INFRACERVENA SPEKTROMETRIE - }(VALITATTIVNi A KVANTITATIVNI
ANALYZA

Uvod:

Infracervena spektrometrie (IR) je analyticka metoda molekulové vibra¢ni spektrometrie, ktera
se zabyva studiem pohybti atomt v molekulach, tj. molekulovych vibraci. Tato
nedestruktivni analyticka technika zaznamenava pohlceni infracerveného zafeni o ruzné
vinové délce analyzovanym materialem. Infracervenym zatrenim rozumime elektromagnetické
zateni v rozsahu vinovych délek (1) 0,78-1000 pum, coz odpovida rozsahu vinoc¢ta 12800-10
cm™. Nejpouzivangjsi jednotkou v IR je vinocet ¥, ktery je provazan s vinovou délko ¥ =
1/J a s frekvenci v vztahem ¥ =v /c. Cela oblast infracerveného zaieni byva délena na blizkou
(128004000 cm™), stiedni (4000-200 cm™) a vzdalenou infracervenou oblast (200-10 cm™).
V kvalitativni analyze je nejpouzivangjsi stiedni oblast (Mid-Infrared Spectrometry — MIR
Spectrometry), kterou muzeme rozdélit na oblast charakteristickych vibraci (cca 4000—1500
cm™), kde se vyskytuji absorpéni pasy charakteristickych funké&nich skupin (napt. -OH, C=0,
N—H, —CHs, —CH aj.) a oblast otisku palce (1500400 cm™), kter je dana celkovou strukturou
molekuly. MIR spektrometrie je uréena predevsim K identifikaci a strukturni charakterizaci
organickych sloucenin a anorganickych latek. V kvantitativni analyze je hojné pouzivana
blizka oblast (Near-Infrared Spectrometry — NIR Spectrometry) pro stanoveni pievazné
organickych latek. Vyhodou IR je moznost méteni vzorki jak v plynném (plynova kKyveta),
kapalném (kyvety, tenky film), tak pevném stavu (technika KBr tablety, tenky film, nujolova
technika, reflektan¢ni techniky). V praxi se infraCervena spektrometrie vyuziva v odvétvi
chemického a farmaceutického pramyslu, potravinaistvi, kriminalistice, zeméd¢lstvi a v
medicing.

Princip:
V IR spektrometrii jsou pouzivany dvé zakladni techniky méfeni a to transmisni méfeni
a reflektan¢ni (reflexni) techniky. Principem transmisni techniky je absorpce infracerveného
zafeni pti pruchodu vzorkem, pti niz dochazi ke zménam rota¢né-vibracnich energetickych
stavii molekuly v zavislosti na zménach dipélového momentu molekuly. Pro interpretaci IR
spekter jsou dilezité predev§im zmény vibraénich stavii. Vazba mezi atomy v molekule se chova
jako pruzina, ktera je schopna absorbovat energii, ktera je kvantovana. Piechod ze zakladniho
do vzbuzeného vibra¢niho stavu je vyvolan absorpci zafeni 0 frekvenci rovné frekvenci vibrace
doty¢né vazby. Vibrace dvouatomové molekuly se znazorfiuje pomoci harmonického
oscilatoru. Pro frekvenci harmonického oscilatoru v plati rovnice 1:
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kde k je silova konstanta oscilatoru (charakteristika vazby) a u je redukovana hmotnost atomu
s hmotnostmi m; a m; spojenych vazbou, viz rovnice 2.
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Z rovnice 1 vyplyva, ze frekvence vibrace vazby, a tedy frekvence absorbovaného zaieni,
piimo zavisi na pevnosti této vazby a neptimo na hmotnosti atomu spojenych touto vazbou.

Alternativou transmisni techniky jsou reflektanéni techniky métici odrazené zafeni. Mezi tyto
techniky se tadi diftzni reflektance a zeslabena uplna reflektance (ATR). Difuzni reflektance
méti difazné rozptylenou slozku zafeni. Principem je, ze se paprsek infracerveného zareni
ptivadi pfimo na praskovy vzorek, kdy ¢ast zafeni je absorbovana, ¢ast je odrazena ve formé



spekularni slozky a ¢ast je rozptylena (difuzni reflektance). Tato technika je oznacovana jako
DRIFT — Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform Spectrometry.

Zeslabena uplna reflektance (ATR) je zalozena na principu jednoho nebo vicenasobného
uplného odrazu zatreni na fazovém rozhrani méfeného vzorku a méficiho krystalu z materialu
0 vysokém indexu lomu. Princip ATR techniky je zobrazen na obrazku 1, kde je znazornén
prunik zafeni ve forme evanescentni viny (penetracni hloubka) do vzorku. Penetra¢ni hloubka
zateni do vzorku je tadové v jednotkach pm. Ob¢ tyto techniky jsou méné Casové naroc¢né
a nevyzaduji velké mnozstvi vzorku jako u transmisni metody.
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Obr. 1: Schémata principu transmisniho méreni a reflektancnich technik

Analytickym vystupem IR je infracervené spektrum (obr. 2), které je grafickym zobrazenim
funkéni zavislosti energie, VétSinou vyjadiené v procentech transmitance (T) nebo jednotkach
absorbance (A) na vino¢tu (wavenumbers) dopadajiciho zafeni. V. MIR spektru se vyskytuji
prevazné tzké absorpéni pasy odpovidajici fundamentalnim pfechodim. V NIR spektru jsou
pasy mnohem $irsi nez u MIR spekter, odpovidajici svrchnim tonum (overtony) a kombina¢nim
pasum. Lze vymezit oblasti, kde jsou dominantni pasy kombina¢nich ptechodti (cca 4000— 5300
cm™), prvni overtony (cca 4600-7300 cm™), druhé overtony (cca 6000-10000 cm™) a tieti
overtony (cca 8800-14500 cm™).
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Obr. 2: IR spektrum polystyrenu




Pro kvantitativni vyhodnoceni NIR spekter nelze pouzit Lambertiv-Beeriv zakon, protoze
pasy jsou obvykle Siroké i pro cisté latky a nelze tak vyloucit pfekryv pasu rtznych slozek a
vzajemné vlivy ménicich se koncentraci jednotlivych slozek na tvar piislusnych absorpénich
past. Proto je tieba pro kalibraci v NIR spektrometrii vyvijet kalibracni modely s vyuzitim
pokrocilych chemometrickych algoritmi. V soucasné dobé se nejvice uplatiuji dvé regresni
metody, a to regrese hlavnich komponent (PCR — Principal Component Regression) a metoda
caste¢nych nejmensich ¢tverct (PLS — Partial Least Squares).

| eI

[9

Nicolet iS50 FT-IR spektrometr Obr. 3: Schéma FT-IR spektrometru (1 —
zdroj zareni, 2 — apertura,
3 — nepouzivané delice paprskii, 4 — pevné
zrcadlo, 5 — delic paprskii, 6 — pohyblivé
zrcadlo, 7 — otocné zrcadlo, 8 — detektor, 9 —
vzorkovy prostor)

Ukoly:
I:Jkol ¢. 1: Identifikace organické latky pomoci infracervené spektrometrie ve stiedni oblasti
Ukol ¢. 2: Stanoveni ethanolu v alkoholickém napoji pomoci NIR spektrometrie

Ukol ¢&. 1: Identifikace organické latky pomoci infradervené spektrometrie ve stiedni oblasti

- Zmgéite infradervené spektrum ptedlozeného vzorku organické latky transmisni
technikou KBr tablety.

- Zmgite infracervené spektrum vzorku technikou ATR.

- Vyhodnot'te IR spektra a interpretujte charakteristické funkcni skupiny.

Piistroje, chemikalie:

FT-IR spektrometr (Nicolet iS 50, Thermo, USA — viz obr. 3)
vzorek organické latky

KBr ¢istoty vhodné pro IR spektrometrii

Tabulka 1: Parametry méteni pro transmisni a reflexni techniku

Parametry Transmisni technika ATR
Rozsah vInodti 4000-400 cm™ 4000—400 cm™
Rozligeni 4cm? 4cm?
Pocet skent 32 64
Déli¢ paprsku KBr KBr
Detektor DTGS KBr DTGS KBr
Zdroj zafeni IR IR




Pracovni postup:

- Technika KBr tablety

Malé mnozstvi vzorku (1-2 mg) se smisi s 300400 mg KBr v achatové t¥eci misce.
Dokonale zhomogenizovana smés se pouzije K piipravé tablety. Smés prevedeme do ocelové
raznice a v ni se vystavi pisobeni tlaku cca 80 KN/m? na hydraulickém lisu po dobu 5-10 minut.
Po dobu lisovani odsavame prostor raznice vyvévou. Vznikla vylisovana transparentni tableta
se prenese do drzaku a umisti do vzorkového prostoru spektrometru. Parametry méfeni jsou
uvedeny vtabulce 1. Pred zacatkem méfeni jednotlivych standardi je potieba zméfit
samostatnou tabletku KBr jako pozadi. Vylisovana tableta KBr je zcela propustna pro
infracervené zaieni, takze spektrometr zaznamenava pouze spektrum vzorku, ktery je v KBr
matrici rozptylen.

— Technika zeslabené tplné reflektance — ATR

Malé mnozstvi vzorku se pirevede na diamantovy krystal. Pomoci nastavce se vzorek
pritlaci ke krystalu, aby byl s nim v dokonalém kontaktu, a provede se méfeni podle parametrt
v tabulce 1.

Zpracovani vysledki:

V naméfenych spektrech vyhodnotte nejintenzivnéj$i pasy, zapiste Si jejich vinocet
aintenzitu. Provedte pfitazeni téchto past jednotlivym funkénim skupinam na zakladé
predlozené tabulky od vedouciho cvi¢eni a pomocné tabulky 3 (Pfiloha 1).

V protokolu uved'te tabulku vino¢ti maxim pasu a jejich intenzit pro vzorek organické latky
s pravdépodobnym piifazenim funkénich skupin.

Pii interpretaci je vhodné drzet se jistych zakladnich pravidel:

a) Postupovat od nejvysSich vInocti smérem k niz§im. Zacénéte s nejvyraznéj$imi
absorpénimi pasy v oblasti 37002700 cm™, pokuste se nejprve zjistit typ skeletu
(aromaticky, alifaticky nasyceny, nenasyceny atp.) a pak analyzovat mozné substituenty.

b) U jednotlivych past zhodnotit jejich polohu, intenzitu, tvar a symetrii s vyuzitim
tabulky 2 a tabulky od vedouciho cviéeni. Poloha absorpénich past nékterych skupin je
zavisla na ptitomnosti ostatnich funkénich skupin v molekule. Vysledky je proto vzdy
nutno konfrontovat.

c) Ma-li byt dana funkéni skupina v molekule prokazana, mély by byt nalezeny vsechny
absorpéni pasy, které¢ ji charakterizuji, a mély by korespondovat i intenzity
jednotlivych absorpénich pasa (v pfipadé intenzit je nutno respektovat pomér
intenzit, jejich absolutni hodnota je totiz zavisla na zastoupeni skupin v molekule).
Naopak z nepfitomnosti pasi Vv uréitych oblastech lze pfitomnost nékterych funkénich
skupin nebo vazeb vyloucit.

d) Neni (ani teoreticky) mozné piifadit vSechny absorpéni pasy jednotlivym ¢astem molekuly.

Ukol ¢&. 2: Stanoveni ethanolu v alkoholickém napoji pomoci NIR spektrometrie

- Pripravte a naméite NIR spektra kalibracnich roztokti ethanolu, parametry méfeni jsou
uvedeny v tabulce 2.

- Naméite NIR spektrum pfedlozeného modelového vzorku a libovolného
alkoholického napoje (napt. domaci palenka).

- Proved'te kvantitativni vyhodnoceni metodou PLS pomoci programu TQ Analyst.

Piistroje, chemikalie:

FT-IR spektrometr (Nicolet iS 50, Thermo, USA)
kiemenna kyveta 1 nebo 2 cm

ethanol (nedenaturovany)



Tabulka 2: Parametry méteni pro transmisni techniku NIR

Parametry Transmisni technika NIR
Rozsah vInogti 12500-4000 cm™
Rozliseni 8cm?

Pocet skent 32

Deéli¢ paprsku CaF;

Detektor InGaAs

Zdroj zafeni Bilé svétlo

Pracovni postup

Do 25 ml odmérnych banek piipravime sadu Kkalibracnich roztoka ethanolu
0 koncentraci 0, 20, 30, 40, 50 a 60 % (v/v).

Zmgéiime referencni  spektrum (Backround) a postupné spektra jednotlivych
kalilbraénich roztokd v kiemenné kyveté s tloustkou 10 cm v rozsahu vinoc¢ti 12500-4000
cm™.

NIR spektra kalibra¢nich roztokt podle potieby upravime a ulozime S vedoucim
cviceni.

Zmeétime NIR spektrum modelového vzorku a alkoholického napoje, spektrum podle
potieby upravime a ulozime.

V programu TQ Analyst zvolime metodu PLS k vyhodnoceni kalibraéni zavislosti
a koncentrace ethanolu ve vzorcich. V programu TQ Analyst postupujeme podle navodu
uvedeného nize (viz. Ptiloha 2)

Zpracovani vysledku
Vyhodnoceni pomoci PLS metody (TQ Analyst), do protokolu uvést procentualni koncentraci
ethanolu v modelovém vzorku a alkoholickém napoji.
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Prilohy

Ptiloha 1: Tabulka 3: Vybrané valen¢ni vibrace

Absorbujici vazba

O-H volna

O-H (alkoholy, fenoly), vazana
intermolek. H-mostem

O-H (alkoholy, fenoly), vazana
intramolek. H-mostem

N-H (aminy primarni)
N-H (aminy sekundarni)
N-H (amidy primarni)
N-H (aminy sekundarni, laktamy)
C-H (alkany)

C-H (alkiny)

C-H (alkeny)

C-H (aromatické)

C-H (aldehydické)
C-trojna-C

C-trojna-N

C=0 (anhydridy)

O (chloridy kyselin)
O (estery)

O (amidy primarni)
O (amidy sekundarni)

O0O000
Il

C=0 (aldehydy, ketony)

C=0 (ketony cyklické Sesticlenné)
C=0 (ketony cyklické péticlenné)
C=C (alkeny)

C=C (dieny)

C=C (aromaty)

C=N

NO;

C-O (alkoholy, ethery, estery)
C-F

C-Cl

C-Br

C-l

PribliZny vinocet

(cm™)

3600
3500-3100

3400-2500

3500-3000
3500-3000
3500-3300
3450-3300
2980-2850
3300
3100-3000
3050-2950
2900-2700
2250-2100
2270-2200

1850-1800 a

1790- 740

1820-1790

1750-1730
1690-1600

1700-1670 a

1550-1500
1740-1695
1730-1700
1750-1740
1680-1640
1650-1600
1600-1500

1700-1620
1550 a 1350
1300-1100
1400-1000
800-600
600-500
500-400

Intenzita piku a vzhled

Stiedni
Silna, Siroky pas

Silna

Stiedni, zdvojeny pas
Stiedni
Stiedni, zdvojeny pas
Stiedni
Slaba, zdvojeny pas
Silna
Slaba
Velmi slaba
Slaby, zdvojeny pas
Slaba az stedni
Silna, velmi ostry
Silna

Silna
Silna
Silna
Silné

Silna
Silna
Silna
Slaba
Silna, zdvojeny pas

Stiedni, zdvojeny az ztrojeny

pas
Stredni az silna

Silna

Silna
Stiedni
Stiredni
Stiedni
Stiedni



Ptiloha 2: TQ Analyst

1. krok — vz’bér metodx
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3. krok — specifikace stanovovanych analytt (nazev stanovované slozky, jeji zkratka,
jednotky veli¢iny pozité pro kvantitativni analyzu, horni a dolni limit pro analyzu)
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5. krok — vybér spektralni oblasti
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6. krok — kalibrace
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7. krok — Vysledky kalibrace
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8. krok — kvantifikace
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