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Spektrometrie: zaklady

* Interakce zareni se studovanou hmotou
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Oblast viditelného zareni
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elektromagnetické zareni

<

zmeéna energetického stavu molekuly

« zména elektronového stavu (obsazenost orbitalt)
« zména vibracniho stavu

 zména rotacniho stavu
UV/VIS

ZARENI
IR

* zména vibracniho stavu

 zmeéena rotacniho stavu
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Uvod
zavislost spekter na periodickem pohybu

Kazda Cara vibracniho spektra (IR) je svymi vlastnostmi
zavisla na poctu a hmoté spolecné kmitajicich atomu
molekuly, na jejich prostorovém usporadani a na vnitrne
molekulovem silovém poli.

Prof. Dr. Arnost Okac (1948)
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Vibrace molekul

Typy vibraci .v. .‘\ 4’ .\. P

deformaéni

* valencni:
X 4 valenéni valenéni
zmena delky vazb . e :
y y symetricka antisymetricka nuzkova
anti-gymmetric stretch scissoring bend

SV etric stretch

* symetricke
A @ @ ® )

* antisymetricke
.\./. " \./. .\. /.

 deformacni
zmeéna valencéniho uhlu

e rovinné deformaéni deformaéni deformaéni
. . , kyvava véjitova kroutiva
[ . .
mimorovinne rocking bend wagging bend twisting bend

http://web.vscht.cz
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Podstata IR spektrometrie

» prechody mezi vibraCcnimi (vibracne-rotacnimi) stavy
* typy prechodu pfi absorpci IR zareni:

« fundamentalni (zména kvantového Cisla o jednotku)
* VvySSi harmonické — svrchni tony
« kombinacni
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http://www.vscht.cz/anl/matejka/2012-ACH1-10-spektra-molekuly-vibrace.pdf
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Infracervena spektroskopie

Zareni v rozsahu 12 500 — 10 cm?
Méreni IR zareni absorbovaného nebo odrazeného vzorkem

Poskytuje informace o molekulach obsazenych ve vzorku
(funkcni skupiny, mezimolekulové interakce)
Pouziti:

« analyza plynu, kapalin, tuhych vzorku

+ identifikace latek

« kvantitativni analyza

K identifikaci chemické struktury latek od 30. let 20. stoleti
NejvétSi vyznam pro identifikaci organickych latek ma oblast
spektra v oblasti 400 — 4000 cm. Organické slouceniny se
zde projevuji nejvétsim poctem absorpénich pasu
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Vystupem méfeni je S|P ektrum

= grafické znazornéni funkéni zavislosti transmitance (T, v %) nebo
absorbance (A) na vinové délce dopadajiciho zareni

transmitance (propustnost) = pomeér intenzity zareni, které proslo
vzorkem (l), k intenzité zareni vychazejiciho ze zdroje (l,)

100
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Ktere latky poskytuji signal v IR spektru?

ANO NE
 latky, jejichZ molekuly * prvky v molekulovém nebo
obsahuji polarni vazby krystalickém stavu
* = molekuly sloZzené z « =napf. O,, O;, N,, Cl,, Ar,
ruznych atomu Sg, kifemik, grafit, diamant

* = organickeé a anorganicke
slou¢eniny (H,0, CO,,
NO,, HCI, soli...)

Signal molekuly v IR spektrometrii je umérny druhé mocniné zmény
dipoloveho momentu molekuly behem vibracniho pohybu molekuly
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Spektralni oblasti a rozdeleni metod

A (pm) V(cm)
Blizka infracervena oblast
(near infrared, NIR) 08-25 12500 -4 000
Stredni infracervena oblast
(mid infrared, MIR) 2:5-25 4 000 - 400
Vzdalena infracervena oblast 25 - 1000 400 - 10

(far infrared, FIR)

MIR — normalni vibraCni prechody
NIR — vysSi harmonicke vibracni prechody

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

atomd
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Instrumentace Vv IR spektrometril

Zakladni soucasti pristroju
« zdroj
* meérna (a srovnavaci) kyveta
« zarizeni pro selekci vinove delky

y Mirror
» detektor zareni
IR Source  Mirror =
o.
Konstrukce - 3
: L e : 1 . | £
* jednoduché pristroje s filtrem >
« klasické pfistroje s disperznim [
systémem (monochromatorem) <
« pfistroje na principu Mirror
interferometru (FTIR)
kSample [:nmparlmentJ

chemwiki.ucdavis.edu
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Techniky mereni IR spekter

Transmisni metody — méfeni zareni prochazejiciho vzorkem
« transmitance — méreni zafeni po pruchodu vzorkem
« absorbance — méreni zareni pohlceného vzorkem

Reflexni metody — méfeni zareni odrazeného vzorkem
» spekularni reflexe

« difuzni reflekce (DRIFTS) \ W

Diffuse reflectance

L4 4 vAAdAnT - 9 .o. @
Zvlastni usporadani ALV A
Sample ® ® e e
* transflektance

Vlgknova optika

* Interaktance
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Technika ATR

= attenuated total reflectance (zeslabeny upliny obraz)
» analyza materialu, z nichz se obtizné pfipravuiji
transparentni tenké vrstvy (pastovité vzorky, Cokolada...)

« vzorek se nanasi v kompaktni vrstvé na povrch mérného
hranolu

evanescentni vina

vzorek i i

/TR krysta\

vzorek

ATR krystal

IC zareni detektor
ze zdroje

* X % -
* *
z * *
evropsky *o X
socialni x MINISTERS SKOLST
= fondvCR EVROPSKA UNIE

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI



Spektrometry s Fourierovou transformaci

« zalozeny na principu Michelsonova interferometru

Pevné zrcadlo

Vyhody FTIR: P H

i i
Da&liE paprski -5 +5

* neni nutna disperzni optika —
do vzorku vstupuje vice energie

* rychly zdznam spektra (< 1s) sourc: /
* vysokeé rozliseni

MIRROR 1

WwWw.newport.com

vystup

zdroj |C—» | mterferometr (— |vzorek |—»|detektor |—|pofitac |C——>
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Spektrometry s Fourierovou transformaci

« matematicka uprava Fourierovou transformaci —
spektrum

1004 Fourier Transform (FT)

Fx)=[fx)e " ds
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IR pro analyzu potravin

* NIR spektrometrie: kvantitativni nedestruktivni analyza
hlavnich slozek vzorku, identifikace latek

 MIR spektrometrie: identifikace organickych latek

« z MIR spektra je mozné urcCit jaké funkcni skupiny molekula
obsahuje (oblast charakteristickych vibraci — 4 000 - 1 250 cm?),
prip. urcit totoznost latky srovnanim s atlasem (knihovnou) spekter
(tzv. oblast otisku palce — 1 250 - 400 cm™1)

* v mensi mife ke kvantitativni analyze
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NIR pro analyzu potravin

mléko, mléCné vyrobky

maso, masne vyrobky

obilniny a vyrobky z nich

vejce a vyrobky z nich

napoje

ovoce, zelenina

plodiny... * kvalitativni analyza

 kvantitativni analyza
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NIR pro analyzu potravin

Kvantitativni analyza

« chemickeé parametry: obsah vody, susiny, tuku, bilkovin,
sacharidu...

 fyzikalni parametry: a,, elektricka vodivost, pH...
« technologické parametry: barva, Cerstvost, vaznost vody...
* bakterialni parametry (MIR)

Kvalitativni analyza

« faze vyroby, zrani,

« odliSeni podobnych vzorku

* rozdéleni vzorkl do skupin dle vybranych parametru
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NIR spektrometrie neni primarni metodal

vzorek

/\

klasicka analyticka metoda IR spektrometrie

l l

data spektra

~, —

VYVO] kallbracnlch modelu

!

kvantifikace neznamych vzorku
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Vyhody NIR spektrometrie:

* nedestruktivni, rychla, jednoducha metoda
* moznost pouziti primo v provozu

« stanoveni m noha parametru najednou

Nevyhody NIR spektrometrie:

* nevhodneé pro stanoveni minoritnich latek

« pro kazdou slozku samostatna kalibrace pristroje
* Vvysoka porizovaci cena pfristroje
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Near Infrared Band
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UV/VIS spektrometrie

absorpce zafivé energie molekulami analytu pfi pruchodu paprsku
vzorkem — valencni elektrony prechazi na vyssi energetickou
hladinu

absorpce je dana pfitomnosti chromoforu v molekule

CHROMOFORY = atomové skupiny v molekulach organickych
latek, jez zpusobuji barevnost slouceniny

Absorpce v UV oblasti:
* chromofory: -CH=CH-, -CH=CH-CH=CH-, >C=0, >C=N-, -N=N-, aromaticka
jadra
* nasyceneé sloucCeniny absorbuji jen ve vakuové oblasti
Absorpce ve viditelné oblasti:

» slou€eniny chromoforu: -N=N-, C=S, -N=0 v konjugaci s —C=C- a
(heterocyklickymi) aromatickymi jadry
* vicejaderné aromatické a heterocyklické slouceniny
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UV/VIS spektrometrie

« Jako barevné se jevi latky, které absorbuji ve viditelné oblasti

« Barva vzorku je dana odrazenym zarenim (latka ma barvu
komplementarni k té, ktera byla absorbovana):

VInova délka svétla Barva svétla Barva roztoku
400-435 nm fialova Zlutozelena
435-480 nm modra zluta-zlutooranzova
480-490 nm zelenomodra oranzova

490-500 nm modrozelena c¢ervenooranzova
500-560 nm zelena cervena-purpurova
560-580 nm zelenozluta fialova

580-595 nm

zlutooranzova modra

595-610 nm

cervenooranzova |zelenomodra

620-760 nm

¢ervena modrozelena
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UV/VIS spektrometrie

Podminky pro spektrofotometrické méreni:

* pristroj (jedno nebo dvoupaprskovy)

* vinova délka — druh kyvety

» Sifka Stérbiny

« koncentrace absorbujici latky a tloustka kyvety
« druh rozpoustedla

Kyvety:

« Kyvety musi byt z materialu, ktery neabsorbuje pouzivané zareni =
kyvety pro mereni ve VIS oblasti mohou byt sklenéné, kyvety pro
meéreni v UV musi byt kremenne
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UV/VIS spektrometr

Zakladni soucasti absorpcniho spektrofotometru:

zdroj zareni (180 — 360 nm deuteriova vybojka, > 360 nm
wolframova lampa)

disperzni systém (monochromator)
kyveta se vzorkem (srovnavaci kyveta)
detektor (fotonasobi€ nebo DAD)

~droi hranol Sterbina
zéFequ ﬂ detektor

Al

vzorek T
, registracni
monochromator pristroj

mefanet-motol.cuni.cz/download.php?fid=798
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UV/VIS spektrometrie

zachyceni zmen barev nebo zjisteni barevnosti vzorku

stanoveni koncentrace latek na zaklade barevnych zmen
(standardy, kalibraCni primka)

stanoveni prubéhu enzymatickych reakci

« Casto se méfi (spfazené) reakce, v nichz je koenzymem
NAD*/NADH+H*

Vzorky musi byt ve formé roztoku!
Pouziti vhodnych rozpoustedel!
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Analyticke aplikace UV/VIS spektrometrie

Spektralni charakterizace neznamych latek
Fotometricka indikace pri titracich s barevnym indikatorem
Stanoveni barevnych latek (pfirodni i synteticka barviva)

Stanoveni latek absorbujicich v UV oblasti

» bilkoviny (aromatické AMK), nukleotidy a nukleové kyseliny, nékteré vitaminy a
kofaktory enzymu, fenolové latky, aromatické uhlovodiky, heterocyklické
slouceniny (alkaloidy)

Stanoveni neabsorbujicich latek po jejich konverzi na latky absorbujici
« aminokyseliny, produkty dehydratace cukrl, cholesterol, enzymy

Selektivni detekce v kapalinové chromatografii
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