivnéji poskytla vhodna 1écba pacientim nebo se
minimalizovaly vyrobni prostoje. Zakladem je zisk informaci o molekulach ptimo
uvnitt bunky a identifikace fenotypu bakterie. Pfitomnost mikroorganismil v pfirozeném
prostfedi jako je puda, vzduch nebo potraviny jsou v nizkych koncentracich, a proto
jednou z moznosti jak zvysit GspéSnost analyzy je uziti fluorescenénich stitkt. Ty maji

absorp¢ni maxima daleko od Ramanovy excita¢ni vinové délky. [33]

4.4 Obalové materialy

Testovani mateidld v pfimém kontaktu s potravinou nebo potravinaiskymi
tekutinami je v soucasnosti prioritou z divodu bezpecnostniho hodnoceni obalovych
materiald. V urcitych ptipadech, kdy vzorek potencidlné vykazuje nebezpeci pro

Cloveéka, je uziteCné méfeni materiald v obalu. Pro obal i material vznikaji dva stejné
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obrazy, avSak pro detekci materidlu vyuzivame spektrum se siln¢j$im Ramanovym
rozptylem. Rlzna skla (v souvislosti s barvou a vlastnostmi) maji rtiznd spektra a
vSechny vykazuji slaby rozptyl. Diky slabému rozptylu mizeme méfit latky 1 pres silné
zabarvené sklenéné materialy. Obrazek 14 ukazuje spektrum kapalného nikotinu (jedna
se o silny toxin, do téla se dostdva vdechovanim), méfeného v tmavé hnédé uzaviené
sklenéné lahvicce. Vysledkem je spektrum cistého nikotinu bez vyznamného projevu
skla.

Nicotine in brown glass vial
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Obr. 14 — Spektrum zkapalnéného nikotinu méreného v tmave hnédé lahvicce
Co se ty¢e polymernich oballi, vétsina polymert i polyetylen se projevuje spektry.
Ve formé tenkého filmu nebo vrstvy vykazuje pouze minimalni Ramantv rozptyl. Diky
tomu je mozno analyzovat sypké hmoty V polymernich kontejnerech s Zddnym nebo

minimalnim projevem.

M¢éfteni pfimo pies obalové materidly je zejména vhodné pokud je nutna rychla
analyza, vzorky jsou toxické nebo zapachaji, dochazi k degradaci vzorku plsobenim
vngjsich vlivl (vlhkost, zafeni, vzduch apod.), existuje riziko vlivu na zdravi analytika

nebo se jedna o latky nezndmé (dtikazy, stopy). [12]

4.5 Chemicky primysl

V chemickém primyslu je pro nas dulezity zisk informaci o chemickych systémech
a procesech uvniti molekuly. Pomoci Ramanovy spektroskopie je mozno sledovat

zmény pii kontaktu anorganickych (organickych) molekul latek s kovy. Navic tvorbou
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databazi a knihoven pro komer¢ni vyuziti dochazi k celkové ¢asové a finan¢ni tGspofe.
Jiz nyni existuji vefejné a soukromé databdze, obsahujici informace o vibracnich

rezimech, chemickych vazbach a symetrii jednotlivych molekul. [25]

4.6 Gemologie, geologie, mineralogie

V oboru gemologie se uziva Ramanova spektroskopie k rozliSeni diamanotovych a
grafitovych struktur a identifikaci uméle vytvorenych diamanti. Ty v disledku vyroby
za vysoké teploty a tlaku nevykazuji barevny standard, ktery urcuje hodnotu diamantt.
Také je moznost zjistovat ptitomné inkluze, vyplné, vosky a dalsi upravy. Klasifikace

na zaklad¢ téchto informaci ma ptimy vliv na trzni cenu drahokam?i. [34]

Hlavni strukturu diamantu tvoii atomy uhliku. Pfipadnou tvorbou chemickych
vazeb s dalsimi ¢tyfmi atomy vznikaji rizné chemické struktury. Nejcastéji se jedna o
grafit, diamant nebo amorfni uhlik. Diamant vznika ve vrstvach a prave tato skutecnost
umoziuje analyzovat jeho chemické vlastnosti. Umélé diamanty se Casto tvofi na
kifemikovém substratu. Ma vysokou teplotu tani, podobnou krystalickou strukturu i

hodnotu koeficientu teplotni roztaznosti jako diamant.

Vysledkem méteni uhlikovych struktur bylo spektrum na obrazku 15. Je vidét
zavislost intenzity zafeni na Ramanové posunu, coz je zakladni identifika¢ni prostiedek
pro ureni piitomnych vazeb v materidlech. Ostry vrchol v oblasti 1333 cm™ a méné&
vyrazné vrcholy v oblasti 1150 cm™ a 1350 cm™ potvrzuji pritomnost diamantu.
Pomérné rozlozity vrchol (1580 cm'l) detekuje ptitomnost grafitové vazby. Méné
vyrazny vrchol (925 cm™) je pripisovan kifemiku. Vyskyt je logicky z divodu pouziti
kiemikového substratu pii vyrobé. [35]
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Obr. 15 — Ramanovo spektrum diamantové struktury [35]

Geologové a mineralogové pouzivaji Ramanovu spektroskopii spole¢né s dalSimi
analytickymi metodami ke strukturdlni a chemické charakterizaci minerald. Piikladem
pouziti Ramanovy analyzy spole¢né s elementdrni disperzni spektroskopii (EDS) je
identifikace Casti piskovce vytézeného z jezera Loch Torridon ve Skotsku. Bylo mozno
okamzité urcit chemické sloZeni a polymorfni formy zkoumaného vzorku a jednoznacné

identifikovat slozkové faze na makro a mikro Grovni. [34]

4.7 Strojirensky primysl

Diky multifunk¢énosti Ramanovy spektroskopie miizeme zkoumat a analyzovat snad
vSechny druhy materialti, od pevnych latek, kapalin, plynt, ptes krystalické latky, gely,
prihledné i neprithledné vzorky, az po smési. Konkrétnim ptikladem je charakterizace
vyznamnych prvkovych materiald. Uhlik vyskytujici se ve vrstvach grafitu, sazich,
ptirodnich nebo umélych diamantech nebo kiemik se hojné uzivaji v elektronice. Korozi
materialll ve vyrob¢ nebo v pfirod¢ se snaZzime omezit studiem anorganickych materialti
obsahujicich tézké kovy. Dochazi k rozvoji korozné oxidickych a di-sulfidickych vrstev

pro slitiny tézkych kovu. [36]

Konkrétni ptipadova studie popisuje vyuziti Ramanovy spketroskopie pti zkoumani
praskliny v ocelové soucasti jaderného reaktoru. Byla vyslovena domnénka, ze prasklina
byla zptsobena kiehkosti zplisobenou oxidaci pouzitého materidlu a tuto domnénku
potvrdila pravé Ramanova metoda. Poté se uskutecnily podrobné&jsi analyzy a

preventivni opatieni. [34]

45
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4.8 Polovodice a nanotechnologie

Ramanova spektroskopie poskytuje kontrolu kvality pfi vyrobé a pouzivani
polovodi¢i. Na zakladé méfeni dokaze stanovit poskozeni povrchu materialu Ci
neCistoty v silikonovych substratech a uhlikovych vrstvach materiali. Rozvoj
mikroelektroniky v poslednich letech rapidné roste, a proto je nutnd fadna kvalita
kontroly miniaturizace. Zaroven je nutno kontrolovat dostatecné propojeni rtznych
vrstev materiali. Ramanova mikrospektrometrie je schopnd sledovat namahani (tlak,
tah) i dalsi vlivy pasobici na material, napt. teplota povrchu nebo zatizeni. Umozinuje

sledovani polovodict od vyzkumu az po vyrobni proces.

Nize uvedeny Ramaniv obrazek izola¢ni prohlubné v tvaru M zobrazuje mapu
polohy pasu kiemiku 520 em™, ktery je zatizen tlakem a tahem. Tahu odpovida Cervena

barva, tlaku ¢erna.

Obr. 16 — Izolacni prohluber polovodice [34]

V nanotechnologiich je moZznd klasifikace priméru uhlikovych nanotrubek.

Vyhodnocuje se dle frekvence, ktera odpovida danému praméru nanotrubky. [34,37]

49 Uméni

Cilem restauratorti je co nejSetrnéj$i obnova historickych pfedméti a uméleckych
stavalo, Ze nekorektni postupy pfi restaurovani znehodnotili mnozstvi uméleckych dél,
které jsou pro nas nenahraditelné. Ramanovou spektroskopii je mozno zkoumat procesy

degradace i1 pouzité materidly (barvy, pigmenty, laky atd.). Ziskem téchto informaci
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umoziuje restauratorim zvolit vhodny typ opravy cennych uméleckych dél. Vyhody,

uvedené spolecné s dalsimi v kapitole 1.4.1, jsou v této oblasti také zohlednény.

Ramanova analyza je nedestruktivni a pouzitim vlaknovych sond umoziuje provést
analyzu téméf vSech vzdalenych vzorki in-situ. Pomoci metody jiz probéhla analyza
vzacného Turinského platna nebo identifikace drahokamti na vzacném historickém

predmétu z 11. stoleti. [34]

Ramanova spektroskopie je schopna identifikovat pigmenty na malbach, spisech
nebo keramice, ¢imz umoziluje detekovat ptivod dé€l a ovéfovat pravost. Prvni tspéchy
popisuje ¢lanek z roku 2007. Ve spojitosti s analyzou pigmentl v nasténnych malbach a
ikonach na uzemi dneS$ni Makedonie bylo prokdzéno vyuziti barviv jak tradi¢nich
anorganickych, tak také ptitomnost nové&jsich, syntetickych. V souvislosti s glazovanou
keramikou pak védci dospéli k zavéru, Ze pro jeji vyrobu byly vyuzity dvé teploty,

vétsina byla vypalena pfi teploté¢ 700°C, minimum pak pti 800 °C. [38]

Nedestruktivni charakter metody umoznil analyzovat vnéjsi malované omitky
historickych staveb ve mésté Parma (Italie). Tyto budovy jsou charakteristické zlutym
zbarvenim cCasto uzivanym v 18. stoleti. Pfesny barevny charakter ,,giallo* Parma neni
zcela popsan, i kdyz se ptedpoklada, ze hlavni pigment je zluta okrova. Z historického
odkazu je znamo, ze Ennemonde Petitot, slavny francouzsky architekt, ktery zil a
pracoval v Parm¢ z roku 1760, chtél reprodukovat zlatozlutou Versailles na nékterych

budovach v Parmé.

Cilem byla identifikace pigmenti pfitomnych v riznych vrstvach série zlutych
staveb a uréeni datového obdobi pro pozdé&jsi restaurovani a konzervaci staveb. Byly
odebrany vzorky z fasad nékterych staveb v Parmeé a provincii, kterym bylo historicky

uznano ,,giallo” zbarveni. Pro srovnani byla zkoumana také ¢ervena budova z 19. stoleti

wvewr

Pro zluté zbarveni historickych budov v Parmé a okoli byla potvrzena ptitomnost
¢astic uhli¢itanu véapenatého, ktery se vyskytuje v okrové Zluté. V nekterych piipadech
byl pozorovan lehce oranzovy nadech ziskany piidanim Cerveného okru (obsahuje

hematit). V cervenych omitkach se nachazel pouze pigment hematit. [39]
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Obr. 17 - Ramanova spektra a) Zlutého okru (goethite) a b) hematitu (Cerveného

barviva)
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Obr. 18 - Ramanovo spektrum vzorku "Scuola Giordani™: goethite (G), calcite (C) and
rutile (R)

Obr. 19 — Scuola Giordani [39]



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 49

4.10 Kriminalistika, forézni védy

Ramanova analyza umoznuje detekci neznamych nebo nebezpecnych latek, jako jsou
narkotika nebo vybusniny. Vyuziva se zejména pii letiStni kontrole, kde je vysoké ohroZeni
a jak uz bylo zminéno ve vyhoddch Ramanovy spektroskopie, tato metoda je schopna
analyzy 1 pfes neprtihledny obal. Prakticky se uziva pro hledani drog v Satech a taskach.
Stale castéji se pasuji drogy rozpusténé v alkoholu, napt. kokain hydrochlorid rozpustény

v rumu, jehoZz charakteristické vrcholy jsou demonstrovany na obrazku 20.
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Obr. 20 — Ramanova spektra pro kokain rozpustény v rumu (riizné koncentrace)
[42]
U zéavaznych dopravnich nehod se po vizudlnim porovnani casti s autolakem
a mikroskopickém zkoumadni, coZ jsou analyzy spiSe orientacni, jest¢ jednoznacné urcuje

druh natérové hmoty pravé Ramanovou spektroskopii.

U strelného prachu, jehoz zékladem je nitroceluléza nebo nitroglycein, zlstavaji po
vysttelu zbytkové stopy v oblasti zhruba 1 metru. V této oblasti Ize detekovat rezidua
uhlikatych sazi, dusi¢nant a dusitanii nebo slou¢eniny antimonu a bdria. Jelikoz Castice
nedegraduji v Case jsme schopni urcit specifikaci stfelného prachu. Analyza miize probihat
pfimo na “misté ¢inu”. Poskytuje tedy rychlé vysledky a je eliminovano znehodnoceni stop
dalsi manipulaci. Mezi dals$i praktické vyuziti se fadi kontrola pravosti dokumentt, analyza

inkoustu, barev nebo drog.[41]
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ZAVER

V ramci této prace jsem se snazila pro Ctenafe vytvofit uceleny prehled studii,
vyzkumu 1 praktického vyuziti Ramanovy spektroskopie v ramci potravinaiského pramyslu
1 ostatnich védnich disciplin. Zaroveini jsem pro pochopeni metody uvedla historicky zaklad
1 souvisejici terminy jako vibrace molekul, Ramanova spektra ¢i techniky zesileni
Ramanova jevu. Pravé diky svym fyzikdlnim vlastnostem a mnoha vyhodam ji Ize mimo
potraviny vyuzit v biologii, mikrobiologii, kriminalistice a primyslu. Opravdovou
budoucnost pak vidim v mobilnich méficich pfistrojich, které rychle, ptes obalové
materialy a v kterékoli Casti vyrobniho procesu mohou zajistit bezpecnost a kvalitu pro

koncové zakazniky.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A Vinova délka

E Energie

f Frekvence

h Planckova konstanta

k Boltzmanova konstanta
m Hmotnost

p Indukovany dipdl

u Redukovana hmotnost

Y Vlnocet
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