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Infraéervena spektrometrie
(Infrared spectrometry)

méfeni infra¢erveného zareni absorbovaného nebo
odrazeného vzorkem

absorpce IR zéfeni souvisi se zménou vibra¢niho nebo
rotacniho stavu molekul
aplikacni moznosti:
— analyza plynti, kapalin, tuhych vzorka
— identifikace latek
— kvantitativni analyza
informace ze spektra:
— funkéni skupiny molekul, konstituce molekul
— interakce molekul



Vibraé¢ni prechody

* normalni (fundamentalni):
zmeéna vibra¢niho kvantového Cisla Av =1
vysoka pravdépodobnost — vysoké hodnoty &
* vys$i harmonické: zména Av=2; 3...
mensi pravdépodobnost — mensi hodnoty &
* kombina¢ni: soucasna zména dvou vibracnich Cisel
u polyatomové molekuly

Typy vibraci

 valenéni (stretching): méni se délka vazby
— symetrické
— antisymetrické
* deformacni (bending): méni se valen¢ni thel
— rovinné (in-plane)
— mimorovinné (out-of-plane)



Priklad: vibrace tfiatomové lomené molekuly
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valen¢ni valen¢ni deformacni
symetricka antisymetricka nizkova
symmetric stretch  anti-symmetric stretch scissoring bend
A @ ® ® o
©
deformacni deformacni deformacni
kyvava véjifova kroutiva
rocking bend wagging bend twisting bend

Které latky poskytuji signal v IR spektru?

ANO NE

latky, jejichz molekuly * prvky v molekulovém nebo
obsahuji (alespon slab¢) krystalickém stavu

polarni vazby « =napt. Ar, O,, 05, N,, CL,,
= molekuly slozené S¢, kifemik, grafit,

z ruznych atomt diamant...

= organické slouceniny
a anorganické slouceniny
(H,0, CO,, NO,, HCI, soli...)

Signal molekuly v IR spektrometrii je imérny druhé mocning zmény
dip6lového momentu molekuly béhem vibracniho pohybu molekuly.



Spektralni oblasti a rozdéleni metod

A vV
(pm) (em™)
Blizka infracervena oblast 0,8-2,5 12500 - 4000
(near infrared, NIR)
Stiedni infracervena oblast 2,5-25 4000 —400
(mid infrared, MIR)
Vzdalena infracervena oblast 25-1000 400 -10

(far infrared, FIR)

MIR — normalni vibracni piechody

NIR — vyssi harmonické vibracni piechody (overtones)

FIR — mfizové frekvence a normalni vibrace slabych vazeb
a vazeb tézkych atomi

Instrumentace v IR spektrometrii

Zakladni soudasti pristroji  Konstrukce

* zdroj * jednoduché pfistroje

* mérna (a srovnavaci) cela s filtrem
(kyveta) » Kklasické pfistroje

* zafizeni pro selekci s disperznim systémem
vlnové délky (monochromatorem)

+ detektor zafeni * pfistroje na principu

interferometru (FTIR)



Dvoupaprskové vs. jednopaprskové pristroje
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Zdroj IR zareni

» pro NIR: wolframova lampa
* pro MIR:

— elektricky ohfivana (1100 °C) ty¢ z SiC — poskytuje
maximalni intenzitu pfi A = 2 um; pfi nizsi teploté posun
maxima k del$im A (600 °C — A, = 3,5 um)

— lasery CO,, PbS — A, = 9-11 um

» pro FIR: vysokotlaka rtut’ova vybojka
(emituje take UV-VIS zafeni, odd€luje se filtrem)



Detektory IR zareni

» pyroelektrické TGS (triglycine sulphate) detektory
— pracuji pfi normalni teploté

» fotokonduktivni detektory MCT (HgTe/CdTe)
— pracuji pii teploté kapalného dusiku (-196 °C),
maji vysokou citlivost a rychlou odezvu, pouziti v MIR, FIR

* Ge bolometry (pro FIR) — pracuji pti teploté kapalného helia
(-271,7 °C)

Spektrometry s Fourierovou transformaci

— zaloZeny na principu Michelsonova interferometru.

ﬂm" Paprsek vychazejici ze zdroje
— dvmi serozdéli v deligi na dvé poloviny;
. @rTE™ pryni se odrazi k fixnimu zreadlu,
. e oA druhy paprsek jde na pohyblivé zrcadlo;
ﬁ ; / &’< odraZené paprsky se setkavaji v misté
\‘—;6 déli¢e a dochazi k interferenci.

Pro monochromatické zafeni nastava uplné vyruseni paprskt (destruktivni
interference), plati-li pro optickou retardaci ¢ (= dvojnasobek rozdilu
vzdalenosti zrcadel od déli¢e) vztah 6 = (n+0,5) A.

Konstruktivni interference nastava, je-lio = 4; 2 ;3 4;...n 4

Zaznam ziskany pii prichodu polychromatického zateni zdroje interfero-
metrem a vzorkem (interferogram) se pievadi na IR spektrum
Fourierovou transformaci.



Vyhody FTIR

* neni nutna disperzni optika
— do vzorku vstupuje vice energie

* rychly zaznam spektra (< 1s)

* vysoké rozlieni (az 0,01 cm™)

Pracovni technika IR spektrometrie

Typy vzorki a jejich priprava k analyze
Kyvety pro méfeni vzorkli maji okénka vyrobena z:

» NaCl, KBr, CaF,, ZnSe, AgCl, TIBr/TII pro MIR
* CsBr, polyethylenu pro FIR
* skla, ktemenného skla pro NIR

Plynné vzorky

kyvety se plni podtlakové, délka optické drahy kyvety je 10 cm-80 m
(vné&jsi rozmér max. 1 m)



Kapalné vzorky

= @ o Rozebiratelna kyveta
@ pro kapalné vzorky

Vodné roztoky — nutno pouzit okénka z CaF, nebo ZnSe,
méfeni je moZné jen v intervalu 1400-1000 cm™
(napft. cukry v ovocnych stavach — méteni ve filmu 10-50 um)

Kapalné vzorky

Rozpoustédla vzorkt pro MIR

Rozpoustédlo  Moznost méfeni v intervalu V' (cm™)

CCly 4000-1600, 1500-850
CHCl4 4000-1250%, 1150-850
CS, 4000-1650”, 1400-500

a — kromé intenzivnich pasti 3050 a 940 cm’!
b — kromé intenzivnich pasti 2350 a 2200 cm’!

Cisté kapalné vzorky (napF. oleje) a gely lze méfit v tenkém
filmu (1 pm) transmisni technikou nebo technikou ATR.




Tuhé vzorky

» priprava KBr tablet:
1-15 mg vzorku + 200 mg KBr — lisovani za vakua
» priprava disperzi v Nujolu:
prasSkovy vzorek se rozptyli v parafinovém oleji
(nevyhoda: nelze analyticky vyuzit absorpcni pasy
odpovidajici vibracim C-H a C-C vazeb)

Zpisoby méreni v IR spektrometrii

Transmisni metody

meéfeni transmitance, absorbance
T=1/1,=10%"
10 /1: logbc

14)L = 10g10 (1/]—) = - loglo 7= loglo (]0/1) =& . b . C



Reflexni metody

méfeni zafeni odraZzen¢ho vzorkem
reflektance R=1/ 1,
optickd hustota OD = log,, (1/R) = -log,o R

Spekulérni Difuzni

reflexe: reflexe b&na metoda
v NIR pro tuhé
praskové vzorky

Technika ATR
attenuated total reflectance (= zeslabeny Gplny odraz)

* pouziva se k analyze materiald, z nichz se obtizné ptipravuji
transparentni tenké vrstvy (pastovité vzorky, ¢okolada...);
vzorek se nanasi v kompaktni vrstvé na povrch mérného hranolu

* material hranolu musi mit vysoky index lomu n, (vy$$i nez index lomu
vzorku n7)

* paprsek vstupuje do hranolu a odrazi se od fazového rozhrani; pfitom
dochazi k priniku do malé vrstvy vzorku (0,25-4 um); jestlize paprsek
dopada na rozhrani pod thlem 8 > kriticky thel .= arcsin (n,/n,),
paprsek je hranolem zcela zachycen (tj. §ifi se hranolem); po jednom
nebo vicenasobném odrazu vystupuje z hranolu a dopada na detektor

* penetracni hloubka je zavisla na vinové délce:
dy, = /27 [$in*0-(ny/ny)*]* [pm]
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Vyhody ATR Pozadavky na vzorek a hranol

* snadna pfiprava vzorku * dobra ptilnavost vzorku
k analyze (vhodné pro k materialu hranolu
tekuté a polohuhé vzorky) » mechanicka pevnost materidlu

* vzorek nemusi byt hranolu (pfi nalisovani vzorku),
transparentni inertnost viici vzorku

* moznost odstranéni zbytka
vzorku z hranolu rozpoustédlem

Material hranolu  VInodet propousténého zafeni » pfi 1000 cm™!

safir 50 000 —1 780 cm'! 1,74
NaCl 40 000 — 590 1,49
ZnSe 20 000 — 454 2.4
Ge 5500 - 600 4,0
Si 8300 -6 600 3,4
TI1Br/TII 20 000 — 250 2,37

Spektrometrie ve stfedni infraéervené oblasti (MIR)

» spektra obsahuji pfevazné signaly odpovidajici
normalnim (fundamentalnim) vibracim
» pocet vibraci molekuly slozené z N atoml
3N-6 (nelinearni molekuly)
3N-5 (linearni molekuly)

* absorp¢ni pasy mohou byt zesileny u degenerovanych
vibraci (vibrace odpovidajici vicenasobnému vyskytu
stejné funk¢ni skupiny, ktera je v molekule symetricky
rozmisténa)

11



Identifikace organickych latek MIR spektrometrii
MIR oblast se d¢€li na

* oblast charakteristickych vibraci funkénich skupin
2,5-8 nm (4000-1250 cm™!)
obsahuje charakteristické pasy jednotlivych vazeb, které
odpovidaji prevazné valen¢nim vibracim

* oblast otisku prstu (fingerprint region)
8-25 nm (1250-400 cm!)
obsahuje pasy odpovidajici prevazné deformacnim
vibracim
charakterizuje kazdou molekulu jako celek

Priklad spekter izomernich sloucenin
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Postup pri identifikaci

» urceni funkcnich skupin na zékladé charakteristickych
vibraci

 konfrontace s vysledky dalSich zkousSek (stanoveni
empirického vzorce slouceniny elementarni analyzou,
stanoveni molekulové hmotnosti) a odhad skeletu
molekuly

* navrzeni moznych struktur

* 1identifikace struktury porovnadnim zméfeného spektra
s atlasem nebo databazi spekter, ptipadné identifikace
dal$imi metodami (NMR, MS)

Charakteristické vinoCty vazeb — trendy

hybridizace uhliku: hmotnost atomu X
vazba vazba ve vazbé C-X:
mezi uhliky uhlik-vodik
C-C 1200 cm sp’ C-H 2900 cm™ 4 2900 cn’!
C=C 1650 sp? C-H 3100 C-C 1200
C=C 2150 sp C-H 3300 C—O 1100
C-Cl 750
C-Br 600
C-1 500

13



Zakladni orientace ve spektru: ur€eni funk&nich skupin
1. karbonylova skupina

START

NE

intenzivni pas
1820-1660 cm-1
(skupina C=0)

KETON

&

stfedné
intenzivni pas
cca 3400 cm-1
skupina N-H

Siroky pas
3550-3200 cm-1
(obvykle prekryva
pas C-H)

dva slabé pas
2850 a 2750 cm-1
na pravé strané
pasu C-H

intenzivni pas
1300-1100 cm-1
(vazba C-O)

dvojice pasu
1810 a 1760 cm-1
(skupiny C=0)

KARBOXYLOVA ESTER
PR AMID i LT ANHYDRID ALDEHYD
[2]
o
C=0
! L 1 1 L 1 L 1 1 L 1 L 1 1 L 1 L 1 1 L 1 L 1 1 ]
42‘80 32'09 22'09 15'02 IBIGE !
o)
)k 0/\/\
C-H
¢=0 co
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Zakladni orientace ve spektru: uréeni funkénich skupin

2. dal8i funkéni skupiny

stfedné
intenzivni pas(y)
cca 3400 cm-1
(vazba N-H)

intenzivni pas
oblasti pod 800 cm-
(vazba C-X)

intenzivni pas
§ oblasti pod 800 cm-)>
(vazba C-X)

pas 1300-1000 cm-1
(vazba C-O)

Siroky pas
v oblasti
3400-3300 cm-1
(vazba O-H),

ANO
ARG ETHER AMIN HALOGENDERIVAT NITRODERIVAT
nebo FENOL
3
\/

Cisty terc-butanol
zfedény roztok terc-butanolu v CHCI,



AL oo s B
c=C co

Zakladni orientace ve spektru: uréeni funkénich skupin
3. dvojna vazba a aromatické jadro

ostry pik

cca 1650 cm-1

vazba C=C)

*

* pik mtize byt prekryt signalem karbonylové skupiny

ALKEN
nebo AREN

90-680 cm-
pripadné také
1700-1500

piky(y)
cca 3030 cm-1

1-ALKEN

ANO

OH

AREN
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C-H NH,

I I
T T
2a08 1508

benzenové jadro

Zakladni orientace ve spektru: uréeni funkénich skupin
4. trojna vazba

stredné ANO
htenzivni ostry piR
2250 cm-1 DURIL
kupina C=l
ANO ANO ANO
p——>  ALKYN S el 1-ALKYN
(skupina =C-H)

Pokud ve spektru nejsou zadné vyse uvedené signaly, jde pravdépodobné
o nasyceny uhlovodik. Spektra jsou pomérné jednoducha a obsahuiji :

- silny pas cca 2900 cm (C-H valenéni),

- stfedné silny ostry pik 1470 cm™' (CH, deformacni),

- slabsi ostry pik cca 1400+50 cm™ (CH, deformaéni),

- pfipadné pik 720 cm™ (signal delsich fetézca alkant)

17



Kvantitativni analyza metodou MIR

Métené veli¢iny:

absorbance nebo opticka hustota

integralni intenzita (plocha vymezena absorp¢ni kiivkou
v ur¢itém intervalu vlnoctu)

odecitani signalu metodou zdkladni linie nebo diferencni
metodou

Aplikace v analyze potravin

1. Stanoveni trans-nenasycenych mastnych kyselin v tucich

vlnocet 960-970 cm! (cis vazby absorbuji pfi 700+£50 cm™,
koncové vazby pfi cca 900 cm™)

TAG se konvertuji na methylestery MK a rozpusti v CS,
ke kalibraci se pouziva methylester kys. elaidové

Aplikace v analyze potravin

1 7]
WAV
ALQ

2. Stanoveni zakladnich sloZek potravin technikou ATR

voda tuk voda | ,_— sacharidy

N

oo8f-

2
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£

J A: spektrum cokolady
A

S Ll
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/\ f\ / B: spektrum peciva
o
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Log (1/R)

Spektrometrie v blizké infraéervené oblasti (NIR)

» spektra obsahuji malo intenzivni signaly

— kombina¢ni ptechody

— vys$$i harmonické ptechody (overtones):
zména vibra¢niho kvantového ¢isla Av je 2; 3; 4...
jestlize fundamentalni pfechod nastava pii vinové délce 4,
prvni harmonicka nastane pti 4,~ 4,/2, druhd pfi 4,= 1,/3,
treti pii 43~ 1/4 ..., absorptivita se postupné sniZuje

NIR spektra se méti

— transmisni technikou

— difuzné reflexni technikou

— technikou ATR

NIR spektra nékterych potravinarskych vzorku

0.5

Wheat Gluten
(Arrows Point to Protein Abserptions)
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NIR spektrum p$eniného lepku

signaly bilkovin:

1190, 1488, 1735, 1974, 2054, 2162 nm

Log (1/R)

0g
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0.2

850

NIR Spectrum of Starch

N

1

1300 1750 2200 2650
Wavelength (nm)

NIR spektrum $krobu
hlavni signal 2100 nm
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NIR spektra nékterych potravinarskych vzorku

Wavelength (nm)

NIR spektrum
susené¢ho vaje¢ného bilku
signaly bilkovin 2054 a 2162 nm

1

i NIR Spectrum NIR SpOE;ctrum

S i . 08 [ ,

Egg White Solids Whole Egg Solids
s ) B g 08
(=2 =
: 8o} SN
0.2
850 1300 1750 2200 2650 0 e ———

Wavelength (nm)

NIR spektrum

suSené vaje€né hmoty

pik bilkovin 2162 nm deformovan
piky lipid 1200, 1750 a 2350 nm

Reflexni a transmisni NIR spektra

Leg 1/R

m

2)
(&l

@)

2400
Wavelength (nm)

A

Log 11T

Wavelength (nm)

B

A: NIR reflexni spektrum slozek pSenice: Skrob (1), bilkovina (2), tuk (3), voda (4)
B: NIR transmisni spektrum pSenice a jejich slozek

Poznamka: zafeni 800-1100 nm prochdzi 1-2 cm vrstvou vzorku (obili, maso...)



Aplikace NIR v analyze potravin

Stanoveni vody

=0 ¢ absorpeni pasy vody v NIR:
/V\Jm 1940, 1450, 1190, 970 a 760 nm
* poloha maxim se mirn¢ posouva
v disledku interakci molekul
vody se slozkami potravin
* 1450, 970, 760 nm jsou prvni,

J druha a tfeti harmonicka
frekvence
1159 —— “ '+ 1940 a 1190 jsou kombinac¢ni
NIR spektra mouky (1) prechody

a mouky po vysuseni (2)

Moznosti stanoveni vody

* méfeni absorbance extraktu v rozpoustédle, které neobsahuje
skupiny OH (N,N-dimethylformamid) pfi 1940 nm (linearni
rozsah 0-2,5 %) nebo pii 1450 nm (linearni rozsah 0-4 %);
aplikace napf. pro analyzu susené zeleniny a koteni

 azeotropicka destilace vody ze vzorku (napft. kavy)

s 1,4-dioxanem a méfeni absorbance destilatu pfi 1910 nm

» méfeni absorbance pii 970 nm (analyza piva, masa, obili)

* pfiprava suspenze vzorku (mouka, rozemletd semena...) v CCly
a mefeni OD pfi 1940 a 2080 nm; obsah vody je umérny rozdilu
hodnot OD; nutna kalibrace nezavislou metodou

» mgéfeni reflektance tuhych vzork (mouka, obili, slad, sus. mléko,

olejnata semena, chmel...) pfi 1940 nm a dalsi referen¢ni hodnoté
(2310, 1850, 2000 nm) — nutna kalibrace
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Moisture, %
=]
]

]

L
0-45 0-55

; " ot s
0:65 =002 0 003
L[1940) L(1940) - L2310}

Zavislost obsahu vlhkosti v mouce Zavislost obsahu vlhkosti v mouce
a OD 949 =log 1/R g4 a rozdilu OD g,y — OD»3,,

(data pro 40 vzorkt)

Analyticka funkce:

Obsah vody = 12,69 + 81,49 . (log 1/R 940 — log 1/Ry310) [%0]

Stanoveni bilkovin

pfi analyze obilovin je vhodné vychazet z reflektance pfi 2180 nm
doplnéné nékolika referen¢nimi hodnotami

Analyticka funkce pro pSeni¢nou mouku:

Obsah bilkovin = 12,68 +493,7 . log 1/R,,50 — 323,1 . log 1/R5;¢
— 2344 . log 1/R 45 [%]

Spravnost stanoveni bilkovin:
srovnani vysledk NIR analyzy (y)
s vysledky Kjeldahlovy metody (x)
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Stanoveni tuku

Hlavni absorp¢ni pasy tukti v NIR patii vibracim skupin CH,
fetézcli mastnych kyselin. Jsou to prvni harmonické 1734 a 1765 nm,
druhé harmonicka 1200 a kombinac¢ni vibracni pasy 2310 a 2345 nm.

- NIR spektra
podzemnicového oleje (1)
a parafinového oleje (2)

Log /R

1100 2400
Wavelenath (nm}

Moznosti stanoveni tuku metodou NIR

* meéieni reflektance vzorku

— napf. analyza masa métenim signalu pfi 1725 nm a referencni
hodnoty pti 1650 nm

— obdobné postupy byly popsany pro obiloviny, kakao, syry,
susené mléko, olejniny...

e transmisni méfeni v oblasti 800-1100 nm

— ve spektru druhé derivace absorbance je pomér hodnot pfi
931 a 946 nm nebo 931 a 1062 nm umeérny obsahu tuku

— aplikovano pro analyzu masa

Stanoveni nenasycenosti tuku

NIR spektra tukti obsahuji pasy 1180, 2143 a 2190 nm, které¢
odpovidaji vyskytu cis -CH=CH- vazby; métenim log 1/R;43
1ze po kalibraci nahradit stanoveni jodového Cisla
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Stanoveni sacharidua

NIR spektra jednotlivych sacharidd jsou navzajem velmi podobna
a obsahuji mnoho absorp¢nich maxim — viz tabulka

glukosa sacharosa  Skrob celulosa  glukosa sacharosa  Skrob celulosa
1198nm 1196 nm 1202 nm 1207 nm - 2008 - -
1269 1276 1274 1278 2073 2073 - -
1371 1368 1360 1365 2103 - 2100 2088
1440 1436 1432 1431 2154 2150 - -
1493 1489 1492 1487 2200 2191 2190 2200
1589 1586 1580 1584 2275 2255 2278 2273
1705 1688 1702 1707 - 2318 2318 -

- 1729 - - 2330 - - 2336
1750 1762 - - - - - 2347
1789 - 1773 1772 2364 2368 2360 -
1834 1823 1824 1824 - - - -

Nekteré aplikace NIR v analyze sacharida

» stanoveni Glc, Fru, Sach v praskovych smésich

 stanoveni sacharosy ve vin¢ (0,8-9 %), stanoveni cukri
v ovocnych $tdvach — méfeni transmitance v 1-2 mm vrstveé

+ stanoveni sacharosy v ¢okolad¢ a cukrovinkach

@
m

2

NIR spektra
sacharosy (1), tuku (2)
a ¢okolady (3)

Log 1/R

3 2400
1100
Wavelength (nm)



Stanoveni alkohola

* pifimé stanoveni ethanolu ve viné méfenim absorbance
v 1 mm kyveté (rozsah 11-17 % v/v EtOH)

* stanoveni glycerolu

Log 1A

1100
Wavelength (nm)

NIR spektra ethanolu (1) a vina (2)

@

mn

2400

Glycarol

Absorbance

Ethanol

T T T T T
1400 1600 1800 2000 2200 2400
Wavelength (nm)

NIR spektra ¢istého glycerolu a ethanolu
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