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POVZETEK

Pogosto imamo opravka z vzorci, ki niso teko¢i oz. niso vodna
raztopina, zato moramo uporabiti tudi tehnike, primerne vzorcem
v drugacnem agregatnem stanju. V tem delu je predstavljena
tehnika infrardece spektroskopije na oslabljen totalni odboj (angl.
attenuated total reflectance, ATR) in njena uporaba. Spada v
srednje podrocje infrardece odbojne spektroskopije in je primerna
za delo z vzorci, kot so trdne snovi omejene topnosti, in ima zato
Sirok spekter uporabe. Druga primerna tehnika za analizo trdnih
vzorcev je bliznja-IR (NIR) odbojna spektroskopija, ki je med
najpomembnejSimi orodji za rutinsko kvantitativno dolocanje
komponent v fino mletih trdnih snoveh. Obmocje spektra se zacne
pri priblizno 770 nm in sega vse do 2500 nm. NIR spektralni
pasovi so navadno $iroki in se pogosto prekrivajo, zato le-ti ne
omogocajo enostavne povezave s koncentracijo analita. Namesto
tega se uporabljajo multivariantne tehnike kalibracije. Velika
prednost NIR odbojne metode je hitrost in enostavnost priprave
vzorca. Po razvoju metode je analiza trdnih vzorcev za ve¢ vrst
lahko konc¢ana v nekaj minutah.

Kljucne besede: trdne snovi, povrsine, ATR-spektroskopija,
bliznja-IR odbojna spektroskopija

IR spectroscopy for surfaces and solids: ATR-IR
and NEAR-IR reflectance spectroscopy

ABSTRACT

Often we are dealing with samples that are not aqueous solutions,
so we have to use different techniques suitable for a different
physical state. Attenuated total reflectance (ATR) spectroscopic
technique belongs to the field of medium-infrared reflectance
spectroscopy, which is suitable for working with samples such as
solids with limited solubility, films, threads, pastes, adhesives, and
powders. It has a wide range of applications. Another suitable
technique for solid sample analysis is near-infrared (NIR)
reflectance spectroscopy, which is one of the most important tools
for the routine determination of the components of finely ground
solids. The wavelength range of the spectrum is between 770 nm
and 2500 nm. NIR spectral bands are usually broad and often
overlap, and therefore they do not allow easy correlation with the
analyte concentration. Therefore we have to use multivariate
calibration technique. The great advantage of the NIR reflectance
methods is the speed and simplicity of the sample preparation.
After the development of the method, the analysis of solid
samples of several types may be completed in a few minutes.

Keywords: solids, surfaces, ATR spectroscopy, near-IR reflect-
ance spectroscopy

1 UVOD

Infrardece sevanje je pojem, ki oznacuje elektro-
magnetno valovanje z valovnimi dolzinami, daljSimi
od valovnih dolZin vidne svetlobe. Okoli 500 nm je
valovna dolZina, za katero je CloveSko oko najbolj
obcutljivo, tj. zelena svetloba. Z veCanjem valovne
dolZine se odziv manjSa do pribliZzno 750 nm, ko
sevanja s prostim oesom ne zaznamo ve¢. Ta meja je
opredeljena kot spodnji rob infrardecega spektra.
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IR-spekter lahko razdelimo na ve¢ podpodrocij, in
sicer bliznje IR-podrocje (NIR, podrocje 0,75-1,4 um),
kratkovalovno IR-podrocje (angl. short wave infrared,
SWIR, podrocje 1,4-3,0 um), srednje IR-podrocje
(MidIR, podrocje 3-8 um), dolgovalovno IR-podrocje
(angl. long wavelength infrared, LWIR, 8—15 pum) in
daljno IR-podrocje (angl. far infrared, FIR, podrocje
15-1000 um) [1].

Poznamo dve vrsti tehnik snemanja IR-spektrov.
Prve so prepustne tehnike, ki temeljijo na absorpciji
IR-sevanja, kjer zarek prehaja skozi vzorec in se pri
tem lahko absorbira. Druge vrste tehnik pa so odbojne,
ki temeljijo na odboju IR-sevanja, pri ¢emer se lahko
en del sevanja absorbira. Odbojna infrardeca spek-
troskopija je primerna metoda za Stevilne aplikacije,
zlasti za delo s trdnimi vzorci, ki jih je teZko
analizirati, na primer polimerne tanke plasti in vlakna,
Zivila, gume in kmetijski proizvodi [2—4]. Ceprav
odbojni spektri srednjega infrardeCega obmocja niso
enaki ustreznim absorpcijskim spektrom, imajo
podobnosti v splosnem videzu in posredujejo enake
informacije kot absorpcijski spektri. Spektri odbojne
IR-spektroskopije se uporabljajo tako za kvalitativno
kot tudi za kvantitativno analizo.

VecCina proizvajalcev instrumentov ponujajo
vmesnike, ki se prilegajo celicam absorpcijskih
IR-instrumentov in omogocajo takojSnjo pridobitev
odbojnega spektra [5]. Primer odbojne infrardece
spektroskopske tehnike je tehnika oslabljenega
totalnega odboja (angl. attenuated total reflectance,
ATR). Poleg odbojnih tehnik srednjega infrardecega
obmocja pa poznamo tudi odbojne tehnike v bliZznjem
infrardeCem obmocju. V to spada bliZznja-IR odbojna
spektroskopija. Splosno je najpomembnejSa uporaba
NIR-spektroskopije za rutinsko kvantitativno analizo
vzorcev, kot so voda, proteini, ogljikovodiki z nizko
molekulsko maso in maS€obe iz proizvodov
kmetijstva, hrane, nafte in kemicne industrije.

V tem delu sta predstavljeni tehnika ATR-IR in
odbojna tehnika NIR (angl. (angl. near-IR reflectance
spectroscopy), ki omogocata analizo trdnih snovi.

2 VRSTE ODBOJA

V IR-spektroskopiji uporabljamo Stiri vrste odboja
svetlobe: zrcalni odboj (angl. specular reflectance),
difuzni odboj (angl. diffuse reflection), notranji odboj
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Slika 1: Zrcalni odboj

(angl. internal reflection) in oslabljeni totalni odboj
(angl. attenuated total reflectance, ATR).

Zrcalni odboj se pojavi, ko je odbojni medij gladka
polirana povrsina — prikazano na sliki 1. Tukaj je kot
odboja enak vpadnemu kotu svetlobe. Ce je povrina
sestavljena iz IR-absorberja, je relativna intenziteta
odboja manjsa pri valovnih dolZinah, ki se absorbirajo,
kot pa pri tistih, ki se ne absorbirajo. Spektri zrcalnega
odboja so uporabni za pregled in karakterizacijo
gladkih povrSin trdnih snovi in trdnih snovi s
prevlekami, vendar niso tako pogosto uporabljeni kot
spektri difuznega odboja ali ATR [5].

Difuzni odboj se pojavi, ko povrSina ni popolnoma
gladka, tako da se vpadni Zarki odbijajo v razlicne
smeri — prikazano na sliki 2. Difuzni odboj je zelo pri-
meren za spektre kristalinicnih materialov ali materia-
lov v prahu v srednjem ali bliznjem IR-obmocju.

Notranji odboj je tisti, pri katerem Zarek zadane
medij pod vecjim kotom, kot je neki kriti¢ni két, ki je
normalen za povr§ino. Z vecanjem kota vpadnega
zarka, se veca delez odbitega zarka do kota, ki se
imenuje kriticni két, kjer Zarek ne more prehajati in je
popolnoma odbit. Kriti¢ni két je tisti, nad katerim se

Slika 2: Difuzni odboj

vpadni zarek

Slika 3: Notranji odboj
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zgodi popoln notranji odboj Zarka. Notranji odboj je
prikazan na sliki 3 [5].

3 ATR-SPEKTROSKOPIJA

Tehnika ATR je prikladna za pridobitev IR-spek-
trov zahtevnih vzorcev, kot so trdne snovi omejene
topnosti, tanke plasti, niti, paste, lepila in praski [2-5].

3.1 Princip delovanja tehnike ATR

Ko Zarek svetlobe preide iz opti¢no gostejSega
medija (kristal) v opticno redkej$i medij (vzorec),
nastane odboj. Pri vpadnih kotih, vecjih od kriti¢nega
kota, nastane celo popoln odboj. Dokazano je, tako
teoreticno kot tudi eksperimentalno, da preden se
zarek odbije, prodre za del valovne dolzine globoko v
vzorec, ki selektivno absorbira IR-sevanje. Globina
penetracije Zarka je odvisna od valovne dolZine,
lomnega koli¢nika dveh materialov in kota Zarka glede
na podlago. Del Zarka, ki prodre, imenujemo evane-
scentni val, ki je prikazan na sliki 4. Pri valovnih
dolzinah, kjer redkejsi medij absorbira evanescentno
svetlobo, se pojavi oslabljenje Zarka, kar poznamo kot
oslabljeni totalni odboj ali ATR. Nastali ATR-spekter
je podoben navadnemu absorpcijskemu IR-spektru z
nekaterimi razlikami [5].

3.2 Instrument

Slika S prikazuje napravo za meritev ATR. Kot je
razvidno s slike, se vzorec (v tem primeru trden)
namesti na nasprotne strani prozornega kristalnega
materiala z visokim lomnim koli¢nikom, za kar se
uporabljajo kristali KRS-5 (talijev bromojodid), AgCl,
germanij, silicij in diamant. Z ustrezno prilagoditvijo
vpadnega kota se svetloba veckrat odbije (v tem
primeru) pred prehodom iz kristala na detektor.
Absorpcija in atenuacija (oslabljenje) potekata pri
vsakem od teh odbojev svetlobe. Pri ATR-tehniki je

evanescentni val

povrsina

i
A7
7S popoln notranji
.'.' . i l! -
“kritiéni odboj
kot
Slika 4: Shematski prikaz ATR-odboja

Iz interferometra ali
monokromatorja ] I V detektor

P VAVAVAVAVAV. 4

| VZOREC

Trden z visokim
lomnim koli¢nikom

Slika 5: Naprava za meritev ATR [5]
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37 v detektor

iz interferometra
ali monokromatorja

Slika 6: Opti¢ni diagram adapterja [5]

pomembno, da se svetloba od vzorca odbije vsaj
enkrat. Stevilo odbojev se lahko regulira s kotom
vpadne svetlobe.

Slika 6 prikazuje opti¢ni diagram adapterja, ki
ustreza celicam vecine IR-spektrofotometrov in
omogoca meritve ATR. Na voljo pa so tudi celice za
tekoce vzorce.

3.3 ATR-spektri

ATR-spektri so podobni, vendar ne enaki, kot na-
vadni absorpcijski IR-spektri. Na splosno se relativna
intenziteta za enak material razlikuje, Ceprav je opaziti
enaka podrocja vrhov.

Pri ATR-spektru je absorbanca, ¢eprav je odvisna
od vpadnega kota, neodvisna od debeline vzorca, saj
svetloba prehaja le nekaj mikrometrov ali manj v
vzorec. Ucinkovita globina penetracije d, je odvisna
od valovne dolZine Zarka, lomnega koli¢nika kristala
in vzorca ter od kota Zarka. Globino penetracije lahko
izraCunamo po naslednji enacbi:

d — A’ kristal

P 2
zn\/siHZ 9 _ n vzorec
77 kristal

V enacbi A 0znacuje valovno dolZino v kristalu
AMsisa, O Vpadni kot ter 9, N Myign lomni koli¢nik
kristala in vzorca.

Pozorni moramo biti, da se dejanska globina pene-
tracije lahko spremeni s spremembo uporabljenega
kristala, vpadnega kota ali obojega hkrati. Mogoce je
tudi, da s tehniko ATR-spektroskopije pridobimo glo-
binski profil povrSine. V praksi lahko z multireflek-
cijskim kristalom pod kotom 45° analiziramo vecino
rutinskih vzorcev [5].

Med glavnimi prednostmi ATR-spektroskopije je
ta, da zlahka izmerimo absorpcijske spektre na
razli¢nih tipih vzorcev z minimalno predpripravo.
Niti, preje, tkanine in vlakna se lahko raziscejo s pri-
tiskom vzorca na gost kristal. Enako je mogoce ravnati
s pastami, praski in suspenzijami. ATR-spektroskopijo
lahko uporabimo za Stevilne snovi, kot so tudi
polimeri, gume in druge trdne snovi.

Spektri, izmerjeni z metodo ATR, se lahko razli-
kujejo od absorpcijskih IR-spektrov zaradi izkriv-
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ljanja, ki se pojavlja ob moc¢nih absorpcijskih ob-
mocjih, kjer se lomni koli¢nik v vzorcu hitro
spreminja. Prav tako lahko tudi orientacija vzorca
glede na ATR-kristal vpliva na obliko pasov v spektru
in intenziteto oz. viSino vrha. Navadno je intenziteta
oz. visina vrha v ATR proporcionalna koncentraciji,
tako da se lahko pridobijo kvantitativne informacije
analita [5].

3.4 Primeri uporabe ATR-FTIR

Tehnika ATR-FTIR (FTIR — angl. Fourier trans-
form infrared spectroscopy) je zelo primerna za
analizo povrSin vzorcev, katerih predpriprava ni
potrebna, in analizo kompleksnih trdnih snovi. Je
nedestruktivna metoda in se izkaze za uporabno tudi
pri vzorcih, ki premoc¢no absorbirajo ali pa so
predebeli za analizo s prepustno IR-tehniko.

Na primer, Ivanovski s sod. [6] je preiskoval vec
vzorcev ploSCatega natrij-kalcijevega silikatnega
stekla s tehniko FTIR-ATR. Raziskovalci so opravili
raziskave in dobili spektre zrcalnega odboja, rezultate
analize disperzije in odbojne spektre. Vsi ti dobljeni
rezultati so kazali na izotropnost vzorcev. Po drugi
strani pa je spekter, pridobljen s tehniko FTIR-ATR,
kazal na anizotropno strukturo na povrsini vzorca, kar
prica o pomembnosti ATR-spektrov.

Kamatchia s sod. [7] je ATR-FTIR spektroskopijo
uporabil za analizo ¢loveskega lasu. Namesto anali-
ziranja krvi za ugotavljanje diabetesa so uporabili las,
ki so ga analizirali s FTIR-ATR-tehniko. Najpomemb-
nejSe sestavine las so vlaknaste beljakovine (keratini),
melanin, glikogen in maSc¢obe. Lasni meSicki se
nahajajo 3-4 mm pod povrsino koZe in so obdani z
bogatim sistemom krvnih kapilar. V tej Studiji so
raziskovalci ocenili u¢inkovitost metformin-hidro-
klorida za zdravljenje diabetesa z uporabo FTIR-ATR
spektroskopije tako, da so bolnikom odvzeli vzorec las
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Slika 7: ATR-FTIR-spekter toliltriazola na Cu
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pred zdravljenjem z zdravilom metformimom in po
njem. Spektri vzorcev las bolnikov z diabetesom so
bili izmerjeni v srednjem IR-obmocju, 2,5-22 um oz.
od 4000-450 cm™. Ugotovili so, da se vrednosti
absorpcije nekaterih biomolekul, kot so proteini,
mascobe in glukoza, razlikujejo pred zdravljenjem in
po njem [7].

Kot zadnji primer je na sliki 7 prikazan ATR-FTIR
spekter Cistega bakra, ki je bil potopljen v raztopino
1 mM toliltriazola in 3 % NaCl (izmerjen v Laborato-
riju za analizno kemijo in industrijsko analizo,
Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze
v Mariboru). Ta komponenta se je adsorbirala na
povrsino bakra.

4 NIR ODBOJNA SPEKTROSKOPIJA

NIR obmocje spektra se zacne pri zgornjem koncu
valovnih dolZin vidnega obmocja pri priblizno 770 nm
in sega vse do 2500 nm (od valovnih Stevil
13.000 cm™ do 4000 cm™) [8]. Absorpcijski trakovi v
tem obmocju so vi$ji harmoniéni toni (angl. over-
tones) ali kombinacije temeljnih razteznih vibracij, ki
se pojavljajo v obmocju od 3000 cm™ do 1700 cm™.
Vezi, ki so navadno analizirane, so C—H, N-H in O-H.
Ker so v obmocjih vi§ji harmoni¢ni toni ali kom-
binacije, so njihove molarne absorptivnosti nizke in
meje zaznavnosti okoli 0,1 %.

Najpomembnejsa uporaba NIR-svetlobe v spektro-
skopiji je rutinska kvantitativna analiza vzorcev.
Spodaj je predstavljena bliznja-IR odbojna spektro-
skopska tehnika (angl. near-IR reflectance spectro-
scopy), ki je primerna za analizo trdnih snovi [6].

NIR odbojna spektroskopija je postala med
najpomembnejSimi orodji za rutinsko kvantitativno
dolocanje komponent v fino mletih trdnih snoveh.
Najbolj razsirjena uporaba te tehnike je za dolocanje
proteinov, vlage, Skroba, olja, lipidov in celuloze v
kmetijskih pridelkih, kot so Zita in oljna semena. Na
primer, leta 1984 je bilo ocenjeno, da je 80-90 %
vsega kanadskega Zita analiziranega z NIR odbojno
spektroskopijo. V primeru uporabe katere druge
analizne tehnike, bi bili stroSki mnogo visji [9].

V NIR odbojni spektroskopiji se fino zmlet trden
vzorec obseva z enim ali ve¢ ozkimi trakovi svetlobe v
obmocju valovnih dolZin od 1 ym do 2,5 pym ali
valovnih $tevil od 10.000 cm™ do 4000 cm™. Nastane
difuzni odboj, pri Cemer svetloba penetrira v
povrsinsko plast delcev in vzbuja vibracije molekule
analita, kar povzrocCi razprSitev Zarka v vse smeri.
Tako pridobimo spekter odbojnosti, ki je odvisen od
sestave vzorca [5]. V nekatere instrumente vgrajujejo
tudi interferencne filtre, ki zagotavljajo ozke trakove
svetlobe. Drugi so opremljeni z monokromatorji na
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uklonsko mreZico. Navadno se meritve odbojnosti
merijo pri dveh ali ve¢ valovnih dolZinah za analit.

Velika prednost NIR odbojne metode je hitrost in
enostavnost priprave vzorca. Po razvoju metode je
analiza trdnih vzorcev za ve¢ vrst lahko koncana v
nekaj minutah. Slabosti NIR odbojne metode pa so
nerobustnost in kompleksnost postavitve modela [10].

4.1 Obdelava podatkov v NIR-spektroskopiji

NIR spektralni trakovi so navadno Siroki in se
pogosto prekrivajo. Le redko obstajajo Cisti spektralni
trakovi, ki omogocajo enostavno korelacijo s koncen-
tracijo analita. Namesto tega se uporabljajo multi-
variatne tehnike kalibracije [11, 12]. Najpogosteje se
uporabljajo metoda najmanjsih kvadratov, regresija
glavnih osi (PCR) in umetne nevronske mreze. Tak$na
kalibracija vkljucuje razvoj kalibracijskega modela s
pridobitvijo rezultatov o »nizu usposabljanja«, ki
vkljucuje ¢im ve¢ mogocih pogojev, ki vplivajo na
vzorce [13, 14].

Proizvajalci NIR-instrumentov vkljucujejo pro-
gramske pakete za razvoj kalibracije modelov. Poleg
tega je tudi na voljo programska oprema za multi-
variantne kalibracije.

4.2 Primer uporabe NIR odbojne spektroskopije

NIR odbojna spektroskopija je nedestruktivna in
hitra tehnika, ki se uporablja predvsem na podrocju
analize kvalitete Zivil.

Na primer raziskovalci so razvili posebno kalibra-
cijo z NIR odbojno spektroskopijo. Posneli so spektre
fekalij za oceno ravni koncentrata dopolnil na osnovi
Zit, ki so jih dajali kravam molznicam med laktacijo na
planinskih pasnikih v poletnih mesecih. Vzorce fekalij
so uporabili kot analizne matrice, saj je odvzem
enostaven in ne invaziven do Zivali. Skupno 153 posa-
meznih fekalnih vzorcev so zbrali na 28 planinskih
kmetijah, ki so v italijanskih gorah. Ugotovljena je
bila povprec¢na koli¢ina koncentrata, zagotovljenega
kravam v obdobju laktacije na vsaki kmetiji in pri-
merjana z zakonsko doloceno. Na posuSenem in
zmletem blatu krav so naredili kemijsko analizo in
blato izmerili z NIR odbojno spektroskopijo v ob-
mocju med 1 pum in 2,5 um. To kalibracijo so
predlagali kot hitro in rutinsko orodje za oceno ravni
koncentrata dopolnil na osnovi Zita [15].

NIR odbojno spektroskopijo so med drugim
uporabili tudi za merjenje in merilni nadzor kvalitete
prehranske rastline pelin. Ugotovili so, da NIR
odbojna spektroskopija daje hitro in neinvazivno
orodje za dolo¢anje kvalitete prehranskega pelina [16].
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5 SKLEP

Tako tehnika ATR kot tudi NIR odbojna spektro-
skopija sta uporabni za analizo povrSin in trdnih snovi.
Obe tehniki imata prednost enostavne priprave
vzorcev. Pri ATR je navadno intenziteta sorazmerna
koncentraciji in s tem pridobimo kvantitativne
informacije o vzorcu, medtem ko pri uporabi NIR
svetlobe dobimo S§iroke in prekrivajoce spektralne tra-
kove, ki ne omogocajo enostavne korelacije s koncen-
tracijo analita, ampak moramo uporabiti multivariatne
tehnike kalibracije.
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