Application Note 410000006-B

Espectroscopia Raman de baja

frecuencia

La espectroscopia Raman es una herramienta analitica
que permite medir la estructura molecular y la
identificacion de materiales en funcién de los modos
rotacionales y vibratorios de una molécula. La mayorfa
de los sistemas Raman de laboratorio comerciales
cubren la region espectral de huellas dactilares que
oscila entre 200y 3400 cm ™.

La sonda B&W Tek i-Raman Plus BAC102 puede
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acceder a modos de frecuencia mas baja hasta 65 cm”
' proporcionando una solucién rentable para
mediciones de rango mas completo. El acceso a
regiones de baja frecuencia proporciona informacién
clave para aplicaciones en la caracterizacién de
proteinas[1], deteccién e identificacion de polimorfos
[2], junto con la fase del material y la determinacién
de la estructura.
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INTRODUCCION

La regién de baja frecuencia aumenta el contenido de
informacién de la region de huellas dactilares del
espectro Raman y amplia las posibles aplicaciones
moleculares, como la deteccién de enlaces de

Aminodcidos

La espectroscopia Raman es una forma moderna de
estudiar la estructura y conformacién de los
componentes basicos de las proteinas: los
aminoacidos. Especificamente, el contenido de
informacion vibratoria en un espectro Raman puede
ayudar con la interpretacion de interacciones
moleculares y procesos bioldgicos [3].

A diferencia de muchas sustancias que no presentan
picos por debajo de ~400 cm™', la porcién de baja

hidrégeno. El resultado es una mayor sensibilidad de
deteccion y diferenciacion de materiales muy

similares.

frecuencia del espectro Raman es una fuente de
informacién necesaria para un estudio exhaustivo de
los aminodcidos. Esto es obvio en todo el espectro
Raman de la L-asparagina, de 65 a 3200 cm-1.""
(Figura 1).

Figura 1 muestra tanto la regién de la huella digital
(azul) como la regiéon Raman de baja frecuencia (rojo)
para L-asparagina; observe las tres bandas
dominantes por debajo de 200 cm™.
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Figure 1. Se utilizaron i-Raman Plus y una sonda de grado E BAC102 para recolectar los espectros de baja frecuencia de L-asparagina con un

tiempo de integracién total de 1,2 s.
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EXPERIMENTO

En esta aplicacion se utilizé i-Raman Plus 785S, el
espectrémetro Raman de laboratorio de B&W Tek que
utiliza CleanlLaze® patentado. Este instrumento
presenta Excitacion laser de 785 nm con un ancho de
linea de menos de 0,2 nm y potencia de salida
maxima de 300 mW.

i-Raman Plus estd equipado con un CCD sensible,
retrodelgado y refrigerado por TE. Una sonda BAC102

Tabla 1. Parametros experimentales.

de grado E, que utiliza tecnologfa patentada, admite
la recopilacién de datos dentro de un rango espectral
completo de 65-33500cm™' con una resolucién
espectral de 4,5 cm™.

Los espectros Raman se recogieron a temperatura
ambiente utilizando una potencia de ldser de 300
mW con tiempos de integracién que oscilaron entre
100 milisegundos y 10 segundos (tabla 1).

Equipo Configuracién
i-Raman Plus 785S Potencia del laser 300mwW
Sonda BAC102 Tiempo de integracion 125

Software BWSpec Promedios

RESULTADOS: DETECCION DE POLIMORFOS

La determinacién de la forma estructural de los
ingredientes farmacéuticos activos (API) es una
preocupacién principal para la industria farmacéutica.
Esto es especialmente cierto durante el desarrollo, la
fabricacién y el control de calidad de los
medicamentos.

Los APl exhiben polimorfismo: composicion quimica
idéntica pero diferentes estructuras de estado solido.
Los polimorfos pueden afectar la biodisponibilidad y
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el indice terapéutico. La eficacia de un farmaco puede
verse comprometida si se utiliza la forma incorrecta
[2]. Los pseudopolimorfos incluyen disolventes
suspendidos en una estructura reticular.

Figura 2 es un ejemplo del pseudopolimorfo D-
glucosa, que demuestra la capacidad de la sonda de
grado E para detectar diferencias entre las formas
monohidrato y anhidra en frecuencias inferiores a 200

ecm !

L2 Metrohm



(—— Sipha DGRicese —— alpha D-Glucoss Monshydrats |

Y

T ee—— LT W]

o - -

Low Frequency Region (65cm™ — 200cm™)

500 1000 1500

- F - a— P '

Raman Shaft (cm-1)

P -- L " = Fra . . - [

Figure 2. Espectros Raman de a-D-glucosa (rojo) y a-D-glucosa monohidrato (azul), tomados con un tiempo de integracion de 10 s. Tenga en

cuenta la diferencia significativa entre los dos pseudopolimorfos dentro del rango de baja frecuencia (ver incrustacion).

RESULTADOS: SEGUIMIENTO DEL CAMBIO DE FASE

Se requiere una especificidad excepcional para
monitorear cambios de fase como la cristalizacion en
procesos quimicos. La sonda de baja frecuencia de
grado E puede monitorear tales cambios de fase,
como se demostré para el azufre (figura 3).

Se depositd azufre a solido en una bandeja de
aluminio y se calentd con una placa calefactora
mientras se recogian los espectros Raman con una
sonda de grado E e i-Raman Plus, utilizando una
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potencia del laser del 100% (~300 mW) y un tiempo
de integracién de 0,1 s para tanto en fase sélida como
liquida.

Después de que la muestra se calentd por encima de
su punto de fusién a 115,2 °C, el pico de baja
frecuencia a 83,6 cm™! se amplié y se desplazo,
indicando el cambio de la forma a a la A. Tenga en
cuenta que no hay cambios observables dentro de la
region de la huella digital (figura 3).
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Figure 3. Espectros Raman de azufre en transicion de la forma a-cristalina a la forma A-liquida, tomados con un tiempo de integracion de 0,1

s. Nétese un ensanchamiento significativo en los picos ubicados en la regién de baja frecuencia (ver incrustacion).

CONCLUSION

El espectrometro Raman i-Raman Plus 785S, junto con
la sonda de baja frecuencia de grado E, puede ser una
herramienta valiosa para aplicaciones que requieren
deteccion de baja frecuencia de hasta 65 cm™'. La
capacidad de caracterizar polimorfos y formas
solvatadas respalda los procesos de fabricacion y
formulacién en las industrias farmacéutica y bioldgica.
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Ademas de la caracterizacion de proteinas, polimorfos
y fases, la espectroscopia Raman de baja frecuencia
también se puede utilizar para estudiar redes de
semiconductores [4], nanotubos de carbon [5], células
solares y una variedad de minerales, pigmentos y
piedras preciosas.
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CONFIGURACION
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Espectrémetro Raman portatil i-Raman Plus 785S

El i-Raman’ Plus 7855 forma parte de nuestra serie
premiada de espectrémetros Raman portatiles i-
Raman con nuestra innovadora tecnologia de
espectrémetro inteligente. Este espectrometro
Raman portatil utiliza un detector equipado con una
matriz de CCD con una alta eficiencia cuantica,
refrigeracion termoeléctrica y elevado rango
dindmico, y proporciona un funcionamiento
excepcional con poco ruido, incluso con tiempos de
integracién de hasta 30 minutos. Por lo tanto,
también se pueden medir las sefiales Raman débiles.

El'i-Raman Plus 785S ofrece una combinacion Unica
de amplio rango espectral y alta resolucion con
configuraciones que permiten medidas de 65 cn'a
3350 cm’. El pequefio tamafio del sistema, su disefio
ligero y su bajo consumo de energfa permiten el
analisis Raman en el dmbito de investigaciéon en todas
partes. El i-Raman Plus estd equipado con una sonda
de fibra ¢ptica para facilitar el muestreo y se puede
utilizar con un soporte de cubeta, un microscopio de
video, un carro de rodillos dobles XYZ con soporte de
sonda y nuestro software de analisis multivariado
BWIQ" y el software de identificacion BWID". Con el i-
Raman Plus, siempre tendrd una solucion Raman de
alta precision para el andlisis cualitativo y cuantitativo.

Extensidn de sonda Raman con disparador (785 nm)
Modulo con sonda Raman de fibra dptica de calidad

laboratorio a partir de 65 cm’'

con disparador
manual, con fibra dptica de 105 pum de didmetro y
0,22 NA para excitacion a 785 nm, 200 um de
didmetro 0,22 NA para registro Raman. Densidad
Optica > 6; 1,5 m de longitud de fibra con conector
SMA905 en el extremo del espectrémetro y conector
FC/PC en el extremo del laser. Ventana de vidrio de
cuarzo sellada con adhesivo para toma de muestras
sin contacto. Distancia de trabajo 5,4 mm. No apto

para inmersioén.
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