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SPEKTROFOTOMETRIA W ZAKRESIE PODCZERWIENI

Na ¢wiczeniach obowigzuje materiat zawarty w podrgczniku:
R. Kocjan , Chemia analityczna. Podrecznik dla studentow. Analiza
instrumentalna. Tom 2" —rozdz. 1.4.2 (str. 21-23); 5.1-5.4.4 (str. 56 — 76)

Analiza strukturalna chloramfenikolu metodg spektrofotometrii w podczerwieni
wlasciwej (MIR)
Celem ¢wiczenia, na przyktadzie chloramfenikolu, jest zapoznanie si¢ ze sposobem
rejestracji i interpretacji widm probek staltych w zakresie podczerwieni wiasciwej (MIR).

W czasie ¢wiczenia omédwiona jest takze ogdlna budowa, zasada dzialania 1 mozliwosci
rejestracyjne spektrofotometru z transformacja Fouriera marki PERKIN ELMER BX.

Ogolnie, w zakresie podczerwieni mozna rejestrowaé widma substancji w fazie gazowe;,
ciektej 1 stale;j.

Widma gazow - wykonuje si¢ w specjalnych kuwetach, ktore przez efekt odbicia
promieniowania na ich koncach umozliwiajg wielokrotne przejscie wigzki pomiarowej przez
faz¢ gazowg. W ten sposob zwicksza si¢ droge optyczng wigzki pomiarowej i wartos$¢
mierzonego sygnatu.

Widma cieczy - wykonuje si¢ najczeSciej, umieszczajac badang ciecz miedzy plytkami z NaCl
(NaCl, podobnie jak KBr czy LiF, charakteryzuje si¢ wzglednie dobrg przepuszczalnosScia
promieniowania podczerwonego ). Badana ciecz tworzy miedzy ptytkami warstwe o grubosci
ok. 0,01 mm, co wystarcza do rejestracji widma. Dla cieczy, ktore rozpuszczatyby NaCl ,
stosuje si¢ ptytki z chlorku srebra.

Widma ciaf stalych - wykonuje si¢ zwykle przez przygotowanie sprasowanej pastylki.

W tym celu odwaza si¢ ok. 2 mg badanego zwiazku i 300 mg wysuszonego KBr. Calos¢
miesza si¢ 1 uciera w mozdzierzu agatowym. Mieszaning w specjalnej formie prasuje si¢ pod
ci$nieniem kilkuset MPa a uzyskang pastylk¢ w specjalnym uchwycie wstawia do aparatu.

W przypadku, kiedy sporzadzenie pastylki nie jest wskazane, np. dla substancji
wrazliwych na ciepto wydzielane podczas mielenia probki, przygotowuje si¢ tzw. zawiesing
w oleju parafinowym (nujol). Badana substancj¢ rozciera si¢ wowczas z malg iloscig oleju i
umieszcza migdzy dwiema ptytkami solnymi. Nalezy pamigtac¢, ze olej wykazuje obecnosé
silnych izolowanych pasm absorpcji w zakresach 3000 - 28000 cm * i 1500 - 1300 cm 1,
Zastosowanie oleju jest wiec wykluczone dla przypadku widm, gdzie spodziewane pasma
badanego zwigzku pokrywaty by si¢ z pasmami absorpcji oleju. Widmo oleju przedstawia
ryc. 1.



Substancje state mozna bada¢ takze po ich rozpuszczeniu w odpowiednich

rozpuszczalnikach. W przypadku stosowania rozpuszczalnika nalezy znac jego zakresy
przepuszczalno$ci. Zakresy te przedstawiono w tabeli 1.
Czgsto stosowanymi rozpuszczalnikami sg czterochlorek wegla i dwusiarczek wegla, gdyz
ich zakresy przepuszczalnosci uzupetniajg sie. W przypadku, gdy absorbancja wiasna
rozpuszczalnika jest znaczna, nalezy stosowa¢ kuwete z rozpuszczalnikiem w wigzce
odniesienia.

Cwiczenie wykonywane jest przy uzyciu spektrofotometru z transformacja Fouriera marki
PERKIN ELMER BX (FT IR) — ryc. 2. Aparat ten wykonuje widma cyfrowe o bardzo duzej
rozdzielczoéci (rzedu 0,001 cm ). Czas rejestracji jednego widma jest rzedu kilku sekund,
stad w krotkim czasie mozna wykona¢ wiele skanow, a nastgpnie po ich zsumowaniu 1
usrednieniu uzyska¢ widmo o niskim poziomie szuméw. Rejestrowane widma mozna
nastepnie sktadowa¢ na twardym dysku 1 poddawaé transformacjom sumowania,
odejmowania, wygladzania 1 porownywania z innymi widmami. Potozenie pikow jest
znajdowane automatycznie.

W czasie ¢wiczenia studenci przygotowujg do rejestracji probke chloramfenikolu w
postaci tabletki KBr i rejestrujg jego widmo na aparacie PERKIN ELMER BX w zakresie
podczerwieni wiasciwej od 4000 do 200 cm .

Chloramfenikol jest znanym antybiotykiem o nastepujagcym wzorze strukturalnym:
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Jak widaé, zwiazek ten jest zwigzkiem aromatycznym, ponadto zawiera w czasteczce grupe
nitrowa 1 ugrupowanie amidowe.

W widmie chloramfenikolu - ryc. 3, w zakresie podczerwieni  wlasciwej istnieja
charakterystyczne pasma drgan rozciggajacych. w nastepujacych zakresach:

1650 - 1700 cm -
1540 - 1590 cm -
1500 - 1550 cm -
1300 - 1400 cm -
1590 - 1650 cm -

[ N =

Ponadto w widmie wystepuja charakterystyczne pasma kombinacyjne w zakresie od ok.
1000 cm ! do 1600 cm I ktére pozwalaja na identyfikacje chloramfenikolu w stanie
czystym, jezeli jest do dyspozycji widmo wzorca chloramfenikolu zarejestrowane w
podobnych warunkach. Zgodnos$¢ potozenia tych pasm oraz zblizone wzglgdne stosunki ich
intensywnosci stanowig dowdd identycznosci obu substancji.



Wykonanie ¢wiczenia

1. Zapoznanie si¢ z budowa i obstuga spektrofotometru PERKIN ELMER BX (FT IR).

2. Sprawdzenie prawidtowe] pracy spektrofotometru PERKIN ELMER BX (FT IR) przez
rejestracje widma folii polistyrenu w zakresie 4000 - 200 cm ! i poréwnanie go z widmem
wzorcowym ryc. — 4.

3. Rejestracja widma chloramfenikolu:

a) przygotowanie tabletki chloramfenikolu w KBr:
1. odwazenie w naczynku wagowym okoto 2 mg chloramfenikolu
2. dodanie do odwazki okoto 300 mg bromku potasowego
3. zmieszanie i utarcie w mozdzierzu agatowym
4. przeniesienie zmielonej probki do specjalnej formy do prasowania pastylek oraz
sprasowanie pastylki przy uzyciu prasy hydraulicznej
5. umieszczenie pastylki w uchwycie i wstawienie catosci do aparatu PERKIN
ELMER BX

b) wykonanie widma na spektrofotometrze PERKIN ELMER w zakresie od 4000 cm " do
200cm !

c) interpretacja widma

Na widmo chloramfenikolu skfadajq si¢ nastepujgce pasma:

Odczytana warto$é w cm L

| pasmo amidowe C=0
Il pasmo amidowe N-—C—-0 e
grupa nitrowa NO2(@Sym. ) e
grupa nitrowa NO2(SYM.) e

ve=c (arom.) e ——————



Oznaczanie zawartosci nifuroksazydu w tabletkach powlekanych metodg

spektroskopii w bliskiej podczerwieni (NIR)

Cel ¢wiczenia

Zaznajomienie studentéw z zastosowaniem spektroskopii w bliskiej podczerwieni (NIR) do
oznaczen ilo$ciowych na przykladzie nifuroksazydu.

Wykonanie ¢wiczenia

1. Materiaty 1 aparatura
a. Probki do krzywej kalibracyjnej: skrobia; nifuroksazyd, utarty ze skrobig w stezeniach
masowych 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 i 90% nifuroksazydu; nifuroksazyd.

b. Tabletka powlekana ,Nifuroksazyd 100 mg” produkcji Polfy Grodzisk Mazowiecki,
sproszkowana.
c. Spektrometr NIR firmy Perkin-Elmer z przystawka NIRA

2. Wykonanie oznaczenia
a. Uzyskanie widm w/w probek do krzywej kalibracyjnej oraz badanej tabletki w zakresie

4000-10000 cm* (aparat obstuguje prowadzacy éwiczenie).

b. Wygenerowanie modelu SIMCA z uzyskanych widm.

c. Uzupekhienie tabeli.

d. Wykreslenie krzywych wzorcowych na podstawie danych z tabeli.

e. Odczytanie z krzywych wzorcowych przyblizonej zawartosci nifuroksazydu w badane;j

probee.
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liczby falowe (cm™)

3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Rozpuszczalnik? 34|00 30’00 26|00 22100
Disiarczek wegla  |--———fF-——-———1-————- — —— — —— — — -——— A ——
Chlorek metylenu  {—---- | —— o — — — — ———— e — F— — e—— ]
Chloroform |- ---- - —-——— - —— e B [ — — o — — -——- =
Tetrachlorek wggla [--—————-—~-4+-—-—-——-|--=--—-7-———-——|—————1 j—- e | ——— — — — —-————
Tetrachloroetylen  f--———-—fF----7-—-----——-—7-————]-————T---—-- T -
Bromek metylenu  [----- - ———- e i - --
Bromoform = (-—---- [ ——— ——t - — — e —
Oleje do zawiesin®
Nuyjol® j----- o ———— e P e = — fo e e——— = - —e—-— —
Heksachlorobutadien |———--fF----+4---—------¢+—-—-———|-——— e e -- -——
Fluorolube® -——-—F=---7-————|————f-————-—— -t -= -

* Rejony otwarte przepuszczajg wigcej niz 25% promieniowania padajacego przy grubosci warstwy 1 mm.
* Rejony otwarte dla olejow do zawiesin odpowiadaja przezroczystosci cienkiego filmu.

Tab. 1. Zakresy przezroczystosci rozpuszczalnikow i olejow do zawiesin.
(wg. R.M. Silverstein — ,, Spektroskopowe metody identyfikacji zWigzkow organicznych”, PWN, 2007)
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Ryc. 1. Zakresy absorpcyjne nujolu.
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Ryc. 2 . Schemat spektrofotometru IR z transformacjqg Fouriera.
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Ryc. 3. Widmo chloramfenikolu.
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Ryc. 4. Widmo folii polistyrenu
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