Stanovení změn chemického složení esterového oleje při jeho stárnutí infračervenou spektroskopií
1.Úvod

    Infračervená spektrometrie je analytická metoda založená na schopnosti látky pohlcovat záření různých vlnových délek. Jedná se o absorpci elektromagnetického záření o vlnočtech (vlnočet υ je definován vztahem υ=1/λ) 14500cm-1 až cca 10cm-1, které označujeme jako záření infračervené a dále, podle vžité konvence, je ještě dělíme na záření ve spektrální oblasti blízké (11500-4000cm-1), střední (4000-400cm-1) a daleké (650-10cm-1). Měli bychom si zapamatovat především  střední spektrální oblast, která má pro identifikaci látek největší význam. V této spektrální oblasti pak leží většina fundamentálních absorpčních pásů, které jsou využity při hodnocení opotřebení esterového oleje.
    Při absorpci infračerveného záření molekulami měřené látky dochází ke zvýšení jejich vibrační (v plynné fázi také rotační ) energie. Proto infračervená  absorpční spektra poskytují informace o vibračním pohybu molekuly, je možno je využít při kvalitativní i kvantitativní analýze,  k identifikaci chemického složení a určování chemické struktury.

2.Teoretická část

2.1.Esterové oleje, potravinářské
    Oleje jsou zpravidla přírodní produkty, z chemického hlediska jde o estery vyšších mastných, často nenasycených kyselin s vícesytným alkoholem. Řadíme sem nasycené mastné kyseliny s dlouhými alifatickými řetězci (např. laurová, myristová, palmitová či stearová), nenasycené mastné kyseliny s několika násobnými vazbami mezi atomy uhlíku (např. olejová, linolová, linolenová) a některé hydroxykyseliny (např (např. ricinová). Rozdíly v zastoupení jednotlivých mastných kyselin jsou spíše kvantitativní než kvalitativní (viz. tabulka 1) Chemické složení se mění podle stáří vzorku a podle chemických reakcí, které ve vzorku během používání proběhly. Variabilita se zvyšuje i schopností glycerolu vytvářet se stejnými typy mastných kyselin několik různých kombinací, např. 5 různých mastných kyselin obsažených v lněném oleji může vytvářet až 55 různých triglyceridů. Výsledkem této různorodosti je skutečnost, že rozlišit oleje podle specifického složení triglyceridů infračervenou spektroskopií je omezené. Avšak pro skupinovou analýzu změn probíhajících na jednom typu oleje je infračervené spektroskopie jednoduchou, poměrně nenákladnou, málo pracnou a rychlou orientační metodou.
     Tabulka 1 Koncentrace mastných kyselin v některých rostlinných olejích
	olej
	Obsah mastných kyselin (%)1

	
	8 : 0
	10 : 0
	12 : 0
	14 : 0
	16 : 0
	18 : 0
	18 : 1
	18 : 2
	18 : 3


	Olivový
	
	
	
	Stopy
	8 – 18
	2 – 5
	56 – 82
	4 – 19
	0,3 – 1

	Slunečnicový
	
	
	
	Stopy
	5 – 6
	4 – 6
	17 – 51
	38 – 74
	Stopy

	Kokosový
	5 – 9
	6 – 0
	44-52
	13 – 19
	8 – 1
	1 – 3
	  5 – 8
	1 – 2
	

	Makový
	
	
	
	
	10
	2
	11
	72
	5

	Ořechový
	
	
	
	
	3 – 7
	0,5 – 3
	9 – 30
	57 – 76
	2 – 16

	Lněný
	
	
	
	stopy
	6 – 7
	3 – 6
	14 – 4
	14 – 19
	48 – 60

	Konopný
	
	
	
	
	6 - 7
	2 - 3
	12 – 17
	55 - 65
	14 - 20


Pozn. - 1 označení mastné kyseliny je charakterizováno poměrem délky uhlíkového řetězce Cx a počtu dvojných vazeb v tomto řetězci
Chemické změny při degradaci olejů jsou způsobeny především přítomností tří různých esterových vazeb v molekule triglyceridu a přítomností velmi reaktivní násobné vazby mezi atomy uhlíku. Oleje podléhají následujícím reakcím:
· oxidaci

· polymeraci

· hydrogenaci

· degradaci (štěpení) řetězců mastných kyselin

· zmýdelnění (vznik solí mastných kyselin – mýdel a glycerolu)

· hydrolýze (v přítomnosti vlhkosti a vyšší teploty nebo katalytického působení minerální kyseliny

· štěpení triglyceridů enzymatickým působením bakterií a plísní.

V této práci se zaměříme na využití infračervené spektroskopie pro identifikaci chemických změn, které proběhly při použití oleje pro potravinářské účely. Hledáme rozdíly především v oblastech:

· Absorpčních pásů odpovídající valenčním vibracím vazby C-H  - spektrální oblast 3200 – 2700 cm-1
· Posun základní linie ve spektrální oblasti 1900-2000cm-1 přítomnost mechanických nečistot,sazí, pevných zbytků potravy a pod. 

· 1800-1600 cm-¹ oblast oxidačních produktů opotřebení ( vazba C=O ) – přítomnost esterů, aldehydů, ketonů, volných kyselin
· 1640-1620 cm-¹, 3300-3500cm-¹ přítomnost vlhkosti
· 1300-100 cm-¹ produkty oxidace ( vazba C-C-O-,C-O-C, C-OH, C-O-O-C )

· 960 – 965 cm-1 přítomnost trans vazby na C=C

· 710 – 730 cm-1 délka alifatického řetězce –(CH2) n pro n≥4

Použitelnost, tj.,provozní doba oleje, je většinou stanovena provozní zkouškou na zařízení, pro který je daný typ oleje používán a ve výše uvedených spektrálních oblastech jsou stanoveny maximální přírůstky nebo úbytky intenzity absorpčních pásů, které ještě vyhovují nebo již nevyhovují konkrétnímu provozu. Tato kalibrace mezních hodnot se provádí běžnými metodami hodnocení, např. stanovením čísla kyselosti, stanovením koncentrace dvojné vazby, stanovení trans vazeb a pod.
2.2. Měřicí technika ATR

    Pro rychlé měření vzorků olejů je výhodná technika zeslabené totální reflexe (ATR-Attenuated Total Reflectance ). Jedná se o účinnou rychlou metodu, která vyžaduje minimální přípravu vzorku pro analýzu. Tato technika je založena na principu násobného úplného odrazu záření na fázovém rozhraní měřeného vzorku a měřicího krystalu z materiálu o vysokém indexu lomu. Krystal je většinou planární, ve tvaru lichoběžníkového hranolu. Svazek paprsků je přiveden do krystalu soustavou zrcadel tak, aby úhel dopadu na fázové rozhraní vyhověl podmínce úplného odrazu. Měřený vzorek je v dokonalém kontaktu s ATR krystalem a záření proniká částečně do analyzovaného materiálu. Hloubka tohoto průniku svazku záření do vzorku se nazývá penetrační hloubka a definuje tloušťku měřeného vzorku. Vzhledem k tomu, že při měření je tato tloušťka konstantní, lze ATR technika využít pro kvalitativní i kvantitativní stanovení.
    Pokud měřený vzorek absorbuje záření o určité frekvenci, pak tato složka bude v totálně odraženém světle zeslabena.Takto získané infračervené spektrum se do značné míry podobá spektru změřenému v transmitančním režimu (je ekvivalentní průchodu záření vzorkem o tloušťce řádově jednotek μm). Používají se krystaly např.ze ZnSe, AgCl, Si,Ge, safiru, KRS-5 (směs halogenidů thalných ).Dnes se jako standardní měřící technika používá převážně lichoběžníkového ZnSe krystalu v horizontálním uspořádání. ATR spektrum vzorku a penetrační hloubka záření jsou  ovlivněny:
· vlnovou délkou infračerveného záření., tj. pro různé vlnové délky měříme různou tloušťku vzorku, avšak pro stejnou vlnovou dálku je měřená tloušťka vzorku konstantní
· poměrem indexů lomu měřeného vzorku a ATR krystalu

· efektivní dráhou záření

· úhlem dopadu záření na fázové rozhraní

· kontaktem mezi měřeným vzorkem a ATR krystalem

Výsledná hloubka penetrace záření do vzorku je definována vztahem(3)

dp=λ/2πnk(sin2(-(nv/nk)2)½                           (3)

kde d –je hloubka průniku záření, λ je vlnová délka záření,  θ je úhel dopadu záření na fázové rozhraní a  nv  , nk   jsou indexy lomu vzorku a krystalu. Aby došlo k úplnému vnitřnímu odrazu musí být úhel dopadu větší než kritický úhel  Θc ,který je definován vztahem (4)

 Θc=sin-1nv/nk               (4)

    Z uvedených výrazů je patrné, že penetrační hloubka infračerveného záření do vzorku závisí na vlnové délce záření. S vlnovou délkou záření se zvyšuje hloubka penetrace. Z toho pak plyne,že se relativní intenzity pásů ve spektru snižují s rostoucími hodnotami vlnočtů ve srovnání se spektry v transmitančním modu. Tento jev je nutno matematicky kompenzovát. ATR korekce je standardní součástí softwarového vybavení FTIR spektrometrů.

     Index lomu má dva účinky na změnu kritického úhlu.Vliv indexu lomu vzorku a ATR krystalu je zvláště patrný u vzorků, které mají vysoký index lomu. U těchto vzorků úhel dopadu nepřevyšuje výrazně kritický úhel, a proto nalezneme ve spektru distorzní pásy. Poměr indexů lomu též ovlivňuje penetrační hloubku, jak je patrné z výrazu (3). Zvyšováním indexu lomu ATR krystalu se penetrační hloubka snižuje (např.výměnou krystalu z  ZnSe za krystal z germánia). Současně se sníží efektivní dráha paprsku a relativní intenzita pásů ve spektru.

      Zatímco intenzita pásů v transmitančním spektru je ovlivněna tloušťkou vzorku, v ATR technice je obdobnou veličinou tzv.efektivní dráha záření (EPL-Efective Pathlength), jež je definována jako penetrační hloubka násobená počtem reflexí „N“ infračerveného záření v ATR krystalu daných vztahem (5)

N=I.cotΘ/t                          (5)

Kde I je délka krystalu a t je tloušt‘ka krystalu. Z výrazu plyne, že s větším úhlem dopadu se snižuje počet reflexí a tím i intenzita pásů ve spektru. Vzhledem k tomu, že je hloubka penetrace záření do vzorku řádově v mikrometrech, je velmi důležité dodržovat dobrý kontakt vzorků s krystalem. Pro zajištění reprodukovatelnosti měření je nutné pokrýt celou plochu krystalu vzorkem.

[image: image1.wmf]
Obr. 1 Schéma planárního ATR krystalu a průchodu svazku záření po úplném odrazu na fázovém rozhraní mezi vzorkem a krystalem
3.Cil práce

· změřit infračervená spektra nového a použitého oleje metodou ATR, 

· srovnat infračervené spektrum nového oleje a opotřebeného oleje, indentifikovat a přižadit jednotlivé absorpční pásy ve spektrech obou vzorků
· v rozkreslených spektrálních oblastech, kde jsou vedle spektra daného vzorku uvedena i derivační spektra (2. derivace) vyhledat skryté absorpční pásy ( v místech lokáních minim 2. derivace spektra) a tyto skryté pásy přiřadit typu degradačního produktu (tj. např. kyselina, ester, aldehyd, hydroxyl, peroxid a pod.)

· Na základě takto nalezených rozdílů interpretovat změny oleje, které nastaly v důsledku jeho opotřebení – tj. např. snížení relativní intenzity absorpčních pásů valenčních asymetrických vibrací CH2 skupin  (2929 cm-1) ve srovnání s intenzitou absorpčních valenčních asymetrických vibrací CH3 skupin (2962 cm-1).
4. Postup práce
Postupně změřte infračervené spektra původního ( neupraveného) oleje a oleje po degradaci.

1. Vyčistěte chloroformem ATR krystal (ZnSe)

2. Vložte prázdný krystal do nástavce ve vzorkovém prostoru a změřte pozadí (background)

parametry měření: Přístroj. FTIR spektrometr Bruker IFS 66/v

                              detektor: DTGS (deuteriumtriglycilsulfát)

                              dělič paprsku : KBr – Ge

                              spektrální rozlišení (resolution): 4 cm-1
                              počet akumulací spektra (number of scans): 32

Pro vlastní seznámení s ovládání spektrometru využijte návod k obsluze přístroje a konzultaci s pracovníky Laboratoře molekulové spektroskopie Centrálních laboratoří VŠCHT

3. Vyjměte krystal ze vzorkového prostoru, naneste na jeho povrch vzorek neupraveného oleje, znovu vložte opatrně krystal do vzorkového prostoru a změřte za stejných parametrů (viz. bod 2) spektrum vzorku. Uložte spektrum vzorku.

4. Znovu vyjměte krystal ze vzorkového prostoru, krystal dobře očistěte chloroformem a naneste druhý vzorek, tj. vzorek opotřebeného oleje.
5. Vložte krystal znovu do vzorkového prostoru a změřte za stejných parametrů (viz. bod 2) spektrum vzorku. Uložte spektrum vzorku.

6. Z vytištěného souboru spekter proveďte identifikaci změn, které v oleji proběhly. Při vyhodnocení použijte tabulek přiřazení absorpčních pásů:  

· K. Nakanishi: Infrared Absorption Spectroscopy – practical, Nankodo Company, LTD, 1962

· G. Socrates: Infrared and Raman Characteristic Group Frequencies – Tables and Charts, John Wiley &Sons, LTD, 2001

7. Vypracujte protokol
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