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Spektroskopia ramanowska
w badaniach biatek
- porownanie technik

10.1. Wprowadzenie

Spektroskopia ramanowska (RS) jest metoda badania przej$¢ pomiedzy pozio-
mami energetycznymi czasteczek, zachodzacymi na skutek nieelastycznego
rozproszenia Swiatta. Teoretycznie efekt ten zostal opisany przez Adolfa Smeka-
la w 1923 roku, a w 1928 roku hinduski fizyk Chandrasekhara Venkata Raman
potwierdzil doswiadczalnie jego istnienie, gdy zaobserwowat kilka linii widmo-
wych o malej intensywnosci dla monochromatycznego $wiatta rozproszonego
na prébce benzenu. Za to odkrycie przyznano mu w 1930 roku Nagrode Nobla
w dziedzinie fizyki.

Wynikiem pomiaru prébek z uzyciem spektrometru ramanowskiego sa
widma wyrazajace zalezno$¢ intensywnosci promieniowania rozproszonego
w skali wzglednych wartosci liczb falowych w zakresie energetycznym od 4000
do 0 cm™.. Taka reprezentacja widma ramanowskiego odpowiada energetycznej
skali czestosci widma absorpcyjnego w podczerwieni, co pozwala na poréw-
nanie tych komplementarnych wzgledem siebie metod spektroskopowych.
Widma oscylacyjne moga by¢ wykorzystane do identyfikowania zwiazku, ana-
lizy ilosciowej, badania przemian w reakcjach chemicznych oraz oddziatywania
z otoczeniem.

U podstaw spektroskopii ramanowskiej lezy wzbudzenie rotacji lub oscyla-
cji czasteczki poprzez o$wietlenie jej Swiattem (v)) z zakresu ultrafioletowego,
widzialnego lub bliskiej podczerwieni. W wyniku oddzialywania czasteczka-
fala elektromagnetyczna obserwuje sie $wiatlo rozproszone o tej samej energii
(rozproszenie Rayleigha) oraz dyskretne sktadowe o liczbie falowej innej niz
wzbudzajace promieniowanie (rozproszenie Ramana). Na widmie ramanow-
skim, symetrycznie wzgledem pasma Rayleigha, widoczne sa pasma rama-
nowskie, czyli pary linii o czestosci réwnej v, + v,, gdzie v; odpowiada cze-
stoci przejs¢ pomiedzy oscylacyjnymi poziomami danej czasteczki. Nalezy
podkreslié, iz wielko$¢ przesuniecia pasm ramanowskich wzgledem pasma ray-
leighowskiego nie zalezy od czesto$ci promieniowania wzbudzajacego, a wynika
wylacznie z wlasciwosci czasteczek rozpraszajacych. Pasma ramanowskie
pojawiajace sie przy liczbie falowej mniejszej niz ta dla $wiatta wzbudzajacego
(v, —¥v,), nazywane sa pasmami stokesowskimi, a te przy wyzszych (v,- 7))
pasmami antystokesowskimi (rys. 10.1). Intensywno$¢ rozpraszania Rayleigha
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jest okolo 1073, a Ramana 107°-10~ razy mniejsza od intensywnosci promieniowa-
nia wzbudzajacego. Jak wynika z rozktadu Boltzmana, pasma antystokesowskie
sa mniej intensywne w poréwnaniu z pasmami stokesowskimi, i z tego powodu

zazwyczaj nie sa rejestrowane na widmach ramanowskich.

Wyjaénienie zjawiska rozpraszania Ramana mozna oprze¢ na gruncie che-
mii kwantowej. Wiadomo, ze energia stanéw rotacyjnych, oscylacyjnych czy tez
elektronowych jakiegokolwiek uktadu molekularnego moze przyjmowac jedynie
wartosci dyskretne (kwantowane) i odpowiada stanom stacjonarnym czasteczki
opisanych przez jej funkcje falowa W. Rozwiazaniem réwnania wlasnego dla sta-

néw oscylacyjnych w przyblizeniu harmonicznym jest wyrazenie:
1
E,=hv,(v +3),

a reguta wyboru pozwala na przej$cia pomiedzy sasiednimi stanami.

h(vytv)

AE

pasmo
rayleighowskie

pasmo Ramana
stokesowskie

pasmo Ramana
antystokesowskie

v, 0 v, v

Rys. 10.1. Diagram energetyczny obrazujacy przejScia miedzy poziomami oscylacyjnymi
towarzyszace rozpraszaniu promieniowania i schematyczne widmo ramanowskie
odpowiadajace tym przejsciom

(10.1)
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Uwzglednienie nieharmoniczno$ci powoduje rozszerzenie regut wyboru
o przejscia, dla ktérych Av = £2, £3, ..., czego konsekwencja sa nadtony. Podejscie
kwantowe wyraznie wskazuje, iz promieniowanie jest absorbowane lub emito-
wane réwniez w sposéb kwantowany, gdyz zachodzi na skutek przej$é¢ pomiedzy
dwoma stanami energetycznymi czasteczki.

Z mechaniki kwantowej wiadomo, ze przejscie energetyczne miedzy poziomami
jest dozwolone, gdy jego moment przejécia przyjmuje wartoci ré6zne od zera:

a, =¥ |a|¥ )=0 (10.2)

W rozproszeniu Ramana decyduje o tym zmiana polaryzowalnosci w czasie
przejécia ze stanu oscylacyjnego n do m.

Podejécie kwantowe, jako jedyne, we wlasciwy sposéb opisuje intensywnosé
promieniowania rozproszonego dla przejScia n — m i wykazuje jego zaleznos¢ od
oscylacyjnej liczby kwantowej. Integralna intensywno$¢ promieniowania rama-
nowskiego jest zalezna od czwartej potegi czestodci §wiatta wzbudzajacego i kwa-
dratu pochodnej polaryzowalnosci wzgledem danej wspétrzednej normalnej i jest
wyrazona og6lnie przez zaleznos¢:

[t o (Vo £ Vo) | 0t |2 (10.3)

Wartoé¢ intensywnosci ma istotne znaczenie fizyczne, gdyz okresla prawdo-
podobienistwo przejs¢ pomiedzy poszczegdlnymi poziomami dwufotonowego
procesu, jakim jest rozproszenie Ramana.

Wykorzystujac zjawisko spektroskopii Ramana, mozna badaé¢ zwiazki we
wszystkich stanach skupienia, tj. gazy, ciecze, roztwory (w tym wodne), pasty,
ciala state jako proszki mikrokrystaliczne, czy tez monokrysztalty w szerokim
przedziale temperatur i ci$niefi. Pomiar widm ramanowskich nie wymaga zasto-
sowania skomplikowanych procedur przygotowania prébek, jak réwniez nie
sa konieczne specjalne naczynia pomiarowe. W technikach, gdy nie uzywa sie
mikroskopu, badane substancje moga by¢ umieszczane w kapilarach (najczesciej
szklanych) przezroczystych dla promieniowania wzbudzajacego lub bezposred-
nio eksponowane na dziatanie promieniowania w dowolnie zaprojektowanym
naczynku. Niewatpliwa zaleta spektroskopii ramanowskiej jest mozliwos¢ jej sto-
sowania dla prébek w roztworach wodnych (szczegdlnie przydatne dla prébek
biologicznych), gdyz mata polaryzowalno$¢ wody wyraza sie mala intensywno-
Scia rozpraszanego Swiatla.

Pewnym problemem pomiaréw ramanowskich jest wystepowanie tta fluore-
scencyjnego. Usuniecie lub zmniejszenie tego efektu mozna osiagna¢ kilkoma
sposobami:

e dodajac do badanej substancji tzw. wygaszaczy (KBr, Nal, KI),

* stosujac technike impulsowego wzbudzania prébki,

* wykonujac pomiar w antystokesowskiej czesci widma,

* zmieniajac dtugoé¢ fali promieniowania wzbudzajacego,

* oczyszczajac probki z zanieczyszczen fluorescencyjnych,

* naswietlajac prébki przed pomiarem.
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10.2. Aparatura

Spektrometry ramanowskie dziela sie na dwa podstawowe typy: dyspersyjne
(skanujace) i tzw. fourierowskie (oparte na interferometrze). W obu tych typach
mozna wyréznié nastepujace elementy budowy: laser, komora pomiarowa, siatka
dyfrakcyjna lub interferometr i detektor (rys. 10.2 i 10.3).

Intensywno$¢ rozpraszania ramanowskiego jest proporcjonalna do stezenia
i czestodci promieniowania padajacego, co oznacza, ze najsilniejsze rozpraszanie
ramanowskie uzyskujemy stosujac do wzbudzen lasery z zakresu UV, za$ najstab-
sze dla zakresu IR.

1=, kel~ vy* (82 el (10.4)
Zalezy ona réwniez od czwartej potegi czestoSci promieniowania padajacego v,,

co oznacza, ze najsilniejsze rozpraszanie ramanowskie uzyskujemy stosujac do
wzbudzen lasery z zakresu UV, za$ najstabsze dla zakresu IR.

1

Rys. 10.2. Spektrometr FT-ramanowski. Od lewej: detektor germanowy z dewarem na ciekty
azot, interferometr, komora pomiarowa, komputer, mikroskop ramanowski

E

Rys. 10.3. Dyspersyjny spektrometr
ramanowski. Od lewej: mikroskop
konfokalny ze stotem pomiarowym
przesuwanym w kierunkach x-y-z
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Uzycie w spektrometrach fourierowskich laseréw Nd:YAG pracujacych
w zakresie podczerwieni powoduje ,,ucieczke” od fluorescencji, ale intensywnosc
Swiatta rozproszonego jest zredukowana w zwiazku ze stosowaniem lasera
z zakresu IR. Uzycie interferometru powoduje jednak cze$ciowa kompensacje
tego zjawiska. Stosowanie lasera Nd:-YAG w spektrometrach fourierowskich
stwarza tez mozliwoSci detekcji promieniowania rozproszonego. Dla tego
zakresu widmowego nie moga by¢ stosowane wielokanatowe, czute detektory
CCD (uzywane czesto w spektrometrach dyspersyjnych), wykorzystuje sie nato-
miast detektory Ge lub InGaAs, ktére jednak charakteryzuja sie wiekszym szu-
mem i nizsza czuloscia.

Korzysci ze stosowania spektrometréw fourierowskich w stosunku do dys-
persyjnych to:

* korzysé¢ Connesa: optyczna kontrola przesuwu zwierciadta, wysoka pre-
cyzja skali czestosci widma, dzieki stosowaniu lasera (He i Ne) jako wzorca
czestosci,

e korzysc Fellgetta (zysk multipleksowy): zbieranie wszystkich dtugosci fal
w tym samym czasie, skrécenie czasu pomiaru i poprawa stosunku sygnatu (S)
do szumu (#), gdyz:

(S/N~”%), n - liczba pomiaréw (10.5)

e korzyé¢ Jacquinota: brak szczelin ograniczajacych wiazke promieniowania,
a wiec mozliwo$¢ rejestracji catego widma w tym samym czasie,

* zmiana rozdzielczosci widma jest prosta i szybka — dokonywana przez
zmiane w programie komputerowym, za$§ w spektrometrach dyspersyjnych
wymaga zmiany siatki dyfrakcyjnej i rekalibracji aparatu.

10.3. Wprowadzenie do analizy aminokwasow, biatek
i metabolitow

Spektroskopie ramanowska wykorzystuje sie do badania zaréwno pierwszo-, jak
i drugorzedowej struktury biatek. W przypadku struktury pierwszorzedowe;j
moze by¢ wykorzystana do stwierdzenia obecnosci w biatku pewnych amino-
kwaséw (np. aromatycznych oraz cysteiny) i nie nadaje sie do analizy sekwengji
faficucha. Natomiast w pelni jest wykorzystywana do okreslenia procentowego
udziatu struktur helikalnej (o), typu B i nieuporzadkowanej oraz $ledzenia ich
zmian w réznych warunkach fizykochemicznych. W posredni sposéb RS mozna
réwniez stosowaé do analizy wyzszych struktur biatek oraz lokalnych zmian
w niektérych aminokwasach.

Atomy tworzace wiazanie peptydowe daja w widmie pasma amidowe
nazwane, odpowiednio: A, B, I-VIL. Pasma, ktére wyrézniaja widmo polipep-
tydowe od mieszaniny aminokwaséw w spektroskopii ramanowskiej, to przed
wszystkim drgania amidowe:

* amid I - drganie rozciagajace C=0 i wahadlowe N-H

e amid II — drganie rozciagajace C-N i zginajace N-H

e amid III — drganie rozciagajace C-N i deformacyjne N-H
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Sposréd tych drgan do okreslenia struktury drugorzedowej w spektroskopii
ramanowskiej wykorzystuje sie drgania amidowe IiIII (rys. 10.4 i 10.5), natomiast
drganie II jest widoczne w spektroskopii UV RRS omdéwionej nizej.

Okredlenie struktury Il-rzedowej za pomoca czestosci pasm nie jest tak
doktadne, jak za pomoca krystalografii lub pomiaréw CD, ale pozwala wyznaczy¢
ogdlna tendencje. Tworzenie wiazan wodorowych C=0...H-N przesuwa drganie
amidowe I w dét, a amidowe III — w gore skali czestoSci.

Dla poliglicyny majacej strukture § wynosza one odpowiednio: drganie amid
I: 1685-1630 cm™, amid III: 1297 cm™, za$ dla poliglicyny o strukturze o, odpo-
wiednio: 1641 cm™ oraz 1309 ecm™. Przyktadowe dane dla glukagonu podano
w tabeli 10.1.

Na podstawie przeprowadzonych badan przewidziano potozenia pasm
amidu I dla réznych struktur II-rzedowych. W widmie struktury helikalnej
z podwéjnym wiazaniem wodorowym wystepuje pasmo przy 1642 cm™, w wid-
mie analogicznej struktury z pojedynczym wiazaniem wodorowym wystepuje
pasmo przy czestosci 1658 cm™ oraz stabsze pasmo przy 1682 cm™. Czestosé
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Rys. 10.4. Drgania amidowe, kolejno od lewej: amid I, amid Il i amid llI
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Tasewa 10.1. Czestosci drgan glukagonu w zaleznosci od struktury Il-rzedowej (w cm™2)

Glukagon Rodzaj drgania
amidowe I amidowe III
o-helisa | stuktura sl o-helisa | stuktura sl
nieregularna nieregularna
Forma
. 1658 1266
krystaliczna
Zel 1672 1232
Rozt,wor 1248
kwasny

pasma dla antyréwnoleglej struktury p wynosi 1675 cm™, dla réwnolegtej struk-
tury f — 1671 cm™, dla zwrotnej struktury f 1655 cm™ (I typu — 1640-1690 cm™,
IT typu - 1660-1665 cm™), z dodatkowym stabym pasmem przy 1685-1690 cm™,
oraz dla nieuporzadkowanej miedzy 1650-1660 cm™ i pasmo jest szerokie. Jesli
chodzi o najbardziej typowe potozenia pasm charakteryzujacych strukture dru-
gorzedowa w zakresie pasm amidowych i drgani szkieletowych (rozciagajacych)
tanicucha polipeptydowego, to pasma amidu III dla struktury helikalnej wyste-
puja w zakresie 1264-1300 cm™, dla struktury B w zakresie 1230-1243 cm™, a dla
nieregularne przy okoto 1243 cm™.

W trakcie traktowania deuterem, drganie amidowe III zanika z powodu pod-
stawienia N-D, natomiast drganie I przesuwa sie¢ w strone nizszych czestosci
o okoto 5 cm™.

Wystepujacy w widmach Ramana zakres pasm zwiazany z drganiami roz-
ciagajacymi C-C miedzy 890-950 cm™ charakteryzuje takze strukture drugorze-
dowa. Pasmo struktur helikalnych wystepuje przy czestosci okoto 930 cm™, ajego
intensywno$¢ maleje w miare powstawania struktury f, czy nieregularnej. Dla
tej ostatniej pasmo to lezy przy 950-970 cm™. Pasmo przypisywane strukturze f§
obserwowano takze w zakresie 1020-1060 cm™.

10.3.1.Tryptofan

Pasma tryptofanu sa czule na mikro$rodowisko reszty aminokwasowej: sto-
sunek intensywnosci pasm przy 1360 i 1340 cm™ (dublet tryptofanowy) 1.,/
L5, jest zwiazany ze $rodowiskiem hydrofobowym/hydrofilowym, w ktérym
znajduje sie reszta tryptofanowa (wieksza warto$¢ wystepuje dla Srodowiska
hydrofobowego).

10.3.2. Tyrozyna

Pasma pochodzace od drgain reszty aminokwasowej tyrozyny sa czule na obec-
no$¢ wiazan wodorowych. Okoto 860 cm™ i 833 cm™ pojawiaja sie dwa pasma,
ktérych stosunek intensywnosci (Ig,/Is;,) wynosi okoto 2,5, gdy grupa OH jest
akceptorem w silnym wiazaniu wodorowym, lub okoto 0,3, gdy jest donorem
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w silnym wiazaniu wodorowym. Jesli w biatku obecne sa wiecej niz 2 reszty tyro-
zynowe, pasma ramanowskie sa §rednia ze wszystkich reszt.

10.3.3. Histydyna

Pasma histydyny w widmie ramanowskim sa wskaznikiem protonacji jej reszty
aminokwasowej. Przy 1408 cm™ w D,O sa zauwazalne silne i waskie pasma dla
sprotonowanej histydyny. Pasmo to przypisuje sie drganiom symetrycznym, roz-
ciagajacym N1-C2-N3 i zginajacym N-D.

Drganie rozciagajace C4 = C5 w pH obojetnym pojawia sie przy 1574-1587 cm ™,
natomiast gdy nastapi zwiazanie z jonem metalu, np. Cu(Il), czy Zn(Il), pasmo to
przesuwa sie. Nowa czesto$¢ pasma zalezy od miejsca przylaczenia metalu: Nm
czy Nr. Efekt ten wykorzystuje sie do analizy struktury metalicznie indukowanej
agregacji peptydéw beta-amyloidu w nierozpuszczalnych fibrylach, ktére wyste-
puja w chorobie Alzheimera.

10.3.4. Drgania mostka disiarczkowego

Mostek disiarczkowy petni kluczowa role w strukturze Ill-rzedowej biatek.
Widmo ramanowskie mostka S-S jest wrazliwe na jego konformacje, dzieki
czemu mozna okresli¢ strukture biatka za pomoca RS. Obecne sa w widmie
przede wszystkim dwa drgania: rozciagajace S-S (v_) i rozciagajace C=S (vg),
obydwa zalezace od kata dwusSciennego C-C-5-5-C-C. Drganie v__  pojawia sie
okoto 508-512 cm™ dla konformacji GGG, 523-528 cm™ dla TGG i 540-545 cm™
dla TGT (T - trans, G — gauche). Warto zauwazy¢, ze spektroskopia ramanowska
jest jedna z nielicznych metod umozliwiajacych badanie mostkéw disiarczko-
wych w roztworach.

10.3.5. Metionina i cysteina

Cysteina i metionina zawieraja ugrupowanie —C-S—, ktérych drganie rozciaga-
jace daje pasma v g okoto 630-750 cm™. Dodatkowo po utlenianiu metioniny za
pomoca H,0,, przy 1010 cm™ i 704 cm™ pojawiaja sie pasma przypisywane drga-
niom rozciagajacym S=O i C-S sulfotlenku metioniny. Pasma te sa do$¢ inten-
sywne i moga stuzy¢ jako wskazniki degradacji biatka.

Jako przyktad wykorzystania RS w analizie moga stuzy¢ badania u pacjen-
téw chorych na bielactwo nabyte. W trakcie tej choroby w biatkach naskérka
nastepuja reakcje utlenienia metioniny do pochodnej tlenku siarki i siarczanu,
a takze cysteiny do kwasu cysteinowego oraz L-tryptofanu do 5-OH-Trp, N-for-
mylokinureniny i kinureniny. Badania prowadzone in vivo pozwolity na bez-
posrednia detekcje zachodzacych zmian oraz tych zwiazkéw w naskérku
pacjentow.
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10.4. Specjalne techniki ramanowskie w proteomice
i metabolomice

Zwykla (klasyczna) spektroskopia ramanowska, ze wzgledu na stosunkowo nie-
wielka czutosé¢ i selektywnosé, ma ograniczone zastosowanie do badan zwiaz-
kéw wystepujacych w matych stezeniach lub w obecnosci innych komponentéw.
Z powodzeniem jednak stosuje sie specjalne techniki, ktére czynia ze spektro-
skopii ramanowskiej nie tylko wysokoselektywna i wysokorozdzielcza metode
analityczna, ale tez umozliwiaja badania dodatkowych wtasciwosci czasteczek
(tj. np. aktywnos$¢ optyczna), czy tez rozklad substancji w wybranych przekrojach
probki. Na potrzeby tego opracowania omoéwiono te, ktére szczegdlnie dotycza
zagadnien bioanalitycznych.

10.4.1. Rezonansowe rozpraszanie ramanowskie, RRS

Rezonansowa spektroskopia ramanowska (RRS, ang. resonance Raman spectroscopy)
jest szczeg6lna odmiana klasycznej spektroskopii ramanowskiej. Polega ona na
rejestracji widma przy uzyciu lasera o dtugosci fali lezacej w zakresie przejscia
elektronowego analizowanego zwiazku, co oznacza, ze w praktyce wykorzysty-
wana jest dla substancji zawierajacych ugrupowania chromoforowe (rys. 10.6).
Gl6wna cecha efektu RRS jest dodatkowe, selektywne wzmocnienie pasm
pochodzacych od drgan atoméw wchodzacych w sktad fragmentu chromoforo-
wego. Pozwala to na zwiekszenie czuto$ci metody i zmniejszenie stezenia badanej

3
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substangji do wartosci 10°-107 mol/dm?®. Umozliwia réwniez zidentyfikowanie
pasm chromoforowych pochodzacych od konkretnego fragmentu czasteczki
w bardzo ztozonym zazwyczaj ukladzie biologicznym. Uzycie laseréw barwniko-
wych pozwala na doktadne dopasowanie linii wzbudzajacej do odpowiedniego
pasma absorpcyjnego zwiazanego z konkretnym fragmentem czasteczki.

Obecnie ten rodzaj spektroskopii ramanowskiej stosuje sie czesto w zestawie-
niu z innymi technikami, np. SERS (SERRS).

10.4.2. Rezonansowa spektroskopia ramanowska biatek zakresu UV

W ostatnim czasie coraz czesciej do analizy biatek stosuje sie rezonansowa spek-
troskopie ramanowska z zakresu UV (UV RRS, ang. UV resonance Raman spectro-
scopy). Poniewaz $wiatlto z zakresu UV (250-200 nm) przypada na zakres absorpcji
aminokwaséw aromatycznych i szkieletu polipeptydowego, pozwala to na selek-
tywne wzmocnienie sygnatu od tych fragmentéw i uzyskanie szczegétowej infor-
macji na temat konformacji biatka.

10.4.2.1. Drgania amidowe

I drganie amidowe, sktadajace sie ze sprzezonych drgait N-H i C-N, zwykle jest
zbyt stabe w klasycznej RS, aby stuzy¢ do identyfikacji struktury, lecz moze by¢
obserwowane w UV RRS. Jego intensywno$¢ wzrasta wraz ze wzrostem zawarto-
Sci struktury a-helikalnej.

10.4.2.2. Drgania aminokwasow aromatycznych

W spektroskopii UV RRS szczegélnie dobrze sa wzmacniane pasma od aroma-
tycznych reszt aminokwasowych. Podobnie jak w RS, potozenie poszczegdlnych
drgan i ich ewentualne przesuniecie jest zwiazane ze Srodowiskiem, w ktérym
znajduje sie reszta aminokwasowa, a szczegélny wplyw ma tworzenie wiazan
wodorowych.

Na przyktad w widmie HbA, pasmo przy 1511 cm™, ktdre jest przypisywane
do Trp, w DZO jest przesuniete 5 cm™! w strone wstzych czestosci. Pasmo to
moze by¢ wykorzystywane jako ilosciowy wskaznik HbA (hemoglobiny A), okre-
Slajacy strukture wyzszych rzedéw.

10.4.2.3. Drgania zwigzane z cysteing

W UV RRS mozna takze obserwowa¢ drganie rozciagajace S—-H bocznego fancu-
cha cysteiny. Jego czesto$¢ jest czuta na wiazanie wodorowe — pojawia sie przy
2525-2560 cm™, 2560-2575 cm™ lub przy 2572-2580 cm™, odpowiednio, dla sil-
nego, $redniego i stabego wiazania wodorowego. Drganie to jest réwniez wraz-
liwe na skrecenia kata torsyjnego bocznego taficucha wokét wiazania Co—Cp.

10.4.3. Widzialna rezonansowa spektroskopia ramanowska biatek

Ten rodzaj spektroskopii (visRRS, ang. visible resonance Raman spectroscopy) stosuje
sie czesto do badania zaleznosci pomiedzy struktura a funkcja wielu pigmen-
téw biologicznych. W szczegdlnosci czesto wykorzystuje sie ja do analizy biatek
hemowych.



