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Souhrn

Tato bakaléska prace se zabyva problematikosieni koncentraci pomoci
molekulové absokmi spektrometrie. Popisuje metody disfroje pouZivané k
provedeni kvantitativni analyzy neboli spektrofotdrie. Praktick&ast je zarrena
na navrh laboratorni Ulohy z oblastéifeni neelektrickych velin realizovatelné na

spektrofotometru Labio 722 pro viditelnou oblasitsiného spekitra.
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Title

Concentrations measuring of solutions using spphtstometer

Abstract

This bachelor work deals with a concentracions mn@ag with the aid of
molecular apsorption spectrometry. It describes rtteghod and devices used for
performing of the quantitative analysis called asgectrofotometry. The practical
part is focused on the concept of technologicahtjtias measuring realized with the
spectrophotometr Labio 722 for visible range lumisispectra.
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Uvod

Absorgni fotometrie nalezi k nejstarSim fyzikélrchemickym metodam.
Dokazuje to i fakt, Ze prvni fotometrickaétiti metoda byla popsana jiz v roce
1845. Nejintenziv§Si vyvoj absorpni fotometrie vSak nastal az po 2¢éwwé valce
a to jak v pistrojové technice, tak i v metodice. Na trhu sgealije mnoho novych
piistroji, od jednoduchych az po ty nejslé@i spektrofotometry. Ultrafialova
oblast se posunuje pod 200 nm, misto vodikové kybajastupuje deuteriova,
pouZivaji se dokonalejSi filtry. Byla sestrojen&étakyveta, jez se automaticky
nasava i vyprazije. Zdokonaluje se detekce i automatizovany zgpéktra, a to i
mimo viditelnou spektralni oblast.

Absorgini fotometrie proSla od této doby vyvojem delSind keerakoli jina
fyzikaln¢ chemickd analyticka metoda. V dnesSni &olpredevsSim diky rozvoji
mikroprocesoroveé techniky, jde vyvoj v této oblastieni stale dofedu. Lze tedy
vzhledem ke vSengmnto okolnostem fedpokladat, Ze budouci perspektiva ab&uirp

fotometrie je vice neZifzniva.

Tato bakaléska prace je za#tena na seznameni se s problematikou
molekulové absokmi spektrometrie a metodikou jejiho stanoveni.ndgjilem je
navrhnout mifici laboratorni Ulohu realizovatelnou na spektrafogtru pro
viditelnou oblast Labio 722.

V prvni kapitole jsou popsany zaklady molekulovéa@p:ni spektrometrie a
energetické hladiny molekul. Druha kapitola se xdbyzakladnimi pojmy
kvantitativni analyzy neboli spektrofotometrie gine vyuziti v praxi. Kapitola
uvadi, jak pracuji spektrofotometrické systémy &éjae jejich konstruéni
provedeni. Ve itti kapitole je popsan sthoy vyvo] a ehled fotometr a
spektrofotomett, které v minulosti byly a nyni jsou k dostani resem trhuCtvrta
kapitola je ¥novana Spektrofotometru Labio 722 pro viditelnodasb Jsou zde
uvedeny jeho zakladni specifikace, funkce, optinkpdadani a zfisob ovladani.
Pata kapitola se zabyva praktickotasti prace, popisuje vysledky érani
jednotlivych metod jak teoretickych, tak praktickyd/ zawru je shrnut finos a
vysledky bakalgské prace.
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1 Molekulova absorpéni spektrometrie

Molekulova absorgni spektrometrie je zaloZzena natemi a interpretaci
zmen, které nastavaji v molekulach pbsorpci elektromagnetickéhoreéi v oblasti
blizké ultrafialové a viditelnéasti spektra, tj. v rozmezi vinovych délek asi 20
800 nm. Latky, které absorbuji pouze ultrafialo@eni, tj. o vinové délcé < 380
nm, se jevi lidskému oku jako bezbarvé. Ty latkeré pohlcuji z bilého sluteiho
swtla z&eni o vinovych délkach mezi 380 az 770 nm, se jakdb barevné.
Napiklad latka se jevi jako purpurova, kdyz pohlcujbileho slunéniho swétla
z&eni vinovych délek 500 az 550 nm, tedyrerd zelenéRikame, Ze k bagy
purpurové je domkova cili komplementarni barva zelenBalSi giklady vinovych
délek s odpovidajici barvou&la a této bary prislusejici komplementarni zbarveni
absorbujici latky jsou uvedeny v tabulce 1. Pokartak absorbuje ditou vinovou
délku viditelného spektra (viz. préstini sloupec tab.1l), jevi se nam tento roztok
jako barevny. Ostatni vinové délky roztokem projdauSak pozorované zbarveni
roztoku je dano dopkovou (komplementarni) barvou k b&mohlcené (viz. sloupec
vpravo tab.1).

Tab. 1 Barvy viditelného stla a barvy dogikové

Barva — absorbovanatast VID Dopliikové zbarveni —
A/nm v £

spektra propusténa barva
400 - 435 fialova Zlutozelené
435 - 480 modra Zluté
480 - 490 zelenomodra oranzové
490 - 500 modrozelena cervenooranzoveé
500 - 560 zelena purpurové
560 - 580 zelenozluta fialové
580 - 595 Zlutad-oranzova modré
595 - 610 éervenooranzova zelenomodré
620 - 760 cervena modrozelené

Kvanta zdivé energie i{adow 200 aZ 600 kJ md), dodavana ip absorpci
molekulam, postalji k prechodu jejich elektranz nizSich do vysSich energetickych
hladin. Podle toho se uvedeny obafieni také nazyvéablast elektronovych spekter

i s

hladinami, z ostatnich jsou téeba energetickéipchody zfisobené rotacemi nebo
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vibracemi molekul. Tyto fechody nam pak vytv&A jednotlivé energetické
podhladiny molekul.

Prontteni elektronovych spekter, tedy zisi vinovych délek, na kterych
dochazi k pechodu do vysSi hladiny, umafe identifikaci utitych anorganickych a
zejména organickych latek v jejich roztocichétd8l vyznam nez pro kvalitativni a
strukturni analyzu ma vSak molekulovd abgoipspektrometrie pro stanoveni
malych koncentraci latek. Tato kvantitativni analygpektrofotometrie) je zalozena

na Lambert-Beeravzakors.

1.1 Energetické hladiny molekul

Absorpci z&eni molekulami Ize sledovat ve vzorcich vSech skepeé. Za
béZznych laboratornich podminekéreni jsou molekuly v zékladni elektronové i
vibraéni hladiré. F¥i pohlceni fotonu se celkova energie molekuly (@terze
uvazovat jako saiet energie elektronové, vilima a rot&ni) zvySuje a molekula
piechdzi do excitovaného stavu. Rozdil energie mxiem excitovanym, jemuz
odpovida vysSi energetickd hladina & stavem zakladnim s energetickou hladinou

Eo musi byt roven fijatému kvantu zé&ni podle rovnice:

AE=E,-E, =hv=hc/A (1.1)

AE  rozdil energetickych hladin molekuly
E: vySSi energeticka hladina
Eo zakladni energeticka hladina

\ frekvence (vinoet) fotonu

h Planckova konstanta (v jednotkach Bk 6,6260689633) [107*J.s)
C rychlost sétla (299 792 458n5™)

A vinova délka

Jak tedy vidime zrov.l1.1, vzdalenost dvou eneriggth hladin, mezi
kterymi molekula pechazi, imo ukuje vinovou délku elektromagnetickéhaesdi,
které molekula pohlcuje.

Doba, po kterou molekula setrvava v excitovanémustje nepatrnagdow

10° s). Riznymi nez&vymi, popk. i z&ivymi deexcit&nimi mechanismy f@chazi

13



molekula zgt do zakladniho stavéjmz se udrzuje rovnovaha ve présp molekul

v zdkladnim stavu.

B a b C

Obr. 1 Diagram energetickych hladin molekiily
a) elektronové hladiny: q — spodni, p — vrchnivibyaéni podhladiny
(vyznateny slabowarou); ¢) rotani podhladiny (vyzné&eny ¢arkovarg)

Schématické znaza¥ni kvantitativnich poréra v energetickych hladinach a
rozdily E, —E,vyplyvaji z diagramu na obr.1. Pro velky ged jednotlivych
podhladin, které se mohouiipabsorpci uplatnit, splyvaji fp méreni Eznym
spektrometrem v kapalném priesti soustavy absotpich ¢ar odpovidajici
jednotlivym gechodim v plynuly pas. Tvar pasu je vio# méné symetricky
s maximem fi urcité vinové délcéunay, kde je absorpce nejigi. Absorgni spektra
slozitych molekul mivaji vice absampich pas, které se&asto navzajemigkryvaji a

vytvareji kiivky s nevyraznymi maximy.

1.2 Intenzita pasu a absorgni koeficient

Absorgini prechod je charakterizovan energii, resp. vinovoukalél
prislusejici maximu pasimax a intenzitou, tj. vyskou pasu. Intenzita pémie latky
se v praxi vyjatlje pomocimolarniho absorgniho koeficientty maximu pasimax
jehoz hodnota se vypia z absorbance i« zjiSttné @ Amax podle Lambert-
Beerova zékona (rov.2.7). Jednotkousousta¥ Sl je nf mol™*. Fi analyze roztok

se ale b7ns vyjadiuje latkova koncentrace v mot & tlou$ka msrné kyvety v cm.

14



V tomto giipadt se hodnoty molarnich absémich koeficient udavaji v jednotkach
1 cmi* mol™.

Hodnotyemaxjsou fadow 10° az 1¢ m* mol?, tj. 10" az 1§ | cm™ mol™ pro
nejintenzivigjSi absorpni pasy. Hodnotyemax pro prechody, které maji mensi
pravéEpodobnost, jsou az o #dy nizSi. Pro tytoradové rozdily se graficky
znézotiuji absorgni elektronova spektraistych latek jako zavislosti log na
vinoctu. Takové zavislosti se tragk nazyvajitypické barevnérikvky latek. Rozdily
v tvaru elektronového spektrai pizném vyjadeni absorgni intenzity jsou patrné

Z obr.2.
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Obr. 2 Absorpni spektra feneanthernu ¥znych sotadnicich”
T — transmitance, A — absorbarce molarni absokmi koeficient,
A — vinovéa délka (nm); — vinozet (cnm')
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2 Kvantitativni analyza — spektrofotometrie

2.1 Zakladni pojmy, absorpéni Lambert-Beeriav zakon

VSechny absokmi metody v oboru optickych spekter jsou zaloZersy n
méteni propustnostili transmitance (pop veliéin od ni odvozenych, absorptance a
absorbance) monochromatickéhorerd sledovanou soustavastic. Propustnost
¢ili transmitanceT je definovana po#nem toku z#&eni soustavou propodsehod

k toku vstupujicimuby:

T=— (2.1)

T transmitance
D tok z&eni propousiny soustavou

Dy tok z&eni do soustavy vstupujici

Absorptancege podil absorbovanéhoizsi:

a=2"%_q 1 (2.2)
CDO

a absorptance

T transmitance

Absorbancge definovana vztahem

A= Iog% =-logT (2.3)

A absorbance

Hodnoty propustnosti séasto uvadji v procentech {T}, = 100T, stejs tak
absorptance. Z definic (2.1) a (2.3) vyplyvaji kiajhodnoty &chto velgin:
T<1;0>a A< 0 po >. i méfeni propustnosti musi byt&fené systémyiré, aby
se odstranily ztraty rozptylem na heterogenniclpeundovanyckasticich. V praxi se
tok @y nestanovuje, ale & se toky propughé, a to jednak roztokem se vzorkem
(D), jednak roztokem referénim (@g), ktery neobsahuje absorbuijt@stice. Porér
@/, je prakticky rovend/dg. Timto postupem se kompenzuji ztraty tokisgbené

16



jednak odrazem od &ty kyvety, jednak absorpci doprovodnych latetetws
rozpoustdla (neselektivni absorpci).

Transmitance, resp. absorbance vzorku seirs vinovou délkou zéni a
zavisi i na poétu absorbujicicltastic v draze paprsku, tedy na koncentéastic a na
tlou&’ce vrstvy, kterou paprsek prochazi. Zavislost BpreA na vinové délceip
konstantni koncentraci latky a tlae® vrstvy pedstavujeabsorpni spektrum latky,
které je charakteristické pro tuto latku. Pro Zpstkoncentrace jetdezity vztah
mezi ni a tlougkou vrstvy a hodnotou absorbance (transmitancggneé i uréité
vinové délce. Tento vztah matematicky popisugmbert-Beeriv zakon Podle
tohoto zakona klesa propo&sy tok z&eni @, exponencialé s tlou¥kou vrstvy b a

s patemcastic N v objemové jednotce, tj. s koncentraci:

®, =®, 10" (2.4)

D, propoustny tok z&eni
a, monochromaticky abso¥pi koeficient (cr)

b tloug’ka vrstvy (kyvety) (cm)
N poset &astic v objemové jednotce (€

V tomto vyjadeni lze pohlizet na abs@rg koeficient jako na ,dinny prirez”

molekuly¢i atomu i absorpci fotonu. Z rovnice (2.4) plyne gransmitanci:

T, =107 (2.5)

a proabsorbanci

A, =a,bN (2.6)

Pii analyze roztok se koncentrace vyjagje bu’ jako latkova ¢ (mol 1) nebo

hmotnostnp (g I* nebo mg 1). Lambert-Beeriiv zakon pak pieme:
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A =¢g,bc (2.7)

A =a,bp (2.8)
kde &£, je molarni absofmi koeficient (maf 1 cm?) pro cisté latky a b tlougka

kyvety (cm).

Z Lambert-Beerova zakona vyplyva, Ze je mezny atipjan pro
monochromatické Zéni a *edkné roztoky, v nichz absorbuji¢astice nepodléhaji
zadnym interakcim. V jinychifpadechtasto pozorujeme, Ze zjita zavislost A na
c se i vétSich hodnotach c ohyba k ose koncentraci. Obsdingetok vice druli
castic absorbujicich ¥éni @ dané délce, plati aditivita absorbanci, tj. abaace

roztoku je sottem fispevka absorbanci jednotlivyctastic.
A ZbZ (€1)iC (2.9)
i=1

Ay absorbance roztoku

i=1..,n absorbujici slozky

b tloug’ka kyvety (cm)
£ molarni absorni koeficient (1 crit mol™) jednotlivych slozek
c latkova koncentrace (mol/ litr)

2.2 Spektrofotometrie

Spektrofotometricka stanoveni koncentraci se prgvaémei vyhradré pri
hodnotach vinovych délek odpovidajicich maximu ggtho pasu, protoze
molarni absorgni koeficient je zde nejménzavisly na spektralni &ie S€rbiny a
jeho hodnota zde byva zfm& vysoka, coZ umailje citliva stanoveniCasto lze
uréovat i koncentrace spadajici do oblasti stopovéyapa

Kvantitativni neboli spektrofotometrické hodnocejd v podstat vzdy
zaloZeno na Lambert-Beerbzakorg. Zakladni podminkou platnosti @mosti mezi

absorbanci a koncentraci je konstantni hodnotarmibl& absorpniho koeficientu.
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Jeho hodnota vSak zavisi nejen na vinové délcei ake druhu rozpoudtla a na
piitomnosti dalSich latek. &kdy zavisi i na koncentraci samotné stanovené Jatky
nag. kdyz tato latka podléha v analyzovaném roztokwnovaznym reakcim
(disociaci, asociaci, tvotkomplexu s jinou latkou aj.), které vedou ke vznilastic

s odliSnymi hodnotami,. V téchto gipadech Lambert-Be&r zakon neplati aip
kvantitativni analyze ja¢ba s uvedenymi vlivy @dtat.

V nejjednodussim ffpact fotometrické analyzy iipslusi hodnota naéhené
absorbance jedné sloZce. Jsou-li v roztoktomny dalSi slozky, které absorbuji p
stejné vinové délce, pak zj#ta hodnota absorbance je &oem hodnot
prislusejicich jednotlivym sloZzkdm. Plati-li pro vBag absorbujici slozky nezéavisle
Lambert-Beeiv zakon, ziskame po dosazeni z rovnice (r@)absorbanci roztoku
vyraz uvedeny v rovnici (2.9).

Této aditivity se vyuzivd k séasnému stanoveni vice sloZzek veésin
K vypoctu jejich koncentraci jef¢ba zmdtit absorbanci téhoZ roztokuiiptolika
vinovych délkach, kolik je absorbujicich slozék&Seni soustavy n linearnich rovnic
typu (2.7) pro n neznamyclt, ). Prakticky gipadaji v Uvahu obvykle nejvySe
tiislozkové systemy. Optimalnirgsnosti se dosahuje, kdyz se&timpti vinovych
délkach, pi nichz jsou relativni rozdily v molarnich absémich koeficientech
sloZek co nej#tsi, a kdyZ koncentrace slozZek jsdibfizné stejné.

Po metodické strance Ize rozliSit spektrometristanoveni fima a titr&ni.
Pti pifimém fotometrickém stanoveni jedné slozky setujés kalibra&ni kiivka, tj.
zavislost absorbance na koncentraci ve standardoitbcich. Koncentrace latky ve
vzorku se zjisti interpolaci z tétdikky. Je-li kalibr&ni kiivka piimkovéa a prochazi
pocatkem, lze kvyhodnoceni pouzit i metodu standaanipidavku (viz.
obrazek 3).
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Obr. 3 Ukézka kalibkai kiivky pro neznamy vzorel!
(x = nezndmy vzorek, A = absorbance, ¢ = kntraee)

Fotometrickou titraci se rozumi pouziti fotometgckindikace bodu
ekvivalence. Ten je definovan jako okamzik skem chemické reakce (jde o
dosaZeni stavu, kdy tovand latka pray kvantitativie zreagovala s fjlanym
¢inidlem ve znamém poénu). Titratni kiivka je zavislost absorbance roztoku na
objemu titr&niho¢inidla. Absorbance sefipom sleduje pi takové konstantni vinové
délce, i které ma jedna zreagujicich slozek charakteketi absorpci.
V piiznivém gipact je bod ekvivalence gen pfiseikem dvou pimkovych &tvi
titracni kiivky s rmiznymi sn@rnicemi. Ri titraci v systému, ktery nejevi sam
absorpci, je mozno pouzit vhodny barevny indikakbery je sam absorbuji¢asti a

indukuje bod ekvivalence zmou barvy.

2.2.1 Vyuziti spektrofotometrie v praxi

Obecr Ize tici, Ze absorgni spektrometrie nalezla velmi rozsahlé pouziti
v organické i anorganické analyzgj feSeni skterych problém povahy fyzikalg
chemické, nap ziskdvani dat pro vygty rychlosti reakci v roztocich, nebdip
meieni barevnosti tigk Viad pripadi Ize tuto metodiku vyhodn vyuzit k
zjiStovani koncentraci a rovnovaznych konstaiit gisocianich, asociénich a
komplexotvornych reakcich. Ktomu ¢élu byla vypracovanarada postug,
zaloZzenych v podstaina specifickém weni rekteré z¢astic v roztoku. Neggzngjsi
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je tzv. metoda kontinualnich variaci, metoda pamsnmérnic a metoda molérnich
pone¥ri, ktera je v podstattotozna s fotometrickou titraci.

NejdilezitéjSi pro naSe ®ieni je fakt, Ze jednoduché analytické vyuziti ma
spekrofotometrie zejména ve viditelné oblagfiasto se ovdem musi bezbarvé
sloweniny nejprve fevést vhodnymgéinidly na barevné latky. Takové fotometrické
metody naSly uplatmi predevSim v biochemické klinické analyze organickych
latek, @i urcovani katiom a aniori ve vodach, P analyze potravin, v a pi

stanoveni stopovych mnozstvi Kov nejiiznéjSich materialech.

2.3 Spektrofotometrické systémy

K méfeni spekter molekul a ke stanoveni jejich konceetrae vzorku se
pouzivaji absorni spektrometry UV/VID nebo spektrofotometry. Naghowi
piistroji neni jednotné, spektrometrem se vSak rozurfistrpj, kterym lze
automaticky snimat absam kiivku, tj, zavislost propustnosti nebo absorpce na
vinové délce, zatimco nazev spektrofotometr seesp@iZziva pro fistroje utené
zejména ke stanoveni koncentrace latky z hodnatrbésci zndtenych i urgité
vinové délce, zpravidla v maximu pasu.

Laboratorni spektrometry a spektrofotometry praewgblasti vinovych délek
od blizké ultrafialové X = 190 nm) az po velmi blizkou infrarvenou § = 1 az
2 um); pracovni interval vinovych délek jednotliygxistroji je mizny a je dan

Gcelem pouziti.
2.3.1 Absorpéni fotometry pro viditelnou oblast

Absorgni fotometry pro viditelnou oblast t¥iosamostatnou skupinu. Jde
vétSinou o jednoduchéristroje utené pro rychla fotometricka stanoveni, zejména
kontrolni. U €chto gistroju byva rtkdy monochromator nahrazen optickymi filtry;
v tomto @ipact jde o tzv. filtrové fotometry (objektivni kolorinwy) na rozdil od
spektralnich fotomeir které vzdy maji monochrométor. Filtrové fotomejspu
dnes nahrazovany jednoduchymi spektrofotometry,nadgi stale své misto, nap

v provoznich analyzéatorech nebo jako detektorypakaové chromatografii.
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Kazdy spektralni absotpi fotometr m&tyti zakladnicasti:

1. zdroj z&eni se spojitym spektrem;

2. disperzni systém —ifizkovy, pog. hranolovy monochromator;

3. absorgni systém, ktery tvid roztok uzaveny v kyvet;

4. fotometricky systém skladajici se z fotoelektriok@etektoru zéeni,
elektrického obvodu a #idla k od€itani hodnot propustnosti pbp

absorbance.

zdroj meonochrométor

chfend

/‘\ lkyweta zeslovad

2E90-b |E

/l\ fotondsobid

kyveta se vzorkem

Obr. 4 Schéma jednopaprskového spektrofotometro/iVpro meieni absorbance latky
v roztoku!”

Obecné schéma zapojeni uvedenych stavel@dith do kompletni aparatury
je uvedeno na obr.4. Nazfemé schéma reprezentyggnopaprskovy fotometricky
systém.Paprsek z&ni zvolené a monochromatorem nastavené vinovéydttdku
z&aeni ds prochazi kyvetou obsahujici nejprve porovnavaitiirefereréni roztok
(slepy pokus). SlozZeni refer@riho roztoku je stejné jako u roztoku vzorku, kisom
uréované absorbujici latky. Z kyvety vystupuje bk ktery je o 8co menSi nez tok
d,s. Ztraty jsou zpisobeny jednak odrazem od optickych okének kyvedgingk
absorpci vedlejSich latekéetns rozpoustdla. Tok @y dopada na detektor, kde
vyvola umerné velky elektricky proud. Ten se zesili a upravije@notkovy signal,
ktery lze odé&ist na pipojeném mndtidle. Tim je nastavena horni krajni hodnota
propustnosti, neboli transmitance pro dany sysim,1,000. Spodni krajni hodnota
T = 0,000 odpovida stavuiipupiné zacloném detektoru. Po tomto i&zeni
fotometru se obsah kyvety nahradi roztokem vzodeupgredpokladu Ze tokb,s; se
nentni, Ize odeist na ndtidle piimo hodnotu propustnosti latky.&#&ni je zatizeno
chybou zjisobenou nestabilitou tokis; Prongrovani spektra bod po bodu je zde

sice mozné, ale jéaso¥ nara@né, protoze jereba pi kazdém nastaveni vinové
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délky pred zngéfenim propustnosti roztoku kontrolovat, poppravit krajni hodnoty
propustnosti.

Vliv kolisani z#&e zdroje Ize vylo&it méfenim sdvoupaprskovym
fotometrickym systémenkde se powrr toka ®/d,g méFi prakticky ve stejném
okamziku. Pracuje se sedwa monochromatickymi paprsky o stejném tahy,

Z nichz jeden prochazi kyvetou se vzorkem (papng&ky) a druhy stejnou kyvetou

s referetinim roztokem (paprsek srovnavaci).

| spojity zdroy
zateni (TTV/VID)
_ referencnd
rogtok
A |
\ fotonasobw
a motorek F
monochromator poloknihiowé
zreadlo
modulator
* T weerek | y

Obr. 5 Optické schéma dvoupaprskového spektronyID

Optické schéma dvoupaprskového spektrometru sredidtektorem je na
obr.5. Konstantni z#geni z monochrométoru se n#jke preruSuje rotujicim
modulatorem se stalou frekven@idow 107 Hz. Tim se ziska pravidelmulsujici
z&eni, jehoz signal se po detekci lép&imPaprsek tohoto modulovanéehaerd je
dale periodicky (10krat az 30krat za sekundu) &man pomoci polokruhového
rotujiciho zrcadla na paprsekémy a porovnavaci. Stelné pulsy, stdaw
prochazejici enym a porovnavacim préstdim, nejsou ve stejné fazi, ale jejich
intenzita je na vstupu do kyvet stejna. Po vystapayvet jsou oba paprsky opticky
svedeny do jednoho, ktery jefiyadkn na detektor. Detektor pracujici bez
setrv&nosti dava stdavy proud, ktery se elektronicky zpracuje na &lign
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odpovidajici poréru toki ®/dg tj. propustnosti. Mni-li se i méreni konstantni
rychlosti vinova délka vstupujiciho iehi, lze takto plynule registrovat absinp
kiivky propustnosti, pop i absorbance v zavislosti na vinové délce. Takové

proméeni celého spektra latky trva obvyklékolik minut.

2.3.2 Konstruk éni prvky spektralnich fotometri

Jednotlivé konstruini prvky pouzivané u tenych tym spektralnich
fotometti UV/VID jsou funkéné stejné, ale mohou se zm& liSit ve svych

vvvvv

jejich vlastnosti.

1) Zdroje spojiteho zgeni

Jako zdroj sstla slouzi vhodna Zarovka nebo vybojka. Zarovkyabhenové
Z&rovky poskytuji z&ni o spojitém spektru ve viditelné a ireavené oblasti (nd&p
wolframova Zarovka se pouZziva v rozsahu nad 36@ igeneruje spojité ¥éni az do
3 um), nelze je vSak pouzit proé¢reni v UV oblasti. Jako zdroje ultrafialového
z&eni se pouzivaji n&stji vodikové nebo deuteriové vybojky (rozsah 18038D
nm). Zdrojem UV i viditeIného s¥la miZe byt také nap xenonova vybojka, Siroky
rozsah vinovych délek je vSak vyvazewgkterymi nevyhodami: jeji sitlo je
sloZzenim spojitého &rového spektra, takze jsou velké rozdily mezinpitami i
raznych vinovych délkach, vybojka je velmi draha enzita jejiho sttla neni ilis
stabilni.

2) Monochromator
Monochromator vymezuje &u pasma kolem nastavované vinové délky.

Nejjednodussi a nejle¥jsi moznosti je Zazeni vhodného interfer&miho filtru do
optické drahy. Komen¢ dostupné jsou dnes filtry prakticky pro libovolnamovou
délku ultrafialové a viditelné oblasti. RozliSuje sekolik druhi interferenich
filtra, jejichz vhodnou kombinaci se sestavi filtr poAsdg/ch vlastnosti. Low-pass
filtry propousgji swétlo vinovych délek kratSich, nez jecith mez (cut-off). High-
pass filtry naopak propout jen swtlo, které ma w¥tSi vinovou délku, nez je
hranini vinova délka filtru. Pasmové filtry propoggturcity rozsah vinovych délek.
ProtoZe hranice nebyvaji zcela ostré, uvadi se @ai a horni mez zpravidla

takova vinova délka, pro kterou ma filtr padesa&tg@ntni transmitanci ve srovnani s
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vinovou délkou, kterou propousti nejlépetkily se také uvadiigdni vinova délka,
kterou filtr propousti, a #{a pasma (nebo polopasma)ikéi pasma a polopasma

interferergniho filtru znazoiiuje obrazek 6.

transmitance

§ifka pasma

§ifka polopasma

dolni horni vinova délka
mez mez

Obr. 6 Stka pasma a polopasma interfeneito filtru ©

Dnes se obvykle davéaigrdnost nmizkovému monochromatoru. Spektralni
Sitka S€rbiny u kvalitnich spektrometrje i 0,1 nm. Naproti tomu jednoduché
spektrofotometry VID maji spektralnitkil asi 10 nm. Zasadrby tato Sie mela byt
alespa pétkrat mensi, nez je poldka mefeného absotmiho pasu. Maji-li se it
velké absorbance (A > 1,5), nesmi bytierd vystupujici z monochromatoru
zneisteno rozptylovym z#enim o vinovych délkach, které nejsou absorbovany.
Podstatného snizeni rusivého rozptylovéherzidse dosahuje pouzitim holografické
miizky. Stupnice vinovych délek nebo viitd monochromatoru se kalibruje pomoci
absorgnich maxim standardnich latek (pro oblast UV ingmthracen, pro oblast
VID holmiové sklo).

3) Absorgni prostedi

Absorgni prostedi je tvdeno nérenym systémem v kywet P méreni se
pouziva par stejnych kyvet, jedna j&mm, ta se plni roztokem vzorku, druha je
srovhavaci a ta se pini refeteim roztokem.Pfi béznych ngienich se kyvety

netemperuji, protoze malé kolisani laboratorni aigplnema vliv na hodnotu
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absorgniho koeficientu latek. Pouze prakteré specialni ¢ely, jako jsou naip
meieni reaknich rychlosti, je nutné kyvety temperovat. ¢deigji se neti ziedkné
kapalné roztoky, méntasto vzorky plynné. Pro kapaliny se pouzivaji hrahkgvety

s propustnymi planparalelnimi okénkyéknenna pro oblast UV, ski&ma pro oblast
VID), tloustka meiené vrstvy byva 0,5 az 5 cm, obvykle 1 cm. TitaSkyvet se
voli podle koncentrace a hodnoty absmipo koeficientu tak, aby hodnota
absorbance byla mezi 0,1 a 1. Pro kontinualni kiaivni analyzu se uzivaji
priaitocné kyvety umoiujici plynulou vyngnu vzorku stalou rychlosti. Plyny se
fotometruji ve speciélnich valcovych kyvetach svielnym plnicim a vystupnim
otvorem. Jejich tlou¥ka byva ¥tSi, 10 i vice cm.

4) Detektory z#eni a zgsoby odéitani propustnost

Vesnes se pouzivaji fotoelektrické detektory citlivéuitrafialové a viditelné
z&eni. Pro dvoupaprskové spektrofotometry s jednitakierem je to fotoelektricky
nasobt s vhodnou citlivou vrstvou fotokatody. V posledioke se ¢im dal vice
pouzivaji i Kemikové fotodiody. StarSi jednopaprskové spektoohetry UV/VID
maji jako detektory dvzamenné fotodiody: ,,modrou” pro oblast 200 az 600 nm a
,,cervenou”, citlivou na vinové délky nad 600 nm. \jjeénodusSich fotometrech
pro viditelnou oblast se stale vyuziva seleno¥ganek (hradlova fotonka).
Fotovodivostniclanek PbS je vhodny pro detekci velmi blizkého atérveného
z&eni od 2,5 pum. Fotoelektricky proud z detektoru zesiluje specialnimi
elektronickymi zesilové&.

Zpusoby odéteni optickych vetiin, tj. transmitance nebo absorbance, jsou
raizné. U jednopaprskovych spektrofotoniese ngri bud® mistkovou kompenzai

metodou, nebo vychylk@mikroampérmetry.
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Obr. 7 Stka pasma a polopasma interfeneio filtru

ModerrgjSi spektrometry mohou registrovat krémormalniho spektra tj.
kiivky absorbance A proti vinové délégi derivani zaznam, tj. kvku dA/dr proti
L. Ma-li absorgni pas tvar Gaussovyiikky ma derivovana ikvka tvar patrny
z obr. 7, pis&ik derivani kiivky se z&kladni linii odpovid&yax. Timto zdznamem

Ize zlepSit rozliSeniigkryvajicich se pdisu slozZitych systéf

5) Rozpousidla

NejpouzivagjSim rozpoudtdlem je voda. Jeji vyhoda je vtom, Ze
neabsorbuje 2ani v celém rozsahudfeni od 200 do 1000 nm. Jeji pouzitelnost je
ale omezena rozpustnosti latek. Pro nepolarni ag@arslokeniny je teba pouzit
rozpoustdla organicka. Pro oblast VID jsou vhodna prakticldechna bezbarva
rozpoustdla. Pro oblast UV pod 350 nm je jiz Wbomezeny. AZ do 210 nm jsou
pouzitelné nasycené uhlovodiky, nizsi alkoholyrest. Nad 210 nm fiZeme nap

jmenovat chloroform, benzen a aceton.
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3 Pi‘ehled fotometni a spektrofotometni na trhu

V této kapitole bych rad uvedl stmy historicky vyvoj fotomett a
spektrofotometr a blize popsaldkolik ptikladi konkrétnich pistroja se zansienim
na jejich srovnani po technické strance. Tyto vuiasti bul’ byly nebo jsou

k dostani na nasem trhu.

3.1 Struény vyvoj fotometri a spektrofotometni

NejintenzivrgjSi vyvoj absorpni spektrofotometrie nastal po 2¢sweé vélce
a to jak v pistrojové technice, tak i v metodice. Dnes se ha wbjevuje mnoho
novych pistroji od jednoduchych fotoméir dokonce az po nejslogj§i
spektrofotometry. Po celém &¥ ptsobi celarada firem zabyvajici se vyvojem,
prodejem a distribuci fotométa spektrofotometic Diky nim jde vyvoj v této oblasti
meieni stale dojedu.

Zakladni princip modernichéigtroju zistava sice stéle stejny, ale s rozvojem
mikroprocesorové techniky jsou dnesZzhé k dostani pla digitalni gistroje
s integrovanym mikroprocesorem pro automatické @dewni patebnych vypéta a
pantti pro jejich zaznamenani. Nejmodggi péistroje maji v parti téZz uloZzena
vSechna nutna nastaveni pro provedetit@&ianalyzy. UZivateli pak stajen viozit
vzorek a zvolit paebnou analyzu. iistroj potom celé rfeni provede sanCasto
byvaji takové fotometry a spektrofotometry vybavenyL.CD displeji a jako
uzivatelské rozhrani slouzi jednoduchy opefaystém.

DalSi velky krok je moznost si vSechny tyto progukhadno prohlédnout a
popripact i objednat progednictvim Internetu. Na webovych strankach jedagti
firem se snadno naleznou vSechnyigbhé informace a katalogové Udajefistuoji,
ktery uzivatele zajima. Mohou se tak snadno sro&njgyich parametry a porovnavat

konkrétni produkty mezi sebou.
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3.2 Priklady nékterych fotometri a spektrofotometni dostupnych
na trhu kolem roku 1973

Fotometr SP-1300 Colorimeter Unicam

Jednd se oifstroj pracujici pouze s jednou kyvetou, ke ktexéz@pojena
vakuova pumgika slouzici k nasavani agpvnému vypraziiovani roztok (obr.8).
Na jeho pedni desce se nachazi plnici rourka ve tvaru olpait§. Je-li vysunuta
smérem nahoru, nasava pebny objem analyzovaného roztoku do kyvetyi P
poloze smirem doh se kyveta vyprazdije tak, Ze po Uplném vyprdzan v ni
neZistane vice nez 1 %ipodniho roztoku. Tentoifstroj se zabudovanou kyvetou
odstraiuje chyby vznikajici nagsnosti kyvety a velmi podstatarychluje proces
méteni. Diky tomu je fotometr SP-1300 Colorimeter Wmic velmi vhodny pro
rychla sériova réreni.

DalSi parametry jednopaprskového vychylkového fawm SP-1300
Colorimeter Unicam shrnuje tabulka 2.

Tab. 2 Parametry fotometru SP-1300 Colorimeter &mic

—_—

Typ Monochromator| Detektor DalSi vybaven

Autocll Colorimeter Sp 1300 6 fillr fotonka AK

AK = Automaticky se napljici a vyprazdujici kyveta

Obr. 8 Fotometr SP-1300 Unicdth
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Langeho dvoupaprskovy fotometr

Jde o Klasicky zakladni typ dvoupaprskového vyocbw#ho fotometru
(obr.9). Tento fistroj byl natolik UspSny, Ze se vyrah prakticky beze zrny pies
30 let. Jeho pt@teni série nemly zabudovany galvanometr. PG uz
samozejme¢ mely bohatSi a dokonalejSi vybaveni. Lze je také japsi na desetkrat
citlivéjSi externi galvanometr Multiflex, ktery je potonmadny hlave pii méteni
s malo propustnymi nebo téz interfeteimi filtry. Jeho stupnicedena na 100 dilk
se miZe zanghovat za jiné, se specialnindlenim.

DalSi parametry Langeho dvoupaprskového fotomdtnuge tabulka 3.

Tab. 3 Parametry Langeho fotometru

Typ Monochromator Detektor DalSi vybaveni
Lichtelektrisches 3 filtr 2 selenové | dalSi dophujici filtry: IF,
Kolorimeter y ¢lanky MK, Hg-V, Hg-F

IF = interfererni filtr; MK = mikrokyveta; Hg-V = rt#ova vybojka; Hg-F = rttové filtry

Obr. 9 Langeho dvoupaprskovy fotométr
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Spektrofotometr Spekol VEB

Jednad se o jednoduchy a ve své &dokelmi pouzivany vychylkovy
spektrofotometr. Indikace se tjprovadi selenovym fotténkem.

Zakladni parametry jednopaprskového vychylkovéhoekspfotometru
Spekol VEB shrnuje tabulka 4.

Tab. 4 Parametry spektrofotometru Spekol VEB

Typ Monochromator Detektor DalSi vybaveni|

Spekol VEB niizka 365-750 nm selenovjanek Z,F,FT,R

Z = meteni zakalu; F = &feni fluorescence; FT = fotometricka titrace; R &eni
odrazeného Zéni

Obr. 10 Spektrofotometr Spekol VEB

3.3 Sowasné fotometry a spektrofotometry dostupné trhu

V dnesni dob je nabidka fotomelra spektrofotomelrna trhu velmi Siroka.
K disposici jsou fistroje od Uzce specializovanych zpravidla kapésrpoo néfeni
nap. koncentrace chléru nebo hodnoty pH, aZz po tyloE}sjSi vysoce vykonné
stolni, utené pro laborate a pfimysl. Nekteré z této Siroké nabidkyiptroja si,

jako piklady, predstavime podroki.

Prenosny fotometr pHotoFlex

Tento kapesni fotometr u nas distribuuje firma WTWegastji se vyuziva
pii kontrolachistoty zivotniho prosedi a i sledovani procésna nejfiznéjSich
mistech. V parti je prednastaveno vice nez 100 meto&eni, Wetrg zabudované
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funkce pH, kter4 dovoluje &t pH v rozmezi hodnot 0-16 pH a automatickou
teplotni kompenzaci. Fotometr pHotoFlex je vybavehustni optikou, ktera je
velmi odoln&a proti psobeni vgjSich vlivi. Pouzité LED lampy + filtry pro 6
vinovych délek jsou kragnenergeticky usporné a poskytujepné vysledky gieni.
Vyhodou je i intuitivni menu napeéda, ktera umakuje bezproblémové &eni bez
slozitych navod k obsluze.
DalSi parametry a vyhody fotometru pHotoFlex shirbyap body:

» padne do ruky, je Usporny na energii a poskytugoky nadstandard;

» zabudovany kyvetovy adaptér pro pousitimych kyvet;

e podswtleny displej a automatické Usporné vypinani;

» velky vybér sad test pro vSechny pozadavky;

* moznost update metod a softwarepinternet;

* méfeni zakalu s infreervenym zdrojem sila;

* 100 programovych mist v panpro viastni rutinni réent;

* bateriovy provoz se 4 bateriemi (AA) pro vice n@D@ ntieni;

» volitelné LabStation pro laboratorni provoz s komfortni spradat.

Obr. 11Renosny fotometr pHotoFleX!

Rutinni VID spektrofotometr S800

Jednopaprskovy spektrofotometr, ktery @8 dodava firma ChromSpec, je
uréen pro zakladni gfeni absorbance, transmitance a koncentrace v noZ320r
800 nm. Pistroj pochazi od vyrobce ze skupiny Biochrom nayjiatho na
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dlouholetou tradici vyroby spektrofotomeéty anglické Cambridgi a je vhodny pro
vyuku, laboratorni praktika i rutinni labor#o
DalSi parametry a vyhody, které ma tento spektooh@tr shrnuji tyto body:
e zabudovany ovladaci panel;
» velky, dol¥e ¢itelny displej se Sirokym pozorovacim uhlem;
e jednoduché obsluha;
e monochromator;
» standardni drzak pravouhlych kyvet o optické drEaenm;
» standardni vystup RS 232C;
e analogovy vystup pro zapisaya
e standard&é dodavany SW Grafico praignos vysledk meieni na PC,
meieni spekter, jejich tisk ai@nos do Excelu;
* vyukovy kurz UV/VID spektrofotometrie v ndpésk SW Grafico;
e postup jednoduchych pokiuske zjiS&ni spektrofotometrickych
parameti.

Obr. 12 Spektrofotometr S8¢@

Univerzalni UV/VID spektrofotometr Spekol 1300

Spekol 1300 k ndm ro¥# dodavé firma ChromSpec. Jde o jednopaprskovy
UV/VID spektrofotometr, ufeny pro zakladni gfeni absorbance, transmitance a
koncentrace, s rozsahem 190-1100 nm ¢&b#tou 4 nm. Vynika jednoduchou

obsluhou. B nizké ce® nabizi vysokou spolehlivost argsnost. Diky robustni
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konstrukci je vhodny i pro provozni laborgtoa Skoly. K spektrometru |z&ipojit
externi tiskarnu a p@ta¢ pro skir dat. Ovlada se pomoci vodshé dotykovée
membranove klavesnice.
DalSi parametry a vyhody spektrofotometru Spek@01shrnuji tyto body:

» koncentrace s kalibéai kiivkou nebo faktorem;

e analyza DNA a bilkovin;

» kiemenem potaZzend optika;

» graficky displej LCD;

o drzak nattyti kyvety v zakladni vybay

» volitelné Siroky vyker prisluSenstvi;

» termostatovatelné drzaky a drzaky zkumavek;

* volitelné roz&ieni o software WinAspekt.

Obr. 13 Spektrofotometr Spekol 1368

Spektrofotometr T60

Dvoupaprskovy spektrofotometr T60 pro UV/VID oblastpevnou $kou
Strbiny 2 nm distribuuje firma LAB MARK. Jeijpojitelny k PC ges UVSpec SW
a presto, Ze zabird malou plochu, je vyko&iasrovnatelny s &Simi a drazSimi
pristroji. Standard®je k nmu dodavan motorizovany drzak na 8 kyvet. Také&o n
lze vkladat pedprogramované PCMA karty prézné aplikace ndp absorbance,
kinetika, kvantitativni rdeni, skenovani spektra a analyza DNA.

DalSi parametry dvoupaprskového spektrofotometi sfénuje tabulka 5.
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Tab. 5 Parametry dvoupaprskového spektrofotomedfu T

Typ Rozsah vin. délek  Opticky systém ie&Sépektr. pasy Ret kyvet

T60-1651F 190 - 1100 nm Dvoupaprskovy 2nm 8

Obr. 14 Dvoupaprskovy spektrofotometr T&H

PhotoLab® Spektra

Jedna se ofifstroj pro nasazeni v laborét@m jeho distribuci se stara firma
WTW. Fotometr photoLab® Spektral je plynule nadtny v rozsahu od 330 nm
do 850 nm. Jadrem tohotoiitkového spektralnino fotometru je vysoce kvalitni
opticky modul od firmy Zeiss. Vynika technologiifeka nepodléha op@beni.
Fotometr provadi #hem provozu pravidetn AutoCheck a garantuje tak spravné
vysledky n&feni. DalSi funkce AutoSelect jecdena pro automatické rozeznani testu
podle kédovanych kyvet a volbu vSech poZzadovangstaveni pro vinovou délku a
kalibraci. Po vlozeni kyvety se ihned zobrazi #gena hodnota ve vyzadané farm
parametru na velkém tghledném grafickém displeji. Az 1000 uloZzenych
nantienych dat Ize ignést do PC nebo vytisknout na sériové tiskamento
fotometr ma v sob jiz z vyroby uloZenou kompletni paletu tigstkteré jsou
k dispozici. Ulozena data metod je mozno kdykolituakzovat pes internet.

Parametry spektralniho fotometru PhotoLab® Spedtirauje tabulka 6.

Tab. 6 Parametry spektralniho fotom@tnotoLab® Spektra

Typ Rozsah vin. délek Datova p&m Rozhrani

spektralni fotometr
s fotodiodovym polem

330 — 850 nm 1000 datovychkitv RS 232C
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Obr. 15 Fotometr PhotoLab® Spekita

Procesni spektrofotometr ER50

Distribuci toho procesniho spektrofotometru pro Koesaktni ndieni a
regulaci barevného odstinu u nas Zaj8 firma BAS Rudice s.r.o. ER50 vlastn
znamena systémcasného varovani korekce barevnych odchylek. Spektrmetr
ER50 je uken zejména pro bezkontaktnéiani vybarveni pohybujicich se prodiukt
v nara@nych klimatickych podminkach. Jedna se o reg@jSi procesni
dvoukanalovy spektrofotometricky systém modulammdtrukce pro OnLine &teni
a regulaci barevnosti. Sesti Fistroje je vykonny koloristicky software, ktery je
dodavan v provedeni pro procesni monitorovani alaegbarevnosti. Népstji se
spektrofotometr ER50 pouziva vipnyslu pro néfeni a OnLine regulaci odstinu
papiru nebo skla. DalSi vyhody, spektrofotometrdb@&Rhrnuji tyto body:

* minimalizuje vyrobni ztraty;
* snizuje vyrobni naklady;
» zvySuje celkovy vykon vyrobni linky minimalizaciqstoji;

« 100% kontrola barevnosti finalniho produktu.

Obr. 16 Procesni Spektrofotometr ERSD
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4 Spektrofotometr Labio 722 pro viditelnou oblast

Na tomto spektrofotometru pro viditelnou oblast doylrovedeno veskeré

meéieni pro tuto praci. Proto bude popsan podépbn

4.1 Hlavni zpiasoby pouziti

Tento spektrofotometr, analytickytiptroj ¢asto pouzivany ve fyzikain
chemickych laboratdich pro kvalitativni a kvantitativni analyzu latekblizké
ultrafialové a viditelné oblasti spektra, naléedné pouziti v oblastech, jakymi jsou
Skolstvi, lékastvi, Kklinické testovani, biochemie, petrochemigkyimysl, ochrana

Zivotniho progiedi a kontrola jakosti.

4.2 Zakladni specifikace

Tab. 7 Z&kladni specifikace spektrofotometru 722

Opticky systém Jednopaprskovy, ryta difraki miizka 1200 ryh/mm
Spektralni §ka 6 nm

VInovy rozsah 325 -1000 nm

Zdroj Wolframova halogenové zarovka 6 V/10 W
Presnost nastaveni vin. délky | +2,0 nm

Reprodukovatelnost 1,0 nm

Udaj o vinové délce Ctyfmistny digitalni LED

Parazitni s#tlo <0,5% T i 360 nm

Fotometricky rozsah 0-125% T, -0,097 - 2000A, 0 — 1999 C (0 — 1999F)
Fotometricka pesnost 10T

Datovy vystup RS-232 sériové rozhrani

Napajeni 110-220V ¢t, 50 Hz + 1 Hz

Vystup na tiskarnu Sériovy port

Roznery 430 x 310 x 200 mm

Hmotnost 8kg

4.2.1 Princip funkce

Pristroj vyuziva kolorimetrického principu Lambert@eva zakona (viz.
odd. 2.1). S#telné zéeni excituje latku fitomnou v roztoku, ¢imz dochazi
k absorpci s#tla. Kazda latka vykazuje své vlastni, charaktekst absorpni
spektrum. Intenzita monochromatického texd prochazejiciho roztokem se

v dasledku absorpce snizi émé koncentraci fitomné latky.
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Plati zde rovnice (2.1) pro transmitanci (prostigineétla) a rovnice (2.3)
pro absorbanci upravené na:
I

T=— (4.1)
I0

A:Iogll—: KT (4.2)

T transmitance (prostupnosttia)

A absorbance

I je intenzita prochézejiciho &la
lo je intenzita dopadajiciho &la
K je souinitel absorpce

L je délka kyvet

C je koncentrace latky v roztoku

Obr. 17 Prochazeni &a kyvetou®

Pokud intenzita dopadajiciho &ha, souwinitel absorpce a délka kyvety
zastavaji konstantni, vzorec udava, Ze intenzita lpaeejiciho sitla zavisi na

koncentraci latky v roztoku.

4.2.2 Optické usparadani

Pristroj vyuziva jednopaprskovy opticky systém s kalimnacni difrakéni

miiZkou. Optické usp@adani je patrné z nasledujiciho obrazku 18:
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Obr. 18 Optické usgradani spektrofotometru 782

1) Wolframova halogenova zarovka
2) Kolima¢ni zrcadlo
3) Filtr

4) Vstupni S¢rbina
5) Zrcadlo

6) Kolimator

7) Difrakeni miizka
8) Vystupni Sérbina
9) Spojovéacocka
10)Drzak vzorku
11)Zawerka
12)Detektor
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4.2.3 VnéjSi vzhled

Obr. 19 Vi vzhled spektrofotometru 72

1) Vysledkovy displej

2) Funkeni klavesy

3) Nastaveni vinové délky
4) Displej vinové délky

5) Téhlo drz&ku kyvet

4.2.4 Ovladaci klavesy

Klavesnice obsahuje nasledujttyii ovladaci klavesy:
1) Klavesa ENTER ma @vfunkce:

a) PouzivA se ve spojeni se sériovym rozhranim RS23&enosem dat
(jednosnérny prenos dat do pitace).

b) Je-li pistroj v moédu F, potvrzuje okamzitou hodnotu faktdt, a pepina
automaticky do modu C, kde se vyp® koncentrac€C =F[A). C je
koncentrace latky v roztoku a A je absorbance.

2) Klavesa 0%T se pouZiva takto:
a) nastavuje nulu jen v modu T. Do optické drahy vinZéerny hranol, ktery je

souasti grisluSenstvi a stiskneme tuto klavesu — nastavodadta 000,0;
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b) slouZi ke snizovani hodnoty. V modu F se kazdysksth této klavesy snizi
hodnota o jednotku. ifirzenim klavesy se probihajici #na urychili.
Dosahne-li hodnota F nuly, dalSim stiskem klavesgastavi hodnota 1999.

3) Klavesa 0ABS/100%T mditfunkce:

a) Vmodu A nebo T uzaeme prostor pro vzorky a stiskneme tuto klavesu:
nastavi se hodnota 0,000 respektive 1000,0;

b) SlouZi ke snizovani hodnoty (pouze v modu F); katdfiskem klavesy se
hodnota F zvysi o jednotkufiBrzenim klavesy se probihajici Zna urychli.
Doséhne-li F hodnoty 1999, nastavi se dalSim stiskEvesy hodnota 0,
dalSim stiskem 1 atd.

4) Klavesou A/T/C/F seigpina mezimédy A, T,CaF

A je absorbance

T transmitance (prostupnostétia)

C je koncentrace

F je nasobny faktor klavesy 100%T

4.2.5 Kalibrace piesnosti nastaveni vinové délky

Pri kalibraci se owiuje spravnost nastaveni vinovych délek dvou
charakteristickych absofpich ¢ar didymiového filtru (529nm a 808nm). Jestlize
dvoubodové nr¥eni ukaze jiné hodnoty absdémpch ¢ar didymiového filtru
(maximalni povolend odchylka je *2nm), sejmeme ¢jo knoflik ovladge
vinovych délek, povolimeiit polohovaci Srouby na stupnici vinovych délek,
nastavime ukazatel na charakteristické vinové détldpovidajici uvedenym

absorgnim ¢aram a polohovaci Srouby utahneme.
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5 Meéreni koncentraci

V této kapitole jsou popsany &wilohy, které jsou proveditelné pomoci
Spektrofotometru Labio 722. Prvni je z&ena na zakladni &eni absorgniho
spektra, vyneseni kalibmai kiivky a nasledné deni neznamé koncentrace roztoku
barviva. Druha je navrh laboratorni Ulohy na vyuspektrofotometru pro #&heni

koncentraci v laboratbméreni neelektrickych vedin.

5.1 Uréeni neznamé koncentrace roztoku
5.1.1 Osnova postupu néi-eni:

1) Pripravime fadu roztok s klesajici koncentraci (nejlépe v rozmezi
jednohoradu)iedsnim.

2) Zjistime vinovou délku, kterd odpovida maximu absmoice barvy
violet.

3) Zmeétime absorbance vSech koncentraci rozxtgki vinové délce
odpovidajici maximalni absorbanci a vyneseme jeavisiosti na
koncentraci. Je-li spim Lambert-Beatv zakon, musi byt tato zavislost
piimkova a smfovat do pdatku sodadnicové soustavy. Ziskany graf
souwtasre slouzi jako kalibréni kiivka, pomoci niz wime koncentraci
neznamého vzorku.

4) Pripravime vzorek roztoku barvy o neznamé koncenteaangiime
jeho absorbanci.

5) Pomoci kalibréani kiivky a zméfené absorbance vygithme

koncentraci neznadmého vzorku.

5.1.2 P¥istroje a pomicky

Pro tuto Ulohu je jako barvivo pouZit vodny roztkikystalické violeti pro
mikroskopii o hmotnostni koncentraci 0,01 % tj. X86/1. Jako vhodné rozpougto

je potom pouzita destilovana voda.
DalSi potebné ponicky jsou na obrazku 20:
5 x 50 ml odrdrn& baika

1 x injekeni stikacka
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1 x pipeta
1 x ¢cista kyveta

Obr. 20 Ristroje a poracky

5.1.3 Postup nefeni

Zapneme spektrofotometr Labio 722 a nechame jejdpbu 30 minut
.Lemperovat‘. Mezi tim si do kadinek s 50 ml destdné vody fipravime fadu
roztok, pipetovanim 0,2 ; 0,4 ; 0,6 ; 0,8 a 1 ml roztddeuviva krystalické violeti.
Po zaliati spektrofotometru provedeme jeho kalibraci. @mpci viozenéh@erného
hranolu vynulujeme parametr transmitance (propwss$jn®oté do fistroje umistime
kyvetu s destilovanou vodou a nastavime nulovownbtdabsorbance. Timto mame
spektrofotometr fipraven k ndtreni.

Pomoci injekni skikacky naplnime kyvetu destilovanou vodou a vlozime ji
do pistroje. Postupnym nastavovanim vinové délky celém rozsahuifstroje od
320 do 1020 nm provedemectani absorgniho spektra vody @oay) = f(X). Jeho
hodnoty zaznamendava tabulka 8. Poté celfem zopakujeme s kyvetou naghou
nejkoncentrova&Sim roztokem 1 ml barviva krystalické violeti n@ &l destilované
vody. Tim mame zgteny hodnoty absotpiho spektra roztoku @ztoku) = ().

Abychom odstranili ztraty vzniklé odrazem odérst kyvety a vliv
rozpoustdla na pesnost nireni, je zapdebi odgist od sebe natrené absorbance
roztoku a destilované vody viz. rovnice (5.1). Poséstrojime absotpi
charakteristiku Ay = f(,), ktera je na obrazku 24 a d@tkeme z ni takovou vinovou
délku, pri které dosahuje zaznamenana absorbance A maximadimoty. B této
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vinové délcel opst provedeme kalibraciifstroje a postughzmefime absorbance
vSech pipravenych roztok (viz. tab.9) a vyneseme je v zavislosti na koneamt
piepaitené na c(mg/l) podle rovnice (5.2). Tim jsme sgditrkalibracni kiivku.
Pomoci linearni regrese dostaneme jeji analytiglky & = 01453 x (obrazek 21).
Nyni si gripravime vzorek roztoku o neznamé koncentradi atpjné vinové délck,
jako u roztok znamych zr&ime jeho absorbanci. Pomoci &ené hodnoty
absorbance a rovnice ziskané linearni regresiogersér kalibrani kiivky vypocitame

koncentraci neznamého roztoku.

5.1.4 Naméiené a vypd@tené hodnoty

Hodnota absorbance neznameého roztoku byiavmové délce 590 nm
nantiena A =0,145. Provedenim vyjto podle upravené rovnice (5.2), ziskané
z kalibrani kiivky na obrazku 21, dostaneme hodnotu nezndmé ktnace roztoku,
ktera vysla ¢ = 0,997935 mg/I.

V tabulce 8 jsou uvedeny ngiené hodnoty absorbance ok Pro roztok
violeti v destilované vo#l o koncentraci c=2mg/l a W4 Pro samotnou
destilovanou vodu. V zavislosti na nastavované wéndélcel. Agy pak vyjaduje
rozdil €chto absorbanci, ktery je pebny pro spravnou korekcidgieni.

Tabulka 9 uvadi naéiiené hodnoty absorbance vseéiprmvenych roztok o
raznych koncentracich cyipzinové délcel = 590 nm.

Na obrazku 21 je pomoci linearni regrese sestrojedrani piimka
s uvedenou rovnici pro vypet nezndmé koncentrace roztoku z t@Emé
absorbance.Cerveny Kkizek na této Pmce znazatuje zavislost nagiené
absorbance roztoku o neznamé koncentraci na jepoiidané koncentraci. Fham
zde pak vyjathje miru spolehlivosti #eni. Cim je hodnota RbliZz&i jedné, tim
piesrEj$i msteni absorbance roztbksme provedli. V nasenripad: je RE = 0,9758.
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Obr. 21 Kalibrani kiivka A = f(c) pi vinové délcel = 590 nm

Tab. 8 Hodnoty na#tiené absorbance A v zavislosti na nastavované vidéla&l

C.M. )\(nm) A(roztoku) A(vody) ARV = A(roztoku) - A(vodv)
1 320 1,800 1,875 -0,075
2 330 1,495 1,462 0,033
3 340 1,253 1,231 0,022
4 350 1,065 1,041 0,024
5 360 0,959 0,941 0,018
6 370 0,989 0,983 0,006
7 380 1,332 1,311 0,021
8 390 1,019 0,985 0,034
9 400 0,736 0,718 0,018
10 410 0,639 0,628 0,011
11 420 0,652 0,642 0,010
12 430 0,704 0,692 0,012
13 440 0,796 0,782 0,014
14 450 0,964 0,948 0,016
15 460 0,851 0,778 0,073
16 470 0,484 0,422 0,062
17 480 0,270 0,209 0,061
18 490 0,157 0,088 0,069
19 500 0,148 0,057 0,091
20 510 0,154 0,032 0,122
21 520 0,174 0,014 0,160
22 530 0,202 0,001 0,201
23 540 0,168 -0,061 0,229
24 550 0,142 -0,104 0,246
25 560 0,165 -0,093 0,258
26 570 0,232 -0,050 0,282
27 580 0,342 0,019 0,323
28 590 0,445 0,107 0,338
29 600 0,402 0,097 0,305
30 610 0,246 0,023 0,223
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31 620 0,085 -0,044 0,129
32 630 0,014 -0,056 0,070
33 640 -0,019 -0,053 0,034
34 650 -0,034 -0,055 0,021
35 660 -0,049 -0,065 0,016
36 670 -0,057 -0,070 0,013
37 680 -0,061 -0,071 0,010
38 690 -0,063 -0,074 0,011
39 700 -0,067 -0,079 0,012
40 710 -0,068 -0,080 0,012
41 720 -0,063 -0,073 0,010
42 730 -0,054 -0,066 0,012
43 740 -0,050 -0,064 0,014
44 750 -0,052 -0,067 0,015
45 760 -0,053 -0,065 0,012
46 770 -0,049 -0,061 0,012
47 780 -0,041 -0,054 0,013
48 790 -0,009 -0,022 0,013
49 800 0,007 -0,008 0,015
50 810 0,016 -0,002 0,018
51 820 0,004 -0,012 0,016
52 830 0,017 0,003 0,014
53 840 0,033 0,021 0,012
54 850 0,048 0,033 0,015
55 860 0,056 0,038 0,018
56 870 0,061 0,043 0,018
57 880 0,069 0,053 0,016
58 890 0,082 0,067 0,015
59 900 0,099 0,085 0,014
60 910 0,123 0,110 0,013
61 920 0,156 0,142 0,014
62 930 0,198 0,184 0,014
63 940 0,258 0,243 0,015
64 950 0,341 0,327 0,014
65 960 0,442 0,427 0,015
66 970 0,499 0,483 0,016
67 980 0,545 0,529 0,016
68 990 0,588 0,573 0,015
69 1000 0,523 0,499 0,024
70 1010 0,396 0,378 0,018
71 1020 0,400 0,383 0,017

Tab. 9 Namstené hodnoty absorbance vetipravenych roztok, pii vinové délce

A =590 nm
C.M. | c roztoku violeti v ml na 50 ml destilované vody meyf/l) A
1 1 2 0,303
2 0,8 1,6 0,242
3 0,6 1,2 0,158
4 0,4 0,8 0,095
5 0,2 0,4 0,049
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Obr. 22 Charakteristika abs@érpho spektra destilované vody&y) = f(1)

Apsorb €ni spektrum - Viole t'v destilované vod &; c =2 mg/l

2,000
A(roztoku) 1.800 1

1,600 A

1,400 A
1,200 A
1,000 +
0,800 -
0,600 -
0,400 -
0,200 -
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Obr. 23 Charakteristika abs@rgho spektra roztoku violeti v destilované ¥adkoncentraci
¢ =2 mg/l. Aroztokuy= f(A)
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Obr. 24 Charakteristika abs@rgho spektra roztoku violeti v destilované ¥arkoncentraci
¢ =2 mg/l, po od&eni absorbance destilované vodys /= f(A)

5.1.5 Priklady vypoéta
Vypaet rozdilu absorbanci gy

Priklad vypatu pro nefenicislo 28 tj. gi vinové délce. = 590 Hz:

ARV = A(roztoku)' A(Vody) = 0,445 - 0,107 = 0,338 (5.1)
Pirepa’et jednotky koncentrace ¢ na mg/I
Priklad vypa@tu pro n&teni ¢islo 2 tj. @i koncentraci roztoku ¢ = 0,8 ml

violeti v 50 ml destilované vody:

c(mg/l) :%moo: 16mg/I (5.2

Vypacet nezndmé koncentrace roztoku podle rovnice ztkaléni kifivky na
obrazku 21

Naméfena hodnota absorbance roztoku o neznamé kondgetras 0,145.

A 0145
01453 01453

y=01453X=c= =0,997935ng/| (5.3)
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5.1.6 Zavéry z méreni

Jak je patrné z obrazku 21, sestrojena kalidrkrivka je gfimkova a sréruje
do paatku sotiadnicové soustavy. Ztoho udeme usoudit, Ze je zde s@n
Lambert-Beeikv zakon. Pesto, Ze je zde mira spolehlivostéieni celkem vysoka
R? = 0,9758, neleZi vynesené body charakteristilgsg na gimce. To niZe byt
zpiasobeno vlivem iznych chyb, jako ndfklad zneiStenim skla kyvety nebo
meéieného roztoku, odrazem odirstkyvety a v neposledrfack i teplotni nestalosti
okolniho progiedi.

Naméfena absorbance dfeného roztoku o neznamé koncentraci je
A =0,145. Po jejim dosazeni do rovnice (5.3) namblar koncentrace neznameého
roztoku ¢ = 0,997935 mg/l. Koncentrace &eéea jen za pomoci kalibtai kiivky je
c = 0,99 mg/l.

5.2 Navrh laboratorni udlohy na vyuziti spektrofotometru pro
méieni koncentraci

Na tomto mist mé bakaliské prace ®la byt pivodrg navrZzena a popsana
laboratorni Uloha fotometrické titrace, k jejiZzlieaci je ale nutné pracovat s roztoky
chemickych latek. Tim vnikadrada problém, které by vedly ke zraym
komplikacim i jejim praktickém provathi. Mezi tyto problémy pét hlavre
skut&nost, Ze spektrofotometr Labio 722 je urmistv laboratdi pro meéfeni
neelektrickych vetiin, kterd neni urena k manipulaci s chemickymi latkami, déale
pak zde chybi prostory pro jejich uskl&dn Dalezity je také fakt, Ze tato laboratorni
tloha je uéena pedevsSim pro studenty Fakulty elektrotechniky arimiatiky, ktei
nemaji postéujici znalosti pro fipravou chemickych roztdk Proto by zde ib
kazdém ndteni byla nutnd odborna asistence labdrakteri by roztoky chystali.

Vzhledem ke vSeneinto skuténostem jsem se rozhodl navrhnout a popsat
zde laboratorni dlohu, kjejiz realizaci by nebypmteba pimé manipulace
s chemickymi latkami.

Jde o to, fipravit celou ulohu pro gfeni koncentraci se vzorky ve fo¥m
ztuhlych roztok. Na to jsou pdeba vzorky pisvitné pro viditelné sitlo a stalé za

pokojové teploty. Z dostupnych matetidde nejlépe pro tentocél hodi plexisklo,
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které se da koupit jako monomer v kapalné forfAak uz std jen pomoci této
kapaliny a barviva namichat roztoky o poZadovam&&otraci, nechat je ztuhnout a
upravit do vhodné velikosti pro dfeni ve spektrofotometru tj. zhruba do velikosti
kyvet.

Tento zfisob realizace #teni Findsi velkouwadu vyhod, pedevsim snadnou
manipulaci s ié‘enou latkou, bez nebezfigejiho vyliti ¢i zneiisténi a dale pak
moznost jejiho opakovaného pouziti. Odpada takiésingkterych chyb na gieni
nagiklad vliv teploty okolniho progedi na ndienou latku, nebo zkresleni vyslédk
zpisobené odrazem odtstkyvetydi jejim zn&istenim.

Princip a postup #&fici ulohy zaloZzené naédhto faktech je uveden
v laboratornim pedpisu v piloze A této bakak&ké prace. Laboratorni uloha je zde
roz&klena na dv casti podle jejicasové narénosti. Prvnicast je zamfena na
analyzu koncentrace barviva v neznamém jednosl@&tkovzorku. Druha popisuje

tuto analyzu pro vzorek obsahujiciedabsorbujici sloZzky barviva.
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6 Zavér

Pro mefeni koncentraci roztdékbyl zvolen, katedrou elektrotechniky riov
zakoupeny, spektrofotometr Labio 722 pro viditelnoblast sételného spektra.
Proto je teoretick&asti mé prace zaftena kromnd obecného popisu metodiky
kvantitativni analyzy neboli spektrofotometrie i m@opis paramedr a funkce
samotného ffistroje. Z vypracovanéhoighledu dostupnych spektrofotomietna
nasem trhu pak vyplyva, Ze se jedna o standarduytaoky pistroj pro kvalitativni
a kvantitativni analyzu latek, ktery se nejlépe ihmeb pouziti nejenom ve Skolstvi,
ale napiklad i v 1éka&stvi, nebo petrochemickémipnyslu.

Praktické ngifeni bylo zamteno fedevsSim na asfeni spravné funkce tohoto
nového spektrofotometru. V jeho prvasti je uvedena a prakticky odfena cela
laboratorni Uloha ®feni koncentraci roztdk Jak dokladaji uvedené vysledky,
piedevsim pak sestrojena kalitmé kiivka, spektrofotometr Labio 722 je pro tento
Gcel vhodny pistroj.

Ve druhécasti pak ndla byt navrZzena laboratorni Gloha fotometrickéatie,

k jejiz realizaci je nutné pracovat s roztoky chejch latek. Hlavni fekadzkou pro
vypracovani této ulohy je fakt, Ze spektrofotometbio 722 je umish v laborati
uréené pro mifeni neelektrickych velin, ve které je zakdzano pouZzivat chemické
latky. Proto jsem zde, po dohbd vedoucim své bakatké prace, navrhl a popsal
laboratorni Ulohu pro #iteni koncentraci, ktera misto chemickych roatekuziva
obarvené a ztuhlé plexisklo, které se da koupiapainé formi. Bohuzel kwli
zpozdné dodavce tohoto druhu plexiskla se mi nepitmlao data odevzdani této
prace ulohu prakticky a¥it. V piiloze mé prace je pak uveden cely laboratorni
piedpis této ulohy, rozdkeny na d¥ ¢asti podle jejtasové narénosti.

Uloha, kterou jsem navrhl a popsal v této baiskié praci, bude do budoucna
pouZzita jako jedna z laboratornich Uloh ptegmet Senzory a rreni neelektrickych
velicin, ktery se vyduje ve c¢tvrtém  semestru oboru Komunid a

mikroprocesorova technika na Fakuddektrotechniky a informatiky.
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Priloha A — Laboratorni piredpis

Cast 1.
Spektrofotometricka analyza koncentrace barviva v eznamém
vzorku
1. Ukol: Spektrofotometrickyroneite vzorky roztok ve forme obarveného plexiskla.

Sestrojte kalibréni kiivku a dopgitejte koncentraci neznameého vzorku.

2. Princip ulohy:

Pri spektrofotometrii vychazime z Lambert-Beerova aréik ktery vyjatlje vztah
mezi koncentraci barevné latky v plexiskle a jdjs@banci, tj. schopnosti molekul latky
pohlcovat elektromagnetické iz@i o dané vinové délce.riPpraichodu s¥telného toku
obarvenym plexisklem (viz. obr.1) tak dochazi kgeteslabeni, protoze&stice latek barviva
piitomnych v plexisklec¢ast elektromagnetického ieai pohlti (absorbuji). Zéni, které
projde vzorkem dopada na detektor, ktergfinpeho intenzitu. Z tohototiodu je zavedena
veli¢ina zvan&ransmitance(propustnost), ktera je definovana vztahem:

T=" 1)

kde b = intenzita z&eni vstupujiciho do vzorku; | = intenzitafeai po péchodu vzorkem.

Transmitance (T) nabyva hodnot 0 az 1: nulovou badma pokud je veSkeréigdi
pohlceno, hodnotu 1 naopak tehdy, pokud vzorkemkerés zéeni projde. Nkdy se
transmitance vyjadije v procentech: T = (I §) x 100 tj. nabyva hodnot 0 az 100 %.

Obr.1 Prochazeni &tla vzorkem

Mnozstvi absorbovanéhoighi Ize vypditat z hodnoty transmitance:
I
A=-logT = Iogl—0 (2)

Velicina A se nazyvaabsorbacea je definovana jako zaparnvzaty dekadicky
logaritmus transmitance. Nabyva hodnot od nuly yy&&inou néfime v rozmezi 0 az 1,5
(nebo méwn). VysSi hodnoty absorbance jiz byvaji maltesné, mteni vzdy zavisi na
citlivosti detektoru.



Lambert-Beekiv zakon:
A=dc (3)

kdeA je absorbances je molarni absoimi koeficient (1 crit mol); L tlou&ka vzorku (cm)
ac molarni koncentrace.

Lambert-Beeiv zakon plati pro monochromatickéreai a obor nizkych koncentraci,
tadow mensich nez TOmol . I*. Vyplyva z r¥j, Ze&im je koncentrace latky v roztoku vyssi,
tim je vySSi hodnota natfené absorbance (tj. absorbance jjanp Umérna koncentraci a
naopak). Tato zavislost je linearni, nédambert-Beakv zakon gipomina rovnici pimky
(A=¢ .L.c=y=kx+q, kde x odpovida hodrat, hodnotas .L odpovida k, tj. sirnici
piimky; q = 0, tj. zavislost absorbance na koncenpeachazi poatkem).

Transmitance (propustnost) je tigpo Ungrna koncentraci¢im vysSi je koncentrace
latky, tim még zaeni vzorek propusti, tj. mérzaeni dopadne na detektor.

3. Zarizeni a prislusenstvi:

Vzorek ¢irého (neobarveného) plexiskla; vzorky obarvenéhexipkla o znamé
koncentraci fidané barevné latky; vzorek obarveného plexisklmeanamé koncentraci
pifidané barevné latky.

Spektrofotometr Labio 722 prodgifeni ve viditelné oblasti spektra.

Popis @Fistroje:

Spektrofotometr Labio 722 je analytickyigtroj pouzivany ve fyzikathchemickych
laboratdich pro kvalitativni a kvantitativni analyzu latekblizké ultrafialové a viditelné
oblasti spektra. istroj vyuziva jednopaprskovy opticky systém s kalionacni difrakeni
miizkou. Optické usp@dani je patrné z nasledujiciho obrazku 2:

12 11 10 9 a8

7
Obr. 2 Optické uspgadani spektrofotometru 722

1 — wolframova halogenova zarovka; 2 — kolimiazrcadlo; 3 — filtr; 4 — vstupni&bina; 5 —
zrcadlo; 6 — kolimator; 7 — difr&ki miizka; 8 — vystupni 8tbina; 9 — spojovéocka; 10 —
drzak vzorku; 11 — z&vka; 12 - detektor



Navod na obsluhu fistroje:

1.

Zaprete spektrofotometr ttatkem na jeho zadni stréara ponechte jej po dobu 30
minut ,temperovat®.

Nastavte pozadovanou vinovou délkgiemi (viz. obrazek 3 — bod 3).

Klavesou pepinani mezi mody (A/T/C/F)reprete @istroj na modA, ktery umoiuje
méieni absorbance.

Do drzaku kyvet umiste vzorekcirého plexiskla a stiskem klave©f§ABS/100%T
nastavte na displeji spektrofotometru nulovou hadno

Do drzaku kyvet umiste mefeny vzorek plexiskla a na displeji spektrofotometru
odeitete grisluSnou hodnotu absorbance.

Obr. 3 VrEjSi vzhled spektrofotometru 722

1 — vysledkovy displej; 2 — fugki klavesy; 3 — nastaveni vinové délky; 4 — displepvé

délky; 5 - tahlo drzaku kyvet



4. Pracovni postup
Osnova postupu @feni:

1) Zmgite barevnou lvku cirého plexiskla.

2) Zmgeite barevnou #vku vzorku obarveného plexiskla s n&li koncentraci barviva.

3) Provelte ode€teni nandienych hodnot absorbancéirého plexiskla 4y od
naneienych hodnot absorbance obarveného plexiskla gtdejkoncentraci barviva
Aw) App) = Ap) = Ap).

4) Vyneste charakteristiku abs@rpho spektra vzorku obarveného plexiskla s &t8jv
koncentraci barviva po odkeni absorbanc&reho plexiskla. Ay = f(A)

5) Zvynesené charakteristiky#y = f(A) odetéte takovou vinovou délkd,, pri niz je
hodnota absorbanceyfynejwtsi.

6) Pxi této vinové délce prowie kalibraci spektrofotometru.

7) Zmeite hodnoty absorbanci vSech vabdbarveného plexiskla.

8) Zmeite absorbanci vzorku o neznamé koncentraci.

9) Sestrojte kalibréni kiivku a z kalibr&ni pfimky dopdaitejte koncentraci neznamého
vzorku.

Postup n@Feni:

Vzorek ¢irého plexiskla viozte do spektrofotometru. Postupmastavovanim vinové
délky A v celém rozsahuifstroje od 320 do 1020 nm prabie nmeieni barevné ivky cirého
plexiskla Ay = f(A), jeho hodnoty zaznamenavejte do tabulky 1. Pelé geieni zopakujte
se vzorkem obarveného plexiskla s &8V koncentraci barviva a vSedgaznamenejte do
tabulky 1. Tim jsou zgfeny hodnoty barevnéikky obarveného plexiskla £ = f(A).

Aby se odstranil vliKirého plexiskla nai@snost msieni je zapdtbi odgist od sebe
nameéreneé absorbanceirého plexiskla Ay a absorbance obarveného plexiskla sdt&jv
koncentraci barviva dy; Apn) = Ap)— Ap). Poté  sestrojte  absami charakteristiku
Apny = f(L) a odetéte z ni takovou vinovou delkd,, pfi které dosahuje zaznamenana
absorbance A maximalni hodnoty.

Takto ziskanou vinovou délku, nastavte naifstroji a prove'te jeho kalibraci. Za
pomoci viozenéh@erného hranolu vynulujte transmitanci (propustnogtté do pistroje
umistte kyvetu vzorekiirého plexiskla a nastavte nulovou hodnotu i absack. Timto je
spektrofotometr fipraven k néreni hodnot kalibréni kiivky.

Pri stejné vinové délc@, zmeite absorbance vSech vzarkbarveného plexiskla a
hodnoty zaznamenejte do tabulky 2. Tyto hodnotydiance A pak vyneste v zavislosti na
koncentraci c(mg/l) krenych vzork obarveného plexiskla. Tim jste sestrojili kalibra
kiivku.

Nyni pi stejné vinové délce., jako u vzork obarveného plexiskla o znamych
koncentracich zgfite absorbanci vzorku o nezname koncentraci. Pomméfené hodnoty
absorbance a upravené rovnige k[x ziskané lineérni regresi, sestrojené katitir&iivky

dopaitejte neznamou koncentraci vzorku.



5. Pokyny pro zpracovani vysledk

1)

Naméiené hodnoty absorbanci ufte do protokolu v tabulce s timto zahlavim:

Tab. 1 Hodnoty natitené absorbance A v zavislosti na nastavované vidéloel

2)
3)

4)

5)

6)

7)

CM. | A(hm) Ap Ap) Apb) = Ap) = Ap).
1 320
2 330
3 340
71 1020

Sestrojte absogmi kiivku cireho plexiskla Ay, = f(1).

Sestrojte absoimi kiivku obarveného plexiskla s néfgi koncentraci barviva
A = ().

Sestrojte charakteristiku absonpho spektra obarveného plexiskla s B&iv
koncentraci barviva po otteni absorbancéirého plexiskla. Agp) = f(A).

Udaje pro sestrojeni kalibfai kiivky uved’te do protokolu v tabulce s timto zahlavim:

Tab. 2 Narrené hodnoty absorbance vSech vaaskarveného plexiskla
}\.1 =

C.M. |c(mg/l) A

1

Sestrojte charakteristiku A = f(c). Je-li spinLambert-Beatv zakon, musi byt tato
zavislost pimkova a smfrovat do pdatku sotiadnicové soustavy. Ziskany graf
souwasre slouzi jako kalibréni kiivka, pomoci niz wite koncentraci neznamého
vzorku.

Pomoci znifené hodnoty absorbance nezndmého vzorku a uprageniee ziskané
linearni regresi sestrojené kalitmakiivky dopctitejte neznamou koncentraci vzorku.



Cést 2.
Spektrofotometricka analyza koncentrace barviva v Bznamém
viceslozkovém vzorku

1. Ukol: Stejnou metodou jako wedchozi Uloze prosite vzorek obsahujici dv
absorbujici slozky a vygtste jejich koncentraci.

2. Princip ulohy:

V nejjednodusSimijgpact fotometrické analyzyifslusi hodnota na&ené absorbance
jedné slozce. Jsou-li ve vzorkiigomny dalSi slozky, které absorbuji ptejné vinové délce,
pak zjistna hodnota absorbance je &omem hodnot fisluSejicich jednotlivym slozkam.
Plati-li pro vSechny absorbuijici slozky nezavisteribert-Beeiv zakon, ziskame po dosazeni
z rovnice (3) pro absorbanci roztoku vyraz:

A = Li(gi)ﬂci 4)

kde A, je absorbance vzorka; je molarni absormi koeficient (1 crit mol™) jednotlivych
slozek; L tlouska vzorku (cm) &ac, latkova koncentrace (mol/ litr).

Této aditivity se vyuziva k séasnému stanoveni vice sloZzek ve¢sinK vypaitu
jejich koncentraci jeftba zndtit absorbanci téhoz roztokdifolika vinovych délkach, kolik
je absorbujicich slozekgSeni soustavy n linearnich rovnic typu (3) proearmamychc,).
Prakticky gipadaji v ivahu obvykle nejvysdidloZzkové systémy. Optimalnirgsnosti se
dosahuje, kdyz se &1 pri vinovych délkach, $ nichz jsou relativni rozdily v molarnich
absorgnich koeficientech sloZzek co né&fsi, a kdyz koncentrace sloZek jsaibpzné stejné.

V naSem pipact budou vysledné koncentrace absorbujicich sloZzekzeeku dany
touto soustavou rovnic:

A =c [k, +c, Ik, (5)
A, =c, [k, tc, Tk,

kde A jsou zmifené absorbance; koncentrace c je neznama-kXkjsou snérnice Fimek
ziskané lineérni regresi kalisrach Kivek.

3. Zarizeni a pFisluSenstvi:

Vzorek cirého (neobarveného) plexiskla; vzorky obarvenéhexipkla o znamé
koncentraci fidané barevné latky, jiné nez v pidsti Ulohy, vzorek obarveného plexiskla o
neznamé koncentraci dvoibgoleslych barevnych latek.

Spektrofotometr Labio 722 prodifeni ve viditelné oblasti spektra.



4. Pracovni postup

Osnova postupu @eni:

1) Veznxte kalibra&ni kiivku z prvnicasti tlohy a pojmenujeme jiiK

2) Stejnym postupem jako v prviédsti tlohy najéte vinovou délku,, pri niz je nej@&tsi
hodnota absorbancegfy nového vzorku s nefSi barevnou koncentraci a sestrojte
kalibrani kiivku s nazvem K.

3) P¥i stejné vinové délce, sestrojte novou Kkalibéai kiivku i pro vzorky z prvnicasti
tlohy a pojmenuijte ji K.

4) P¥i vinové délce z prvniasti ulohyi; sestrojte kalibréni kiivku K1 i pro vzorky
s této ulohy.

5) P¥i vinové délce\; zmetime absorbanci Avzorku o neznamé koncentraci.

6) Pri vinové délce\, opst zmetime absorbanci Avzorku o nezndmé koncentraci.

7) Proveflte linearni regresi vSechyr kalibratnich Kivek a vyhodnéte z nich absokmi
koeficienty.

8) Dosalte vSe do soustavy rovnic (5) a vypiie hledané koncentrace @ ¢
neznamého vzorku.

5. Pokyny pro zpracovani vysledi

1) Nameéfené hodnoty absorbanci ufte do protokolu v tabulce s timto zahlavim:

Tab. 3 Hodnoty nasitené absorbance A v zavislosti na nastavované vidéloel

CM. | A(hm) Ap) Ap) Apb) = Ap) — Ap).
1 320
2 330
3 340
71 1020

2) Sestrojte charakteristiku absonpho spektra obarveného plexiskla s &v
koncentraci barviva po otkeni absorbanc&rého plexiskla. A = f(A).

3) Nameéfené Udaje pro sestrojeni kalibmé&ch Kivek uvelte do protokolu v tabulce
s timto z&hlavim:

Tab. 4 Narrené hodnoty absorbance vSech vaarkarveného plexiskla
Kiipfi M = Koo pii Ap = Kigpii A= Koppii A =

(@Y

M. c(mgll) A c(mgl/l) A c(mgl/l) A c(mgl/l) A
1

X

4) Sestrojte vSechnityii kalibracni kiivky A = f(c).

5) Zméfené hodnoty absorbanch A A, a snérnice kalibr&nich gimek ziskané linearni
regresi doséite do rovnice (5) a vypicte hledané koncentrace a ¢ neznameho
vzorku.



