Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

BAKALARSKA PRACE

Vyuziti Ramanovy spektrometrie v analyze biologicky

aktivnich latek

(reSerSni prace)

Vedouci bakalarské prace:

doc. PharmDr. Ludmila Matysova, Ph.D.

Hradec Kralové 2017 Tereza Sudova



Prohlaseni

Prohlasuji, ze tato prace je mym pluvodnim autorskym dilem. Veskera literatura a dalsi
zdroje, z nichz jsem pii zpracovani Cerpala, jsou uvedeny v seznamu pouzité literatury
a v praci fadné citovany. Prace nebyla vyuzita k ziskani jiného nebo stejného titulu.

v Hradci Kréalové Podpis



Podékovani

Zde bych rada podékovala doc. PharmDr. Ludmile Matysové, Ph.D. za odborné rady
a pfipominky, vstficnost, vybornou komunikaci a pomoc pii vypracovani této
bakalaiské prace.



CIL A ZADANI PRACE ...ttt ii
UVOD .ttt ettt ettt et e et e s st e b e esee e st et e enseeneeseenseeneenseenseeneans 7
1. RAMANOVA SPEKTROMETRIE .......ccooiiiiiiiiieeeeeeeee e 8
1.1 Metody vibracné-rotacni SpeKtroSKOPI€.......c.ueevvieeriiieiiieeiee e 8
1.1.1 RS — metoda vibracné-rotacni spektroskopie ..........cceevveevieenieeniieniieiienieenee, 8
1.1.2 Vznik Ramanova a infracerveného spektra.........c.cccvevveecieenieeiiienieeiieeieennen. 8
1.1.3 Infracervena spektroskopie — metoda vibra¢né-rotacni spektroskopie .......... 11
1.2 Instrumentace Ramanovych spektrometrii..........ccceevveviierieniieniecieeeeeie e 14
1.2.1 Disperzni Ramantiv Spektrometr ............ccccveeeiiieeiiieeiieeeeeecee e 14
1.2.2 Ramanitiv spektrometr s Fourierovou transformaci ..........ccccceeveevvvveecveeennenn. 15
1.2.3 Ramanova mikroSpektrometric ..........cccueeriieeiiieeciiie e 16
1.2.4 Rezonancni Ramanova spektrometrie ...........ccvveeeeieeeciieeeciieeiee e 16
1.2.5 Povrchove zesilend Ramanova spektrometrie...........oocveeveeieerveenieenveenneennn 16
1.3 Vyuziti Ramanovy SPeKtrOmMELIi€ .......c.ccceeriieriieniieiieeieeieeeie e see e 17
2. BIOLOGICKY AKTIVNI LATKY ..o 20
2.1 Cesta a plisobeni cizorodych latek a jejich metabolitii v organismu .................... 20
2.2 Biologicky aktivni latky pfijimané potravou .........ccccceeeevieeriieeniieeniieeeiee e 20
2.3 Léciva, pesticidy, bojové chemické latky, jedy a drogy ......cccccoceeveriinieninicnnens 21
3. ANALYZA BIOLOGICKY AKTIVNICH LATEK POMOCI{ RAMANOVY
SPEKTROMETRIE ......c..ootiiiiiiiiiieieeteeesete ettt 23
3.1 Analyza faleSnych 1ékli — antimalarika, Viagra ........ccccoceveriiiniininiinicncncnee 23
3.2 Kontrola kvality SUmivych 181V ......cccooiiiiiiiniiiiiiiiccccccceece 24
3.3 Mapovani tablety ASPITINU.........ceeeriuieeriiieeiieeeiieeerteeeeeeereeerreeeareesaeeesseeenenes 25
3.4 Stanoveni obsahu mIEENENO tUKU......cc.eoiiiiiiiiiie 26
3.5 Stanoveni MethanolU...........oouiiiiiiiiiii e 28
3.6 Identifikace Kokainu v teXtiliich..........oooiiiiiiiiiiie 31
3.7 Identifikace Modafenu pies obal...........cccceeviiiiiiiniiniieieeeeeee e 33
3.8 Identifikace antibiotik pomoci SERS........cccciiiiiiiiieeee e 34
3.9 Identifikace a distribuce slozek hypolipidemik...........ccccoeiieniiiiiiniiiiiiniiee 35
ZAVER ..ottt 40



RS — Ramanova spektrometrie

IR — infracervend (z angl. infrared) oblast

A — vlnova délka

FTIR spektrometr — infraerveny spektrometr s Fourierovou transformaci
CCly — tetrachlormethan

CHCI3 — trichlormethan (chloroform)

CS2 — methandithion

FTRS spektrometr — Ramantv spektrometr s Fourierovou transformaci
2D — dvourozmérny

3D — trojrozmérny

AMK — aminokyselina

LSD — diethylamid kyseliny lysergové

API — aktivni farmaceuticka latka

RIAS — pfenosny Ramantiv spektrometr v pouzdie (z angl. Raman-in-a-suitcase)
ATB — antibiotikum

LP — lipoproteiny

LDL — lipoproteiny s nizkou denzitou (z angl. Low Density Lipoproteins)

HDL — lipoproteiny s vysokou denzitou (z angl. High Density Lipoproteins)



Cilem a zadanim této bakalarské prace je vyhledat a nahromadit data o Ramanové
spektrometrii jako metod¢ pro identifikaci a stanoveni nejriznéjsich latek, ale pfednostné

biologicky aktivnich latek.



Ramanova spektrometrie je metoda molekulové rotacné-vibracni spektroskopie. Je
zaloZzena na interakci fotonii monochromatického zareni s molekulami analytu, ¢imz
vznika rozptyl zafeni po priichodu latkou, ktery méfime a dochézi tak ke zménam rotacné-
vibracnich energetickych stavli molekul. Jednd se o vyménu urcité energie mezi
elektromagnetickym zafenim a molekulami analyzované latky. RS méa rychly prib¢h,
jehoz vysledkem je Ramanovo spektrum, pomoci kterého zjistujeme kvalitativni
1 kvantitativni informace o zkoumané latce. Analyzovana latka miZze byt plivodem

anorganicka i organicka a ve skupenstvi plynném, kapalném nebo pevném.

V praxi se uplatiiuje v nejriznéjSich oblastech, napiiklad pro analyzy v pfirodnich
védach, ve farmaceutickém, kosmetickém ¢i chemickém pramyslu, dale se aplikuje

v geologii, také pro rozbory uméleckych dél a kovovych slitin.

V této praci se zamétuji zejména na vyuziti RS pii analyze biologicky aktivnich

latek ze vzorku pro jejich identifikaci.

Tato metoda se stale vyviji a novymi poznatky se zvysuje jeji citlivost. Casto se
pouzivd v kombinaci s infraervenou spektroskopii ¢i s mikrosondami Ramanova

mikroskopu [1].



Ramanova spektrometrie je analytickd nedestruktivni metoda, kterd se fadi mezi
optické metody. Optické metody obecné vyuzivaji reakce elektromagnetického zareni

s analytem a konkrétné RS je metoda, zalozend na zméné zafeni pfi prichodu vzorkem

[2].
1.1 METODY VIBRACNE-ROTACNI SPEKTROSKOPIE

1.1.1 RS - METODA VIBRACNE-ROTACNI SPEKTROSKOPIE

Podstatou principu Ramanovy spektrometrie je ozafeni vzorku s analytem
monochromatickym zéafenim z laserového zdroje ve viditelné ¢i blizké infracervené
oblasti, na zaklad¢ kterého vznika rozptyl svétla a soucasné zmeény vibracnich a rota¢nich
stavii molekul vzorku. Dochéazi ke zménam volného pohybu molekul v prostoru a také ke
zméné vzéjemné polohy a thli vazeb atomti molekul, ke kterym muze dojit pii rotaci
molekuly kolem jejiho tézisté ¢i pravidelnymi vibracemi atoma v molekule. Vibracemi

se atomy molekul od sebe navzajem oddaluji a ptiblizuji [3].

Na nasledujicim obr. 1 jsou uvedeny moZnosti vibraci oxidu uhlic¢itého a vody:

Vs O—@—O 0
— = o Ys + 0

Obr. 1 Zékladni vibrace CO» (a) a vody (b), ptevzato z [1]

1.1.2 VZNIK RAMANOVA A INFRACERVENEHO SPEKTRA

Rozptyl svétla, ktery ozarenim vzorku vznika, mize byt elasticky (Rayleightiv)

nebo neelasticky (Ramantv). Pfi elastickém rozptylu dojde ke srazce fotonu zatfeni
o frekvenci Up s molekulou analytu. Po srazce foton zméni smér, ale nedochdzi k vymeéné
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energie mezi nimi, takze rozptyl ma stale stejnou vinovou délku (nezménény vinocet) Uo.

Tento rozptyl popsal britsky fyzik Lord John W. Rayleigh, po kterém je pojmenovan [4].

Naopak pfi neelastickém rozptylu dochazi k vyméné energie pii srazce fotonu

s molekulou. Prvni moznosti vymény energie je, Ze foton pieda molekule mensi energii
—tedy rozptylené zafeni bude mit nizsi vinocet nez Uy, a to znamena delsi vinovou délku,

protoze Cast energie byla spotiebovana na zvySeni vibra¢ni energie molekuly. Toto
rozptylené zafeni zobrazuji Cary ve Stokesoveé oblasti spektra. Druhou moznosti je, ze

molekula pfeda fotonu vyssi energii, coz znamend, Ze rozptylené zafeni bude mit vyssi
vlnocet nez Up. Bude mit tedy kratsi vinovou délku, protoze foton pfevezme vibraéni

energii od molekuly. Tento rozptyl zobrazuji cary v Anti-Stokesoveé oblasti.
Anti-Stokesiiv rozptyl je méné pravdépodobny a mad mensi intenzitu nez Stokesv
rozptyl, protoze velmi mélo molekul ma pied excitaci vyssi vibracni energii za normalni
teploty. Energetické prechody a jednotlivé linie vzniku Ramanova spektra zobrazuje

obr. 2 [5].
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Obr. 2 Energetické ptfechody a vznik Ramanova spektra, pievzato z [1]
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Neelasticky rozptyl byl pifedpovézen v roce 1923 rakouskym fyzikem Adolfem
G. S. Smekalem a potvrdil jej v roce 1928 indicky fyzik Sir Chandrasekhara Venkata
Raman pomoci rozptylu slunecniho zaieni na molekulach vody. V roce 1930 Sir Raman
obdrzel za experimentalni objev Ramanova jevu Nobelovu cenu za fyziku. Ramantv

rozptyl je také nazyvén jako Smekaliv-Ramantiv ¢i kombinac¢ni rozptyl [6].

Pro vznik Ramanova jevu je nutné, aby pii vibratnim pohybu doslo ke zméné
polarizovatelnosti. K takovéto zméné¢ dochazi, pokud jsou elektrické naboje
v molekulach schopné posunu (umisténi) v molekule vlivem elektrického pole. Kdyz
schopnost posunu elektrické naboje pii vibracich nemaji, vznikne pouze Rayleighiiv
rozptyl a vibrace se v pasech Ramanova spektra neprojevi. Nasledujici rovnice vyjadiuje

nenulovou zménu polarizovatelnosti pti vibraci pro vznik Ramanova jevu:
S/ 8 #0

ve které plati, Ze Oq je zména polarizovatelnosti a 0,4 vyjadfuje zmé&nu posunu elektrickych

nabojui v molekule. Polarizovatelnost o popisuje schopnost posunu elektronovych drah

a miru rozlozeni nédboje v molekule vlivem elektrického pole [7].

V Ramanové spektru je intenzita pasi uUumé€ma druhé mocniné zmény
polarizovatelnosti (34/8,)>, coz znamend, Ze intenzivnimi pasy se projevuji vibrace
nepolarnich vazeb s centrem symetrie C-C, C=C a C=C, které jsou schopné zménit
polarizovatelnost molekul. VZzdy plati, Ze vibrace aktivni v Ramanovo spektru se
neprojevi ve spektru infracerveném. Pro aktivaci vibracniho pohybu v infraerveném
spektru je nezbytnd zmeéna dipdlového momentu molekuly pfi prechodu do vysSiho
vibra¢niho stavu. Intenzita pasti v IR spektru je imérnd druhé mocnin€é dipdlového
momentu (3,/8,)?, ve kterém &, vyjadiuje zménu dipélmomentu. Intenzivni pésy

infracerveného spektra zobrazuji vibrace molekul s polarnimi funkénimi skupinami O-H,

N-H a C=0.

Obecné lze fici, Ze aktivni vibrace se intenzivné projevi pouze na pasu
infraCerveném nebo pouze na Ramanovo pdsu, ne v obou zéaroveil. Pro molekuly
s vysokou symetrii se stavaji spektra infraCervené a Ramanovo navzajem

komplementarnimi (dopliujici se), a tak mizeme zjistit kompletni informace o vzorku.
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Nasledujici obr. 3 srovnavd IR a Ramanovo spektrum kys. acetylsalicylové
a Sipkami poukazuje na dvé maxima C=0O skupiny (esteru a kyseliny) v infraéerveném
spektru. V Ramanovo spektru vynika pas s nepolarni dvojnou vazbou C=C, odpovidajici
vibracim molekul aromatického kruhu. Intenzita Ramanovych pasii je popisovana jejich

vyskou ¢i plochou. [8].

OH

Assartanes

Obr. 3 Srovnani IR a Ramanova spektra kys. acetylsalicylové (IR spektrum plna ¢éra,
Ramanovo s. teckovang), prevzato z [§]

1.1.3 INFRACERVENA SPEKTROSKOPIE - METODA
VIBRACNE-ROTACNI SPEKTROSKOPIE

Infracervend spektroskopie je zalozena na absorpci infraerveného zafeni pfi
prechodu z nizs§iho vibra¢né-rota¢niho prosttedi do vysSiho a odpovida 0,8 - 1000 um
vlnové délky. Absorpce IR zafeni vede ke zméné vibracniho nebo rota¢niho stavu
molekul analyzované latky. U molekul s polarnimi funkénimi skupinami dojde ke zméné
dip6lového momentu a vibrace molekuly se ve spektru projevi jako intenzivni absorpcni
pés. Vznikaji zde valen¢ni nebo deformacni vibrace. U valen¢nich vibraci se méni délka
vazby mezi atomy symetricky nebo asymetricky. Pfi deformacnich vibracich se méni
vazebny uhel, ale neméni se délka vazby. RozliSujeme tfi typy deformacnich vibraci.

Prvni z nich je vibrace ntizkova, pfi které se meni valencni thel dvou vazeb. Druhym
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typem je kyvava vibrace probihajici kolmo k roviné ucastnicich se atomil a poslednim
typem je vibrace kroutiva, kterd probiha kolem osy pulici uhel mezi tfemi ucastnénymi
atomy. Tyto tii typy probihaji v rovin¢ vzhledem k okoli nebo se z roviny vychyluji

a nazyvaji se mimorovinné [8].

Deformacni vibrace se ve spektru vyskytuji pti niz§ich vinoctech, protoze na zménu
vazebného thlu staci méné energie nez na zménu délek vazeb mezi atomy u valen¢nich
vibraci. Také plati, ze ¢im jsou atomy t€zsi, tim dochdzi k absorpci pfi niz§im vinoctu

a ¢im je vazba mezi atomy pevnéjsi, tim dojde k absorpci pfi vyssich vinoctech. [9].
Infracervené spektrum lze rozdé€lit na tii oblasti:

e blizka infracervena oblast (NIR, podle angl. near infrared): 12500 - 4000 cm™,
odpovidajici A 0,8 - 2,5 um

e stiedni infradervena oblast (MIR, podle angl. middle infrared): 4000 - 400 cm™,
odpovidajici A 2,5 - 25 um

e vzdilena infraervena oblast (FIR, podle angl. far infrared): 400 - 10 cm™,

odpovidajici A 25 - 1000 um.

Infracervené zareni lezi mezi mikrovinnym, které ma rozsah vlnovych délek
1000 pm az 30 cm, a viditelnym zafenim, které dosahuje A 0,4 - 0,8 um. Nejvétsi vyznam
ma stfedni infraCervené zafeni, protoze ma dostatecnou energii na absorpci zafeni, se
kterou zptisobi zménu rotacnich a vibracnich stavli molekul. Mohou vzniknout zmény
stavii molekul kombinované vibrané-rotacni nebo pouze vibraéni ¢i rotacni, avSak

rotacni ptechody lezi hlavné ve vzdalené infracervené oblasti spektra.

Absorpcni pas, ktery vznikl aktivni vibraci molekul v IR spektru, lze popsat

zévislosti intenzity absorpce na vlnoctu absorbovaného zareni [8].

Instrumentalné starsi jsou disperzni pfistroje, které jsou jedno nebo dvou paprskové
a pracuji na zakladé rozkladu infracerveného zafeni monochromatorem. Ze zdroje IR
zafeni vychdzi paprsek, ktery prochdzi mérnou (se vzorkem) a srovnavaci kyvetou
(s rozpoustédlem). Paprsek prochazi celou a odrdzi se od rotujiciho zrcadla na vstupni
Stérbinu monochromdtoru, kde se zafeni spektralné¢ rozlozi. Pfes vystupni Stérbinu
rozlozené zéateni dopadé na detektor, ktery zareni pfeméni na elektricky signal. Detektor
je spojen s vyhodnocujicim zatfizenim a ten signal upravi do podoby spektra. Priméarni

zéafeni vychazi z nichromového zdroje nebo Nernstovy tyCinky. Jako monochromator se
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pouziva hranol, miizka, kombinace riznych materidlti hranolii nebo kombinace hranolu

a miizky. Detektory jsou zalozeny na tepelnych nebo elektrickych tc¢incich.

V soucasnosti jsou disperzni ptistroje nahrazovany infracervenymi spektrometry
s Fourierovou transformaci (FTIR spektrometry), které maji misto monochromatoru
Michelsonoviv interferometr. Tyto spektrometry pracuji na principu interference
paprski, kterou se zareni z polychromatického zdroje zesiluje nebo zeslabuje. Podle
vzdalenosti pohyblivého zrcadla od délice paprski se zméni vinova délka zesileného

zareni.

Ze zdroje zateni vychazi paprsek, ktery se rozd€luje v dé€li¢i na dva svazky. Prvni
cast paprsku se od délice odrazi na pevné zrcadlo. Druha c¢ast paprsku prochézi
polopropustnym déli¢em na zrcadlo pohyblivé. Obé¢ ¢asti paprsku se od zrcadel odrazi
zpét na delic, kde dojde ke splynuti (interferenci) paprski a k zesileni zafeni. Poté paprsek
projde skrz kyvetu k detektoru. Signdl z detektoru ve formé interferogramu (zavislost
odezvy detektoru na cCase) pocita¢ upravi s pouzitim Fourierovy transformace na
infracervené spektrum. Zdrojem zateni je zde elektricky rozzhavend ty¢inka z karbidu

kiemiku (globar). Konstrukci FTIR spektrometru zobrazuje obr. 4 [2].

pevng zrcadlo

] Y pohybiive
::_ ——t  zrcadlo
PR

13
&

Zarent.

polopropustny
deli¢ paprskd

z
% : Y !

delekiar |

Obr. 4 Spektrometr FTIR, pfevzato z [2]

Oproti disperznimu spektrometru méa FTIR spektrometr vySsi rozliSeni, rychleji

zaznamenava spektrum a nepotiebuje disperzni optiku.

Infracervend spektroskopie méfi latky vSech skupenstvi, plivodem anorganické
1 organické latky, v uplné cistoté, v roztoku nebo ve smési. DlleZita je ovSem uprava

vzorku. Na analyzu se musi pouZzivat bezvodé rozpoustédlo propustné pro IR zafeni, ve
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kterém se vzorek dobie rozpusti, ale nebude s nim reagovat. Dilezity je také vyber kyvet
a okének cel, které musi byt z propustného materidlu pro IR zareni. IR spektroskopii
muzeme pouzit pro kvalitativni 1 kvantitativni analyzu. Pfi kvalitativni analyze
identifikujeme slouceninu, uré¢ime Cistotu latky a jeji strukturu pomoci porovnani spektra
s knihovnou infracervenych spekter. Pfi porovnani musi souhlasit vinocet, maxima,
polohy a tvary absorp¢nich past. Ve spektru se nachdzi nejméné jeden charakteristicky
intenzivni pas, pomoci kterého ur¢ime identitu analytu. Kvantitu ur¢ime s pouzitim
Lambert-Beerova zakona (zavislost absorbance na koncentraci) a s aplikaci vné¢jsiho

a vnitiniho standardu [8].

1.2 INSTRUMENTACE RAMANOVYCH SPEKTROMETRU

1.2.1 DISPERZNI RAMANUV SPEKTROMETR

Disperzni Ramanovy spektrometry se skladaji ze zdroje zateni, kyvety, n¢kolika
zrcadel, jednim nebo vice monochromdtorii a detektoru. Zafeni z laseru se odrazi
v zrcadle a prochdzi kyvetou se vzorkem. Kolem kyvety jsou zrcadla, na ktera zareni
dopada a odrazi se do vstupni §t€rbiny monochromatoru, kde se svétlo rozlozi a vystupni
Stérbinou dopadé na detektor. Detektorem je fotondsobic, pomoci které¢ho se rozlozené
zafeni zesiluje, registruje a prevadi na elektricky signal. Data se zpracovavaji ve

vestavéném pocitaci.

Zdrojem monochromatického zafeni se nejCastéji pouziva plynovy laser
(helium-neonovy A 633 nm, argonovy A 488 a 458 nm nebo kryptonovy A 531 a 647 nm),
ktery zajisti intenzivni zareni, protoZe Ramantlv rozptyl je velmi slaby. Plynové lasery
vyzafuji viditelné a blizké infracervené zafeni inhibujici vznik nechténé fluorescence. Jeji
vznik znemoziuje pozorovat Ramanova spektra. Ve spektrometrech se pouzivaji kyvety
sklenéné nebo kiemenné. Soubor zrcadel zachycuje a odrazi zatfeni na kyvetu, dale do
monochromatoru (difrakéni mtizky) a na detektor. Dals§i detektorem pouzivanym u
disperznich pftistrojii je vicekandlovy citlivy detektor CCD (z angl. Carge Coupled
Devided), ktery pracuje za laboratorni teploty. Analyzovat lze jakékoliv skupenstvi latky
arozpoustédlem vzorku mulzZe byt napiiklad voda, CCls, CHCI3 nebo CS». Disperzni

Ramantv spektrometr na obr. 5 [1; 2; §].
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VZORKEM ™

Obr. 5 Blokové schéma Ramanova spektrometru, prevzato z [1]

1.2.2 RAMANUV SPEKTROMETR S FOURIEROVOU TRANSFORMACT

Ramantiv spektrometr s Fourierovou transformaci (obr. 6) je velmi podobny FTIR

spektrometrim.

Pouzivanym zdrojem zéafeni je neodymovy YAG (ytrium-aluminium-granat)
pevnolatkovy laser (A 1064 nm), ktery vyzatuje zareni v blizké infracervené oblasti s nizsi
energii, nez ma zareni viditelné. Zareni prochazi skrz optiku a kyvetu se vzorkem do
interferometru a dale do detektoru. Obvykle se vyuzivaji velmi citlivé germaniové
detektory, které se chladi kapalnym dusikem, nebo detektory ze slouceniny InGaAs
(indium-gallium-arsenid) detekujici vzorek za laboratorni teploty. Tento detektor vynika
nizkym Sumem (odchylkou vysky absorpéniho pasu) a vysokou rychlosti odezvy. Signal
z detektoru (interferogram) je upraven v pocitaci s pomoci Fourierovy transformace na
Ramanovo spektrum. Jeho vyhodou oproti disperznimu pfistroji je, Ze zde pouZzity laser
snizuje fluorescenci, kterd by mohla ptekryt a znehodnotit Ramantiv rozptyl a je presnéjsi

diky pfitomnému interferometru s Fourierovou transformaci. [8; 10].
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Obr. 6 Ramaniiv spektrometr s Fourierovou transformaci, pievzato z [10]
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1.2.3 RAMANOVA MIKROSPEKTROMETRIE

Jedna se o spojeni Ramanova spektrometru s mikrosondou a s optickymi
kiemennymi vldkny (obr. 7). Vzdalenost vzorku na podlozce od optické sondy musi byt
takova, aby se rozptylené zafeni odrazelo skrz optiku na vstupni Stérbinu disperzniho
spektrometru nebo vstupu interferometru FTRS spektrometru. Spojeni spektrometru
s mikroskopem dokéze zméfit velmi malé Castice (pro analyzy stopového mnoZzstvi ve
vzorku), zmapovat povrch a vyhodnotit jednotlivé slozky. Velkou vyhodou je hloubkové
profilovani vzorku, kde mikroskop zaostti jednotlivé vrstvy vzorku a vysledkem je 2D
a 3D spektrum. Podle druhu matrice volime lasery méné ¢i vice vykonné, aby se predeslo

vzniku nezadouci fluorescence, piehfati a tepelné degradaci vzorku [1; 8; 10].
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Obr. 7 Sonda s optickym vlaknem, ptevzato z [10]

1.2.4 REZONANCNI RAMANOVA SPEKTROMETRIE

Rezonan¢ni Ramanova spektrometrie je technika se zvySenou citlivosti. Vyuziva
laditelného barvivového laseru s vinovou délkou, pfi které se svétlo absorbuje, nasledné
vznika fluorescence a také dochéazi k pohybu naboje v molekule, coz zplisobuje zvysenou
intenzitu Ramanova rozptylu 100 — 1000krat. Ze zdroje vychazi zateni v podobé& kratkych
pulst (1072 s), které umoZziiuji srovnat signal béhem pulsu se signalem po jeho skondeni

(107 s), kdy se jesté ukazuje fluorescence, ale neprojevuje se Ramantiv rozptyl [1; 8].

1.2.5 POVRCHOVE ZESILENA RAMANOVA SPEKTROMETRIE

Technika SERS (z angl. Surface-Enhanced Raman Scattering) vyuziva zdrsnélého
povrchu, ktery je pokryt nanocasticemi zlata, stiibra, ale také médi nebo platiny. Na
kovovy povrch se vazi molekuly vzorku, ptes které prochdzi laserové zafeni a piisobenim

chemického a elektromagnetického mechanismu vznika zesileny Ramantv rozptyl vice

16



nez 10* (obr. 8). Povrchové nanodastice zpiisobuji snizeni vzniklé a nezadouci
fluorescence. Predpokladd se, ze zesileni vznikd pfenosem naboje mezi molekulou
apovrchem a také kvili zaktiveni povrchu se silnym elektrickym polem v blizkosti
nanocastic kovi. Pti spojeni technik Rezonan¢ni RS a Povrchem zesilené RS (SE(R)RS —
Rezonanéni povrchem zesilena RS) Ize méfit i velmi mald mnozstvi a koncentrace vzorku
az po jednotlivé molekuly. SERS detekce je velmi rychld, citlivd a vyuziva se i

v mobilnich pienosnych spektrometrech [5; 6].
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Obr. 8 Srovnani Ramanova a SERS spektra Cirpofloxacinu, pievzato z [5]

1.3 VYUZITI RAMANOVY SPEKTROMETRIE

RS poskytuje strukturni informace o analyzovanych organickych i anorganickych
latkach ve vSech skupenstvich. Spektrometry 1ze vyuzit pro kvalitativni 1 kvantitativni

analyzy.

Ve farmaceutickém priimyslu RS slouzi ke zjiSténi slozeni, €istoty praskovych 1éciv
a koncentrace aktivnich latek ve vzorku. Mikrospektrometr zmapuje cely povrch tablety
¢1 ampule a detekuje je do hloubky, coZz umoznuje vyhodnotit zastoupeni jednotlivych
slozek vzorku. Lze takto i urcit zda jde piivodem o origindlni nebo padélana farmaka
a kontrolovat kvalitu vstupnich latek 1 hotovych 1é¢iv. V kontrole kvality a uréeni ptivodu
se metoda vyuziva také v kosmetickém a potravinaiském pramyslu a to naptiklad

u potravin, jako jsou piirodni barviva, maso, ovoce, zelenina kakao nebo med.

V medicinskych, biologickych a klinickych aplikacich in vivo, in vitro se RS
pouziva pii analyzach DNA/RNA, proteinl a peptidil, jednotlivych bunék, struktur kosti

a urcovani jejich kvality. Dale se za pomoci spektrometru sleduji interakce 1¢Civ a jeda
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s bunikkami, napiiklad pfi testovani antibiotik. Lze snimi také porovndvat zdravé
a karcinogenni tkané¢, analyzovat pigmentova znaménka na pokozce pro v€asny zachyt
mozného melanomu, monitorovat pusobeni cizorodych latek na kGzi a detekovat
patogenni mikroorganismy. Pii studiich peptidil 1ze sledovat symetrické S-S vibrace

disulfidickych mastka.

V geologii dobfe identifikuje horniny, mineraly, drahokamy, mimozemska t¢lesa
a vyuziti nachazi také v archeologii. Dale detekuje rizné kontaminanty zivotniho
prostiedi ve vzduchu, vod¢ i zemin€. Analyzuje rizné polymery, anorganické 1 organické
pigmenty, pojiva, pryskyftice, barvy, laky, ropné produkty, supramolekularni systémy ve
vyvoji novych materiald a dal$i. Vyznamnou funkci maji mobilni spektrometry nebo
mikrospektrometry u zachrannych a ozbrojenych slozek v terénu a ve forenznich védach.
Pfi zasahu hasicli u pozaru nebo pfi likvidaci chemické havarie pomoci spektrometru
detekuji neznamé latky, aby predesli kontaminaci, piehfati nebo vybuchu latek. Policisté
mohou vyuzit spektrometr pro analyzu drog Cistych i ve smési (obr. 9), vybusnin,
paSovanych nebezpec¢nych latek, alkoholu na obsah metanolu a to i ptes sklo ¢i obalovy

material.

(b)

(c)

1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Raman shift cm-1

Obr. 9 FTRS spektrum dcistych alkaloidii: (a) heroinu, (b) morfinu a (¢) kodeinu;
50 skenti; rozligeni 6cm™'; pouzity laser o vykonu 200mW, pievzato z [7]
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Metoda dokaze spolehlivé ovéfit totoznost a pivod predmétit kulturniho dédictvi,
knih, fresek, soch, obrazii, keramiky a dalSich umeéleckych predméti. Dalsi vyuziti ma v
analyzach anorganickych latek, jako jsou povrchy s korozi, kiemikové polovodice,
diamanty, povrchy pevnych diskl, uhlikové materidly, tézké kovy a slitiny. Pomaha tak
ur¢it jejich Cistotu, kvalitu nebo ptfipadnou skrytou vadu, naptiklad u polovodict

vyuzivajicich se v elektronice [6; 8].

19



Biologicky aktivni latky jsou exogenni latky, které i v malém mnozstvi pozitivné
nebo negativné ovlivituji biochemické reakce a zivotni funkce organismu. Mohou to byt
aminokyseliny a jejich derivaty, enzymy, sacharidy, lipidy, antioxidanty, vitaminy,
probiotika, mineralni a stopové prvky. Tyto pfirodni latky jsou rostlinného ¢i Zivo¢isného
puvodu nebo vyrabéné biotechnologicky a pfidavané do potravin. Déle jsou to chemicka

1é¢iva a jejich metabolity, pesticidy, chemické bojové latky, jedy a drogy [11; 12].

2.1 CESTA A PUSOBENI CIZORODYCH LATEK A JEJICH
METABOLITU V ORGANISMU

Cizoroda latka (xenobiotikum) se mize do organismu dostat nékolika misty vstupu
(peroralni, zilni, injekéni do svalu nebo podkozi a rektalni podani). Pii podani tsty
a Castecné rektdlné¢ xenobiotikum podléha presystémové eliminaci a dostava se do
enterohepatalniho systému, kde se latka ¢aste¢né metabolizuje (inaktivuje se, stava se

mén¢ toxickou) a aZ poté vstupuje do systémové cirkulace [13].

Nasleduje nékolik krokti pohybu latky v organismu, které popisuji
farmakokinetické déje — absorpci, distribuci, metabolismus a exkreci. Nejdiive se
xenobiotikum rozpusti, absorbuje z mista poddni do krve a distribuuje se krevnim
fecistém do tkdni a organt. V misté UCinku se latka navdze na receptory (proteint,
enzymi a dal$i) a vyvold svym pusobenim zménu biochemickych reakei. Dal$i fazi je
metabolismus latky, ktery pfetvari latku na metabolit biotransformacnimi enzymy. Poté
dochazi ke konjugaci exogenniho metabolitu s endogenni latkou a vznikne konjugat,

ktery je hydrofilnéjsi, polarngjsi a organismus jej snadno vylouci [14; 15].
2.2 BIOLOGICKY AKTIVNI LATKY PRIJIMANE POTRAVOU

Z potravy jsou pfijimadny aminokyseliny, které si organismus neumi sam
syntetizovat. AMK tvoii peptidy a proteiny, enzymy biochemickych reakci, hormony
a neurotransmitery, obranné imunoglobuliny a spoustu dalSich nezbytnych metabolita

a produktt [16, 17].
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Lipidy slouzi hlavné jako stavebni prvky bunéfnych membran, jsou soucasti
vitamintt A, D, E, K a mohou byt zdrojem energie pfi nedostatku glukézy ze zasob

uloZzenych v tukové tkani [16].

Vitaminy lze rozdé¢lit na dvé skupiny podle rozpustnosti. Ve vod¢€ jsou rozpustné
vitaminy skupiny B a vitamin C a v tucich rozpustné jsou vitaminy A, D, E a K. Tyto
latky jsou nutné pro fyziologické funkce organismu. Dale plni funkci koenzymi

biochemickych reakci a maji antioxidacni ucinky [18].

Sacharidy jsou hlavnim zdrojem energie pro celé télo, ale vyhradné pro mozek
a ¢ervené krvinky. Jsou soucasti bunéénych membran, jako glykogen se ukladaji v jatrech
ave svalech. S kolagenem a elastinem tvoii zakladni hmotu cévnich stén a pojivych tkani

[16].

2.3 LECIVA, PESTICIDY, BOJOVE CHEMICKE LATKY, JEDY
A DROGY

Lécivé latky se podavaji za ucelem prevence, urceni a 1é¢by choroby, zmirnéni
obtiZi nebo k nasledné regeneraci a podpote fyziologickych funkci organismu. Lze je
délit na chemoterapeutika a latky, které ovliviiuyji a upravuji chod organismu.
Chemoterapeutika nici parazity, jako jsou bakterie, prvoci, kvasinky, plisné, viry a Cervi.
Do této skupiny patii 1 1éCiva proti rakoviné. Do druhé skupiny lé¢iv patii latky, které
pozménuji nespravné nebo vadné funkce organismu. Tato 1é¢iva ovliviiuji vegetativni ¢i

centrdlni nervovy systém nebo také funkce jednotlivych orgdnovych soustav.

Pesticidy jsou uméla hnojiva slouzici na ochranu rostlin pfed ZivocisSnymi skiidci
(hmyzem nebo hlodavci), plisnémi a pleveli. AvSak jejim pouzitim mize dojit k zamoteni
pfirodni oblasti, kontaminaci péstovanych plodin a nasledné k ohroZeni zivych

organismu.

Jedovaté latky ohroZuji Zivy organismus pii nizkych koncentracich ¢i davkach, pii
smrt. MliZze se jednat napiiklad o otravu tézkymi kovy (rtut’, kadmium), rozpoustédly
(methanol, ethanol) nebo toxiny zivocisSného, rostlinného (ricin) ¢i mikrobialniho

(botulotoxin) ptivodu.
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Za drogu lze povazovat latku s narkotickym uc¢inkem. Nejvyznamnéj$imi druhy
jsou kanabisového (hasis, marihuana), opiatového (morfin, heroin), stimula¢niho (kokain,
pervitin, extaze) a halucinogenniho (LSD, meskalin) typu. PGvodni léky morfin
a amfetamin jsou zneuzivany jako drogy. Z amfetaminu se dale vyrabi metamfetamin

(pervitin) [19].
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3.1 ANALYZA FALESNYCH LEKU — ANTIMALARIKA, VIAGRA

Obecn¢ lze 1¢k popsat jako produkt vyrobeny z 1é¢iv a farmaceutickych pomocnych
materidlt specifickym technologickym postupem a to s cilem, aby se biologicky tc¢inek
1é¢iva mohl podat zivému organismu. Vyrobce origindlnich 1é¢iv dodrzuje predpisy GMP
(Good Manufacture Practice), diky kterym poskytuje zaru¢ené informace o slozeni,
ucincich a procesu zabezpeceni kvality 1€ku. Tyto informace pii vyrobé falesnych 1ékt
nejsou znamy. Falzifikdty mohou obsahovat vysoké nebo naopak nizké hodnoty 1é¢ivé
latky nebo rizné nebezpecné piimési, diky kterym je 1€k ve vétSim mnozstvi nebo
zleviiuje vyrobni proces. Velmi Casto se jedna o 1éky upravujici hladiny cholesterolu, na
hubnuti, na spani, na snizeni krevniho tlaku, na zvySeni erekce, dale na 1écbu AIDS,
tuberkulozy, malarie a rizné potravinové dopliikky. Pro rozpoznani origindlniho 1éku od
faleSného se pouzivaji chemické analyzy, kterymi lze bezpecné rozeznat chemické

sloZeni léku, koncentrace jednotlivych sloZek 1 pfitomnost moZznych necistot.

V rozvojovych zemi jsou padélany hlavné Iéky na 1écbu malarie, AIDS
a tuberkul6zy. Antimalarika jsou derivaty artemisinu (ARTs skupina). Do této skupiny
1€kii patii arteter, artemeter (AM), artesunat (AS) a dihydroartemisin (DHA). Metodou
RS je moZné velmi rychle identifikovat jednotlivé 1é¢ivé 1 nezddouci slozky, jejich
koncentrace a potvrdit tak pravost 1ékti. Nechténymi slozkami antimalarik jsou naptiklad

erytromycin nebo paracetamol.

Dal8im ptikladem padé¢laného 1éku je Viagra s uc¢innou latkou sildenafil (obr. 10).
Vétsinou jsou origindlni 1 padélané tablety 1€ku vizudlné stejné. Jind je ovSem chemicka
analyza padé€lku, kterd vytvoii odlisSné spektrum. RS méfi nejen povrch tablety, ale
1jednotlivé vrstvy do 3 - 7 mm od dopadu zafeni na jeji povrch. Ziskand spektra jsou

porovnavana s identifika¢ni databazi od vyrobce [20].
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Obr. 10 Ramanovo spektrum sildenafilu (a) a originalni tablety Viagry (b);
(700 - 1800cm’!, Aexc = 785 nm), pfevzato z [20]

3.2 KONTROLA KVALITY SUMIVYCH LECIV

Sumiva 1é¢iva, ktera se pouZivaji zejména pii nachlazeni, obsahuji aktivni
farmaceutické latky (API) anejCastéji smési latek pomocnych. Je pouZit prenosny
Ramaniiv spektrometr s technikou ORS (Orbital-Raster-Scan), ktery je vybaven skenem
pro méteni vétsi plochy vzorku oproti disperznim Ramanovym spektrometriim, které
vyuzivaji pevné mifeny laser na jeden bod povrchu vzorku, a proto je nutné naméfit

15 spekter pro dostate¢né reprezentativni analyzu.

Kontrolni analyza pomoci mobilniho Ramanova spektrometru s technikou ORS
(obr. 11) se zabyva identifikaci a kvantifikaci latek pfitomnych v tableté¢ a hlavné
koncentraci aktivnich latek, které musi byt v pfesném poméru. Sumivé tablety neprochazi
pfed méfenim Zadnou upravou vzorku, ale 1ze je zméfit 1 rozpusténé v roztoku. Ramantv
spektrometr s technikou ORS naskenuje plochu povrchu o velikosti 3 mm velmi rychle,

nedestruktivné, spolehlive a bez jakéhokoliv snizeni spektralniho rozliseni.

Vysledkem analyzy je jedno spektrum, které podavé informace o jednotlivych
slozkach a jejich koncentracich stejné€ jako 15 spekter pii méfeni RS bez techniky ORS
[21].
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Obr. 11 Mobilni Ramaniiv spektrometr Metrohm Mira, ptevzato z [21]

3.3 MAPOVANI TABLETY ASPIRINU

Mapovani farmak probihd za pomoci Ramanova pfiistroje ve spojeni se svételnym
mikroskopem. Nespornou vyhodou Ramanovy mikrospektrometrie je, Zze dokaze
analyzovat velmi malé Castice ve velmi malém mnozstvi materidlu, jako jsou naptiklad
jednotliva zrna nebo krystaly, a mapovat jejich rozmisténi ve vzorku, na kterém miize
zaleZet rozpustnost a U¢innost 1éku. Prostorové rozliSeni slozek v Ramanové spektru je
mnohem kvalitné€jsi nez ve spektru infraCerveném. Rozmér zmapované zony miiZze sahat

od celé tablety az po malou plochu nékolika zrn ¢i krystala.

Zmapovana tableta aspirinu obsahuje tfi aktivni latky — kyselinu acetylsalicylovou,
paracetamol, kofein a dale jednu latku pomocnou — celulézu (obr. 12). Tyto CEtyfi latky
jsou viditelné na tfech vytvorenych mapéach, ale ne vSechny latky soucasné. Prvni mapa
celé tablety obsahuje 50 901 zobrazovacich bodii plochy 7 x 18 mm? a jsou na ni vidét ti
aktivni latky. Dal$i mapa s vétsim rozliSenim zobrazuje i ¢tvrtou slozku — celulozu, kterou

obsahuje cela tableta, ale jen v malych rozmisténych oblastech.

Posledni mapa obsahuje 90 601 zobrazovacich bodl alze na ni pozorovat tvar

a velikost jednotlivych zrn celulozy a samoziejmé také spektra vSech ctyt latek.

vvvvvv

nékolika dniim nebo tydniim. Vysledna spektra jsou porovnéna s knihovnou Ramanovych

spekter [22].
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Obr. 12 Ramanova spektra jednotlivych slozek tablety Aspirinu: celuldza (a), kyselina
acetylsalicylova (b), paracetamol (c) a kofein (d), prevzato z [22]

3.4 STANOVENI OBSAHU MLECNEHO TUKU

Mléko je svym sloZzenim velice dilezity zdroj Zivin a zabezpecCuje pfisun
nezbytnych nutri¢nich latek pro zdravy vyvoj novorozence. Matetské mléko obsahuje
cenné¢ mineralni latky, nenasycené mastné kyseliny pro vystavbu bunéénych membran
a protilatek na posileni imunity. V dospélosti je nejvice konzumovano mléko kravské
$3,5 — 5% tuku a mlécné vyrobky znéj vyrobené. Skladd se z mastnych kyselin,
triacylglycerolt, karotenoida (hlavné beta-karotenu), vitamini A, D, E, K rozpustnych
v tucich a aromatickych sloucenin, které ptispivaji k viini a chuti mléka. Kvalita mléka

se urcuje podle obsahu bilkovin, tuku a sacharidu.

Obsah mlé¢ného tuku 1ze méfit gravimetrickym stanovenim podle Rose — Gottlieba,
acidobutyrometrickym stanovenim podle Gerbera, turbidimetrickou metodou,
infracervenou spektroskopii a Ramanovou spektrometrii. Za referenéni metodu se
povazuje gravimetrické stanoveni podle Rdse — Gottlieba a dopliujici metodu je
acidobutyrometrick¢ stanoveni podle Gerbera. Ramanova spektrometrie neni ke
stanoveni obsahu mlé¢ného tuku standardné vyuzivana, ale ve vodném prostiedi vykazuje

slaby rozptyl, proto RS 1ze pro stanoveni pouZzit.

Ramaniv rozptyl odpovida ,otiskiim prstd” vibraci urcitych molekul, a tak lze

ziskat spektra past, kterd odpovidaji identifikaCnim pastm tuki, bilkovin a sacharidi.
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Obaly tukovych kulicek jsou tvoteny lipidy a bilkovinami, takze se mize stat, Ze se
bilkovinné a lipidové pasy mohou piekryvat. Charakteristické pasy odpovidajici
bilkovindm, které jsou tvofené¢ amidovymi skupinami, Ize rozeznat podle chemickych

vazeb a typické pasy lipidl vznikajici za ptitomnosti uhlovodikovych fetézcu.

Pti stanoveni mlé¢ného tuku jsou viditelné vyrazné piky. Naptiklad pik o vlnoctu
1650 cm™ odpovidajici kyseling olejové, ktera tvoii 29% mlééného tuku. Dale pik
s vlnoétem 1440 cm™!, ktery lze pfifadit kyseling stearové, palmitové &i olejové a také pik

u vrcholu 1747 ecm™! uréujici esterovou vazbu, ktera je soucasti triacylglycerold.

Mléény tuk je stanoven v odtuénéném (0,5% tuku), polotucném (1,5%)
a plnotu¢ném (3,5%) mléku. Ptipravuje se fada péti vzorka s rostoucim obsahem tuku o
0,5% po smichani vSech druhi mlék. Referenéni metodou lze zjistit, ze obsah tuku
v prvnim vzorku misto 0,5% je pouze 0,1% a ve druhém vzorku misto 1% je skutecny

obsah 0,8%. Ostatni koncentrace jsou stejné.

Pro stanoveni mlécného tuku metodou RS je pouzit Ramandv spektrometr
Renishaw in Via Basis s mikroskopem Leica a s pfipojenym pocitacem se softwarem
WIRE 3.0. Vzorky jsou umistovany na hlinikovou desti¢ku a vkladany pod objektiv
mikroskopu. Nejdiive je nutné najit optimalni podminky pro méfeni (vybér a vykon
laseru, Cas expozice, zvétSeni objektivu a pocet akumulace), aby mohla vzniknout dobie
Citelna spektra (pomér signdlu a Sumu, bez ptekryti fluorescence). Méteni probiha
s diodovym laserem o plném vykonu, ktery méii v blizké infracervené oblasti 785 nm,

s 50x nasobnym zvétSenim objektivu a ve spektralnim rozsahu 300 — 1800 cm’!.

Vsechny vzorky jsou méfeny bez Uprav v tekuté form¢. U vzniklych spekter ale
neni mozné piky odecist, protoZe spektra jsou necitelna, pti méteni vznikala fluorescence
a to vedlo ke vzniku vyrazného Sumu. Vzorek s 0,1% tuku je dale méfen jako vysuSena
kapka (obr. 13). SuSeni vzorkl probihd pfi laboratorni teploté do druhého dne. Vysledné
spektrum je zfetelné vymezeno a pak je mozné piky odecist. Proto jsou dale vzorky
méfeny ve vysuSené forme¢. Podminky pfi méfeni vSech vzorkli se neméni. Vyrazny Sum
u meéteni tekutych vzorkid byl nejspiSe zplisoben pifitomnou vodou ve vzorcich, avSak

voda by vznik spektra nemé¢la takto ovliviiovat diky svému slabému Ramanovu rozptylu.
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Obr. 13 Spektrum mléka s koncentraci mlééného tuku 3,5%, ptevzato z [23]

Po odecteni dominantnich pika identifikujicich mléény tuk jsou vyhodnocena
vysledna spektra pomoci normovani. Intenzita bodd ve spektru je vztazena na
fenylalaninovy pik s vinoétem 1006 cm™ a tim je ziskana relativni intenzita, ktera je poté
zaznamenana do grafu v zdvislosti na namétené tucnosti pomoci referencni metody.

Vznikne pfimka linearni regrese rovnice piimky a korela¢ni koeficienty.

Kontrola obsahu mlé¢ného tuku v mléce nebo v mlécnych vyrobcich pomoci RS je
mozna jen v ptipad¢€, pokud mléko pochazi jen z jednoho zdroje a obsah bilkovin se méni
jen minimaln€. Stanoveni mlé¢ného tuku Ramanovou spektrometrii je rychlé a bez
nutnosti slozité ptipravy vzorku. Avsak pro méfeni s RS je nutné zachovat i referencni

metodu pro kalibraci a ptipadné ovéieni vysledka analyzy [23].

3.5 STANOVENI METHANOLU

Methanol je bezbarvy, t€kavy a siln€ jedovaty jednosytny alkohol, ktery lze misit
s vodou a ethanolem. Pouziva se v chemickém pramyslu jako rozpoustédlo, ptidava se

do nemrznoucich smési, organickych latek a pohonnych hmot. Jeho toxické metabolity
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formaldehyd a kyselina mravenc¢i utlumuji centralni nervovou soustavu, poSkozuji sitnici

a mohou tak zptsobit trvalou slepotu.

Pfed méfenim kalibra¢ni fady vzorkii jsou méfeny cisté alkoholy — methanol
a ethanol. Spektrum c¢istého methanolu vykazuje Sest vinoctd dominantnich piki a také

spektrum cCistého ethanolu vykazuje osm vinoctl charakteristickych pikd.

Je ptipraveno 12 vzorkl s obsahem methanolu (v koncentracich 0; 0,1; 0,25; 0,5;
0,75; 1; 3; 5; 10; 20; 50 a 100%) a ethanolu, které dohromady tvoii 40% alkohol
v celkovém obsahu, ktery je 4 ml. Zbylych 60% je vzdy destilovana voda. Analyzovany
jsou sklenéné vialky sroztoky na Ramanovo spektrometru Renishaw in Via Basis
s vybranym diodovym laserem v plném vykonu, ktery méii v blizké infracervené oblasti
pfi 785 nm vlnové délky a objektivem 5x nasobné zvétSenym. Pro vySsi ucelnost je

Ramanovo spektrum rozdéleno na dvé ¢asti, takze vzorky jsou zméteny v oblasti vinoctu

1350 cm! a p#i 2900 cm™.

Kalibraéni kfivky jsou sestaveny pro oblast vinoétu 1350 cm™ a 2900 cm™ a to
podle zavislosti intenzity Ramanova zafeni na koncentraci métené latky a zavislosti
plochy pod pikem na koncentraci méfené latky. Ramanova spektra jsou
upravena a hodnoty ze spekter jsou odeéteny v programu Wire™. V prvni oblasti vino&tu
1350 cm™! je nejvice vyrazny pik 1021 cm', u kterého jsou viditelné zmény intenzity
zavislé na koncentraci méfenych vzorkd (obr. 14). V druhé oblasti dominuje pik
s vrcholem 2845 cm™ | u kterého jsou také vidét zmény vSech analyzovanych vzorki
podle jejich koncentrace. Zméfenou intenzitu Ramanova zaieni odeéte program Wire™

pro vSechny analyzované vzorky.

V programu Microsoft Excel jsou sestaveny kalibracni kiivky podle zavislosti
intenzity Ramanova zéfeni na koncentraci methanolu v roztoku a dale jsou programem
vypocteny linearni regrese s hodnotami spolehlivosti. Diky linedrni regresi 1ze vypocitat

jednotlivé koncentrace a z hodnot spolehlivosti 1ze zjistit presnost kalibraéni kiivky.
PresnéjSi vysledky jsou zjiStény z prvni méfené oblasti v zdvislosti intenzity
Ramanova zafeni na koncentraci methanolu v roztoku methanol-ethanol-voda.

Takovymto zplisobem lze provést kvantitativni analyzu lihovin na nezndmy obsah

methanolu.
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Obr. 14 Detail na kli¢ovou oblast — 1021 cm™!, prevzato z [24]

Déle je analyzovan vliv lahve v ¢iré, zelené a hnédé¢ barvé skla na vysledek méteni.
Pro tuto analyzu je namichano 25 ml roztoku methanolu, ethanolu a destilované vody.
Celkovy objem roztoku je tvofen 40% methanolem a ethanolem v poméru 1:1 a 60%
destilované vody. Pomoci funkci programu Wire™ je méfen povrch &iré lahvicky po
0,5 mm az do 4,5 mm pod jejim povrchem. Takto je naméfeno 10 spekter a také je
provedena hloubkova analyza. Ve spektru 1 hloubkové analyze jsou vyrazné pasy pii
vrcholu 1250 cm-! az do 1600 cm™ vInoé&tu. V této oblasti je pii hlub$im méfeni intenzita
Ramanova zafeni snizena a naopak je zvySena intenzita spekter méfené¢ho roztoku
v lahvi¢ce a naopak pfi méfeni 0,5 mm pod povrchem je pozorovéna intenzita méfeného
roztoku niz$i a vyssi vliv sklenéného obalu. Pti hlubsim priniku laserového paprsku do

analyzovaného roztoku je vliv sklenéné lahve minimalizovan.

Podle obdobného principu je provedena i analyza zeleného a hnédého skla. Avsak
pii porovnani vysledného spektra méfeni se zelenou a hnédou lahvickou 1ze vidét vyrazné
rozdily velikosti pikil. Ve spektru ziskaném z méteni hnédé lahvicky jsou vidét vyrazné
pasy methanolu a ethanolu, ale ve spektru z méteni zeleného skla je intenzita methanolu

a ethanolu velmi sniZena a piky nejsou dostate¢né zietelné (obr. 15).
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Obr. 15 Srovnani spekter lahvicek obsahujici vzorek, pievzato z [24]

Podle provedenych analyz lze zhodnotit ¢irou lahev o tloustce 3 mm jako obal,
ktery podstatné¢ neovliviiuje vysledna spektra méteni roztoku (methanol-ethanol-voda)
a ve vysledném spektru jsou vidét charakteristické piky methanolu a ethanolu. Podle
meéfeni roztoku v barevném skle je zfejmé, ze vysledna spektra jsou ovlivnéna sklenénym
obalem a to hlavné pfi analyze zelen¢ho skla. Na zakladé vysledkt je mozné doporucit
analyzovat lihoviny a roztoky o neznamych koncentracich alkoholtl v ¢irém skle nebo

napftiklad ve vialce [24].

3.6 IDENTIFIKACE KOKAINU V TEXTILIICH

Drogy pochazeji z ptirodnich zdroji nebo jsou vyrabéné synteticky z hub, rostlin ¢i
puvodnich 1é¢iv. Maji stimulac¢ni G¢inky na psychiku, vyvolavaji pocit euforie, nékdy 1
utlum organismu a vznik halucinaci. Nékteré drogy potlacuji pocit inavy nebo vycerpani.
Tyto latky jsou obecné popsany a rozdé€leny v kapitole 2.3. Lidé poZzivajici drogy si tak
mohou vytvofit zavislost na narkoticich. Zivotu nebezpetné je hlavné kombinovani

riznych druhli drog dohromady [19; 25].

Pro analyzy drog jsou aplikovany instrumentalni metody, jako je chromatografie,
spektroskopické metody a hmotnostni spektrometrie. Pro okamzité stanoveni drogy
v terénu jsou k dispozici prenosné Ramanovy spektrometry, které vyuzivaji hlavné

bezpecnostni slozky.
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Vyhodou RS oproti vy$e zminénym metodam je, Ze neni nutnd zadna uprava vzorku
pred analyzou. Lze méfit drogy Cisté i ve smesi, rozpusténé ve vodnych roztocich s
alkoholy ¢i ve zvlhlych materialech, ptes sklenény obal nebo né&kolik vrstev prihledné

folie a to béhem nékolika sekund.

Kokain Ize pasovat mnoha zptsoby napiiklad v roztocich, ve vosku, konzervach,
bambusovych holich, prouténych koSicich, kniznich vazbach a napusténé v textiliich.
Tato droga je po Upravé vzorku detekovéana v laboratornich podminkach pomoci plynové
chromatografie samotné nebo ve spojeni s hmotnostni spektrometrii a FTIR spektrometry
ve spojeni s ATR technikou, ale zminénymi metodami nasledné dochazi k destrukci

vzorku.

Je pfipraven roztok 450 mg hydrochloridu kokainu rozpusténého ve smési 1 ml
ethanolu a vody. Do pfipraveného roztoku jsou naloZeny vzorky ptirodni i umélé textilie
o velikosti 0,5 cm a takto jsou ponechany pies noc. Analyza je provedena tfemi druhy
Ramanovych spektrometri (pfenosny Ramantiv spektrometr Delta Nu, Pienosny RIAS
a Ramantv spektrometr Renishaw in Via Reflex). VysuSené vzorky textilii jsou nafoceny
a zaznamenany na elektronové mikrofotografii, na které lze vidét vlakna textilie

a krystalické struktury hydrochloridu kokainu (obr. 16).

Obr. 16 Pofizend mikrofotografie, kde jsou vidét vladkna dZinoviny a krystaly
hydrochloridu kokainu, pievzato z [25]
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Identifikace v nebarvenych textiliich

Identifikace hydrochloridu kokainu v nebarvené bavinéné 1 syntetické
(polyesterové) textilii je uskutecnéna na tfech typech Ramanovo spektrometr. Vznikla
tii Ramanova spektra jsou vzdjemné porovnana a jsou na nich vidét Ctyfi pasy
nepochybné uréujici hydrochlorid kokainu. Prvni pis v oblasti vlno¢tu 1711 cm’!
charakterizuje estery kyseliny benzoové, dale pas 1594 cm™ odpovidd aromatickému

kruhu a oblast vlnoétu 784 cm! popisuje piperidinovy a pyrolidinovy kruh.
Identifikace v barevnych textiliich

Rizné pigmenty mohou fluoreskovat a maskovat tak pfitomnost hydrochloridu
kokainu pfi analyze Ramanovou spektrometrii a na vysledném spektru se nemusi

jednoznacéné objevit charakteristické oblasti.

Je analyzovan napustény vzorek modré dZinoviny a oranZového bavinéného tricka.
Po analyze barevnych textilii vysledna spektra zobrazuji stejné vyrazné piky, kterymi lze
urcit ptitomnost této drogy. Podstatna fluorescence je vykazovéana vzorkem oranzového
tricka, avSak na vysledném spektru Ize velmi dobfe rozeznat dominantni piky pro

nespornou pritomnost hydrochloridu kokainu [25].

3.7 IDENTIFIKACE MODAFENU PRES OBAL

nachlazeni a akutnich infekénich onemocnéni hornich cest dychacich [26]. Obsahuje

ucinné latky ibuprofen a také pseudoefedrin, ktery se pouziva pro vyrobu pervitinu.

Nejdiive je provedeno meéfeni samotné tablety bez obalu Ramanovym
spektrometrem Renishaw a vysledné Ramanovo spektrum vykazuje Ctyii vyrazné piky.
Poté je provedeno méteni samotného obalu, ale vysledné spektrum je necitelné kvili
vzniklé fluorescenci, proto je zhotovena analyza tablet v obalu. Ziskané Ramanovo
spektrum je takika identické se spektrem métenych tablet bez obalu. Drobné rozdily lze
pozorovat v oblasti vinoétu 800 — 1000 cm™! (obr. 17). Pies ¢iry obal Ize celkem detailné
zaméfit povrch tablety. Na povrchu tablety jsou métena tfi mista, na kterych lze pozorovat

jiné koncentrace obsahujicich latek, ale vysledné spektra téchto mist jsou shodna [25].
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Obr. 17 Identifikace Modafenu pies obal (porovnani dvou spekter), spektrum tablety
bez obalu (a) a spektrum tablety v obalu (b), pfevzato z [25]

3.8 IDENTIFIKACE ANTIBIOTIK POMOCI SERS

Antibiotika jsou léky, které zneSkodnuji mikroorganismy a jsou bézné vyuzivané
pro lécbu infekénich onemocnéni. Podle ucinku se d€li na bakteriostaticke, ktera
zpomaluji mnoZeni bakterii nebo baktericidni, ktera bakterie usmrcuji. Dale 1ze tyto léky
rozdélit podle chemického sloZeni do nékolika kategorii. Pfi hojném pouZivani antibiotik
se muZe stat, Ze Zivy organismus ¢asto léceny ATB se stane rezistentni na u¢inky téchto
1ékti nebo mikroorganismy, které se jiz setkaly s konkrétnim antibiotikem, se stanou viici
ucinné latce 1éku rezistentni [27]. Na tizemi USA jsou antibiotika ¢asto ptfidavana do
krmiv driibeZe. Nejéast&j§imi potravinami na trhu v Ceské republiky, u kterych lze najit
antibioticka rezidua je vino a med. Z pohledu dlouhodobé konzumace mohou zakazané
latky v potravindch zplsobovat zdravotni problémy [28] nebo zplsobit vznik

antibakterialni rezistence na tyto latky.
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Antibiotickd rezidua lze identifikovat a stanovit pomoci povrchem zesilené
Ramanovy spektrometrie (SERS). Je provedena analyza tfi antibiotik — ciprofloxacinu,
enrofloxacinu a chloramfenikolu na upraveném povrchu nanocasticemi stfibra, které
vznikaji reakci AgNOs a zinku. Dale je pouzit laser méftici v blizké infracervené oblasti
vinové délky 785 nm. Na zdrsnély povrch je aplikovan vzorek, ktery absorbuje laserové
zateni od 400 do 800 nm vlnové délky. U spektra ciprofloxacinu je vyrazny pik o vinoctu
1392 cm™!. Vysledné spektrum vznika zavislosti Ramanova signalu na koncentraci pii

urcitém vinoctu (obr. 18) [29].
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Obr. 18 Povrchem zesilena Ramanova (SERS) spektra rizné koncentrovaného
ciprofloxacinu (20 — 200 ppm), pfevzato z [29]

3.9 IDENTIFIKACE A DISTRIBUCE SLOZEK HYPOLIPIDEMIK

Hypolipidemika jsou léky, které snizuji hodnoty plazmatickych lipidi ve formé
lipoprotein. LP se rozdéluji do péti typt podle zastoupeni bilkovin, lipidi
(triacylglyceroll, cholesterolu a fosfolipidi) a druhu apoproteinu. Lipoprotein LDL
s nizkou denzitou, ktery se sklada z vice jak 70% cholesterolu, ve zvySené koncentraci
nad 3,0 mmol/l pfispivd ke vzniku zdravotnich probléml zejména aterosklerozy
s naslednou ischemii nebo infarktem myokardu. Zaroven je dlleZité udrzovat lipoprotein
HDL s vysokou denzitou v hodnotach vyssi jak 1,0 mmol/l. Tento LP je sloZen z 45%
bilkovin a 55% lipid. Hypolipidemika Ize rozdélit do nékolika skupin aktivnich latek —
statiny, fibraty, kyselina nikotinova, pryskyfice a ostatni nezafazena hypolipidemika

[18; 30].

35



Statiny se pouzivaji pfi 1écbé hypercholesterolémie (i pfi familiarnim vyskytu)
a nesmi je uzivat zeny v téhotenstvi a v dobé¢ kojeni. Terapie 1éky obsahujici statiny vede
ke snizeni LDL a nasledn¢ ke snizeni cholesterolu v krvi. Ze skupiny statinl je nejvice
vyuzivan lovastatin, simvastatin, pravastatin, fluvastatin a atorvastatin. Léky na snizeni
cholesterolu v krvi se skladaji také z pomocnych latek, které davaji kone¢nému 1éku
urcité vlastnosti, stabilitu a lékovou formu. Jsou to latky (rozpoustéci latky, plnidla,

pojivé latky) ¢i smési latek nezbytné pro zpracovani 1é¢iv a zhotoveni vysledného 1éku.

Pomoci RS lIze zkoumat zménu struktury latky pii apravé 1éciva (suSeni,
granulovani ¢i lisovani) a i pfipadny vznik polymorfismu (vznik vice krystalickych
forem). Nekteré latky maji vice polymorfnich forem a kazda tato forma se ve spektru

vyskytuje pfi jiném vinoctu.

Nejdiive je tableta vzorku A (genericky 1€k) i vzorku B (originalni 1ék) zalita do
parafinu a nasledné sefiznuta mikrotomem, diky kterému Ize zabranit vzniku nerovného,
hrbolatého povrchu. Pro analyzu je pouzit disperzni Ramantiv mikroskop Nicolet DXR
s objektivy 10x 0,25 N.A. a 50x 0,75 N.A., laserem o vykonu 10 mW a méficim v oblasti
532 nm vilnové délky, CCD detektorem a programem Omnic, ktery umoziuje mapovani
vzorkd, vyhodnocuje vzniklé mapy a upravuje ptipadnou vznikajici fluorescenci pii
analyze. Objektiv s 50x nadsobnym zvétSenim je aplikovan pti mapovani fezu tablety a pro

analyzu jednotlivych sloZek tablety je vyuZit objektiv s 10x ndsobnym zvétSenim.

Ke zhodnoceni vyslednych map je vyuZita jednorozmérna analyza. Dale jsou
naméfena spektra (obr. 19) jednotlivych sloZek vzorku A, B a také distribu¢ni mapy
téchto latek. Modra barva v distribu¢ni mapé znac¢i nizky Ramantiv signal a ¢ervena barva
oznacuje vysoky Ramaniv signal. Paprsek Ramanova mikroskopu je schopen zaméfit na
¢ast mapy mensi nez 1 um, a proto Ize zjistit detailnéjs$i informace o rozloZeni latek ve
vzorku. Hodnoceni map Ramanovo mikroskopem je sice velice detailni, ale méteni trva
mnohem déle nez pii pouziti infraCervené spektroskopie. Pfi porovnani zhodnocenych

ploch obéma metodami dokéze RS zhodnotit jen ¢ast mapy zhodnocené infracervenou

spektroskopii.

Aktivni farmaceuticka slozka (API) neni zde konkrétn€ jmenovana kvili zachovani

obchodniho tajemstvi spole¢nosti Zentiva.
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Obr. 19 Ramanova spektra Cistych slozek vzorku A s vyznacenim charakteristickych
pasti. Spektrum API s char. pasem pii 1600 cm™, uhli¢itanu vapenatého s char. pasem pii
1080 cm™!, laktozy s char. pasem pii 355 cm™ a Avicelu (celuldzy) s char. pasem pfi
1380 cm’!, pievzato z [30]

Z distribu¢nich map lze také zjistit informace o vyrobé métenych vzorki. Protoze
u vzorku A je API obklopena vSemi latkami vyskytujicimi se v tableté, 1ze z toho vyvodit,
ze vSechny c¢tyfi sloZzky jsou nejdiive smiseny do vzniku granulatii a az poté lisovany do
tablet. U vzorku B je zjiSténo, Ze vyroba probiha stejné jako u vzorku A, akorat jsou zde

odlisné rozméry granulatl pred lisovanim do tablet.

Touto analyzou pomoci Ramanova mikroskopu 1ze identifikovat jednotlivé slozky
tablety a zméfit jejich spektrum, urcit distribuci a velikost ¢astic téchto slozek velmi

podrobné a zjistit informace o vyrob& analyzovanych tablet [30].
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Tab. 1 Pfehled analyzovanych biologicky aktivnich latek pomoci RS, 1. ¢ast

, Pouzita , , ,
Analyzovana tecl‘l‘ﬁ;ka Vysledky Vyhody Nevyhody Zdroj
BAL RS analyzy analyzy analyzy
o Identifikace o Standardné
vSech slozek pouzivana
vcetné necistot | metoda pro
Antimalarika, | Ramaniv ve vzorku analyzu 20]
Viagra spektrometr | o Urceni jejich Viagry
koncentrace a dalgich 1éku
o Potvrzeni oBez uprav
pravosti 1€kl vzorkil
o Kwvalitativni, s s
. o M¢freni veétsi
kvantitativni loch
Ptenosny informace szorkzll
Ramanuv o Rychla omoci skenu
Sumiva léfiva | spektrometr analyza p .y s [21]
. v o M¢éfeni
s technikou | o Lze méfit v terénu
ORS vzorky bez .
toray o Bez uprav
. p wox x vzorku
1 rozpusténe
Analy Iych r
o / ,na‘ yza ma ,yc o Lepsi
¢astic v malém ,
Mnosstvi prostorové
o liSeni
Ramanuv vzorku rozv1sen1
L slozek ve
. . spektrometr | o Distribuce y
Aspirin .1 . ‘. spektru nez u [22]
a svételny sloZek ve smési infradervend
mikroskop | o Mapovani :
iednotlivych spektroskopie
] . » |o Bezuprav
zrn, krystalt az vzorku
po celou tabletu
o Kvantitativni
i?lzzyrfe:dho o Vznik vyrazné
. fl
Ramanuv tuku v % ;irggcggz%né
spektrometr | o Mozna detekce ivﬁli VI::) 48
Renishaw 1 kvantifikace obsazené ve
in Via ostatnich slozek vzorku
Milécny tuk Basis, vzorku Nutna (prava [23]
mikroskop | o Vznik grafu vzorku (11)0
Leica zavislosti vvsusené
a software intenzity fgrm o
WIRE 3.0 Ramanova . yvp. ,
signalu na vznik Citelnych
w2 kt
naméfené spekter
tuénosti
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Tab. 2 Prehled analyzovanych biologicky aktivnich latek pomoci RS, 2. ¢ast

Pouzita

Analyzovana technika Vysleflky Vyhody Analyzy Nevyhrody Zdroj
BAL RS analyzy analyzy
o Kvantitativni
1 kvalitativni o Priprava
analyza lihovin vzorkl
Ramantv o Méfeni vlivu . o Vliv
o o Lze méfit 1 pfes obal “ 2
spektrometr obalu pfi . .1 sklenéného
. . , o Ciré lahev nema vliv
Methanol Renishaw in analyze na vysledné obalu [24]
Via Basis o M¢feni spektrum v hnédé
a svételny povrchu aﬁal Jované latk a zelené
mikroskop 1 hloubkova y y barveé na
analyza vysledna
roztoku ptes spektra
obal
© gri?lorslr:y o Detekce
spik;olrllze r 1 kvantifikace | o Lze méfit vzorky
Delta Nu drogy ciste | Ve smest, o Vznik
) , o Detekce rozpusténe, skryté
o Pfenosny o . fluorescence
. krystalickych v riznych N , [19;
Kokain RIAS iy pfi analyze
o struktur na materialech . 25]
o Ramaniv , S, na barevné
spektrometr vlaknech o Citelna spektra textilii
Rpenishaw nebarvenych nebarvenych
in Via 1 barvenych 1 barvenych vzorkl
Reflex textilii
o Meéfeni vlivu o Detailni zaostieni
Ramantv obalu na povrchu tablety o Rozdil
Modafen spekirometr vysledné pfes Ciry obal v oblasti [25;
Ifenishaw spektrum o Minimalni vliv vlno&tu 800 — | 26]
analyzované obalu na vysledné 1000 cm’!
latky spektrum
o Necitelné
Antibiotik Povrchem o Identifikace, o Stiibrné Castice spektrum
. ;l) ; in zesilena stanoveni potlacuji vznik ciprofloxacinu | [27;
(:frg ox ;l > | Ramanova antibiotik fluorescence a o velmi nizké | 28;
ehl Ora(::i?clll'll(l ,l) spektrometrie a jejich zesiluji Ramantiv koncentraci 29]
chioramienikol) | SgRrs) rezidui signal 0,2 20,02
.o . ppm
© Lze Zjistit o UmozZiuje zjistit o Ptiprava
. , informace o VN
Disperzni detailné;si vzorku
, polymorfismu, . “r
Ramantv Zoisobu informace o Delsi ¢as
Hvoolinidemika mikroskop VI?I'Ob vzorkil o rozloZeni a hodnoceni [18;
ypolip Nicolet DXR o Vyzniky velikosti ¢astic ve map nez pri 30]
s programem , vzorku pouziti
: a hodnoceni , " .
Omnic o w . o Uprava fluorescence Infracervené
distribuc¢nich ) .
programem Omnic spektroskopie

map slozek
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Cilem této bakalaiské prace bylo shrnout informace o Ramanové spektrometrii,
ajejim vyuzitim pfedevS§im v analyze biologicky aktivnich latek. Vysledkem jsou
jednotlivé analyzy, které jsem popsala podle druhu biologicky aktivni latky, pouzité
techniky Ramanovy spektrometrie a jeji konkrétni vyhody ¢i nevyhody.

Préce je rozd¢€lena na tfi kapitoly. Prvni kapitola pojednava o zékladnich pojmech
a principech RS, o vzniku Ramanovo spektra, instrumentaci jednotlivych technik
Ramanovy spektrometrie a rozmanitém vyuziti této metody v nejriznéjSich oblastech.
V dalsi kapitole jsem se zabyvala popisem biologicky aktivnich latek. Nejdiive jsem se
je snazila definovat, stru¢né popsat ptisobeni téchto latek v zivém organismu a rozdélit je

podle toho, zda jsou piijimané jako soucast potravy nebo samostatn¢.

Tteti kapitola obsahuje jednotlivé analyzy biologicky aktivnich latek, které jsou
stézejni pro tuto praci. Na zaklad¢ téchto analyz je potvrzeno, Ze biologicky aktivni latky
1ze analyzovat metodou Ramanovy spektrometrie za vzniku spolehlivych a vérohodnych

vysledkd.
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