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acerveného zareni molekulami latek.
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* nestaci pro excitaci elektron v molekulovych orbitalech
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Rotace
+ molekula rotuje kolem svého tézisté

* energie rotace zavisi na hmotnosti vazanych atomd a
na délce vazby

Vibrace
Rotace a * vazba mezi atomy se chova jako pruzina - vazané
. atomy na ni vibruji 2 P
vibrace * energie vibraci zavisi na pevnosti @ %
vazby a na hmotnosti vazanych bercang
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Vibrace molekul

+ valen¢ni
(zména délky vazby)
* symetrické
* antisymetrické

Vibrace

molekul

+ deformacni
(zména valen¢niho Ghlu)
* rovinné

* mimorovinné

valeneni valenéni deformacni
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Harmonicky a

anharmonicky
oscilator

Vazba mezi vazanymi atomy se chova jako pruzina, na které
atomy vibruji, m0zeme ji tedy znazomit jako harmonicky
oscilator.

Skute¢né molekuly se vsak chovaji spie jako anharmonicky
oscilator.

harmonicky
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Typy

vibracnich
prechodd

« fundamentalni

* vy$si harmonické — svrchnitény - overtony
* kombina¢ni
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Absorpcni pasy
v NIR

Zavislost transmitance nebo absorbance na vino¢tu
dopadajiciho zareni.

* transmitance (propustnost) = pomér intenzity zafeni,
které proslo vzorkem (1), k intenzité zareni vychazejiciho

ze zdroje (I,) @»
| —
D

+ absorbance A=-logT

Oblast skupinovych vibraci
*  4000—1500 CM™
« absorpéni pasy vibraci riznych
funkénich skupin

= 800 2400 om ' 1300

« identifikace téchto skupin
vmolekule

Oblast otisku prstu

1500 — 400 cmM™
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vibrace uréeny vibra¢nim

chovanim celého skeletu
molekuly
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+ knihovny spekter

(Koud, 2003)
(ttpchemwikucdavs ed)

Které latky
poskytuji

signalv IR
spektru?

Latky poskytuijici signal v IR spektru
- latky, jejichz molekuly obsahuji polarni vazby
+ =molekuly slozené z riznych atomd

- = organické a anorganické slou¢eniny (H,0, CO,, NO,,
HCl, soli...)

Latky neposkytuijici signal v IR spektru
+ prvky v molekulovém nebo krystalickém stavu
* =napf. 0,, O, N,, Cl,, Ar, Sg, kiemik, grafit, diamant

Signal molekuly v IR spektrometrii je Umérny druhé mocniné zmény
dipdlového momentu molekuly béhem vibracniho pohybu molekuly.
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- zdroj zareni

« kyveta
- zafizeni pro selekci vinové délky

* detektor
* Golayv pneumaticky detektor
- DTGS (deuterovany triglycinsulfat)
* MCT (merkurokademnaty telurit)
- InGaAs, PbSe, PbS

Instrumetnace

Sanpl Comparimert_|

L —
- disperzni IR spektrometry
« spektrometry s Fourierovou transformaci (FT-IR)

(chemuii cdavis edu)

Zakladem je Michelsoniv interferometr
* nahrazuje monochromator,
“na principu interference zesiluje, resp. zeslabuje zafeni z
polychromatického zdroje.

Vysledkem méfeni je interferogram = zavislost odezvy detektoru
na Case.

FT-IR

Po provedeni Fourierovy transformace pomoci matematického
vypoctu ziskame infracervena spektra.

spektrometr
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Schéma FT-IR spektrometry o, o)
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Transmisni )
* transmitance l l
+ absorbance
Reﬂexnl’ transmitance transflektance  reflektence interaktance
- spekularni reflexe (20

Techniky

« difUzni reflexe (DRIFT)
« zeslaben totalni reflexe (ATR - attenuated total reflectance )

méreni IR
spekter Zvléétni usporadani

- reflektance
* interaktance
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Analyza

potravin

NIR spektrometrie

« kvantitativni nedestruktivni analyza hlavnich slozek
vzorky, identifikace latek

MIR spektrometrie

- identifikace organickych latek
* zMIR spektra je mozné urcit:
< funkéni skupiny molekuly (oblast charakteristickych vibraci;
4000 - 1250 cM™)
* totoznost latky - knihovny spekter (tzv. oblast otisku palce;
1250 - 400 cM™?)
« ke kvantitativnianalyze

NIR
spektrometrie

Analyza
potravin

Analyza potravin

+ mléko a mlécné vyrobky
* maso a masné vyrobky

* vejce a vyrobky z nich

* obiloviny a vyrobky z nich
* napoje

* ovoce

« zelenina

* adalsi

Kvantitativni analyza

* bilkoviny, tuk, sacharidy, susina,
voda....

* pH, aw, el. vodovost, hustota,...

* senzorické vlastnosti

Kvalitativni analyza
« faze vyroby, zrani
< odlideni podobnosti vzorkd

 rozdéleni vzorkd do skupin dle
vybranych parametri

NIR
spektrometrie

Vyhody
« rychlost méfeni

snadna obsluha

nedestruktivni metoda

nevyzaduje specialni pfipravu vzorku

méfeni pres P ni obaly

moznost stanoveni vice parametrd najednou

moznost vyuZiti pfimo v provozu b

Nevyhody

nevhodna technika pro stopovou analyzu

obtizna interpretace spekter, slozité vyhodnoceni - chemometrie
*  prokazdy parametr samostatna kalibrace

+ zavislost na pfesnosti pouzité referen¢ni metody

. vyl izovaci cena pfistroje

« velka citlivost na fyzikalni zmény analyzovaného materialu
(homogenta, distribuce velikost €stic teplota, vinkost hpod. )

py analyz

program TQ Analyst (Nicolet CZ)

Kvalitativni analyzy
* Rozlidovaci analyza
* Test podobnosti
« Test odlehlosti

* Vyhledavani standard0 v knihovné
* Kontrola kvalita — srovnani s tfidami standard(

Kvantitativni analyzy
* Partial Least Squares (PLS)
* Lambert-Beerdv zakon

« Principle Component Regression (PCR)

* Classical Least Square (CLS)

* Stepwise Multiple Linear Regression (SMLR)

Kvalitativni
analyzy

DiscriminantAnalysis

Kvalitativni analyzu pouZzivime pro potvrzeni nebo vyvraceni
tvrzeni, zda hledany analyt je obsazen ve zkoumaném vzorku nebo
pro zafazeni vzorku do tfid.

Rozlisovaci analyza (Discriminant Analysis)

« klasifikacni technika

* urfuje nam tfiduy, které se neznamy material podoba

« vysledkem je Mahalanobisova vzdalenost = vzdalenost
vzorku od tézisté vyhodnocené tidy

%

Diskriminantni analyza

Spektra  tiudaiol 201

St e sgmad

Rybi svalovina
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Kvantitativni

analyza - PLS

Metoda ¢asteénych nejmensich ¢tvercd
(PLS - Partial Least Squares)
* vyuziva vicerozmérny prostor a pomaha nam komprimovat
obsahla spektralni data
* pocet spektralnich proménnych je pfeveden na mensi podet
faktory (faktory PLS) — odstrani se nepotiebné spektralni
informace

- vhodnd pro nedefinované matrice analyzovanych vzorkd,
nebo pokud dochazi k pFekryti €asti spektralnich past

© moznost stanoveni vice analytd z jednoho naméfeného
spektra

* nevyhodou je slozity kalibraéni model

PLS analyza

Vytvoreni kalibra¢niho modelu
- minimalné 30 kalibraénich standardd pro kazdy stanovovany
analyt
- validaéni standardy by mély tvofit 1/5 kalibracnich standardd

- kalibraéni a valida¢ni standardy nelze pfipravit pouze fedénim
(nesmi vykazovat zavislost)

- standardy kalibracni se vyuZiji pro konstrukci kalibra¢niho
modelu a standardy validacni pro zajisténi predikénich
schopnosti modelu

* pro vytvoreni kalibratniho modelu se pouZzivaji naméfena
infraervena spektra dardd a itativni hodnoty
hledanych analytd ziskané referenénimi metodami

PLS analyza

o, 5 .| Kalibrace

Cross validace
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PLS analyza

- vystupem metody je linearni regrese mezi vloZzenymi
kvantitativnimi hodnotami a hodnotami vypoétenymi kalibra¢nim
modelem

- parametry charakterizujici kvalitu vytvofeného modelu jsou
hlavné korelaéni koeficient a dale chyba kalibrace (RMSEC)

« vysledky analyzy valida¢nich standardd slouzi k vypoctu chyby
validace (RMSECV) a chyby predikce (RMSEP), coz je parametr
predikéni schopnosti vytvofeného kalibra¢niho modelu

- spolehlivost kalibrace Ize posoudit na zakladé kalibra¢niho
variaéniho  koeficientu (CCV) a predikéniho varia¢niho
koeficientu (PCV)

PLS analyza

Diagnostika Spectrum Outlier (odlehlé standardy)

- slouzi k identifikaci standard0, u kterych byly nepfesné
stanoveny referen¢ni hodnoty nebo se objevila spektralni
odchylka

- potitd Mahalanobisovu vzdalenost spektra kazdého
kalibra¢niho ~ standardu  aktivni metody od spektra
promérného, a nasledné hleda spektra, ktera jsou nejvice
odligna od ostatnich standardd

osance
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Spectrum Outlier s jednim odlehlym standardem

PLS analyza

Diagnostika PRESS
* hodnota PRESS je indikatorem chyby kalibrace PLS metody

Idedlni tvar, kdy s rostoucim poctem faktori klesa parametr RMSECV
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Diagnostika Leverage

« poskytuje informace o tom, jaky vliv ma kazdy ze standard(
na kalibra¢ni model a jak presné popisuje kalibra¢ni model
kazdy standard

« datové body by mély byt distribuovany soumérné po celém
rozsahu generovaného grafu

- izolovany bod indikuje rozdilnost korespondujiciho
standardu od ostatnich v metodé

*Dékuji za pozornost.

PLS analyza

Leverage




