Infracervena spektroskopie v MIR a NIR oblastech

A. VInoétova kalibrace infragervenych spektrometri

Pro vyuziti informaci obsazenych v infraervenych absorpcnich spektrech je mimo jiné nutnd znalost
presnych hodnot vino¢tl zafeni v rozsahu potizovaného spektra. U béznych disperznich pfistroji idaj vinoctu
na registranim zatizeni neodpovida piesné& skute¢nosti. Odchylky mnohdy dosahuji i ndkolik desitek cm™ a lisi
se nejen u ruznych pfistroji, ale i v riznych oblastech spektra méfeného na stejném zatizeni. Pro pfesnd méieni
je nutno vinoctovou stupnici kazdého spektrometru ocejchovat, t.j. sestrojit kalibracni kiivku, s jejiz pomoci se
pak koriguji experimentalné urcené vinocty.

V praxi se kalibrace disperznich spektrometrti bézné provadi pomoci literarnich udajti o vlnoctech absorpénich pést pro tento
ucel vhodnych sloucenin, jejichz spektra byla velmi pfesné zmétena. Latky pouzivané ke kalibraci by mély byt snadno ptistupné v
pozadované ¢istoté a v kalibrované oblasti musi vykazovat dostatek tizkych, pfiméfené intenzivnich absorpénich pasi, jejichz vinocty
jsou s potiebnou piesnosti znamy.. Pro rutinni kalibraci (pfesnost 1 cm™) spektrometru pracujiciho ve stfedni infradervené oblasti
(4000 - 200 cm™) obvykle postaduji dvé az tii latky, nejéastdji polystyrenova folie (700 - 2000 a 2800 - 3100 cm™) a atmosferické
vodni péara a oxid uhli¢ity (300 - 800, 1300 - 2000, 2300 - 2400 a 3400 - 3900 cm™). Pro piesn&jsi méfeni polet potfebnych
standardnich latek zna¢né vzrista. Nejéastéji jsou vyuzivana rotaéné-vibraéni spektra plyni, na pt. amoniaku (800 - 1100 cm™), oxidu
uhelnatého (2000 - 2200 cm™), chlorovodiku (2600 - 3100 cm™) a dalsich. Velmi vyhodné se ke kalibraci vyuziva jednopaprskového
provozu spektrometru. Vzorkem jsou oxid uhli¢ity a vodni para obsazené ve vzduchu, takze odpada jakakoliv manipulace s kyvetami.

Kalibrace infracervenych spektrometrt pracujicich na principu interferometru je velmi rychla a snadna.
Integralni soucasti takovych pfistroji je He-Ne laser, slouzici ke kontrole polohy pohyblivého zrcadla
interferometru. VInocet jim emitovaného zareni je pfesn¢ znam a Ize ho proto vyuzit i ke kalibraci vinoctoveé
stupnice métenych spekter. PIné k tomu postaci kontrola vinoctu jediného pasu v rotacné-vibra¢nim spektru
vodni pary a ptipadna tprava hodnoty vinoctu He-Ne laseru uvedena v optickych parametrech.

Ukoly
1. Vinoctova kalibrace spektrometru IFS 28 (IFS 55)

Spustime program OPUS a dialogovy box MERENT otevieme kliknutim levého tlagitka mysi na ikonu
MEAS. K méfeni pouzijeme metodu (EXPERIMENT) ulozenou v souboru CALIB.XPM, ktery vybereme po
zadani ptikazu LOAD. Aktivujeme funkci ALIGN MODE a vyckdme az se stabilizuje vykon zdroje
(optimalné 20 000 - 22 000 counts). Z nabidky SET UP (SET_UP > OPTICS > OPTIONS&SETTINGS > LA-
SER_ WAVENUMBER) zjistime nastaveny vlno&et He-Ne laseru (15 800.521 cm™). Zmé&fime spektrum pozadi
(BACKGROUND) a ptikazem SAVE ho ulozime do souboru (vytvofi se soubor s ozna¢enim [100] na stavové
li§t€). Pomoci funkce POST ZERO FILL (faktor 8) v nabidce MANIPULATE spektralni kiivku upravime
(vytvoti se soubor [1]), zobrazime ji na displeji a funkci X/Y nastavime optimalni rozsah obou os. Funkci
ZOOM zobrazime na celé obrazovce pouze pas s vinoétem cca 1554 cm™. Modulem TABEL (GET DIS-
PLAY LIMITS, PEAKS >1 %) ur¢ime pfesnou hodnotu vlnoctu tohoto pasu (veyp) a korigovanou hodnotu
vinoctu He-Ne laseru vypocteme ze vztahu

Veorr = 1554.353%15800.521/Vexp
2. Stanoveni relativni vlhkosti v prostoru spektrometru

Metodou MOIST.XPM (16 scans) zméfime spektrum pozadi (BACKGROUND) a ptikazem SAVE ho
ulozime do souboru. Zobrazime ho na displeji a funkci X/Y nastavime optimalni rozsah obou os. Maximalni
hodnotu Y-soufadnice si zapiSeme (Y max). Funkci ZOOM zobrazime okoli pasu s vlno¢tem cca 1559 cm’ a
kurzorem zjistime hodnotu jeho Y-soufadnice (Ysso), kterou si rovnéz poznamename. Relativni vlhkost v
prostoru spektrometru pak uré¢ime ze vztahu



Mrel (%) = 100*(1 - Y1559/Ymax)

Pokud zjisténa hodnota piesahuje 70 %, je nutno obnovit néplii patron s molekulovym sitem, aby nedochazelo
ke korozi optickych prvki z KBr.

Protokol
Uvedeme vypoctené hodnoty z obou ukoli.
B. Méfeni tloust’ky kapalinovych kyvet

Pti prichodu infracervené¢ho zafeni prazdnou kapalinovou kyvetou vznikaji interference mezi paprsky
mnohonasobné reflektovanymi vnitinimi sténami kyvety. Tyto interference zavisi na vlnoctu prochdzejiciho
zafeni a vzdalenosti mezi vnitfnimi st€énami kyvety, t.j. jeji tlouStce. Graficky zdznam meéfeni prazdné
kapalinové kyvety neni proto pifimka rovnob&znéd s osou vlnoctd, nybrz zvinéna kiivka (s rostouci tloustkou
kyvety klesd vzajemnéd vzdalenost maxim). Na infraerveném spektrometru lze tedy tlouStku kapalinovych
kyvet snadno a piesné méfit. Vyznamné je, ze se urci tloustka té ¢asti kyvety, kterou prochazi paprsek pfi jejim
pouziti.

Odectenim poctu maxim resp. minim (n) lezicich mezi dvéma vlnoéty v; a v, maxim resp. minim lze
zjistit tloustku kyvety ze vztahu

d = m+1)2(vz2-Vvi) [cm]

pozorovat, je to vzdy zpiisobeno nevyhovujici paralelitou okének kyvety. Rovnomérnéjsi ptitazeni Sroubli na
drzaku rozebiratelné kapalinové kyvety tento problém eliminuje.

Ukol
1. Méreni tloust’ky nerozebiratelnych kapalinovych kyvet

Metodou SOURCE.XPM (8 scans) zméfime spektrum pozadi a potom spektra prazdnych
nerozebiratelnych kapalinovych kyvet. K uréeni hodnot vlno¢t obou zvolenych krajnich hodnot vinoctl (napf.
v oblasti 2000 - 1000 cm™) vyuzijeme modulu TABEL, po&et maxim (alespoii 8) leZicich mezi nimi odeéteme
na displeji.

Protokol

Vypocteme tloustku kyvet v mm a vysledky srovname s udaji vyrobce.

C. Méreni spekter pevnych latek ve stfedni infracervenené oblasti (MIR)

Pevné latky je tfeba pro ziskani infracerveného (MIR) spektra vhodnym zplisobem upravit. Méii se
jejich roztoky ve vhodném rozpoustédle, suspenze v nujolu, hexachlorbutadienu nebo polychlortrifluoretylenu,
vylisované tablety s bromidem draselnym nebo chloridem stfibrnym, filmy vzniklé odpafenim rozpoustédla z
roztoku na vhodné podlozce, napatené vrstvy a pod. Volba vhodné metody muze mit rozhodujici vliv na kvalitu

ziskanych vysledkull. Naproti tomu méfeni Ramanovych spekter prakticky z4dnou Gipravu vzorku nevyzaduje. Vzorek se naplni do
sklenéné kapilarni kyvety a je-li citlivy ke vzdusné vlhkosti, kyveta se v inertni atmosféfe zatavi.



Nejrozsitenéjsi je technika roztirani pevnych vzorkli s parafinovym olejem (nujolem), jehoz
infracervené spektrum je k dispozici v knihovné CVICENI. Doplitujici méfeni se obvykle provadi se suspenzi v
hexachlorbutadienu nebo poly-(chlortrifluoretylenu), které nemaji absorpcni pasy v oblastech, v nichz absorbuje nujol. Jejich
infratervend spektra jsou ulozena rovn&z v knihovné CVICENI. Suspenze se plni do rozebiratelnych kapalinovych kyvet
bez distancni folie. Kapilarnimi silami se mezi okénky udrzi vrstvi¢ka vzorku potfebna pro métenti.

Okénka kyvet musi byt zhotovena z materidlti, které dobie propoustéji infracervené zaieni a jsou
soucasné chemicky inertni vii¢i méfenym vzorklim. Sklo a kifemen béZné pouzivané pii métfeni viditelnych,
ultrafialovych a NIR absorpCnich spekter nelze v infraervené oblasti pouZzit, protoze toto zafeni témét
kvantitativng absorbuji. B&né se pouziva okének zhotovenych z monokrystali LiF (1600 cm™), CaF, (1100
cm™), NaCl (670 cm™), KBr (370 cm™), KRS-5 (250 cm™) a CsI (200 cm™). V zavorkach jsou uvedeny
dlouhovilnné hranice propustnosti jednotlivych materidlti. CaF, a KRS-5 (smésné monokrystaly bromidu a
jodidu thallného) jsou ve vod¢ prakticky nerozpustné a lze v nich proto méfit vodné roztoky. Pii takovych
métenich je limitujicim faktorem kontinualni absorpce infracerveného zafeni rozpousStédlem. V H,O je
dostupna pouze oblast nad 900 cm™, v D,O lze méfit az do 400 cm™.

Ptiprava suspenze pevného vzorku

50 az 100 mg vzorku (v ptipad¢ potteby rozetfeny v achatové tfeci misce), pieneseme na zdrsnénou
sklenénou desku a ptikapneme 2 az 3 kapky nujolu (hexachlobutadienu nebo poly-(chlortrifluorethylenu). Dru-
hou deskou pak smés roztirdme tak dlouho (cca 1 min.), az ziskame homogenni suspenzi. Je-li tieba, pfidavame
béhem roztirani vzorek nebo nujol tak, abychom dosahli optiméalniho poméru obou slozek. Vysledna suspenze v
nujolu by méla mit konzistenci podobnou zubni pasté, pii ptipravé suspenze v hexachlorbutadienu je vhodné
pracovat v digestofi.

Ptipravenou suspenzi z desek setfeme stérkou z umélé hmoty a kovovou lopatickou ji naneseme na stied
spodniho okénka rozebiratelné kapalinové kyvety. NandSeni je nutno provadét velmi opatrné, abychom
kovovym néastrojem neposkrabali lestény povrch okénka. Ptilozenim druhého okénka se z dobte pfipravené
suspenze vytvoii kruh nebo elipsa. UkaZe-li prvni méfeni nevyhovujici mnozstvi vzorku, je tfeba kyvetu
vycistit a znovu naplnit.

Cisténi kyvetovych okének z materialu rozpustného ve vodé

Okénko nejprve otfeme kouskem papirové vaty a zbytky suspenze odstranime dal$im kouskem vaty
smocenym ve vhodném organickém rozpoustédle. LeSténi provadime na deskdch potazenych flanelem s
kratkym vlasem. Okénko poloZime pouZitou stranou na flanel zvlhéeny 96 % etanolem a krouZivymi pohyby 10
az 20 vtefin leStime. Okénko pak conejrychleji pfeneseme na desku se suchym flanelem, kde je stejnym
zpusobem dolestime. Doslo-1i k hrubSimu mechanickému nebo chemickému poskozeni povrchu okénka,
pouzijeme v prvni fazi Cisténi 50 % etanol. Lesténi pak musi byt kratké a vyZaduje rovnomérny tlak na celou
plochu okénka. Pro tento ucel je tfeba pouzivat zvlastni desku a flanel na ni Casto ménit. Cely postup je obvykle
tieba n€kolikrat opakovat.

Okénka se uchovavaji ve specialnich exikatorech. K zamezeni koroze jejich povrchu vzduS$nou vlhkosti
je tieba exikatory otevirat na co nejkrat$i dobu a okénka z nich vyjimat az tésné pred pouZzitim. Dotyk prsti
zanechava na leSténém povrchu okének tézko odstranitelné otisky. Okénka odladame vzdy jen na papirovou
podlozku na nosniku kyvety nebo na desku potazenou flanelem.

Tabelativni zdznam infraervenych a Ramanovych spekter

Primarni vyhodnoceni infracervenych a Ramanovych vibracnich spekter spoc¢iva v urceni dvou zakladnich parametrd
charakterizujicich kazdy pas ve spektru - jeho vlnoctu a intenzity. Tyto tidaje se obvykle shrnuji do tabulky, v niz se v pfipad¢€ potieby
uvede i poznamka o tvaru pasu a u Ramanovych spekter i udaj o hodnoté depolariza¢niho faktoru. Teprve po shromazdéni téchto
udajti se Ize na jejich zéklad¢ pokusit o pfifazeni pozorovanych pasi jednotlivym fundamentalnim vibracim molekuly.



Intenzity past se pro tabelativni zdznam obvykle uvadi ve stupnici 1 - 5. P&t intenzitnich stupiiti byva v literatufe oznacovano
pocatecnimi pismeny slov velmi slaby, slaby, stfedni, silny a velmi silny (anglicky vw, w, m, s, vs; némecky ss, s, m, st, sst). U
Ramanovych spekter se casto pouziva jemnéjsi stupnice 1 - 10.

Tvar pasu charakterizovany kvantitativné jeho Sitkovym parametrem (tzv. polositka) se pfi kvalitativnim vyhodnoceni
popisuje poznamkou za hodnotou vIno¢tu. Siroké pasy se oznaduji po&ateénimi pismeny slov Siroky resp. velmi $iroky (anglicky b,
vb; némecky b, sb). Dochazi-li k piekryvu dvou nebo vice pasi tak, Ze vrchol je zfetelné vyznacen pouze u nejintenzivnéjsiho pasu,
oznacuji se méné intenzivni pasy jako ramena hlavniho pasu (anglicky Sh, némecky Sch). Pro stanoveni depolariza¢nich faktort
Ramanovych ¢ar je nutno urcit jejich integralni intenzity, t.j. plochu.

Ukol

1. Méreni MIR spektra pevného vzorku v nujolu

Zm¢éiime spektrum pozadi a potom infraervené spektrum pevného vzorku v nujolové suspenzi (4000 -
400 cm™) metodou SOURCE.XPM nebo MIR4.XPM (8 scans). Modulem TABEL odeéteme vinoéty pasii ve
spektru a editorem PEAK EDIT z tabulky past vzorku odstranime pasy naleZejici nujolu a doplnime ji
interaktivnim odectenim parametrii ¢aste¢né prekrytych pasu.

Protokol

Ptilozime grafické zdznamy spekter i editorem upravené tabulky past.

D. Vyuziti NIR spektroskopie v kvantitativni analyze

Blizk4 infratervena (NIR) oblast je vymezena vlnoéty 12500 - 4 000 cm™. Zafeni z této oblasti neni
absorbovano kiemenem a je proto mozno ho pouzit pro zhotoveni kyvet. Pro stanoveni obsahu nezndmé slozky
ve studované smési zmétime spektra co nejvétsSiho poctu kalibracnich vzorka. V ptipadé, ze kazda stanovovana
slozka ma ve spektru vhodny analyticky pés, lze zjeho parametr (vySka nebo plocha pasu ve spektru
zaznamenaném v absorban¢ni stupnici) a ze zndmych koncentraci kalibra¢nich roztok sestrojit kalibracni
ktivku. Predpoklada se linearni zavislost mezi koncentraci a intenzitou, t.j. platnost Lambert - Beerova zakona.
Na tomto principu je zalozena metoda QUANTITATIVE ANALYSIS 1 vhodna pro kvantitativni analyzu v
MIR oblasti. Jestlize se mnoho slabych past jednotlivych slozek ve spektru prekryva, coz je bézné v NIR
spektrech, je vhodnéjsi pouzit pro kvantitativni stanoveni metodu PLS (Partial Least Squares) oznacenou jako
QUANTITATIVE _ANALYSIS 2 (nabidka EVALUATE). Metoda vyuZzivé informace nesené celym souborem
experimentalnich bodi ve zvoleném intervalu vlnoctu.

Ukol
1. Stanoveni koncentrace ethanolu v neznamém vzorku

Sestrojeni kalibra¢ni kiivky

Spustime program OPUS a dialogovy box MERENI otevieme kliknutim levého tlagitka mysi na ikonu MEAS. K méfeni
pouzijeme metodu (EXPERIMENT) ulozenou v souboru NIR8.XPM, ktery vybereme po zadani ptikazu LOAD. Aktivujeme funkci
ALIGN_MODE a vy¢kame az se stabilizuje vykon zdroje. Zmétime referencni spektrum (BACKGROUND) a pak postupné (po
zadani nazvl pro jednotliva spektra) spektra (SAMPLE) 7 kalibra¢nich roztokl ethanolu (koncentrace 0, 10, 20, 30 40, 50 a 60 %) v
kfemenné kyveté s tloustkou 5 mm.

V nabidce programu OPUS zvolenim EVALUATE > QUANTITATIVE ANALYSIS 2 se otevie dialogové okno, v némz
lze sestavit metodu kalibrace pro konkretni soubor vzorkti (SET UP METHOD, je-li n&jaka metoda aktivni, pak nasleduje
CLEAR SET UP). Nejprve v modulu SET/EDIT CALIBRATION LIST zaddme nazvy spekter kalibracnich vzorkl
(ADD_SPECTRA, jako datovy blok zvolime ikonu s obrazkem spektra). V modulu ADD COMP. zvolime pocet komponent (1),
uvedeme jeji nazev (ethanol), pouZzité jednotky pro vyjadfeni koncentrace (%) a u jednotlivych vzorkll zadame ciselné jejich
koncentraci. Po opusténi modulu (OK) zvolime SET _FREQUENCIES a zadame hranice analyzované oblasti spektra (LEFT_EDGE



6020 cm™ a RIGHT EDGE 5730 cm™) obsahujici pasy, které p¥islusi prvni harmonické vibraci methylovych skupin v ethanolu.
Aktivaci SET REPORT_ OPTION zvolime parametry PLS metody MAX RANK =5, FIRST RPT =1, LAST RPT =5. V modulu
SET RANKS zadame vhodnou hodnotu RANK (3). Po volbé PRESS zadame nazev, pod nimz se sestavena metoda ulozi
(FILENAME.Q2) a ulozime ji (STORE). Soucasn¢ se vytvoti i soubor FILENAME.333, v némz se ulozi parametry, s jejichz pomoci
je pak mozno graficky zobrazit kalibracni kiivku. Nakonec spustime kalibraci (CALIBRATE), jejiz vysledek se ulozi do souboru
FILENAME.222.

Grafické zobrazeni kalibracni kiivky

V ptipadé, Ze pro kalibraci pouzijeme jiz existujici data, funkci LOAD aktivujeme soubory ETOH.333 a
ETOH.222 obsahujici data pottebna pro zobrazeni kalibra¢ni kiivky a informace o pouzité metodé kalibrace. V
nabidce PLOT/PRINT aplikujeme modul PLOT_REPORT na soubor ETOH.333 (nebo FILENAME.333).
Vybereme v levé poloviné okna postupné polozky NO (SET X AXIS) a PREDICTION (SET_Y_ AXIS)
v odstavei PLS INVERSION RANK = 3 a piifadime je tak osam x a y. (TRUE jsou hodnoty koncentraci
kalibra¢nich roztok zadané pfi kalibraci a PREDICTION jsou pfedpovézené hodnoty koncentraci kalibracnich
roztok, které vznikly aplikaci metody PLS na spektra kalibracnich roztok postupnym vynechanim vzdy jednoho
spektra a ur€enim koncentrace analyzované slozky kalibra¢niho roztoku, jehoZz spektrum bylo vynechano z
ostatnich experimentalnich udaji). Ob& osy muzeme libovolné popsat. Po zobrazeni grafu (OK) zvolenim
FRAME a FITTING DATA TO A STRAIGHT LINE prolozime kalibraénimi body pfimku. Graf pak vy-
tiskneme piikazem PLOT (ikona vpravo nahote). Na druhou stranu listu s grafem pak volbou PRINT v modulu
PLOT/PRINT vytiskneme tidaje o kalibraci ze souboru ETOH.222 (nebo FILENAME.222)

Stanoveni obsahu ethanolu v neznamém vzorku

K méfeni neznamych vzorkidl pouzijeme rovnéz metodu NIR8.XPM. Zvolime vzdy jméno souboru
(FILENAME) a zmétfime spektrum. Po volbé EVALUATE>QUANTITATIVE ANALYSIS 2 ovéfime, zda je
aktivni metoda ETOH.Q2 (nebo FILENAME.Q2). V piipad¢, Ze nikoliv, aktivujeme ji piikazem LOAD. Z
nazvl spekter vSech neznamych vzorkd vytvotime seznam piikazem MAKE FILE LIST (ADD_SPECTRA,
zvolit blok s obrazkem spektra). Po ukonceni tvorby seznamu (OK) spustime vypocet volbou ANALYSE.
Vytvoti se soubor FILENAME.444 obsahujici vysledky pravé provedené analyzy, ktery mimo informace o
stanovenych koncentracich (PREDICTION) a statistického vyhodnoceni upozoriuje na ptipadnou odlehlost vy-
sledku (OUTLIER). Soubor vytiskneme ptikazem PRINT v modulu PLOT/PRINT.

V ptipad¢, ze analyzujeme pouze jediny vzorek, nevytvaiime seznam, ale kliknutim levého tlacitka mysi
na ikonu pfislusného spektra na list€¢ soubor zvolime jako SELECTED FILE a provedeme vypocet
(ANALYSE). Vysledek je pak soucasti souboru dat daného vzorku a na li§t¢ se objevi ikona s oznacenim
QUANT. Vytiskneme ho stejn¢ jako v ptfedchozim ptipadé.

Protokol

Do protokolu uvedeme hodnotu koncentrace ethanolu v neznamém vzorku a ptilozime grafické zobraze-
ni kalibra¢ni kiivky.



