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Anotace

Prace se zabyva jednoduchymi spektrofotometrickymi experimenty (stanoveni Fe?")
S levnymi pfistroji firmy Vernier, popf. mobilnim telefonem, které jsou pouzitelné ve
vyuce chemie. Hlavni ¢éast prace predstavuje svépomocné zhotoveni funkcniho
plamenového fotometru ze spektrofotometru Vernier SpectroVis Plus, optického kabelu
a kahanu. Byl zvolen nejvhodnéjsi zdroj plamene, optimalizovano uspoiadani pfistroje

a vypoctena mez stanoveni alkalickych kovii.

Klicova slova

Vernier, spektrofotometr, plamenovy fotometr, modifikace, Skolni experiment, mez

stanoveni

Annotation

This work deals with easy spectrophotometric experiments suitable for school
(determination of Fe?*) with cheap instruments made by Vernier, Inc. or mobile phones.
Main part is devoted to do-it-yourself assembly of flame photometer from Vernier
SpectroVis Plus spectrophotometer, optical fibre and burner. The best flame source was
selected, instrument was optimized, and limit of quantification for alkali metals was

determined.

Keywords

Vernier, spectrophotometer, flame photometer, modification, school, experiment, do-it-
yourself, limit of quantification
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NETRADICNi SPEKTROFOTOMETRIE S PRISTROJI VERNIER A MOBILNIMI TELEFONY

1. Uvod
Motivaci prace bylo nalezeni jednoduchych pokust, z oblasti spektroskopie, které

mohou rozs$itit moznosti tradi¢ni vyuky chemie.

V prubéhu prace doslo ke zméné¢ tématu z ptivodniho, tykajiciho se vyuziti svépomocné
vyrobeného papirového spektrometru pro viditelnou oblast. Podle navodu (Foldable
Mini-Spectrometer, 2016) byl sestrojen papirovy spektrometr, bohuzel se nepodatilo
sehnat totozny typ ploché flexibilni webové kamery, ktery byl uveden v navodu, proto
bylo nésledné potieba nalézt optimalni uspofadani soucasti spektrometru a vyiesit fadu
problému: s velikosti $térbiny, upevnénim dilti... Zhotovenym pfistrojem se podafilo
ziskat spektrum zafivky, ale snaha vyuzit papirovy spektrometr jako detektor
Vv plamenové fotometrii nebo pro stanoveni koncentrace pomoci Lambert-Beerova
zdkona byla neuspésna. Lze konstatovat, ze svépomocné vyrabény papirovy
spektrometr, pokud by nebyl sestaven z dostupné stavebnice (Desktop Spectrometry Kit
3.0, 2016), nelze bohuzel rutinn¢ a spolehlivé pouzivat pro vyukové ucely, z divodu

¢asovych naroku stavby i trvanlivosti.

Proto bylo zvoleno nové téma zahrnujici porovnavaci kolorimetrii s vizualni detekci
lidskym okem a také kamerou v mobilnim telefonu a dale experimenty s USB
spektrofotometrem Vernier SpectroVis Plus (SpectroVis Plus 2016) pro viditelnou
oblast. Tento pfistroj byl zvolen vzhledem k cené, kterd i s optickym kabelem
a kahanem nepievySuje 30 000 K¢ a moznosti métit absorpcni, emisni 1 fluorescencni

spektra.

V teoretické ¢asti jsou vysvétleny principy vybranych spektroskopickych metod.
V praktické &asti bylo pro porovnavaci kolorimetrii pouZito stanoveni iontii Fe?*
hexakyanozelezitanem draselnym. Z USB spektrofotometru Vernier s optickym
kabelem a plynového kahanu jsme sestrojili plamenovy emisni fotometr, ktery byl po
optimalizaci parametri vyuzit ke stanoveni alkalickych kovii ve vzorcich. Pouzitelnost

byla ovéfena stanovenim meze detekce a meze stanoveni alkalickych kovi.
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2. Teorie

Spektroskopie a spektrografie jsou Casto pouzivané metody pro méfeni intenzity zareni
v zavislosti na vlnové délce a jsou casto pouzivany k popisu experimentalnich
spektroskopickych metod. Zatizeni pro spektralni méfeni se oznacuji jako spektrometry,
spektrofotometry, spektrografy nebo spektralni analyzéatory. Kazdodenni pozorovani
barev muze byt spojeno se spektroskopii. Neonové osvétleni je pfimé pouziti atomové
spektroskopie. Neon a dal$i vzacné plyny maji charakteristické emisni frekvence
(barvy). Doutnavky (vybojky s nizkym tlakem plnéné plynem) vyuzivaji kolizi
elektront s plyny k excitaci téchto emisi. Inkousty, barviva a barvy zahrnuji chemické
slou€eniny, které jsou vybrané pro své spektralni charakteristiky za ucelem vytvofeni
urcité barvy a odstinu. BéZzn¢ se setkdvame s molekulovym spektrem oxidu dusicitého.
Plynny oxid dusiCity ma charakteristické Cervené absorpéni spektrum, které dava
vzduchu znecisténému o oxid dusicity cerveno-hnédé zbarveni. Rayleightiv rozptyl na
molekulach plynu popiipad€ na jinych malych ¢asticich, jejichz vinové délka je mensi

nez vlnova délka svétla, zpiisobuje, Ze barva atmosféry Zemé je modra.

Spektroskopické studie byly zdsadni pro rozvoj kvantové mechaniky a jsou zahrnuty ve
vysvétleni Maxe Plancka o zafeni absolutné Cerného télesa, ve vysvétleni Alberta
Einsteina tykajiciho se fotoelektrického jevu a vysvétleni Nielse Bohra o atomovych
strukturach a spektrech. Spektroskopie se nejvice pouziva ve fyzikalni a analytické
chemii, protoze atomy a molekuly maji jedine¢na spektra. Vysledkem je to, Ze tyto
spektra mohou byt pouzita k detekci, identifikaci a kvantifikaci informaci o atomech
a molekulach. Spektroskopie se také pouzivd v astronomii pfi pozorovani vesmiru
dalekohledy. Vyzkumné dalekohledy maji vétSinou spektrografy. Nameétend spektra se
pouzivaji k uréeni chemického sloZeni a fyzikélnich vlastnosti astronomickych objekt

(naptiklad jejich teplota a rychlost). (W. Schmidt, 2005)

Jednim z hlavnich aspektli spektroskopie je rezonance a jeji odpovidajici rezonancni
frekvence. Rezonance se nejprve vyznacovala u mechanickych systémd, jako je
kyvadlo. Mechanické systémy, které vibruji nebo osciluji, vykazuji amplitudy oscilace,
pokud jsou pohanény na své rezonancni frekvenci. Graf amplitudy v zavislosti na

excitaéni frekvenci bude mit vrchol se sttedem v rezonan¢ni frekvenci. Tento d&j

—~ 10—
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predstavuje jeden z typt spektra, vrchol je Casto oznaCovéan jako spektralni cara

a vétsina spektralnich ¢ar ma podobny vzhled. (T. Cernohorsky, 1997)

V kvantové mechanice systému je rezonance chapana jako spojka dvou kvantovych
mechanickych stacionarnich stavii, jednoho systému, jako je napiiklad atom a zdroje
oscilacni energie, jako je foton. Spojeni téchto dvou stavii je nejsilnéjsi, pokud se
energie zdroje rovna energetickému rozdilu mezi t€émito dvéma stavy. Energie fotonu
souvisi s jeho frekvenci v podle vztahu: E = h-v, kde h je Planckova konstanta, a proto
spektrum odezvy systému v zavislosti na fotonové frekvenci dosdhne vrcholu na
rezonanéni frekvenci. Castice, jako jsou elektrony a neutrony maji srovnatelné
vlastnosti, je zde de Brogliecho vztah mezi jejich kinetickou energii a jejich vlnovou
délkou a frekvenci, a proto mohou také rozrusit rezonan¢ni interakce. Spektra atomu
a molekul se Casto skladaji z fady spektralnich Car, z nichz kazda ptredstavuje rezonanci
mezi dvéma riznymi kvantovymi stavy. Vysvétleni téchto sérii a spektralnich vzort,
které jsou s nimi spojeny, bylo jednou z experimentdlnich zdhad, které vedly k rozvoji
a vnimani kvantové mechaniky. Spektrum vodiku bylo nejprve uspésné vysvétleno
pomoci Rutherford-Bohrova kvantového modelu atomu vodiku. V nékterych ptipadech
jsou spektralni ¢ary dobie odd€leny a jsou snadno odlisitelné, ale spektralni Cary se
mohou také prekryvat. Pojmenovana fada ¢ar zahrnuje jistinu, ostrost, difizni a zdkladni

série. (L. Sommer, 1986)

2.1. Vyhody metod optické spektroskopie
Mezi nejvétsi vyhody metod optické spektroskopie oproti ostatnim analytickym

metodam patii asi tyto:

— rozsah vzdalenosti na jakou mizeme zkoumany vzorek méfit, vzdalenost se pii

méfeni mize pohybovat v fadech milimetra ¢i metrd,

— méfeni mize probihat bez fyzického kontaktu se vzorkem, proto miliZeme

zkoumat 1 nebezpecné vzorky,

— nezavisi na skupenstvi, ,,optickd vlastnost® je vzdy stejna at’ uZ mame vzorek

Vv plynné, kapalné nebo pevné fazi,

— laserova spektroskopie ndm umoziuje méfit 1 velmi rychlé reakce, které

probihaji v fadech 10™° s,

~11 -



NETRADICNi SPEKTROFOTOMETRIE S PRISTROJI VERNIER A MOBILNIMI TELEFONY

—  luminiscenéni metody nam zase umoziiuji méfit nizké koncentrace az 1078 mol,

— radioaktivni indikatory pouzivané ptedevs§im u biologickych a biochemickych

procest se nahrazuji jednodussimi a levnéjSimi luminiscenénimi indikétory.

2.2. Historicky vyvoj optické spektrometrie
Historie spektroskopie se datuje od 17. stoleti. K rozvoji vyrazné piispély pokroky

Vv optice, konkrétné vznik optického hranolu, ktery umoznil systematické pozorovani
slunecniho spektra. Isaac Newton nejprve pouzil slovo spektrum jako popis barev duhy,
které¢ vznikaji jako rozklad svétla na jeho jednotlivé barevné slozky. Béhem zacatku
18. stoleti Joseph von Fraunhofer zaznamenal experimentalné pokrok rozptylu
spektrometrli, ktery umoznil spektroskopii, aby se stala presnéjsi a kvantitativni
védeckou metodou. Od té doby, spektroskopie hrdla a nadale hraje vyznamnou roli

v chemii, fyzice a astronomii. (W. Schmidt, 2005)

2.2.1. Pocatky a experimentalni vyvoj spektroskopie

Newton je tradi¢n¢ povaZovan za zakladatele spektroskopie, ale nebyl prvni védec,
ktery studoval spektrum sluneéniho zéafeni. Jiz Rimané uméli pomoci hranolu vytvéiet
barevnou duhu. Prace Athanasiuse Kirchera (1646), Jana Marka Marcia (1648), Roberta
Boylea (1664) a Francesca Maria Grimaldiho (1665) predchazela Newtonovym
optickym experimentiim z let 1666—1672. Newton popsal své experimenty a teoretické
vysvétleni rozptylu svétla v knize ,,Optika®. Jeho experimenty prokazaly, Ze svétlo
muze byt rozdéleno do dil¢ich barevnych slozek pomoci optického hranolu a tyto
sloZky mohou byt znovu spojeny za vytvoteni paprsku svétla. Newton demonstroval, Ze

hranol barvy nevytvafi, ale spiSe oddéluje zékladni slozky svétla. (W. Schmidt, 2005)

Védci pozorovali rizné barvy plamene (emisni spektra), kdyz ptidavali rizné soli
K hoticimu alkoholu. Nasledné pokusy s hranoly ukazaly, Ze barva plamene jedine¢nym
zpiisobem zavisi na chemické latce, ktera je spalovana. Joseph von Fraunhofer nahradil
opticky hranol mtizkou. Fraunhoferovu teorii o svételné interferenci rozvinuli nasledné
Thomas Young, Frangois Arago a Augustin-Jean Fresnel. Fraunhofer provadél své
vlastni experimenty, které prokazaly Gc¢inek prichodu svétla pomoci jediné obdélnikové
Stérbiny, dvéma Stérbinami, a tak dale, pokracoval az k rozd€leni na tisice Stérbin

S tésnymi mezerami pro vytvoreni difrakéni mtizky. Pouziti difrakéni mtizky zlepSilo

—12 —
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oproti hranolu spektralni rozliSeni. Fraunhofer vypozoroval (spojenim dalekohledu s
difrak¢éni mtizkou) a publikoval slunecni spektrum, pozoroval v ném tmavé pruhy a
specifikoval jejich vinové délky, které jsou dnes znamy jako Fraunhoferovy cary. (H.

Bings, 2006)

V prvni poloviné 18. stoleti se cela fada védch zabyvala spektroskopii. V roce 1820
John Herschel a William H. F. Talbot zkoumali soli pomoci plamenové spektroskopie.
Charles Wheatstone v roce 1835 objevil, ze rizné kovy lze snadno rozlisit podle
ruznych svétlych ¢ar v emisnich spektrech jejich jisker. V roce 1849 J. B. L. Foucault
experimentalné prokazal, ze absorp¢ni a emisni ¢ary stejného prvku se objevi na stejné
vlnové délce, rozdil mezi témito dvéma spektry je jen v teploté svételného zdroje.
Vroce 1853 &§védsky fyzik Anders Jonas Angstrdm prezentoval, nezivisle ne
Foucaultovi, pozorovani a teorii o spektru plynu ve své praci: Optiska Undersokningar
(,,Termin optika*) na Kralovské $védské akademii véd. Angstrdm postuloval, ze zhavy
plyn emituje svételné paprsky na stejné vinové délce, jako je mize absorbovat. Zaroven
George Stokes a William Thomson (Kelvin) diskutovali o podobnych postulatech.
Angstrom také zméfil emisni spektrum vodiku, pozdéji Balmer uvedl vzorec pro
vypocet vinovych délek spektralnich ¢ar vodiku. V roce 1854 a 1855 David Alter
publikoval pfipominky ke spektrim kovi a plynii vcetné nezéavislého pozorovani

Balmerovych ¢ar vodiku. (W. Schmidt, 2005)

Se systematickym méfenim spekter chemickym prvkiim zacali v roce 1860 némecky
fyzik Gustav Kirchhoff a chemik Robert Bunsen, ktery vylepsil zdroj plamene. Tim
byly poloZeny zéklady techniky analytické spektroskopie. V roce 1860 publikovali své
poznatky o spektrech osmi prvkia a identifikovali pfitomnost téchto prvki v nékolika
ptirodnich latkdch. Prokézali také, Ze spektroskopie by mohla byt pouzita pro
chemickou analyzu a objevili n¢kolik chemickych prvki, které nebyly dosud znamy.
Kirchhoff a Bunsen také definitivné stanovili souvislost mezi absorpénimi a emisnimi
Carami. Kirchhoff dale pokracoval piispévkem o povaze absorpénich a emisnich
spekter, vcetn¢ toho, co je nyni znamo jako Kirchhoffitv zdkon tepelného zéfeni.
Kirchhoffovy aplikace tohoto zakona na spektroskopii jsou zachyceny ve tfech

zakonech spektroskopie:
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1. Zhavé pevné, kapalné nebo plynné latky pod vysokym tlakem emituji spojité

spektrum.
2. Horky plyn pod nizkym tlakem emituje emisni ¢ary spektra.

3. Svétlo pii priachodu chladnym plynem s nizkou hustotou produkuje spektrum
absorp¢nich ¢ar. (History of spectroscopy, 2015)

V roce 1860 William Huggins a jeho manzelka Margaret pouzili spektroskopii k ditkazu
toho, ze hvézdy jsou slozeny ze stejnych prvki, které byly nalezeny na zemi. Manzelé
Hugginsovi pouzili tzv. relativisticky Doppleriv jev a rovnici tohoto jevu aplikovali na
hvézdu Sirius v roce 1868 za i¢elem zjisténi jeji axialni rychlosti. Hugginsovi jsou dnes

nejvice znamy kviili jejich prikopnické praci na poli spektroskopické astronomie.

Johann Balmer pfisel v roce 1885 na to, ze vypocet vinovych délek spektralnich Car
vodiku lze vyjadfit pomoci vzorce. Za piinos tohoto vzorce je dodnes ocenovan. Tato
mySlenka byla nasledné rozvedena o nékolik let pozd€ji pomoci Rydbergovy formule,

ktera popisuje dalsi ¢ary. (H. Bings, 20006)

2.2.2. Uspéchy spektroskopie
Na pocatku dvacatého stoleti vyzkum spektroskopie vyznamné pfispél k rozvoji

kvantové mechaniky. Kvantova mechanika poskytla vysvétleni a teoreticky ramec pro

pochopeni spektroskopickych pozorovani. (W. Schmidt, 2005)

Laser a jeho pfedchiidce maser, byly vynalezeny diky spektroskopii. Lasery posléze
vyznamné pomohly k pokroku v experimentalni spektroskopii. (W. Schmidt, 2005)

2.3. Klasifikace metod optické spektroskopie
Spektroskopie je dostatec¢né Siroka oblast na to, aby existovalo mnoho dil¢ich disciplin,

kazda s Cetnymi zpusoby provedeni konkrétnich spektroskopickych technik. Rtizné

provedeni a techniky mohou byt rozdéleny n€kolika zptsoby.

2.3.1. Podle druhu energie
Zpracovano podle (J. W. Robinson, 1994)

Spektroskopii mizeme délit podle typu zafivé energie, ktera se podili na interakci.
V mnoha ptipadech je spektrum uréeno méfenim zmén intenzity nebo frekvence této

energie. Déleni je nasledujici:
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= Elektromagnetické zareni bylo pouzito jako prvni zdroj energie slouzici

k spektroskopické studii. Techniky vyuzivajici elektromagnetické zafeni jsou

obvykle klasifikovany podle oblasti vinovych délek spektra a zahrnuji mikrovinné

zafeni, infracervené zafeni, viditelné zareni, ultrafialové zéfeni, rentgenové zaieni

a gama zéfeni. (viz Tabulka 1: Typy zaieni)

Typ zareni

Zareni gama
()

Rentgenové

zareni (RTG)
Ultrafialové
zareni (UV)
Viditelné
zareni (VIS)
Infradervené
zareni (IR)

Mikrovinné

zareni (MW)

Vinoéet [cm™]

108-10%°

106-108

10%-10°

100-10*

1-100

0,011

Tabulka 1: Typy zdreni

Frekvence
[Hz]
3x10%® Hz -
3x10%2°Hz
3x1016 Hz -
3x1018 HZ
3x104Hz—
3x1016Hz
3x1012Hz—
3x1014Hz
30 GHz -

3x1012 Hz

300 MHz-
30 GHz

Energie
[kJ/mol]

106-108

10%-10°

100-10*

1-100

0,01-1

104-0,01

Interakce

s hmotou

Rozpady

atomovych jader

lonizace

Ptechody

elektronu

Ptechody

elektronu

Vibrace molekul

Rotace molekul

= (Castice, vzhledem k jejich de Brogliecho vinové délce, mohou byt také zdrojem

zativé energie a jak elektrony, tak neutrony se takto bézné pouzivaji. U ¢astic plati,

ze jejich kineticka energie urcuje jejich vinovou délku.

* Mechanické metody mohou byt pouzity pro dodani vyzafované energie do pevnych

materiala.

2.3.2. Podle povahy interakce

Druhy spektroskopie lze rovnéZ rozliSit podle povahy interakce mezi energii

a materidlem. Tyto interakce délime takto:
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= Absorp¢ni — vznikaji pfi prichodu spojitého zéieni latkou. Absorpcni spektrum je
charakteristické vytvoienim Cernych ¢ar na pozadi spojitého zafeni, které jsou
samoziejm¢ charakteristické pro kazdy prvek. (K. Doerffel, 1985) Vyhodou oproti
emisni spektroskopii je to, ze nemusime zkoumany vzorek rozpalit na velmi vysokou

teplotu. (Beckman, 1977)

Ca Fe Mg Fe Na 02 H 02

N L R L B | | ! 1 :
400 500 600 700 nm

Obrazek 1: absorpéni spektrum (Co je svétlo?, 2016)

Délime je na dvé skupiny:  — ¢arova

— pasova
* Emisni — vzorek je plisobenim dodané energie (vysoké teploty) rozloZen na volné
atomy a ty jsou poté pievedeny do excitovaného stavu. Pfi navratu téchto Castic do
energeticky chudsich stavli vyzaiuji elektromagnetické zaieni ve vinovych délkach,

které jsou charakteristické pro jednotlivé prvky. Emisni spektra délime na:

e spojité — souvisly pruh barev, kde jednotlivé barvy plynule ptechazeji
jedna v druhou, nejcastéji ho ziskame u rozzhavenych latek v pevném

a kapalném stavu (napt. vlakno zarovky, roztavené kovy,...)

Whete Light =

=

Obrazek 2: Emisni spektrum — spojité (Spektra latek)
e Carova — spektra, se kterymi se nejcastéji setkadvame u plynt zahtatych na
vysoké teploty nebo u plynii zéficich ve vybojovych trubicich; spektra
jsou poskladany z jednotlivych barevnych ¢ar oddélenych od sebe

tmavymi mezerami, které jsou typické pro jednotlivé prvky.
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Catbon v

Obrazek 3: Emisni spektrum — carové (uhlik) (Spektra latek)

e pasova — vytvorend velkym mnozstvim velmi blizkych car; tyto shluky
vytvaieji charakteristické pasy, které jsou oddélené temnymi pasy. Jsou

charakteristicka pro zatici molekuly latek. (J. W. Robinson, 1961)

* Pruzny rozptyl — zjistuje, jak je dopadajici zafeni odrazené nebo rozptylené
zkoumanou latkou, rozptylené svétlo si zachovava puvodni vinovou délku.
Krystalografie vyuziva rozptyl vysokého energetického zafeni, jako je napftiklad

rentgenové zafeni. (H. Bings, 20006)

* Impedanéni spektroskopie — zkouma schopnost latky branit ¢i zpomalit propustnost

energie. U optickych aplikaci je charakterizovana indexem lomu. (H. Bings, 2006)

* Nepruzny rozptyl — jevy zahrnuji vyménu energie mezi zafenim a hmotou, ktera
posune vlinovou délku rozptyleného zafeni — v riznych smérech, riizné vinova délka.

Patii mezi né Ramantiv a Comptontv rozptyl. (H. Bings, 2006)

2.3.3. Podle druhu materialu
Spektroskopické studie jsou navrzeny tak, aby energie zafeni interagovala se

specifickymi typy hmoty.

e Atomy
Atomova spektroskopie byla vyvinuta jako prvni aplikace spektroskopie. Atomova

absorpcni spektroskopie (AAS) a atomova emisni spektroskopie (AES) zahrnuji
viditelné a ultrafialové svétlo. Tyto absorpce a emise, ¢asto oznaCované jako atomové
spektralni ¢ary, existuji v disledku elektronovych ptrechodll vngjsich vrstev elektrond,
jak stoupaji a klesaji z jedné elektronové obé€zné drdhy na druhou. Atomy maji také

vyrazna rentgenova spektra, ktera se vztahuji k excitaci elektront vnitini vrstvy.

Atomy raznych prvki maji odliSna spektra, a proto atomova spektroskopie umoznuje
identifikaci a kvantifikaci elementarniho slozeni vzorku. Robert Bunsen a Gustav

Kirchhoff objevili nové prvky tim, Ze sledovali jejich emisni spektra. Atomové
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absorp¢ni ¢ary jsou pozorovany i ve slune¢nim spektru a jmenuji se Fraunhoferovy ¢ary
po svém objeviteli. Komplexni vysvétleni vodikového spektra byl prvni velky tspéch
kvantové mechaniky a vysvétleni Lambova posuvu (nepatrny posuv nékterych
energetickych hladin vodiku zplsobeny interakci elektronu s vakuovymi pary
virtualnich castic) pozorované¢ho ve vodikovém spektru vedl k vyvoji kvantové

elektrodynamiky. (L. Sommer, 1986)

Moderni vyuziti atomové spektroskopie ke studiu viditelnych a ultrafialovych ptechodt
zahrnuje plamenovou emisni spektroskopii, ICP-OES (emisni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem), spektroskopii doutnavého vyboje, mikrovlnovou indukovanou
plazmovou spektroskopii a jiskru nebo oblouk u emisni spektroskopie. Mezi techniky
pro studium rentgenovych spekter patfi rentgenova spektroskopie a rentgenova

fluorescence (XRF). (P. Klouda, 2003)

e Molekuly
Kombinace atomii do molekul vede k vytvéfeni jedineénych typl energetickych stavii

a tudiz k vytvareni unikatnich spekter prechodi mezi témito stavy. Molekularni spektra
lze ziskat diky spinu elektronovych stavii (elektronovd paramagnetickd rezonance),
molekularnim rotacim a molekularnim vibracim. Rotace jsou hromadné pohyby
atomovych jader a obvykle vedou k mikrovinnym spektrim nebo k vzniku
milimetrovych vin oblastech spektra; rotacni spektroskopie a mikrovinna spektroskopie
jsou synonyma. Vibrace jsou relativni pohyby atomovych jader a jsou studovany jak
infraCervenou, tak Ramanovou spektroskopii. Elektronové excitace jsou studovany
pomoci viditelné a ultrafialové spektroskopie, stejné¢ tak i pomoci fluorescencéni

spektroskopie.

Studie v molekularni spektroskopii vedly k vyvoji prvniho maseru a pfispély k dalSimu

vyvoji laseru. (L. Sommer, 1986)

e Krystaly a rozsifené materialy
Kombinace atoml nebo molekul v krystalech nebo jinych strukturach vede k vytvateni

dalSich energetickych stavii. Tyto stavy jsou Casté, a proto maji vysokou hustotu stavii.
Tato vysoka hustota Casto déla spektra slabsi a méné zietelnd, tedy SirSi. Naptiklad,

zéteni Cerného telesa existuje z diivodu tepelnych pohybli atomi a molekul v materialu.
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Akustické a mechanické odezvy jsou kvili hromadnym pohybiim stejné. Usporadani

krystalti mé také velky vliv na pozorovana molekularni spektra.

Pravidelnd miizkova konstrukce krystald rozptyluje rentgenové paprsky, elektrony

a neutrony umoziujici krystalografické studie. (P. Klouda, 2003)

e Jadra
Jadra maji také rtizné energetické stavy, které jsou daleko od sebe a vedou ke vzniku

gama spekter. Zietelné jaderné spinové stavy mohou mit své energie oddélené
magnetickym polem a to umoziiuje spektroskopii NMR (Nuklearni Magneticka
Rezonance). (P. Klouda, 2003)

2.4. Metody optické spektroskopie

2.4.1. Atomova emisni spektrometrie

e Uvod
Atomova emisni spektrometrie (AES) je metoda chemické analyzy, kterd vyuziva

intenzitu svétla vyzatfovaného z plamene, plazmy, atd. pii urcité vlnové délce, aby se
stanovilo mnozstvi prvku ve vzorku. Vlnova délka atomové spektralni cary udava
identitu prvku, zatimco intenzita vyzafovaného svétla je pfimo imérna poétu atomu
prvku.
e Plamenova emisni spektrometrie

Vzorek materidlu (analytu) se pfivede do plamene bud’ jako plyn, vstfiknuty roztok
nebo se pifimo vloZi do plamene za pouziti malého draténého oka. Tepelna energie
vybudi atomy do excitovanych elektronovych stavi, které nasledné vyzatuji svétlo.
Kazdy prvek emituje svétlo charakteristické vinové délky, které se rozptyli pomoci

miizky nebo hranolu a nasledné je detekovéano ve spektrometru.
Plamenova emisni spektrometrie je Casto vyuZivana ve farmaceutické analyze ke

stanoveni alkalickych kovi. (J. Dédina, 1987)

e ICP-OES (emisni spektrometrie s indukéné vizanym plazmatem)
ICP-OES pouziva indukéné vazanou plazmu k produkci excitovanych atomu a iontd,

které emituji elektromagnetické zafeni o charakteristickych vinovych délkach.
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Vyhody ICP-OES jsou — vynikajici mez detekce, linearni dynamicky rozsah, schopnost
viceprvkové analyzy, stabilni a reprodukovatelny signal. Nevyhody — spektralni

interference (mnoho emisnich ¢ar), cena a provozni naklady. (J. W. Robinson, 1961)

e Atomova emisni spektroskopie vyuzivajici elektricky oblouk a jiskru
Tato atomova emisni spektroskopie se pouziva pro analyzu kovii v pevnych vzorcich.

U nevodivych materialt je vzorek smichan s grafitovym praskem, aby se stal vodivym.
U tradi¢nich metod vyuzivajicich ke spektroskopii elektricky oblouk, je bézné pevny
vzorek znicen béhem analyzy. Elektricky oblouk nebo jiskra projdou vzorkem, zahieji
ho na vysokou teplotu, coz vede k excitaci jeho atomil. Vybuzené atomy analytu
vyzaiuji svétlo o charakteristickych vlnovych délkach. V minulosti nebylo toto méteni
dobte zvladnuté predevsim kviili zapalovacim strojiim a analyza prvkl ve vzorku byla

pouze kvalitativni. Nicmén¢ tyto problémy dnes uz nefesime.

Jak kvalitativni, tak kvantitativni analyza jiskrou jsou pouzivany pro kontrolu kvality

vyroby ve slévarnach. (J. W. Robinson, 1961)

2.4.2. Atomova absorpc¢ni spektrometrie

e Uvod
Atomova absorp¢ni spektroskopie (AAS) je analyticky postup pro kvantitativni

stanoveni chemickych prvka pomoci absorpce optického zatreni (svétla) volnymi atomy

v plynném stavu.

V analytické chemii se tato technika pouZiva pro stanoveni koncentrace urcitého prvku
(analytu) ve vzorku, ktery ma byt analyzovan. AAS miZe byt pouZita pro stanoveni vice

nez 70 riznych prvkl v roztoku nebo ptimo v pevnych vzorcich. (L. Sommer, 1978)

Atomovéa absorpéni spektrometrie byla poprvé pouzita jako analytickd technika
a zékladni principy byly zalozeny ve druhé poloviné 19. stoleti Robertem Wilhelmem
Bunsenem a Gustavem Robertem Kirchhoffem, oba profesofi plisobili na univerzité

v Heidelbergu, Némecko. (J. Komarek, 2000)

Moderni forma AAS byla velmi rozvinuta béhem roku 1950 tymem australskych

chemik, ktefi byli vedeni sirem Alanem Walshem.

Atomova absorp¢ni spektrometrie ma mnoho pouZiti v riznych oblastech chemie, jako

je klinické analyza kovil v biologickych tekutinach a tkanich, jako jsou napiiklad krev,
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plazma, moc¢, sliny, mozkové tkan¢, jatra, svalové tkané, sperma a v nékterych
farmaceutickych vyrobnich procesech ke zjisténi mnozstvi katalyzatoru, které ziistava

v kone¢ném formé l1éCiva. (Beckman, 1977)

e Teorie
Tato technika vyuziva absorpcni spektrometrie k posouzeni koncentrace analytu ve

vzorku. To vyZzaduje standardy se znamym obsahem analytu k navazani vztahu mezi
namefenou absorbanci a koncentraci stanovované slozky a spoléha tudiz na Beer-

Lambertv zakon.

Strucné feceno, elektrony atomil v atomizéru mohou byt vybuzeny do vysSich orbitald
(excitovany stav) na kratkou dobu (nanosekundy), tim, ze absorbuji definované
mnozstvi energie (zafeni o dané vlnové délce). Toto mnozstvi energie, tj. vinova délka,
je specifické pro konkrétni elektronové prechody v urcitém prvku. Obecné plati, ze
kazda vinova délka odpovidd pouze jednomu prvku a $itka absorp¢ni ¢ary je pouze
v fadu nékolika malo pikometr (pm). Tok zafeni bez vzorku a se vzorkem v atomizéru
se mé&fi pomoci detektoru a pomér mezi témito dvéma hodnotami (absorbancemi) je
pfeveden na koncentraci analytu nebo hmotnosti, za pouziti Beer-Lambertova zdkona.

(K. Doerffel, 1985)

e Pristrojové vybaveni

zpracovano podle (H. Bings, 2006)

Aby bylo mozné analyzovat vzorek kvili jeho atomovému slozeni, musi byt
atomizovan. Nejcastéji pouzivané atomizatory v soucasné dobé jsou plameny
a elektrotermické atomizatory (grafitova trubka). Dalsi zplsoby atomizace, které se
provadi napf. pomoci vyboje nebo pomoci studenych par jsou pouzivany pouze pro
zvlastni ucely. Atomy by mély byt ozafeny svétlem. Zafeni déale prochazi
monochromatorem, aby se odd¢lil specificky prvek zéateni od jiného zatfeni emitovaného

zdrojem svétla, ktery je nakonec méteny detektorem.

Plamenné atomizatory
Nejstar§i a nejCastéji pouzivané atomizatory v  AAS jsou plameny, hlavné kysliko-

acetylenovy (stlaéeny vysoce Cisty kyslik + C2H2) plamen s teplotou asi 2 300 °C
a systém vyuzivajici spalovani smési oxidu dusného (N20O) a acetylenu k dosazeni

plamene s teplotu ptiblizné 2 700 °C. Tento plamen navic nabizi reduk¢ni prostiedi a je
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idedlni pro analyty s vysokou afinitou ke kysliku. Kapalné nebo rozpusténé vzorky se
obvykle pfivadi k atomizaci plamenem. Roztok vzorku se odsaje do rozprasovace, dale
je rozprasovany roztok zavadén do rozpraSovaci komory, kde se misi s plamenem
atento postup je upraven tak, zZe se pouze nejmens$i aerosolové Castice (<10 um)
dostanou k plameni. Tato uprava je zodpovédna za to, Ze jen asi 5 % z nasavaného
roztoku vzorku dosdhne plamene, ale také zajistuje relativné vysoky odstup signalu od

Sumu.

V horni ¢asti rozpraSovaci komory je hlava hotdku, ktera vytvari plamen, ktery je
obvykle dlouhy 5-10 cm a pouze nékolik mm Siroky. Zareni prochazi timto plamenem
v jeho nejdelsi ose a priitokova rychlost plamene miize byt upravovana pro dosazeni, co
nejvyssi koncentrace volnych atomt. Vyska hotaku mize byt také upravovana tak, aby
zateni prochazelo zonou nejvyssi hustoty vstiikovaného roztoku do plamene, coz ma za
nasledek nejvy$§i moznou citlivost. Procesy v plameni zahrnuji rGzné -etapy:
desolvatace (suseni) — rozpoustédlo se odpafi a zistavaji nanocastice suchého vzorku,
odparovani (ptevod do plynné faze) — pevné Castice jsou pifevedeny do plynné
molekuly, rozprasovani — molekuly jsou oddéleny na volné atomy a ionizace
(v zavislosti na ioniza¢nim potencialu atomu latky a energie dostupné v ur€itém
plameni) — atomy mohou byt ¢asteéné pievedeny na plynné ionty. Kazda z téchto fazi
zahrnuje riziko interference v piipadé, ze je stupen fazového prenosu pro dany analyt
odlisny v kalibra¢nim standardu a vzorku. Ionizace je obecné nezadouci jev, nebot’ se

tak sniZuje pocet atoml, které jsou k dispozici pro méfenti, tj. citlivost.

Elektrotermické atomizatory
Elektrotermickou AAS s pouzitim grafitové trubky se zabyval Boris V. L'vov v Saint

Petersburgském polytechnickém institutu, Rusko a Hans Massmann na Ustavu
spektrochemie a aplikovaného spektroskopie (ISA) v némeckém Dortmundu. Ackoliv
byla v pribchu let pouZita cela fada navrhl grafitové trubky, tak jsou v dneSni dobé
pouzivany tyto rozmeéry: 20-25 mm na délku a 5—6 mm vnitini pramér. Odméteny
objem vzorku — typicky 10 az 50 ul nebo odvazena hmotnost — typicky kolem 1 mg
z pevného vzorku se vlozi do grafitové trubky a nastavi se vhodny teplotni program.
Ten se obvykle skladéd z fazi, jako jsou suseni — rozpoustédlo se odpafti, pyrolyza —
vétsina slozek matrice se odstrani, atomizace — prvek je uvolnén do plynné faze a cisteni

— ptipadné zbytky v grafitové trubici jsou odstranény za vysoké teploty.
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Grafitové trubice, se znacnym elektrickym odporem se po prichodu vysokého proudu
v disledku Jouleova tepla zahfeji, teplota v jednotlivych fazich procesu je fizena,
pfiemz teplotni rozdily mezi jednotlivymi stupni usnadiiuji separaci vzorku. Trubky
mohou byt zahfivany pii¢né nebo podélné, kde pificné zahfivani ma tu vyhodu, Ze
rozlozeni teploty je vice homogenni po celé délce. Pouziva se STPF koncept (Stabilized
Temperature Platform Furnace), ten zahrnuje: rychly ohfev, zastaveni toku vnitiniho
inertu béhem atomizace, vyhodnoceni absorbance pomoci plochy piku. Vzorek se
atomizuje z grafitové plosiny vlozenim do grafitové trubky, aby se oddalila atomizace
tak dlouho, dokud se neustali teplota plynné faze v atomizéru. Pouzitim chemického
modifikatoru za Gcelem stabilizace analytu na teplotu, kterd je dostate¢na k odstranéni
vétSiny slozky matrice a integraci absorbance po dobu pifechodného absorp¢niho signalu

misto pouziti vysek pikt se dale zlepsi parametry metody.

V ET AAS se vytvaii pfechodny signal, coZ je oblast, kterd je pfimo imérna hmotnosti
analytu (ne jeho koncentraci) zavedeného do grafitové trubky. Tato technika ma tu
vyhodu, ze jakykoliv druh vzorku (pevny, kapalny nebo plynny) mize byt analyzovan
ptimo. Jeho citlivost je o 2—3 fady vyssi nez u plamenné AAS. Ma velmi nizky stupen
ruseni, takze ET AAS by mohla byt povazovana za nejrobustnéjsi techniku, ktera je

k dispozici v soucasné dobé, pro stanoveni stopovych prvki ve slozitych matricich.

Zdroje zareni
RozliSujeme mezi AAS zdroji ¢arovymi (LS AAS) a zdroji spojitymi AAS (CS AAS).

V klasické LS AAS, jak bylo navrzeno Alanem Walshem, je nutné vysoké spektralni
rozliSeni, coZ zajiStuje zdroj zafeni poskytujici spektralni ¢ary analytu, které jsou uZzsi
nez absorp¢ni ¢ary. Zdroje spojitého zateni jako jsou deuteriové lampy, jsou pouzivany
pouze pro ucely provedeni korekce na pozadi. Vyhodou LS AAS je, ze je nutné pouze
stiedni rozliSeni monochromatoru pro méfeni AAS. Nicméné to ma tu nevyhodu, Ze je

obvykle vyzadovana samostatna lampa pro kazdy prvek, ktery ma byt stanoven.

V CS AAS stadi pouzit jednu lampu, kterd emituje spojité zateni v celém spektralnim
rozsahu, pro vSechny stanovované prvky. Je zifejmé, ze je pro tuto techniku nutné pouzit

spektrometr s vysokym rozliSenim.
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Duté katodové lampy
Duté¢ katodové lampy (HCL) jsou nejcastéji pouzivany jako zdroj zafeni v LS AAS.

Uvniti uzaviené lampy, naplnéné argonem nebo neonem za nizkého tlaku, je valcova
kovova katoda obsahujici zkoumany prvek a anoda. Vysoké napéti je aplikovano pies
anodu s katodou, coz vede k ionizaci plniciho plynu. Plynové ionty jsou urychlovany
smérem ke katod¢ a pii narazu na katodu zacne prvek katody prskat, ktery je vybuzen
doutnavym vybojem k emitaci zafeni zkoumaného prvku. VétSina lamp zpracovava

pouze 5-8 prvki.

Bezelektrodové vybojky
Bezelektrodové vybojky (EDL) obsahuji malé mnozstvi analytu ve formé kovu nebo

soli v kfemikové barikce spolecné s inertnim plynem, typicky argon, pfi nizkém tlaku.
Zarovka se vlozi do zavitu lampy, coZ generuje elektromagnetické vysokofrekvenéni
pole, které vede k nizkotlakému vyboji v lampé. Emise z EDL jsou vyssi nez z HCL
a Sitka Car je obecn¢ uzsi.

Deuteriové lampy

Deuteriové a vodikové lampy jsou pouzivany v LS AAS za tcelem korekce pozadi.
Intenzita zareni vysilaného témito lampami se vyrazné sniZzuje s rostouci vinovou

délkou, takze mohou byt pouzity pouze v rozsahu vinovych délek mezi 190-320 nm.

Zdroje spojitého zareni
Je-li zdroj spojitého zafeni pouzivan pro AAS, je nutné pouZit spektrometr s vysokym

rozliSenim. Kromé& toho, Ze je nutné, aby svételny zdroj emitoval zafeni o intenzité
alespoil o tad vyssi, nez HCI v celém rozsahu vinovych délek od 190 nm do 900 nm.
Specialni vysokotlaké xenonové obloukové lampy, byly vyvinuty tak, aby tyto

pozadavky spliiovali.

Spektrometry
zpracovano podle (K. Doerffel, 1985)

Jak jiz bylo uvedeno vyse, existuje rozdil mezi spektrometry se stfednim rozliSenim,
které se pouzivaji pro LS AAS a spektrometry s vysokym rozliSenim, které¢ jsou
navrzeny pro CS AAS. Spektrometr obsahuje spektralni tfidici zafizeni

(monochromator) a detektor.
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Spektrometry pro LS AAS
V LS AAS postacuje monochromator s rozliSenim 0,2-2 nm. Dalsi vlastnost, ktera je

pro LS AAS specifickd je modulace zdroje zafeni a pouziti lock-in zesilovact
naladénych na frekvenci zdroje. Timto zpiisobem muze byt vylouceno jakakoliv zareni

vyzarené napiiklad nezbytnym atomizére.

Spektrometry pro CS AAS
Je-li pro meéfeni pouzivano spojit¢é zafeni AAS, je nezbytné pracovat

S monochromatorem s vysokym rozliSenim. RozliSeni musi byt stejné nebo lepsi, nez je
polositka atomové absorp¢ni linie (2 pm), aby se zabranilo ztratdm citlivosti a linearity
kalibra¢ni kiivky. Kontinudlni AAS spektrometry s vysokym rozliSenim (HR) CS AAS
pouzivaji kompaktni dvojity monochromator s hranolem pied monochromatorem
a schodovitou echele miizku s vysokym rozliSenim. Linearni CCD (Charge Coupled
Device) pole s 200 pixely se pouziva jako detektor. Druhy monochromator nema
vystupni stérbinu, a proto se stava spektralni prostfedi na obou stranach analytické linie
viditelnym ve vysokém rozliSeni. Obvykle se pouZziva k méteni absorpce jen 3—5 bodd,

ostatni body jsou k dispozici pro ucely korekce. (H. Bings, 2006)

2.4.3. Atomova fluorescencni spektrometrie
Fluorescenéni spektrometrie je druh elektromagnetické spektroskopie, ktera analyzuje

fluorescenci ze vzorku. PouZivame paprsek zareni, obvykle ultrafialového, které
excituje elektrony v molekulach nékterych sloucenin a zplsobuje, ze samy vyzaii zareni

(Casto viditelné svétlo). (Zdenck Fisar)

e Teorie
zpracovano podle (Zdenek Fisar)

Molekuly maji rGzné stavy oznaCované jako energetické hladiny. Fluorescen¢ni

spektroskopie se primarné zabyva elektronickymi a vibra¢nimi stavy.

Fluorescence vyuZziva prvni excitace, aby byla umoznéna absorpce fotonu z jeho
zékladniho elektronického stavu do jednoho z mnoha vibrac¢nich stavii v excitovaném

elektronickém stavu. SraZky s jinymi molekulami zplsobuji ztratu vibracni energie

v

elektronického stavu.
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Molekule opét klesne elektronicky stav na jednu z rGznych vibra¢nich Urovni, coz je
doprovazeno vyzarenim fotonu. Jak molekuly mohou klesnout dolti do jedné z n¢kolika
vibracnich trovni v zakladnim stavu, tak vyzafené fotony maji rGzné energie a tim
padem 1 ruzné frekvence. Proto na zdklad¢ analyzy rtznych frekvenci svétla
emitovaného fluorescencni spektroskopii, mize byt uréena struktura jednotlivych

vibra¢nich hladin.

U atomil je postup podobny; nicméné, protoZze atomy nemaji energetické vibracni
hladiny, tak maji emitované fotony Casto stejnou vinovou délku jako dopadajici zareni.
Tento proces znovu vyzafeni absorbovaného fotonu je nazyvan ,rezonan¢ni

fluorescence*.

e Pristrojové vybaveni
zpracovano podle (J. W. Robinson, 1961)

Existuji dva hlavni typy pfistroju: fluorometry, které pouzivaji k izolaci dopadajiciho
a fluorescen¢niho zafeni filtry a spektrofluorometry, které pouzivaji k izolaci téchto

dvou zafeni ohybové miizky — monochromaétory.

Oba typy pouzivaji nasledujici schéma: zafeni z excitacniho zdroje prochazi filtrem
nebo monochromatorem a zasahuje vzorek. Cast dopadajiciho zafeni je absorbovana
vzorkem a nékteré molekuly ve vzorku za¢nou fluoreskovat. Fluorescencni zéfeni je
vyzafovano ve vSech smérech, ¢ast svétla prochazi pres druhy filtr nebo monochroméator
az k detektoru, ktery je obvykle umistén v thlu 90° k dopadajicimu svételnému paprsku,
aby se minimalizovalo riziko dopadu excita¢niho nebo odraZeného zéateni dopadajiciho

na detektor.

Mohou byt pouzity rizné zdroje excitacniho zafeni, vcetné laserti, LED a vybojek —
xenonove a rtutoveé. Laser emituje pouze svétlo s vysokou intenzitou zafeni ve velmi
uzkém rozmezi vinovych délek, typicky pod 0,01 nm, pro coZ nejsou potieba filtry.
Nevyhodou této metody je, ze vinovd délka laseru nelze o moc zménit. Rtutové
vybojky vyzatuji ¢arové svétlo, coZz znamend, ze emituji svétlo v blizkosti Spicek
vlnovych délek. Naproti tomu xenonovy oblouk mé kontinualni emisni spektrum

S témeét konstantni intenzitou v rozmezi 300—800 nm.

Monochromator propousti svétlo o nastavitelné vinové délce s nastavitelnou toleranci.

Nejcastéji vyuzivanym typem monochromatoru jsou ohybové miizky, to znamena, ze
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svétlo projde pres miizku a odrazi se pod riznym uhlem v zavislosti na vlnové délce.
Pro umoznéni méfeni anizotropie je nutné ptidani dvou polarizacnich filtr: jeden za

excita¢ni monochromator nebo filtr a jeden pfed emisni monochromator nebo filtr.

Detektor miize byt bud’ jednokandlovy, mtize detekovat pouze intenzitu zafeni o jedné
vinové délce, zatimco multikanalovy detekuje intenzitu vSech vinovych délek soucasné,
takze monochromator nebo filtr jsou zbytecné. Riizné typy detektori maji své vyhody

I nevyhody.

Nejvsestranngjsi fluorimetry s dudlnimi monochromatory a kontinualnimi svételnymi
zdroji umoziiuji méfeni excitatniho 1 fluorescencniho spektra. Pii  méfeni
fluorescencniho spektra se vlnova délka excitaéniho zareni udrzuje konstantni. Pro
meéfeni excitacniho spektra je vinova délka filtru nebo monochromatoru udrzovana
konstantni a excitace monochromatoru je skenovana. Excitacni spektrum je obecné

shodné s absorpénim spektrem, intenzita fluorescence je imérna absorpci.

e Analyza dat
Pii nizkych koncentracich je fluorescencni intenzita pfimo umeérna koncentraci

fluoroforu.

Nékolik faktord ma vliv na naruSeni spektra a jsou nezbytné urcité opravy k dosazeni
pravdivych vysledkl. Intenzita zdroje svétla a vlastnosti vlnové délky se pii kazdém
pokusu a mezi kazdym experimentem meéni v pribéhu asu. Kromé toho, zddnd lampa
nema konstantni intenzitu pii vSech vlnovych délkadch. Pro néapravu tohoto stavu
vyuzijeme deli¢ paprski, ktery mize byt aplikovan za excitaéni monochromator nebo

filtr, pro nasmérovani ¢asti svétla do referencniho detektoru.

Kromé toho je tfeba vzit v ivahu G¢innost pfenosu monochrométori a filtri. Ta se mlzZe
také meénit v pribehu ¢asu. Ucinnost pfenosu monochromatoru se také 1isi v zavislosti
na vlnové délce. To je divod, pro¢ by mél byt volitelny referencni detektor umistén za

monochromator nebo filtr. (J. W. Robinson, 1961)

Dal8im dilezitym faktorem je vybrat vhodny materidl kyvet. Pro vétSinu méteni v UV,
viditelné oblasti a IR je nutné pouziti pfesnych kiemennych kyvet. Je dulezité vybrat
materialy, které maji relativn€ malou absorpci v rozmezi vlnovych délek, které nas
zajimaji. Kfemen je ideélni, protoze propousti zafeni od 200 nm do 2 500 nm, zatimco

absorp¢ni vlastnosti jinych materiali mohou maskovat fluorescenci vzorku. Oprava
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vSech téchto instrumentdlnich faktort pro ziskani zakladniho spektra je zdlouhavy
proces, ktery se uplatituje pouze v praxi, kdy je to nezbytné nutné. To je piipad, kdy
métime kvantovy vytézek, nebo pii hledani vinové délky s nejvyssi emisni intenzitou.
Dalsi aspekty ke zvazeni jsou vnitini filtrové efekty. Patii mezi né¢ opakovana absorpce.
Opakovana absorpce proto, ze jina molekula nebo ¢ast makromolekuly absorbuje pii
vlnovych délkach, pii které fluorofor zati. Pokud se jedna o tento pfipad, nékteré nebo
vSechny z fotonli emitovanych fluoroforem mohou byt znovu absorbovany. K dal§imu
vnitinimu efektu filtru dochézi v disledku vysokych koncentraci absorbujicich molekul,
vcetné fluoroforu. Vysledkem je, Ze intenzita excita¢niho svétla neni konstantni v celém
roztoku. Celkové vzato jen malé procento svétla dosdhne fluoroforti, které jsou viditelné
na detekéniho systému. Vnitini filtrové efekty méni spektrum a intenzitu vyzafovaného
svétla, a proto je tfeba vzit v Gvahu pii analyze emisni spektrum zativky. (Beckman,

1997)

e Aplikace
Fluorescencni spektroskopie se pouzivd mj. v biochemii, 1ékafstvi a v chemickych

oblastech vyzkumu pro analyzu organickych sloucenin, kde je vyuzivan také

Vv rozliSovani zhoubnych a nezhoubnych koznich nadorda.

Techniky atomové fluorescenéni spektroskopie (AFS) jsou uzite¢né v jinych druzich
analyzy — méfeni sloucenin pfitomnych ve vzduchu nebo ve vod¢é nebo pouziti pro

detekci téZkych kovi, naptiklad rtuti.

Navic fluorescencni spektroskopie mize byt pfizpisobena mikroskopické tirovni za

pouziti mikrofluorimetrd. (Beckman, 1977)

2.4.4. Dalsi metody optické spektrometrie

Ramanova spektroskopie
Zpracovano podle (Raman spectroscopy, 2016)

Ramanova spektroskopie je spektroskopickéd technika pouZzivand ke studiu vibracnich,
rotacnich modii systémt. Ramanova spektroskopie se bézné pouziva pii detekci

molekul pomoci charakteristickych spekter v oblasti otiskt prsta (fingerprint).

Zakladem je nepruzny, Ramaniiv rozptyl, monochromatického zateni, obvykle z laseru

vyzafujiciho ve viditelné, blizké infraervené nebo blizké ultrafialové oblasti. Laserové
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zafeni reaguje s molekuldrnimi vibracemi nebo fonony, coz ma za nasledek, ze energie
laserovych foton je posunuta nahoru nebo doli. Posun v oblasti energetiky poskytuje
informace o vibra¢nich moédech v systému. Infracervend spektroskopie poskytuje

podobné, ale komplementéarni informace.

Vzorek je osvétlen laserovym paprskem. Elektromagnetické zareni z osvétleného mista
je shromazd’ovano za pomoci objektivu a odeslano prostiednictvim monochromatoru.
Pruzné rozptylené zateni o vinové délce, odpovidajici laserovému paprsku (Rayleightv
rozptyl) se odfiltruje, zatimco zbytek shroméazdéného svétla je rozptylen do detektoru

uzkopasmového filtru.

Spontanni Ramantv rozptyl je obvykle velmi slaby a v disledku toho je hlavni potiz
Ramanovy spektroskopie oddéleni slabého rozptyleného svétla od intenzivniho

Rayleighova rozptyleného laserového svétla.

Infracervena spektroskopie
Infracervend spektroskopie (IR spektroskopie nebo vibra¢ni spektroskopie) je

spektroskopie, ktera se zabyva infracervenou oblasti elektromagnetického spektra, coz
je svétlo s delsi vlnovou délkou a niz8i frekvenci nez viditelné svétlo. Stejné jako
uvsSech spektroskopickych technik, tak IR spektroskopie milze byt pouzita
k identifikaci a studiu chemickych latek (plynnych, kapalnych i pevnych). Zakladni IR
spektrum je v podstaté zavislost absorbance (propustnosti) infracervené¢ho zateni na
frekvenci nebo vlnové délce zateni. Typické jednotky frekvence pouzivané
v infraderveném spektru jsou reciproké centimetry, znacené [cm™]. Jednotky vInové
délky jsou obycejné uvedeny v mikrometrech [um]. Bézny laboratorni pfistroj, ktery
vyuziva tuto techniku je infracerveny spektrometr s Fourierovou transformaci (FTIR)

(H. Bings, 2006)

Spektrometrie ve viditelné oblasti
zpracovano podle (P. Klouda, 2003)

Viditelné spektrum je €ast elektromagnetického spektra, kterd je viditelna pro lidské
oko. Elektromagnetické zafeni v tomto rozsahu vinovych délek se nazyva viditelné
svétlo nebo jednoduse svétlo. Typicke lidské oko reaguje na vinové délky od 390 do
700 nm. Pokud jde o frekvenci, tak odpovida pasu v blizkosti 430—770 THz.
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Spektrum obsahuje vSechny barvy, které lidské oko a mozek dokazi rozlisit. Barvy jako
ruzova, fialovd nebo purpurova chybi proto, ze tyto barvy lze vyjadiit pouze
prostfednictvim kombinace nasobkti vinové délky. Barvy, které obsahuji pouze jednu

vlnovou délku, jsou také nazyvany Cisté barvy nebo spektralni barvy.

Barva Vinova délka  Frekvence Energie fotoni
fialova 380-450 nm 668-789 THz 2,75-3,26 eV
modra 450-495 nm 606-668 THz 2,50-2,75¢eV
zelend 495-570 nm  526-606 THz 2,17-2,50 eV
zluta 570-590 nm 508-526 THz 2,10-2,17 eV
oranZova 590-620 nm 484-508 THz 2,00-2,10 eV
éervena 620-750 nm 400-484 THz 1,65-2,00 eV

Tabulka 2: Barvy riiznych vinovych délek (Barvy a jejich vnimdani)

Viditelné¢ vinové délky prochazeji ,,optickym oknem®, oblasti elektromagnetického
spektra, kterd umoziiuje vlnovym délkadm projit do zna¢né miry pfes zemskou
atmosféru. Piikladem tohoto jevu je, ze Cisty vzduch rozptyluje modré svétlo vice nez
Cervené, a tak se denni obloha jevi modra. Optické okno je také oznaCovana jako

,viditelné okno®, protoze prekryva spektrum viditelné lidskym okem.

~30-—



NETRADICNi SPEKTROFOTOMETRIE S PRISTROJI VERNIER A MOBILNIMI TELEFONY

3. Prakticka cast

3.1. Jednoduché demonstracni spektroskopické experimenty
Vybér experimenti pro zafizeni firmy Vernier je dostupny na: (Experimenty

s Vernierem: Chemie, 2016), my jsme se snazili nalézt dalsi experimenty, které nejsou
v navodech uvedeny. Mezi zajimavé experimenty patii napf. stanoveni humusu podle
Simse a Habyho (Kolorimetrické stanoveni obsahu humusu, 2016), to je ale
komplikované pouzitim koncentrované kyseliny sirové.

Dalsi jednoduchy pokus predstavuje cervend fluorescence roztoku chlorofylu po
vystaveni UV zafeni. Experiment je mozné provést prosvicenim nadoby (kyvety)
s extraktem chlorofylu modrym laserovym ukazovatkem (vlnové délka svétla 405 nm),

jak je vidét na nasledujicim obrazku.

obrazek 4: Fluorescence olejiu

(zleva — olivovy olej, fepkovy, sluneénicovy, vazelinovy, silikonovy olej)

Problém miZe byt s plastovymi kyvetami, které mize pouzité organické rozpoustédlo
rozpustit. Alternativné 1ze pouzit panensky olivovy olej, ktery chlorofyl také obsahuje.
Tak mizeme odliSit mineralni a rostlinné oleje a dokonce stanovit kvalitu olivového
oleje podle miry ¢ervené fluorescence (Public Lab: Detection of Olive Oil Adulteration,
2016). Rozdil mezi fluorescenci mineralnich a rostlinnych oleji neni pfili§ vyrazny

vzhledem K rozptylu laseru na postrannich vroubkovanych stranach kyvet.
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Repkovy olej

—— ABS | Fluoreseence 500 nm
—— F405| Fluorescence 500 nm
F500 | Fluorescence 500 nm

05

Fluorescence 500 nm (Rel.)

900
Vinova délka {(nm)

obrazek 5: Fluorescencni (F405 nm, F500 nm) a absorpcni spektrum repkového oleje

Slunecnicovy olej

ABS | Fluorescence 500 nm
F406 | Fluorescence 500 nm
F500 | Fluorescence 500 nm

05

Fluoresgence 500 nm (Rel.}

0,0
300

900

Vinova délka (nm)

obrazek 6: Fluorescencni (F405 nm, F500 nm) a absorpcni spektrum slunecnicového oleje
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Silikonovy olej

1.0
ABS | Fluorescence 500 nm
7 F405 | Fluoreseence 500 nm
—— F500 | Fluorescence 500 nm
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obrazek 7: Fluorescencni (F405 nm, F500 nm) a absorpcni spektrum silikonového

oleje

Vazelinovy olej

ABS | Fluorescence 500 nm
F405 | Fluarescence 500 nm
— F500 | Fluorescence 500 nm

05

Fluorescence 500 nm (Rel.}

9200

Vinova délka (nm)

obrazek 8: Fluorescencni (F405 nm, F500 nm) a absorpcni spektrum vazelinového

oleje
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Olivovy olej
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obrazek 9: Fluorescencni (F405 nm, F500 nm) a absorpcni spektrum olivového oleje

Pouzili jsme spektrometr SpectroVis Plus sexcitaci pfi 405 nm a 500 nm pro
zkoumanou pétici oleji. Z obrazkl spekter je patrné, ze vazelinovy olej nevykazuje
témet zadnou fluorescenci. Naopak nejvice fluoreskuji silikonovy a olivovy ole;j.
Olivovy olej, ale vykazuje ve fluorescenénim spektru vyrazny pik v ¢ervené oblasti,
ktery odpovida pozorované Cervené barveé po ozafeni modrym laserovym ukazovatkem.
Zbyvajici dva oleje, tedy fepkovy a slune¢nicovy, jsou na tom zhruba stejné, uréitou
fluorescenci vykazuji, ale neni tolik vyrazna jako u dvou ptedchozich.

Zluta barva rostlinnych olejii je patrna na spektru jako absorpéni pas ve fialové oblasti,
ktera je komplementarni ke Zluté barve, kterou slunecnicovy a fepkovy olej propousti.
Bezbarvé mineralni oleje zadné absorpéni pasy ve spektru neobsahuji. Zelenozluty
olivovy olej pozname podle transmisniho pasu ve Zzluté a zelené¢ oblasti, cemuz

odpovidé absorpcni pas v komplementarni cervené barve.

3.1.1. Fluorescence prisad v balenych napojich
Experiment je opét mozné provést prosvicenim nadoby (kyvety) s roztokem modrym

laserovym ukazovatkem (vlnova délka svétla 405 nm). Pouzity byly balené vody

Orange a Raspberry.
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Fluorescence 405 nm {Rel}

orange | Fluorescence 405 nm
—— Rasberry | Fluorescence 405 nm

escence 405
500
y 500 |
kys. salycilova 500 | Fluorescence 406 nm
—— kys. salicylova 405 | Fluorescence 405 nm

Vinova délka {(nm)

obrazek 10: Fluorescence napojii

Pfi pohledu na spektra vidime, ze i balené napoje mohou fluoreskovat, vzorek Orange
vykazuje extrémni fluorescenci pii obou vinovych délkach excitace (405 i 500 nm).
Zkoumany vzorek Raspberry nevykazuje témét Zzadnou fluorescenci ani pii jedné
vlnové délce. Rozdil je zplsoben odlisSnym slozenim, nepfitomnosti umélého sladidla

nebo konzervantu, ktery vyvolava fluorescenci.

3.2. Stanoveni koncentraci roztokli Fe** spektrometricky

3.2.1. Princip a vypocty
Spektrofotometrické méteni je zalozeno na platnosti Lambert-Beerova zakona. Zakon

fika, Ze intenzita zbarveni roztoku (tzv. absorbance) je ptfi konstantni tloustce vrstvy
métfeného roztoku (délka kyvety) a konstantni vinové délce zareni pfimo Umérna
molarni koncentraci c. A = € - ¢ - d; kde A je absorbance roztoku, € je molarni
dekadicky absorpéni koeficient [dm® - mol™® - cm™ ], ¢ je koncentrace roztoku [mol -
dm?3], d je délka kyvety [cm]. Absorbance vzorku A =log(lo/l), kde lo je intenzita

vstupujiciho paprsku, | je intenzita vystupujiciho paprsku.
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Jednim z nejvyuzivanéjSich kovu je Fe, je dilezitym biogennim prvkem a velice Casto
se tedy spektrofotometricky stanovuje v zivotnim prosttedi, jako slozka doplnkt vyzivy

apod. (Beckman, 1997)

Priprava standardniho roztoku
Mr(Fe(NH4)2(S04)2.6H20) = 392,158 g/mol

Mr(Fe) = 55,842 g/mol
podil Fe v Fe(NH4)2(SO4)2-6H20 — 55,842/392,158 = 0,1424 — 14,24 %
14,24 % 250 mg/I
100 % Xg
=>x = 250*(100/14,24) = 1755,62 mg / |
na 100 ml —1755,62 mg/ 10 = 175,6 mg

Pro ptipravu 100 ml tohoto roztoku je tieba navazit 175,6 mg siranu Zeleznato-
amonného. Toto mnozZstvi se tedy navazi pfesn¢ na analytickych vahach, pfevede se do
odmérné baiky obsahu 100 ml a doplnime destilovanou vodou po znacku. Roztok se

pouzije pro piipravu kalibra¢nich roztok.

Piiprava kalibra¢nich roztoki
Do Sesti zkumavek se odpipetuje 5 ml roztoku Kz(Fe(CN)s) o koncentraci 0,5 mol/I

uréité mnozstvi standardniho roztoku Fe?* nafedéného vodou tak aby roztoky mély
koncentraci 5, 10, 15, 20 a 25 ppm. Jeden roztok o nulové koncentraci se pouzije jako
srovnavaci. Zaroven se piipravi i 2 roztoky o neznamé koncentraci, kterou pozdéji

zjistime. Skute¢na koncentrace vzork(, kterou jsem neznal byla 7,5 ppm a 20 ppm.

3.2.2. Orientacni stanoveni vizualni kolorimetrii (od oka)
Porovnanim barvy zkoumanych vzorkt a barev kalibra¢nich roztoki, miZzeme pouhym

okem provést orientacni urCeni koncentrace, coz vidime na nasledujicim obrazku.
V dalsich métenich uz budeme alesponi orientacné védet, kde by se mély pohybovat

vysledné hodnoty.
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obrazek 11: Orientacni zjisteni koncentrace okem (vizualni kolorimetrii)

Z obrazku 4 vidime, Ze vzorek V1 nam zcela jisté patii mezi roztoky o koncentracich 5
ppm a 10 ppm, vzorek V2 uz poté neni tak snadné zatadit ale pfi pozorné&jSim pohledu
ho zatadime mezi koncentrace 15 ppm a 20 ppm. V dalSich méfenich tedy vime, ze
koncentrace V1 by se méla pohybovat v hodnotach 5-10 ppm a V2 v hodnotach 15-20
ppm. Pro porovnani vysledkli byly koncentrace urcena kolorimetrii vypoctena jako

prumér z obou krajnich hodnot, tedy c(V1) = 7,5 ppm, c(V2) = 17,5 ppm

3.2.3. Zjisténi koncentraci kolorimetrem z kalibraéni pfimky
Kalibracni pifimku zhotovime z naméfenych absorbanci roztokd o znamych

koncentracich, zméfime také absorbanci vzorkti V1 a V2. Méfeni provedeme pomoci

kolorimetru Vernier a pii métfeni postupujeme podle navodu vyse.

Technické parametry (Kolorimetr Vernier, COL-BTA, 2016)

Kolorimetr Vernier, COL-BTA

rozsah (absorbance): 0,05 az 1

rozsah (transmitance): 10 % az 90 %

vlnové délky: 430 nm, 470 nm, 565 nm, 635 nm

rozliSeni: 0,14 % (transmitance)
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Pro sestrojeni kalibracni kiivky potfebujeme nekolik roztokl o riznych koncentracich,

vV

zméfeny alespont dvakrat. Z kalibra¢ni kiivky ur¢ime kritické Grovné, meze detekce,
meze stanovitelnosti. Mez detekce a mez stanovitelnosti analytu jsou dvé ze zakladnich

charakteristik analytickych metod.

Vypocty byly provedeny a grafy vytvoreny pomoci programu QC Expert 3.3. VSechny
protokoly z programu QC Expert jsou ptilozeny na CD-ROM.

Predpokladame linearni kalibraéni zavislost: Y = Bo + B1(X) kde Y je odezva fotometru
(A) a X je koncentrace analytu (ppm). Linecarni regrese je provedena metodou
nejmensich ¢tverct.

— naméi'ené hodnoty

koncentrace [ppm] absorbance

0 1,842
5 1,877
10 2,049
15 2,149
20 2,201
25 2,265
Vzorek 1 1,973
Vzorek 2 2,15

Tabulka 3: Kolorimetrické stanoveni Fe** - namérené absorbance

Nameétené hodnoty vyneseme do grafu a nésledné proloZime regresni piimkou, ktera
vyjadfuje kalibracni pfimku. Pro kontrolu proloZeni je uveden také graf rezidui a

diagnostické grafy
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obraizek 12: Stanoveni Fe** kolorimetricky, kalibracni kiivka, graf rezidui
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obrazek 13: Stanoveni Fe** kolorimetricky, diagnostické grafy

Vsechny predpoklady metody nejmenSich ctverci byly splnény. Podle Fisher-
Snedecorova testu je model je vyznamny, podle Scottova kritéria multikolinearity je
model korektni, Cook-Weisberguv test heteroskedasticity potvrdil homoskedascitu
rezidui, Jarque-Berruv test potvrdil normalitu rezidui, podle Waldova i Durbin-
Watsonova testu neni autokorelace rezidui vyznamnd, znaménovy test prokazal, ze

v reziduich neni trend. Odlehlé body nejsou ptfitomny.
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Odhady parametru

Proménna | Odhad Smeérodatna ZAver Pravdépo | Spodni | Horni

odchylka dobnost mez mez

Usek na osey| 1,836 0,027 | Vyznamny | 3,01E-07 1,760| 1,913
Smérnice 0,018 0,002 | Vyznamny | 0,000556 0,013 0,02
Statistické charakteristiky regrese
Vicenasobny korelaéni koeficient R : 0,981
Koeficient determinace R? : 0,962
Predikovany korelaéni koeficient Rp : 0,846
Stfedni kvadraticka chyba predikce MEP : 0,002
Akaikeho informacéni kritérium : -37,678

Tabulka 4: Kolorimetrické stanoveni Fe** — statistické charakteristiky regrese

3.2.4. Zjisténi koncentraci pomoci hodnotH, S,VaR, G, B
Ke zjisténi hodnot H, S, V a R, G, B vyuzijeme mobilni aplikaci ColorGrab

(ColorGrab, 2016), ktera je volné ke stazeni téméf pro vSechny mobilni telefony.
Nasledujicim méfenim také ovéfime pouzitelnost této aplikace. Pomoci této aplikace
muzeme vSechny hodnoty zjistit bud’ tak, ze médme vzorek pii ruce a pomoci fotoaparatu
na mobilnim telefonu zjistime vysledné hodnoty anebo mlizeme vSechny tyto hodnoty

zjistit zpétné z fotografii, které mame v telefonu uloZeny tieba i nékolik let.

Nameétené hodnoty opét vyneseme do grafu a nasledné je prolozime regresni piimkou,
Z které poté zjistime koncentrace. Linearni regresi provedeme zvIast pro hodnoty H, S

aV.

koncentrace [ppm] H S \%
0 62 61 75

5 64 54 70

10 111 53 51

15 146 75 47

20 158 96 37

25 167 100 24

Vzorek 1 91 56 60
Vzorek 2 154 90 41

Tabulka 5: Nameérené hodnoty H, S, V
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obrazek 14: Stanoveni Fe*" kolorimetricky, regrese viici H
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obrazek 15: Stanoveni Fe*" kolorimetricky, regrese viici S
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obrazek 16: Stanoveni Fe** kolorimetricky, regrese viici V
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Nasleduji diagnostické grafy pro jednotlivé regrese, z kterych je patrné, Ze nejsou
pritomny zadné odlehlé body: vSechny body v projekéni matici jsou pod c¢arkovanou
mezi, ve Williamsové grafu mezi obéma mezemi, v grafu Cookovy vzdalenosti pod

carkovanou mezi. (Meloun, 2004)

Pro ptehlednost je porovnani vSech regresi pro vypocet koncentrace neznamych vzorkt

uvedeno ve spolecné tabulce za grafy
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obrazek 17: Stanoveni Fe?* kolorimetricky, diagnostika regrese vii¢i H
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obrazek 18: Stanoveni Fe?" kolorimetricky, diagnostika regrese vici S

Pro Uplné ovéteni zkusime regresi pomoci hodnot R, G, B ziskanych opét stejnym

programem.

koncentrace [ppm] R G B
0 186 190 75

5 172 178 81

10 71 131 61

15 30 121 70

20 94 61

25 0 62 49

I

Vzorek 1 108 153 67
Vzorek 2 10 104 63

Tabulka 6: Zmérené R, G, B hodnoty
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obrazek 19: Stanoveni Fe?* kolorimetricky, diagnostika regrese vici V

Z hodnot RGB je mozné vypocist intenzitu Sedého obrazu, Isw podle vzorce (Hess, 2007):

Isw (Red) (Green) (Blue) = 0,2989 Red + 0,5870 Green + 0,1140 Blue.

A dale optickou hustotu, D opét podle vzorce (Hess, 2007):

D =1 - Igw/255.

Nyni vyneseme namétené hodnoty RGB 1 intenzity Sedého obrazu a optické hustoty

postupné do grafu vici koncentraci a provedeme linearni regresi s naslednym vypoctem

koncentraci.
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obrazek 20: Stanoveni Fe** kolorimetricky, regrese viici R
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obrazek 21: Stanoveni Fe*" kolorimetricky, regrese viici G
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obrazek 22: Stanoveni Fe** kolorimetricky, regrese viici B
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obrazek 23: Stanoveni Fe** kolorimetricky, regrese viici intenzité Sedého obrazu
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obrazek 24: Stanoveni Fe*" kolorimetricky, regrese viici optické hustoté

Vsechny ptfedpoklady metody nejmensich Ctvercu byly u vSech regresi splnény. Odlehlé

body nejsou ptitomny.

Vypocet koncentrace neznamych vzorkli vSemi uvedenymi zpiisoby je sumarizovan

V nasledujici tabulce.
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Koncentrace |Vzorek Rozpéti | Vzorek Rozpéti

[ppm] 1 IS95% | Chyba IS 2 IS 95 % Chyba IS
skute€na 7,5 7,4-7,6 - - 20,0 19,9-20,1 - -

okem 7,5 2,5-12,5 0,0 10,0 17,5 12,5-22,5 -2,5 10,0

kolorimetr 7,5 3,1-10,6 0,0 7,5 17,2 14,2-21,6 -2,8 7,4

H 6,9 0,0-11,0 -0,6 11,0 20,0 15,6-28,8 0,0 13,2

S 3,7 0,0-11,8 -3,8 11,8 21,1 | 13,0-170,8 1,1 | 157,8

\ 7,9 8,1-7,8 0,4 0,3 17,2 17,4-17,1 -2,8 0,3

R 8,8 9,1-8,6 1,3 0,5 20,5 20,8-20,1 0,5 0,7

G 7,9 8,0-7,8 0,4 0,3 17,4 17,5-17,3 -2,6 0,3

B 11,7 | 12,2-11.2 4.2 1,0 15,6 16,1-15,1 -4,4 1,0

lew 8,4 8,6-8,2 0,9 0,4 18,7 18,9-18,5 -1,3 0,4

D 8,3 4,0-11,4 0,8 7,4 18,6 15,4-23,7 -1,4 8,3

Tabulka 7: Porovnani kolorimetrickych méreni

IS 95 % - interval spolehlivosti; Chyba — rozdil mezi predikovanou a skute¢nou
koncentraci vzorku; Rozpéti IS — rozdil mezi maximalni a minimélni hodnotou intervalu
spolehlivosti. Isw — intenzita Sedého obrazu, D — opticka hustota.

Interval spolehlivosti pro skute¢nou koncentraci predstavuje expertni odhad.
Interval spolehlivosti pro koncentraci ur¢enou okem je hodnota + (5 ppm/2) -1,96

Okem 1 kolorimetrem se podafilo GspéSné stanovit koncentraci obou vzorkd a to
S minimalnimi rozdily mezi sebou. Z tabulky vidime, Ze koncentrace podle H je ur¢ena
s minimalni chybou a Ize tedy doporucit urCeni koncentrace podle hodnoty H, také
stanoveni koncentrace ze zavislosti optické hustoty na koncentraci neni Spatné, protoze
interval spolehlivosti zahrnuje skute¢nou koncentraci. Toto zjisténi odpovida (Hess,
2007). Naopak koncentrace podle S nejsou nepouzitelné vzhledem k strmosti zavislosti
S wvuci koncentraci, coz také vede kextrémné velké hodnoté rozpéti intervalu
spolehlivosti. Hodnoty koncentrace uréené z V, R, G, B, | nezahrnuji spravnou hodnotu,
Celkové vzato aplikace nepracuje, az tak Spatné a nékteré vysledky se daji pouZit i ke
zptesnéni vizualni kolorimetrie. Software ColorGrab je hezky zpracovan s jednoduchym
ovladanim a navic je zcela zdarma. Myslim si, Ze pro béZné pouzivani je zcela

dostacujici, pii presnych méfenich vS§ak musime pocitat s nepfesnostmi.
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Koncentraci iontd Fe?* mazeme ur¢it i z méfeni spekter spektrofotometrem, jak ukazuje
nasledujici obrazek. Dobie je patrny narast velikosti absorpcnich past s koncentraci.
Pokud pouzivame pocita¢ je vyhodnd moznost zobrazeni spektralnich barev na pozadi
zméteného spektra v programu LogerPro, bohuzel tento program neni volné dostupny.
Pokud pouzivame pro méfeni rozhrani Vernier LabQuest, barvy se zobrazuji pfimo na

displeji zatizeni.

Stanoveni Fe2+

| |
— 0| Absorbance
—— 5| Absorbanee
10 Absorbance
5] Absorbance
1 20| Absorbance
20— / = L 25 | Absorbance

—— V1] Absorbance
V2 | Absorbance
15 po 2% | Absorbance
— V1 po 2x | Absorbance
2 po 2x | Absorbance
Posledni méfent | Absorbance

Absarbance

05

0,0

300 500 700 900
Vinova délka {(nm)

obrazek 25: Stanoveni Fe?* spektrofotometrem

3.3. Plamenovy spektrofotometr
Nejdrive si fekneme par slov o spektrometru, ktery je pouzivan v pribéhu celé praktické

¢asti. Jedna se o spektrofotometr SpectroVis Plus, coz je pfenosny spektrometr, pomoci
kterého mizeme méfit absorbanci, transmitaci, fluorescenci a emisni spektrum, pro
které je tfeba ptidat optické vldkno. Snadno a rychle ho miiZzeme propojit s pocitacem

pomoci USB, poté uz staci jen nainstalovat program Logger Pro a méfeni mize zacit.
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Technické parametry (SpectroVis Plus, 2016)

Rozsah: 380 nm — 950 nm

Rozliseni: 1 nm

Ptesnost: £3 nm pti 650 nm, =7 nm pii 450 nm

Rychlost prométeni celého spektra: cca 2 s

VInové délky excitac¢nich zdrojt pro fluorimetrii: 405 nm a 500 nm

Rozméry: 15 cm x 9 cm x 4 cm

3.3.1. Priprava plamenového spektrofotometru k méreni

e zapnuti pfistroje a pocitace — otevieni ptislusného programu
e pockat na dostate¢né nazhaveni lampy, kalibrace pfistroje

e nastaveni zavislosti méfenych veli¢in (méfené veliCiny na osach, tj. spektrum,

intenzita pti vlnové délce nebo Casova zavislost intenzity pti vinové délce)
e nastaveni parametri méfeni (integracni ¢as, primérovani a vyhlazeni spekter)
e nastaveni snimace do spravné oblasti méteni

e zkuSebni méteni (ovéfeni, zda-1i mefené idaje nejsou nesmysiné)

3.3.2. Vybér zdroje plamene
Plamenova spektroskopie vyzaduje, co nejlepsi zdroj svétla v naSem piipad€ plamene,

tedy plamene s nejvyssi teplotou, pro dosazeni, co nejvysSich vysledkli. Z volné
dostupnych zdrojii jsem se rozhodl vybrat 3 nejpouzivanéj$i a podle mé i bézné
dostupné téméf ve vSech laboratofich tedy — plynovy hotéak, lihovy kahan a svicku. Na
prvni pohled je patrné, Ze nejlepSim zdrojem bude ziejmé plynovy hotak, ale je tomu
opravdu tak? Tuto otdazku jsem objasnil méfenim, kde jsem méfil intenzitu plamene

jednotlivych prvki u téchto 3 zdroja.
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Vysledky méfeni:
e svicka (méfeno pfi integraénim ¢ase 500 ms)
Na spektru vySe mizeme vidét, Ze intenzita svétla ze svicky je opravdu velmi mala, kdy

nejvyssi pik nedosahuje ani hodnoty 0,1.

0,05— - I

0.03

300
(485,7, 0,041155) Vinova délka (nm)

obrazek 26: Svicka — intenzita zareni pri integracnim case 500 ms

plamen - kahan | Intenzita
Na | Intenzita

Ca | Intenzita

K | Intenzita

Sr | Intenzita

Mg | Intenzita

Li| Intenzita

K 2 | Intenzita

smésny vzorek | Intenzita

0,3

Intenzita (rel)

0,2

0.1

700

|
9200
(609,2, 0,3529) Vinova délka (nm)

obrazek 27: Lihovy kahan — intenzita zareni pri integracnim case 500 ms

Zde uz muzeme pozorovat lepsi vysledky — vyssi intenzity, kdy nejvySsi intenzita
dosahuje cca 0,45. Vysledky z lihového kahanu uz zacinaji byt uspokojujici a n&jaka
piibliznd méteni by urcité sla pomoci tohoto zdroje uskutecnit.

e plynovy hotak, Meckertv kahan (méfeno pfi integracnim ¢ase 500 ms)

By
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Je patrné, ze u plynového hotaku dosahuji 2 piky vyraznych intenzit a intenzita 3. piku
je také nejvyssi ze vSech tii méfeni. Pfi vzajemném porovnani dosazenych vysledki
vidime, Ze nejidedlné;jsi zdroj svétla (plamen) je plynovy hoték, ktery piedcil jak lihovy
kahan, tak i svicku, kterd je pro méfeni uplné nevhodna. Piedpoklad se tedy vyplnil

a plynovy hotak dosahujici nejvyssich teplot plamene je pro méteni nejlepsi.

—— Plamen | Intenzita
— Na | Intenzita
Ca | Intenzita

— Méfenl 1| Intenzita
— Mg | Intenzita
Cu | Intenzita
Li| Intenzita
— Sr2|Intenzita
Mg2 | Intenzita
smésny vzorek ( Na-Li-K) | Intenzita

04—

Intenzita (rel)

0,2-

0,0 £ ; |
300 500 700 900
(487.7,0,2764) Vinova délka (nm)

obrazek 28: Plynovy horadk — intenzita zdreni pri integracnim case 500 ms

3.3.3. Optimalizace usporadani spektrometru
V plamenové fotometrii je velmi dualezitd vzdalenost rozpraSovace od plamene,

vzdalenost snimace od plamene a samoziejmé také vyska, ve které je roztok vsttikovan

do plamene.

Pokud se budeme nejdiive zabyvat druhou vzdalenosti, tedy vzdalenosti snimace od
plamene, tak asi kazdého napadne, Ze ¢im bliZe je snimac plameni, tim 1épe a dostane se
do ného tak vice svétla. Ale nemiiZzeme umistit toto zatfizeni zase hodné blizko plameni,
nebot’” mize hrozit poskozeni tohoto snimace bud’ piimo plamenem, nebo vysokou
teplotou z n¢j vychazejici. Pokud bychom pfeci jen chtéli, co nejlepsi vysledky a tedy

chtéli mit senzor v tésné blizkosti od plamene, musime senzor néjakym zplsobem
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ochranit. Pfi mych métfenich byl snima¢ chranén tabulkou tvrzeného skla, které bylo

chlazeno vzduchem z ventilatoru pfivadénym trubici na konkrétni misto.

Vyska, kde je roztok vstfikovan do plamene, je rovnéz velmi dulezita pro dosazeni, co
nejlepsich vysledki. Clovéka by napadlo, Ze nejidealngjsi misto bude asi tam, kde je
nejvyssi teplota plamene a ano, je tomu opravdu tak. Nejlep$i misto, kam vpravit
rozstiiknuty roztok je vrcholovy kuzel plamene, kde je u plynové hotdku dosahovano
nejvyssich teplot cca 1550 °C. Jelikoz vhanime roztok pravé do tohoto mista plamene

a tedy zde 1 shofi, pak je logické, ze snima¢ musime umistit do podobné vysky.

Stanoveni spravné vzdalenosti odkud je roztok vstiikovan pomoci rozpraSovace do
plamene, je pro vysledek méfeni také velmi dulezita. Bud se ,,mlha* do plamene
dostane pouze v omezeném mnozstvi a poté je zaznamendna pouze mala intenzita
zjistovaného vzorku nebo se rozpraseny roztok do plamene nedostane vibec. Pri
opacném problému, kdy vstiikujeme roztok do plamene z moc malé vzdalenosti, miize
»mlha* projit plamenem takika nespalend a vysledky opét nejsou idedlni nebo muze
dojit k deformaci plamene vzduchem vyfouknutym z rozprasovace spole¢né s roztokem
a poté budou vysledky opét zkreslené, protoze mame snimac nastaven na konkrétni
misto, kde se béZzn¢ nachazi plamen. Pro tuto optimalizaci jsem provedl méfeni, ze
kterého mi optimalni vzdalenost vysla cca 32 cm a roztok byl vstfikovan tak, aby se

,mlha“ voln¢ snasela do plamene, coZ znamena z vySky cca 5 cm nad plamenem.

3.3.4. Optimalizace parametrii méreni
Jedna se predevSim o integracni Cas, prumeérovani a vyhlazeni spekter. V zékladnim

nastaveni je integracni Cas 100 ms a lze cekat, Ze jeho prodlouzenim dojde k rastu
intenzity signalu. Pro testovani byla pouzita ¢asova zavislost signalu pii vlnovych
délkach pro roztok o koncentraci 1 g/l kovi; integracni ¢as: 100 ms, 500 ms, 1 000 ms;
priamérovani: zadné, 2, 4 spekter; vyhlazeni nebylo pouzito. Podivame-li se na grafy,
dojdeme ke zjiSténi, Ze delsi Cas vede zcela ziejmé k vyssi intenzité, nejvyssi intenzity
proto vidime u grafu 500 ms a 1000 ms, které jsou témef totozné, protoze 500 ms je uz
dostate¢ny Cas k prib¢hu, a proto se uz dale nezvySuje. Primérovani evidentné snizuje
intenzitu, protoze pifi ném vypocitdvame primeér i1 v ptipad€, kdy mize byt vzorek uz
spalen a signal je nulovy. Vidime tedy, ze pfi primérovani 2x se intenzita snizila méné

nez u primérovani 4x, kdy jsou nasledné intenzity velmi rozdilné.
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0,25+

0,15~

010

I-B48 4 (rel) |-868,5 (rel)

cas (s)

obrazek 29: Casova zavislost intenzity — integracni ¢as 100 ms, neprimérovano

o
o
1

1-B48 4 {rel) 1-668,5 (rs)

0.0 . . |

0
(1,887, 0.7226} éas (s)

obrazek 30: ¢asova zavislost intenzity — integra¢ni ¢as 500 ms, neprimérovano
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17682 (rel)

I-588,1 (rel) |-848 4 (rel) |-668 5 (rel)

cas [s)

obrazek 31: Casova zavislost intenzity — integracni ¢as 500 ms, prumér ze 2

o

o

=

T

o

o

£ 05

z

=

o

E

H

P

&

0,0 ! . I
0 2 4 [ 8 10

(2,328,0,3461) £as ()

obrazek 32: asova zavislost intenzity — integracni ¢as 500 ms, primér ze 4
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1-848 4 (ral) 1-666.5 {rel)

éas [s)

obrazek 33: Casova zavislost intenzity — integracni ¢as 1 000 ms, neprimérovano

3.3.5. Stanoveni analytickych parametri metody
Pro sestrojeni kalibra¢ni kiivky potitebujeme nékolik roztokl o riznych koncentracich,

zmeéteny alespon dvakrat. Z kalibraéni kiivky urcime kritické tirovné, meze detekce,
meze stanovitelnosti. Mez detekce a mez stanovitelnosti analytu jsou dveé ze zékladnich

charakteristik analytickych metod.

Piedpokladame linearni kalibra¢ni zavislost: Y = Bo + B1(X) kde Y je odezva fotometru
(A) a X je koncentrace analytu (ppm). Linearni regrese je provedena metodou
nejmensich Ctverct. Kriticka Uroven YC je horni mez 95% intervalu spolehlivosti
predikce absorbance. Teprve nad hodnotou Yc lze odlisit signal od Sumu. Mez detekce
Yd odpovida hodnoté koncentrace, pro kterou je dolni mez 95% intervalu spolehlivosti
rovna Yc, tedy kritické arovni. Mez detekce udava skute¢nou uroven absorbance, ktera
umoziuje jesté¢ detekci koncentrace. Xd udava hodnotu koncentrace, kterou lze jesté
s pravdépodobnosti 95 % odlisit od nuly. Mez detekce pro danou kalibraci dané¢ metody
tedy charakterizuje nejnizsi koncentraci, ktera je viibec jest¢ metodou zachytitelnad. Mez
stanoveni YS je nejmensi hodnotou signalu, pro kterou je relativni smérodatna odchylka
predikce z kalibraniho modelu dostatecné¢ mald a rovna zvolenému Ccislu. Mez
stanoveni charakterizuje spodni mez pouzitelnosti kalibrace pro danou relativni
smérodatnou odchylku. Vzdy plati, ze kritickd tirovenn < mez detekce < mez stanoveni.

(Meloun, 2004)
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Piiprava standardi
1.) Na z NaCl
Mr(NaCl) = 58,44 g/mol
Mr(Na) = 22,98 g/mol
podil Na v NaCl — 22,98/58,44 = 0,39322 — 39,322 %
39,322 % 50
100 % X g
=>x = 5*(100/39,322) = 12,7115 g/ |
na 100 ml—12,71159/10=1,2712 ¢
2.) Cuz CuSOs.5H20
Mr(CuSOs . 5H20) = 249,68 g/mol
Mr(Cu) = 63,546 g/mol
podil Cu v CuSOg4 . 5H20 — 249,68/63,546 = 0,2545 — 25,45 %
25,45 % 5
100 % X g
=> x = 5%(100/25,45) = 19,646 g/l
na 100 ml — 19,646 g/ 10 = 1,96469g
3) Kz KCl
Mr(KCI) = 74,56 g/mol
Mr(K) = 39,0983 g/mol
podil K v KCl— 39,0983/74,65= 0,5244 — 52,44 %
52,44 % 5
100 % X9
=>x = 5*(100/52,44) = 9,5329 g/l

na 100 ml —9,5329 g/ 10 = 0,95329¢g
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4) Caz CaCl;
Mr(CaClz) = 110,99 g/mol
Mr(K) = 40,078 g/mol
podil Ca v CaCl>— 40,078/110,99 =0,3611 — 36,11 %
36,11 % 5
100 % Xg
=>x = 5*(100/36,11) = 13,8465 g/I
na 100 ml - 13,84659/10=1,3847 g
5.) Liz LiCl
Mr(LiCl) = 42,394 g/mol
Mr(Li) = 6,941 g/mol
podil Li v LiCl— 6,941/42,394 = 0,1637 — 16,37 %
16,37 % 5
100 % X9
=>x = 5*(100/16,37) = 30,543 g/l
na 100 ml - 30,543 g /10 = 3,0543 g
Priprava smésnych vzorki

Pro piipravu smésnych vzorki o riiznych koncentracich postupujeme podle tabulky:

Koncentrace [g/l] Pocet ml standardt
1 5
08 4
0,6 3
0,5 2,5
0,4 2
0,3 1,5

Tabulka 8: Smésné vzorky
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Do 25 ml odmérnych baiky odpipetujeme pocet ml (podle tabulky) jednotlivych
standardi. Do kazdé banky odpipetujeme vzdy stejny pocet ml vSech standardii a
doplnime destilovanou vodou po rysku, kromé koncentrace 1 g/l. Timto jsme vytvofili

smésné roztoky, které ndsledné pouzijeme pro méfeni.
Vlastni méreni

Pro méfeni opét pouzijeme atomovou absorpéni spektroskopii, kdy roztok vpravujeme
do plamene 2 zplisoby — pomoci dratku s ockem, ktery vzdy ponotfime do roztoku a poté
vsuneme do plamene, timto tedy zaru¢ime stejné davkovani; pomoci spreje, kdy je
roztok vstfikovan do plamene. Provedeme vice stejnych meéfeni a nasledné je

zprimérujeme pro piesnéjsi vysledky.

Kromé uvedenych zpisobi zmlzovani byly také pouzity vyrobené fixirky a to

s ptivodem vzduchu:
1) pomoci kompresoru na husténi automobilovych pneumatik;
2) pomoci motorku pro vzduchovani akvarii;
3) pomoci lidského dechu.

4) Navic jsme vyzkouseli specialni ultrazvukovy zmlzova¢ zaptjéeny doc. Ing.

Pavlem Pokornym Ph.D. z katedry netkanych a nanovlakennych materiald.

Zadna fixirka neposkytla reprodukovatelné hodnoty intenzity. Tento problém souvisi
patrné s nekonstantnim tlakem vzduchu, at’ uz dechu nebo pistového kompresoru.
Vduchovaci motorek nemél dostateCny tlak pro nasati roztoku a to ani pfi pouziti

kapilary. Bohuzel tlakovy vzduch nebyl k dispozici.

Ultrazvukovy zmlZova¢ obsahuje bariéru srazejici velké kapky a po pfipojeni
ventilatoru z pocitace produkuje velmi jemnou mlhu, a tedy poskytuje intenzivni signal.
Jeho nevyhodou ale bylo velké mnoZzstvi vzorku potiebné pro ponoteni ultrazvukového
generatoru a zejména kontaminace zpusobend velkym mnoZzstvim mlhy, ktera ulpivala
na vSech povrsich. Ani volbou nizsich otacek nebylo moZzné kontaminaci zabranit, proto
nebyl tento zmlzovac dale pouzit. Pro zajimavost: po nékolikanadsobném umyti kahanu
trvalo 30 minut, nez byl plamen bez viditelnych stop sodiku, jehoz roztok byl pouzit pro

méfeni intenzit zafeni.
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Vysledky méreni

vinova délka — intenzita
zpusob | koncentrace | 588,1 668,5 681,5 768,2 848,4

0,782 0,064 0,020 1,003 0,022
0,811 0,102 0,018 0,999 0,019
0,680 0,063 0,022 0,989 0,020

1 g/

0,758 0,076 0,020 0,997 0,020 | pramér

0,962 0,115 0,021 0,982 0,022
0,8 g/l 0,944 0,110 0,022 0,972 0,022

0,953 0,112 0,021 0,977 0,022 | pramér

0,776 0,146 0,021 1,005 0,020

0,6 g/l 0,529 0,033 0,017 0,920 0,015

dratek 0,652 0,089 0,019 0,962 0,017 | pramér
0,593 0,014 0,019 0,945 0,016
0,59/ 0,432 0,016 0,019 0,768 0,013

0,512 0,015 0,019 0,856 0,014 | pramér

0,469 0,013 0,017 0,815 0,013
0,4 g/l 0,561 0,021 0,017 0,951 0,017

0,515 0,017 0,017 0,883 0,015 | pramér

0,253 0,093 0,097 0,118 0,017
0,3 g/l 0,521 0,090 0,094 0,208 0,016

0,387 0,092 0,096 0,163 0,017 | pramér

0,971 0,611 0,032 1,016 0,109

1/l 0,928 0,539 0,027 1,016 0,107

1,016 0,797 0,043 1,016 0,152

0,972 0,649 0,034 1,016 0,123 | pramér

0,667 0,327 0,024 0,869 0,129

0,8 g/l 0,973 0,607 0,029 1,016 0,109

0,820 0,467 0,027 0,943 0,119 | pramér

0,840 0,480 0,107 0,999 0,093

0,803 0,420 0,107 0,985 0,092

0.6 9/ 0,537 0,257 0,100 0,767 0,089
sprej 0,727 0,386 0,105 0,917 0,092 | pramér
0,758 0,434 0,104 0,986 0,092
0,549l 0,621 0,315 0,105 0,837 0,090
0,690 0,375 0,105 0,911 0,091 | pramér
0,237 0,123 0,096 0,311 0,084
0,877 0,548 0,103 1,016 0,086
0,4 g/l

0,128 0,095 0,094 0,160 0,083

0,414 0,255 0,098 0,496 0,084 | pramér

0,259 0,123 0,096 0,099 0,084

0,34/ 0,203 0,110 0,096 0,276 0,084

0,231 0,117 0,096 0,188 0,084 | pramér

Tabulka 9: Vysledky méreni integracni ¢as 500 ms — zpriimérovano
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Nasledn¢ vyneseme naméiené hodnoty do grafi

588,1 . Kalibraéni zavislost - Dratek, intenzita pfi 588 nm
! \2
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obrazek 34: Kalibrace a graf rezidui, plamenovy fotometr pii 588 nm, Na, dratek

—-61-—




NETRADICNi SPEKTROFOTOMETRIE S PRISTROJI VERNIER A MOBILNIMI TELEFONY

6685 Kalibraéni zavislost - Dratek, intenzita pfi 668 nm
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obrazek 35: Kalibrace a graf rezidui, plamenovy fotometr pfi 668 nm, Li, dratek
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6815 Kalibraéni zavislost - Dratek, intenzita pfi 681 nm
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obrazek 36: Kalibrace a graf rezidui, plamenovy fotometr pti 681 nm, Sr, dratek
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Kalibraéni zavislost - Dratek, intenzita pfi 681 nm (c=0,3 g/l)
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obrazek 37: Kalibrace a graf rezidui, plamenovy fotometr
koncentrace > 0,3 g/l
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7682 Kalibraéni zavislost - Dratek, intenzita pfi 768 nm
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obrazek 38: Kalibrace a graf rezidui, plamenovy fotometr pti 768 nm, K, dratek
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768,2 Kalibraéni zavislost - Dratek, intenzita pfi 768 nm (c>0,3 g/l)
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obrazek 39: Kalibrace a
koncentrace > 0,4 g/l

graf rezidui, plamenovy fotometr pfi 768 nm, K, dratek,
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8484 Kalibraéni zavislost - Dratek, intenzita pfi 848 nm
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obrazek 40: Kalibrace a graf rezidui, plamenovy fotometr pti 848 nm, Cs, dratek
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obrazek 41: Kalibrace a graf rezidui, plamenovy fotometr pii 588 nm, Na, sprej
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obrazek 42: Kalibrace a graf rezidui, plamenovy fotometr pii 668 nm, Li, sprej
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obrazek 43: Kalibrace a graf rezidui, plamenovy fotometr pii 681 nm, Sr, sprej
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6815 Kalibracni zavislost - Sprej, intenzita pfi 681 nm (c< 0,8 g/l)
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obrazek 44: Kalibrace a graf rezidui, plamenovy fotometr pii 588 nm, Sr, sprej,
koncentrace < 0,8 g/l
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768,2 Kalibraéni zavislost - Sprej, intenzita pfi 768 nm
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obrazek 45: Kalibrace a graf rezidui, plamenovy fotometr pii 768 nm, K, sprej
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848.4 Kalibraéni zavislost - Sprej, intenzita pfi 848 nm
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obrazek 46: Kalibrace a graf rezidui, plamenovy fotometr pti 848 nm, Cs, sprej

Pro usnadnéni orientace obsahuje nasledujici tabulka pfitazeni kovi k vinovym méfeni.

VInova délka [nm] Stanovovany prvek

588,0 Sodik — Na
668,5 Lithium — Li
681,5 Stroncium — Sr
768,2 Draslik — K
848,4 Cesium — Cs

Tabulka 10: Prirazeni vinové délky ke stanovovanému prvku
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Bohuzel se nam nepodafilo detekovat baryum, vapnik ani méd’. Piky téchto latek se ve

spektrech viibec neobjevily ani pii vysokych koncentracich téchto kovl, kdy uz by mély

byt patrné.

Hlavnim vystupem je nasledujici tabulka, ktera uvadi meze detekce Xd a meze

stanoveni (kvantifikace) Xq vypoctené z kalibraci obsahujicimi vSechny koncentrace

pomoci software QC Expert 3.3.

dratek sprej
Prvek Vypocet / Meze [g/l] Xd Xq Xd Xq
Metoda podle ISO 11843-2 1,35 2,37 0,84 1,69
Pfima metoda analytu 0,76 1,41 0,61 0,83
PFfima metoda signalu, IUPAC 0,75 0,97 0,65 0,81
Na X .
Kombinovana metoda Ebel,Kamm 0,64 0,97 0,56 0,74
Metoda K*Sigma z regrese 1,07 1,61 0,90 1,34
Metoda K*Sigma, ACS 1,45 2,17 1,29 1,94
Metoda podle ISO 11843-2 1,67 13,77 1,14 1,76
Pfima metoda analytu 168,91 22 957,67 0,59 0,79
Li PFfima metoda signalu, IUPAC 5,18 17,50 0,63 0,79
Kombinovana metoda Ebel,Kamm 339,27 46 202,00 0,55 0,72
Metoda K*Sigma z regrese 3,67 5,51 0,87 1,29
Metoda K*Sigma, ACS 4,96 7,43 1,25 1,88
Metoda podle 1ISO 11843-2 1,09 3,21 -2,51 -3,97
Pfima metoda analytu -0,25 -0,27 -0,38 -41,00
PFfima metoda signalu, IUPAC -0,56 -1,04 -0,88 -1,69
Sr X .
Kombinovana metoda Ebel,Kamm -0,25 -0,27 -0,38 -0,41
Metoda K*Sigma z regrese -0,42 -0,58 -0,70 -1,06
Metoda K*Sigma, ACS -0,19 -0,27 -1,02 -1,53
Metoda podle ISO 11843-2 -0,71 -1,18 -0,74 -1,49
Pfima metoda analytu 0,36 0,44 0,49 0,71
K PFfima metoda signalu, IUPAC 0,41 0,50 0,50 0,66
Kombinovana metoda Ebel,Kamm 0,34 0,42 0,41 0,52
Metoda K*Sigma z regrese 0,78 0,78 0,82 0,82
Metoda K*Sigma, ACS 0,22 0,38 0,32 0,64
Metoda podle 1ISO 11843-2 0,55 16,94 4,91 3,86
Pfima metoda analytu 0,99 3,91 0,54 0,68
PFfima metoda signalu, IUPAC 0,83 1,11 0,58 0,72
Cs X .
Kombinovana metoda Ebel,Kamm 0,68 1,39 0,51 0,65
Metoda K*Sigma z regrese 1,21 1,81 0,77 1,16
Metoda K*Sigma, ACS 1,62 2,44 1,12 1,68
Tabulka 11: Meze detekce a meze stanoveni plamenového fotometru
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3.3.6. Zaver
Nejdiive se podivame na grafy, kdy jsme pro vpraveni roztoku do plamene pouzivali

dratek s ockem. Z 5 grafti jsou 2 nepouzitelné, kviili kolisani signalu, né¢které hodnoty
se hodn€ vzdaluji od kalibracni kiivky. Zbyvajici 3 grafy, pro vlnové délky 588 nm, 768
nm a 681 nm, jsou lepsi a hodnoty se drzi kolem kalibra¢ni kiivky. U nejnizsi vlnové
délky jsou vSechny hodnoty pouzitelné a tedy i zfedéni na 0,3 g/ je pouzitelné, u grafu
pro vlnovou délku 768 nm je kalibra¢ni kiivka do oblouku a vSechny hodnoty se drzi
Vv blizkosti tohoto oblouku, u zbyvajicitho grafu jsou opét vSechny hodnoty pobliz
pfimky.

Grafy pii pouziti spreje jsou mnohem piesnéjsi a pro nas 1épe vyuzitelné. UZ z tohoto
zjisténi mizeme vyvodit zavér, ze je lepSi vpravovat roztok do plamene sprejem.

Roztok se rovhomérné snasi do plamene, coz ndm pftinasi presnéjsi vysledky. Namétené

v

cvwr

koncentraci kalibraci nijak neznehodnocuji a Ize je tedy uzit ke kalibraci.

V Tabulce 11: vidime, Zze krom¢ lithia poskytuji vSechny metody podobné meze.
Abychom porovnani zjednodusili, vybereme jako zakladni meze stanovené Piimou

metodou signalu, podle IUPAC (v tabulce zvyraznéné tuéné).

Vsechny meze pro stroncium jsou nesmyslné (zdporné), jelikoz prolozena zavislost
intenzity na koncentraci je klesajici, coZ neni mozné. ProtoZe ionizacni energie stroncia
549,5 kJ/mol (Wolfram Alpha, lonization energy) je z méfenych prvkd nejvyssi, je
pravdépodobné, Ze energie pouZzitého plamene spojend se zplsobem atomizace neni

dostatecna pro kvantitativni stanoveni. Stroncium tedy neni mozné stanovit spolehlivé.

Atomizace na dratku. Mez stanoveni u lithia 18 g/l je pfili§ vysoka pfi porovnani
S nejvysSim standardem 1 g/l. Stroncium neni mozné stanovit. Sodik a cesium, maji mez

stanoveni 1 g/l, draslik 0,5 g/I.

Atomizace sprejem. Stroncium neni mozné stanovit. Meze stanoveni sodiku, lithia,

drasliku a cesia jsou 0,7-0,8 g/l.

Meze stanoveni jsou pomeérné vysoké, je ziejmé, ze bez dalSich Uprav nebude

plamenovy fotometr dobfe pouzitelny.
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3.4. Ovéreni obsahu drasliku v potravinach

Pro ovéfeni obsahu drasliku ve vybranych potravinach vyuzijeme opét plamenovou
fotometrii. Cast zkoumaného vzorku vlozime pomoci klesti do vrcholového kuZele
plamene a zapalime ho, jako zdroj plamene pouzivame plynovy hotdk, ktery je pro
méteni nejlepsi. Nastavime snimac¢ méfici absorpci zafeni tak, aby byl kolmo k plameni

a ve vySce odpovidajici vrcholovému kuzelu plamene.

Pouzité pristroje, zafizeni a pomiicky: laboratorni klesté, vzorek zkoumané potraviny,
plynovy hotédk, spektrofotometr Vernier SpectroVis plus, senzor pro méteni plamenné

spektroskopie, pocita¢ — program Logger Pro.

3.4.1. Prabéh méreni
Po nastaveni vSech pfistroji a ptipadné optimalizaci lze pfistoupit k vlastnimu méfeni.

Postupné ddvame do plamene vzorky zkoumanych potravin, vysledky zaznamenadvame
do spusténé¢ho programu, ktery ndm vse vykresluje do grafu, dilezité je jesté veédét, ze
vlnova délka odpovidajici drasliku je okolo 770 nm. Pro toto meéfeni jsem pouzil

nasledujici potraviny — kéava, ryze, cizrna, banan, brambor, ¢ocka, fazole.

3.4.2. Vysledek méreni

potravina intenzita Obsah drasliku podle (Draslik - potraviny)
[mg.kg]
ryze 0,03 1000
cizrna 0,04 2984
banan 0,06 3500
¢ocfka 0,07 6 700-8 100
brambor 0,13 4 400-5 700
fazole 0,13 12 000
kava 0,24 20 200

Tabulka 12: Vysledek méreni — obsah K v potravindach
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0,15+
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fazole | Intenzita
Cockaz | Intenzita
brambor | Intenzita
brambor2 | Intenzita
banén | Intenzita
klesté Cisté | Intenzita
cizrna | Intenzita
ryze | Intenzita

kéva | Intenzita

Obrazek 47: Vysledek méteni — obsah K v potravinach (integra¢ni ¢as 500 ms)

3.4.3. Zaver

Z vysledkli méfeni je tedy patrné, Ze nejvétsi obsah drasliku je v kavé€, kde intenzita

zafeni dosahovala 0,24 a nejméné v ryZi, kde ndm intenzita vystoupala na hodnotu

pouhych 0,03. Sefadime-li naméfené intenzity podle velikosti, a pokud sefadime

I mnozstvi drasliku v potravinach, potom se tyto 2 fady relativné shoduji a méteni tedy

potvrzuje naméfené hodnoty drasliku v nami zkouSenych potravinach. Vyssi intenzita

Vv piipad€ brambor, je patrné zplsobena pouZitim slupek, ve kterych je koncentrace

drasliku vyss$i, nez v hlize. (Subramanian, N. K., et al. 2011). Také poméry intenzit a

obsahti drasliku si vzajemné odpovidaji, napt. u dvojic, kde prvni potravina ma

dvojnéasobny obsah drasliku oproti druhé, jsou intenzity také dvojnasobné: banan a ryze,

brambor banan, fazole ¢ocka, kava a fazole.
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4. Zaver

Myslim, ze vSechny pozadavky na praci byly splnény. Vyhodnotil jsem jedno stanoveni
pomoci tfech rtznych zplsobl — vizudlné, kolorimetricky a pomoci kamery na
mobilnim telefonu. Zhotoveni funkéniho plamenového fotometru ze spektrometru
Vernier SpectroVis Plus, optického kabelu a kahanu se také zdaftilo, ale bohuzel tento
fotometr nefungoval Gpln€ podle naSich pfedstav. Optimalizace uspotadani piistroje
vuci plamenu se také povedla a dosli jsme k uspotfadani, pii kterém meétime nejlepsi
vysledky. Dalsi ¢ast stanoveni meze alkalicky kovil probéhlo také uspésné a vysledky
vysly v rozumnych mezich. Cil bakalarské prace, tedy navrhnout a ovétit jednoduché
spektrofotometrické experimenty s levnymi pfistroji firmy Vernier, popf. mobilnim
telefonem, které jsou pouzitelné pro vyuku chemie, byl splnén. Prokézali jsme, Ze
kolorimetrie s pomoci mobilniho telefonu je mozna a poskytuje pravdivé vysledky. Ve
vyuce chemie by se toto stanovani dalo pouzit, obzvlast v dnesni dobé&, kdy vétSina déti

vlastni chytr¢ telefony.
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