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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva analyzou kvality vody s vyuzitim kolorimetrie. Soucasti
prace je seznameni s fyzikalnimi a chemickymi parametry vody, dale s optickymi meto-
dami, mezi néz patti fotometrie, spektrofotometrie a kolorimetrie, a Gvod do regresni
analyzy. Na tyto metody a analyzu navazuje praktickd ¢ast mérenim pH, dusic¢nan( a
tvrdosti vody pomoci spektrofotometru a senzoru viditelného svétla AS7262 s vyvojovou
deskou SparkFun. V zavéru prace je porovnani absorpCnich spekter, kalibracnich kfivek
a parametr( linearni regrese obou metod.
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ABSTRACT

This bachelor's thesis deals with the analysis of water quality using colorimetry. Part of
the work is an introduction to the physical and chemical parameters of water, as well
as optical methods, which include photometry, spectrophotometry and colorimetry, and
an introduction to regression analysis. These methods and analysis are followed by a
practical part by measuring pH, nitrate and water hardness using a spectrophotometer
and an AS7262 visible light sensor with a SparkFun development board. At the end
of the work there is a comparison of absorption spectra, calibration curves and linear
regression parameters of both methods.
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Uvod

Voda je latka, ktera ovliviiuje vSechny zivé organismy na Zemi. Pro vodni zivoc¢ichy a
rostliny je zivotnim prostredim, a pro suchozemské organismy je potravou a zaroven
se podili na slozeni jejich téla z vice nez 50 %. Kromé toho ¢lovék spotiebuje denné
az 1000 1 vody na osobni hygienu a k provozu domécnosti. V dnesni dobé je také voda
ve velkém mnozstvi vyuzivana k intenzivni zemédélské vyrobé, k tvorbé elektrické
energie ve vodnich elektrarnach, k primyslové vyrobé, ve zdravotnictvi, nebo také
slouzi jako prosttedi pro lodni dopravu, ¢i k produkei potravy ve formé ryb a jinych
vodnich zivocichii.

V poslednich letech se kvalita vody zhorsuje v dusledku havarii tankovych lodi,
radioaktivniho zamoteni vod a celkového znecistovani zivotniho prostiedi. Nasled-
kem je vymirani ryb zijicich ve znecisténé vodé, ale i konzumace latek obsazenych
ve vodé, které maji negativni tc¢inky na lidské zdravi. Proto je dilezité kvalitu vody
kontrolovat.

Hlavnim cilem této prace je provést analyzu urcenych chemickych parametri
vody pomoci laboratorniho spektrofotometru a senzoru viditelného svétla AS7262
pripojeného k vyvojové desce SparkFun, a jejich nasledné porovnani.

V teoretické ¢asti prace jsou popsany fyzikalni a zvlasté chemické parametry,
které mohou ovliviiovat kvalitu vody, a pii rozborech se bézné kontroluji. Uvedeny
jsou limity v pitné vodé a nasledky zvyseného mnozstvi uréitych chemickych para-
metri. Dale jsou popsany principy a vyuziti optickych metod fotometrie, spektro-
fotometrie a kolorimetrie, a priklady jejich vyuziti v analyze vody. Posledni c¢asti
teorie je uvod do problematiky regresni analyzy, ktera je v praktické ¢asti vyuzita
k vyhodnoceni vysledki.

Prakticka ¢ast popisuje navrh méricich sestav se spektrofotometrem a senzorem,
véetné charakteristik jednotlivych prvki a programového ovladani. Nasleduje po-
stup pripravy mérenych chemickych parametrii. Konkrétné byly méfeny hodnoty
pH vzorkt obarvenych fenolovou cerveni a bromthymolovou modii, a také hodnoty
koncentrace dusi¢nant a tvrdosti vody vzorkt obarvenych reagenty ze sady pro akva-
ristiku. Ziskané intenzity svétla a vinové délky ze spektrofotometru a senzoru byly
zpracovany algoritmem v programu Matlab, a nasledné vyhodnoceny a porovnany.

Vyvojova deska SparkFun se senzorem viditelného svétla AS7262 muze predsta-
vovat alternativu laboratorniho spektrofotometru dostupnou pro bézné uzivatele,
nebo pro vyuku laboratori na skolach, pri urcovani kvality vody. Vzhledem k ome-
zeni méreni senzorem na 6 vlnovych délek nikdy nebude dosahovat trovné spektro-

fotometru, otazkou ale je, do jaké miry se mu vyrovna.
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1 Hodnoceni kvality vody

Voda je v mnoha ohledech velice anormalni tekutina. V prirodé se vyskytuje ve tfech
skupenstvich: voda, led a para. Jeji anomalii je, zZe ma nejmensi objem a nejvetsi
hustotu pii 4 °C. Pfi zméné skupenstvi na pevné zvétsuje sviij objem o 10 %. Mnoho
vlastnosti vody se vzajemné ovliviiuje. V této kapitole jsou popsany jeji zakladni

tyzikalni a chemické vlastnosti.[1]

1.1 Fyzikalni vlastnosti

Hustota Hustota predstavuje hodnotu dané veli¢iny vztazenou k jednotkovému
objemu, jednotkovému obsahu plochy nebo k jednotkové délce. Zakladni jednotkou
je kg/m3. Hustotu vody ovliviiuje teplota. Nejvétsi hustotu md pti 4 °C. Pri vySsi
i nizsi teploté je voda leh¢i. Nejmensi hodnotu ma led, protoze ma nejvétsi ob-
jem. Dale hustotu ovliviiuje koncentrace rozpusténych latek. S rostoucim obsahem
rozpusténych latek se hustota linearné zvysuje. Posledni veli¢inou, ktera ovliviiuje
hustotu vody je tlak. Pfi normalnim tlaku vzduchu (1325 mb) je maximalni hustota
vzdy rovna 1,0 za teploty 3,94 °C. [1]

Teplota Teplota je charakteristika tepelného stavu hmoty. Je to stavova veli¢ina
a je vhodna k popisu ustalenych makroskopickych systémiu. Jeji zakladni jednotkou
je kelvin (K), ale castéji se udava vedlejsi jednotka °C. Jak jiz bylo zminéno, mé
vliv na hustotu vody. U vnitrozemskych vod je teplota zavisla na okolnim prostredi,
sluneénim zareni, vétru a zemépisné poloze krajiny. Za urcitych podminek vykazuje
teplota vody ve stojatych vodach tzv. vertikalni zonaci, ktera ma vliv na rozlozeni
latek ve vodé. Epilimnion je voda na hladiné, kam pronikaji svételné paprsky. Po
ni nasleduje vrstva metalimnion, ve které nahle poklesne teplota v dusledku Spatné
tepelné vodivosti vody. Posledni vrstvou je hypolimnion, v niZ teplota postupné
klesa az na dno. Na teploté vody zavisi také druhy vodnich organismu zijici v dané

zemépisné oblasti.[1]

Zbarveni Barevné spektrum vody je pestré. Cird voda se ve velké vrstvé jevi jako
modra, ale zbarveni vody je ovliviiovano mnoha faktory. Barva vody zavisi na obloze
a okolni vegetaci, protoze voda prijima jejich odraz. Dale také na podlozi, organis-

mech zijicich ve vodé, na mnozstvi naplavenin, pripadné i na odpadnich latkach

vypustenych do vody. [1]

Propustnost Dalsi dilezitou vlastnosti vody je propustnost na slunecni zareni. Ta

zavisi na celkové cistoté vody a jejim slozeni, ihlu dopadajicich slune¢nich paprski a
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na rozvlnéni hladiny. Hranici propustnosti lze mérit pomoci Secciho desky, a to tak,
ze zjistime hloubku, ve které je hranice prithlednosti a jeji dvojnasobek je hranice

propustnosti pro zareni.[1]

Dynamicka viskozita Dynamické viskozita, neboli vnitini tfeni, je fyzikalni veli-
¢ina, kterd udava odpor vody viéi vlastnimu toku nebo viéi jinému pohybu vodni
masy. Jeji jednotkou je N.m~2 ¢i Pa.s. Je zavisld na teploté&, s rostouci teplotou visko-
zita klesa stejné jako hustota, ale viskozita klesa mnohem rychleji. Drobnym vodnim

organismim umoznuje viskozita vznaset se ve vodé a ztstat na stejném miste. [1]

1.2 Chemické vlastnosti

Chemickym vzorcem vody je HyO - sklada se tedy ze dvou atomu vodiku a jednoho
atomu kysliku. Vznika jejich prudkym az explozivnim sluc¢ovanim. V tekoucich a
pitnych vodach se ale vlivem prostfedi vyskytuji i dalsi prvky. Jejich mnozstvi je
nutné kontrolovat, aby nepresahovaly hygienické normy zdravotni nezavadnosti. Li-
mity pro mnozstvi téchto prvku jsou dany vyhlaskou ¢islo 252/2004 Sbh. (viz Tab.
1.1). Voda patii mezi nejstalejsi slouceniny. Na kyslik a vodik se rozklada az za
vysokych teplot.[2][22]

Tvar molekuly vody je ¢tyfstén s tthlem 104,45 ° a je dan dvéma volnymi elek-
tronovymi pary na kysliku. Vodiky nesou kladny parcidlni naboj a kyslik zaporny
parcialni naboj. Nerovnomérné rozlozeni elektronové hustoty je zptsobeno elektro-
negativitou. Celd molekula vody je polarni diky polarité vazeb mezi vodikem a kys-
likem a je proto i dobrym polarnim rozpoustédlem. V néasledujici podkapitole jsou

popséany chemické vlastnosti vody a vliv jednotlivych prvka na kvalitu vody. [22][23]

pH Termin pH se pouziva v chemii, nebo naptiklad v biologii, pro kvantitativni
méfeni kyselosti nebo zasaditosti vodnych, & jinych kapalnych roztokt. Cistd voda
je slabé disociovana ionty Ht a OH™, jejichz koncentrace je okolo 10~7 gramionii
na litr. Tyto ionty se vzajemné ovliviiuji, protoze iontovy soucin vody je staly. Po-
kud se prida jeden iont, zmensi se koncentrace druhého. Pro préaci s témito ionty se
zavedla hodnota potencia hydrogenii, neboli sila vodiku, zkracené pH. Ta je defino-
vana jako zaporny logaritmus gramionové koncentrace vodikovych iontt a pohybuje
se v rozmezi od 0 do 14. Neutrdlni pH je rovno 7, kyselé pH je nizsi a zasadité pH
je vyssi nez 7. Hodnotu pH lze mérit lakmusovym papirem, ktery se zbarvi dle pH
roztoku, pH-metrem nebo smichanim indikatorovych barviv v kapalnych suspenzich
a porovnani vysledného zbarveni s barevnou stupnici. Posledni zminénd metoda je

pouzita v této praci pri praktickém méteni. Pro méreni pH-metrem se vyuzivaji dvé
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vhodné elektrody umisténé v méreném roztoku. Pomoci voltmetru se méri elektricky
potencidl mezi referencni elektrodou a pracovni elektrodou reagujici na pH.[1][24]
Hodnota pH je dilezita pro chemické i biochemické procesy ve vodé, ma vliv na
toxicitu a umoznuje rozlisit formy vyskytu nékterych latek ve vodé. Pri 25 °C je
pH ¢isté vody rovno 7. Vzhledem k asociaci vody s teplotou a plyny se doporucuje
testovat pH co nejdiive po odebrani vzorku. Voda s nizkym pH pod 6,5 byva kyseld,
mékka a korozivni. Mize obsahovat zvysenou hladinu toxickych kovii, zptisobovat
poskozeni kovového potrubi a skvrny na pradle, mit kovovou nebo kyselou chut.

Zvysené pH vody nad 8,5 mize zpusobovat vodni kdmen.[1][24][25]

Tab. 1.1: Tabulka limitd vybranych chemickych ukazatel slozeni vody z vyhlasky
¢. 252/2004 Sb., kterou se stanovi hygienické pozadavky na pitnou vodu

Ukazatel Limit [mg/]]
Celkovy organicky uhlik 5,0
Dusi¢nany 50,0
Dusitany 0,5
Fluoridy 1,5
Hlintk 0,2
Horcik 10,0
Chlor volny 0,3
Chlore¢nany 0,2
Chloridy 100,0
Mangan 0,1
Med 1,0
Sirany 250,0
Sodik 200,0
Vapnik 30,0
Zelezo 0,2

Tvrdost vody - vapnik (Ca) a hoi¢ik (Mg) Vépnik je ve vodach dominantnim
kationtem. Za nim na druhém misté je bud sodik, nebo hot¢ik. Pro odstranovani
vapniku a hot¢iku z vody se vyuziva jejich malo rozpustnych slouc¢enin. Ve spojitosti
s vapnikem a hofcikem se muzeme setkat s pojmem tvrdost vody. [1] [2] [26]
Rozlisuje se uhlic¢itanova tvrdost (KH), kterd udava koncentraci uhlic¢itanovych
a hydrogenuhli¢itanovych iontu ve vodé a celkova tvrdost vody (GH), kterd udava

pocet rozpusténych iontt vapniku a horc¢iku.[28§]
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Tvrdost vody se muze podstatné lisit v zavislosti na misté a zdroji vody. Nej-
castéji se tvrdost vody uvadi v jednotkach mmol/l, piipadné v némeckych stupnich
tvrdosti °dH. Platf: 1 mmol / 1 = 5.6077 °dH, 1 ° dH = 0,18 mmol /1. V Ceské
republice se uvadi pri méreni celkové tvrdosti vody jako velmi mékka voda (0 ° -
3,92 ° dH), mékka voda (3,92 ° - 7,95 ° dH), stfedné tvrda voda (7,96 - 11,99 ° dH),
tvrda voda (12,00 ° - 17,92 ° dH) a velmi tvrda voda (17,93 ° - 30,24 ° dH). [27]

V nékterych zdrojich [26] je tvrdost vody uvadéna v mg/l. Za mékkou je povazo-
vana voda s obsahem vapniku a hot¢iku 0-60 mg/l, za stiedné tvrdou 61-120 mg/1
a za velmi tvrdou nad 180 mg/l.

Koncentrace vapniku i horéiku ovliviiuje vodu jak pozitivné, tak negativné. Na-
priklad vapnik vytvari nanosy v potrubi, horc¢ik plisobi agresivné na beton, vapnik
ovliviiuje pozitivné chut vody a naopak hotc¢ik muze byt v pitné vodé organolepticky
zavadny. 7Z hygienického hlediska jsou tyto prvky netoxické. Pravdépodobné pozi-
tivné ovliviuji 1é¢bu kardiovaskularnich chorob, proto se kromé hrani¢nich rozmezi

udava i doporucené mnozstvi v pitné vode. [1] [2]

Sodik (Na) a draslik (K) Oba tyto prvky jsou alkalické kovy. V hornich vrstvach
zemské kiry je znacné rozsiteni alkalickych hlinitokfemicitani, z nichz se sodik a
draslik uvolnuji do vsech pfirodnich a uzitkovych vod. Patii mezi ¢tyti zakladni
kationty ve vodach. Jejich obsah v zemské kiife je témer totozny, ale ve vodé ob-
vykle sodik nékolikanasobné prevazuje nad draslikem, coz je hlavné diky tomu, ze
draslik je vice absorbovan ptdou a také spotiebovavan rostlinami. V povrchovych
ani v podzemnich vodach se jejich koncentrace nijak neeliminuje, ale v pitné vodé
je koncentrace drasliku omezena, kvili jeho negativnimu vlivu na kardiovaskularni
systém cloveka. Vysoké koncentrace sodiku vedou k zasoleni ptid a pida ma potom
mensi trodnost. Draslik vyskytujici se v prirodé obsauje asi 0,01 % radioaktivniho
izotopu K, ktery emituje zéfeni beta a gama. Vody s obsahem drasliku jsou vzdy

trochu radioaktivni.[2]

Zelezo (Fe) Zelezo se v malém mnozstvi bézné vyskytuje v prirodnich i uzitkovych
vodach. Miuze byt v mnoha formach. Slouceniny zeleza snadno oxiduji, ale hiife se ve
vodé redukuji. Vlatnosti Zeleza se vyuziva i k odstranéni fosforecnant z odpadnich
vod. Zelezo je ve vodé netoxické, mize ale napifklad obarvovat materialy, ovliviiovat
chut nebo zptisobovat zakal. Je také zavadné pro chov ryb a pro vyroby papirového

a textilniho primyslu.[2]
Mangan (Mn) Podobné jako zelezo je mikrokomponentou ptirodnich a uzitkovych

vod. Mangan se snadno redukuje, ale obtizné oxiduje. Ma na vodu stejné negativni

vlastnosti jako Zelezo - muze obarvovat materidly, ovliviiovat chut vody a zptisobovat
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jeji zadkal. Manganu ale sta¢i podstatné méné, proto jsou jeho limitni koncentrace

mnohem mensi. 2]

Hlinik (Al) Koncentrace hliniku ve vodach nebyla dlouho nijak eliminovana. Poz-
déji se zjistilo, ze hlinik mtze mit neurotoxické tucinky. Ve vodé urcené k redéni
roztokl a pro hemodialyzu je koncentrace prisné monitorovana. Je také toxicky pro

ryby a pravdépodobné ma negativni u¢inky i na korenovy systém rostlin.|2]

Méd' (Cu) Méd pro lidsky organismus predstavuje jeden z esencidlnich prvku, které
si télo nedokaze samo vytvorit, ale jsou potiebné pro spravné fungovani lidského
téla. Hygienickd norma povoluje, aby byly pouziviny médéné trubky pro rozvod
pitné vody a nejsou znama zadna onemocnéni, kterd by byla zplisobena obsahem
meédi ve vodé. V zavislsoti na celkovém slozeni vody miize byt toxicka pro nékteré
vodni organismy, mezi néz patii naptiklad ryby nebo rasy. Negativné ovliviiuje chut
vody.[2]

Fluoridy (F-) Stejné jako méd jsou i fluoridy esencialnimi prvky pro télo. Jejich
doporucend koncentrace v pitné vodé je okolo 1 mg/l. PTi této koncentraci pusobi
pozitivné jako prevence proti tvorbé zubniho kazu. Pti vyssich koncentracich se mtize

projevit onemocnéni dentalni fluréza.|2]

Chloridy (CI-) Chloridy patii mezi zékladni anionty ve vodach a byvaji velice sta-
bilni. Diky jejich dobré rozpustnosti je mtizeme najit ve vsech povrchovych vodach.
V malé mife nejsou chloridy ve vodé povazovany za skodlivé, pouze mohou negativneé
ovlivnit chut vody. Ve vétsi mite mohou byt indikatory fekalniho znecisténi, protoze

tvoii vice nez polovinu anorganickych latek v moci.|2]

Sirany (SO,%7) Spolu s chloridy také patii mezi zakladni anionty ve vodach. Bé&zné
se vyskytuji v povrchovych vodach, kde jejich koncentrace nema hygienicky vyznam.
Pouze pokud jsou koncentrace vyssi mohou ovliviiovat chut vody. Ve vétsi koncent-

raci se vyskytuji i v nékterych mineralnich vodach. [2]

Slouéeniny uhliku Radime zde volny oxid uhli¢ity, hydrogenuhli¢itany, uhli¢itany.
To, ktera forma se ve vodé vyskytuje zavisi na pH. P¥i pH vody priblizné 4,5 preva-
zuje volny oxid uhli¢ity, a pokud je pH nizsi nez 4,5 da se predpokladat pritomnost
silnych mineralnich kyselin. U hodnoty pH 8,3 zcela prevazuji hydrogenuhli¢itany a

u hodnoty pH asi nad 10,5 prevazuji uhli¢itany. V prirodnich a uzitkovych vodach se
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pH nejcastéji pohybuje kolem hodnot 5 az 8, a prevazuji v nich tedy hlavné hydro-
genuhli¢itany nebo volny oxid uhli¢ity. Uhli¢itanovy systém neméa negativni dopad

na kvalitu vody. [2]

Kyslik Tak jako je kyslik nezbytny pro dychani na Zemi, je kyslik nezbytny i pro
zivot vodnich organismu ve vodé. Kyslik se dostava do vody bud difuzi atmosféric-
kého kysliku, nebo fotosyntézou vodnich rostlin. V povrchové vodeé je obsah kysliku
asi 7-14 mg/1. Rozpustnost kysliku ve vodé neni velka, je ovlivnéna teplotou. Obsah
kysliku se miize stanovovat v procentech nasyceni, které se vypocita ze stanovené
koncentrace kysliku v porovnani s tabulkovou satura¢ni hodnotou pro danou tep-
lotu. V distych povrchovych vodach se nasyceni kyslikem pohybuje okolo 100 %, v
zavislosti na znecisténi vod tato hodnota klesa. Proto se kyslik povazuje za indikator

¢istoty vody.[1]

vodé se vyskytuje organicky dusik, anorganicky dusik (amonikalni, dusitanovy, du-
sicnanovy) a elementarni dusik. Jejich zastoupeni je ovlivéno hlavné biochemickymi
procesy ve vodé. Amoniak je ve vodach vytvaren heterotrofnimi bakteriemi, nebo
jako produkt bilkovin a jinych dusikatych organickych latek. Vysoky obsah amoni-
aku je ve splaskové vodé, mociivce nebo ve vodé z tepelného zpracovani uhli. Proto
amoniak byva indikdtorem znecisténi vody. Jako meziprodukt pii oxidaci amoniaku
nebo pri redukei dusiénant vznikaji dusitany. Jsou velmi nestalé a byvaji pritomny
jen ve velmi malych koncentracich. V nizkych koncentracich nejsou hygienicky vy-
znamné, ale ve vyssich zpusobuji methemoglobinemii. Dalsi slouc¢eninou jsou dusic-
nany. Vznikaji rozkladem organicky vazaného dusiku. Jsou pritomny témér ve vsech
vodach, byvaji stabilni a dobfe rozpustné. Jejich mnozstvi zavisi hlavné na geolo-
gickém podlozi v okoli toku. V poslednich letech se jejich koncentrace zvysuje, kvli
vyuzivani dusikatych hnojiv v zemédeélstvi. Vysoka koncentrace dusi¢nanu predsta-
vuje problém hlavné u pitnych vod. Zvysuje se v nich koncentrace zivin, ¢imz roste
primérni produkce organické hmoty. Sami dusi¢nany nejsou skodlivé, ale mohou byt

bakteriemi v travicim traktu preménény na dusitany.[1][2]

Slouceniny fosforu Zdroji fosforu mohou byt fosfore¢nany v pidach, bodové zdroje
znecisténi jako jsou splaskové vody, nebo polyfosforecnany vyuzivané v pracich pras-
cich. Ve znecisténych vodach se koncentrace fosforu pohybuje v tisicinach az setinach
mg/1. Pro posouzeni znecisténi se nejcastéji stanovuje celkovy fosfor, protoze jeho

jednotlivé slouceniny se mohou rychle navzajem ménit.|1]
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2 Optické metody analyzy vody

Optickymi metodami jsou oznacovany fyzikalné chemické metody zalozené na in-
terakci hmoty s elektromagentickym zarenim, na které se muze pohlizet jako na
tok fotont. Pti prichodu zareni homogennim prostfedim mize dojit ke zméndm
rychlosti Siteni, sméru sifeni, sméru kmitt nebo vlnové délky. Valencni elektron né-
kterych latek miize byt excitovan do vyssi energetické hladiny elektromagnetického
zateni. Potom latka absorbuje zareni o vinové délce, které odpovida rozdilu energii
obou elektronovych hladin. V pripadé, ze absorbované zateni lezi ve viditelné c¢asti
spektra, bude se latka ¢lovéku jevit jako barevna, a bude mit doplikovou barvu k

barvé absorbovaného svétla (viz Tab. 3.1).[3]

Tab. 2.1: Tabulka barvy absorbovaného svétla a latky dle vlnové délky

Absorbovana vlnova délka [nm] | Barva absorbovaného svétla | Barva latky
400-435 fialova zlutozelena
435-480 modra zluta
480-490 zelenomodra oranzova
490-500 modrozelena cervena
500-560 zelend purpurova
560-580 zlutozelena fialova
580-595 zluta modra
595-605 oranzova zelenomodra
605-670 cervena modrozelena

2.1 Parametry optické analyzy

Mnozstvi absorbovaného zareni muze byt vyjadieno bud transmitanci (T), nebo ab-
sorbanci (A). Transmitance je definovana jako vzorec 2.1, kde I je intenzita svétla
vstupujicitho do vzorku a I je intenzita vystupujiciho svétla. Transmitance vzorku
zavisi na vlastnostech absorbujici latky, vinové délce prochazejicitho svétla, na kon-
centraci absorbujici davky v roztoku a tloustce kyvet. Pokud nedochéazi k absorpci
zareni pri pruchodu latkou, pak je intenzita svétla i transmitance 100 % a absorbance

je nulova.
I
T=— 2.1
- (21)
Pokud je veskeré zateni pohlceno roztokem, tak je transmitance nulova a absor-

bance je rovna nekoneénu. Vztah absorbance s transmitanci je ve vzorci 2.2 a mozny
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prepocet ve vzorcich 2.3 a 2.4.

A = —logT (2.2)
I

A= —log— (2.3)
Iy

A= log% (2.4)

Za predpokladu, Ze je pouzito monochromatické svétlo plati Lambert-Beertv zakon,
ktery vyjadiuje absorbanci jako vztah 2.5. Velicina € ), znac¢i molarni absorpcni
koeficient (absorbanci latky o koncentraci 1 mol/l a tloustce mérené vrstvy 1 cm,
pti dané vlnové délce), 1 je tloustka vrstvy (cm) a c je latkova koncentrace (mol/1).

Vyhodou uziti absorbance je pfima imérnost ke koncentraci absorbujici latky.[3] [15]

A=¢eyxlxc (2.5)

Grafickym vyjadfenim absorbance je absorpc¢ni spektrum. To vyjadiuje zavis-
lost absorbance na vlnové délce elektromagnetického zareni prochazejicitho vzorkem.

Princip je znazornén na obrazku 2.1.

_ kyveta se vzorkem
zdroj zareni detektor

[ j sl ;( j
et prosle zareni

dopadajici zafeni
— e

SPEKTRUM:
[=]
=
= &
E >§ transmisni spektrum
‘w o
N5
235
£2
]
T g
=
£3 »
i absorpéni spektrum
1]
vinova délka
dopadajiciho zafeni

Obr. 2.1: Princip méfeni absorpéniho spektra [37]

2.2 Fotometrie

Princip fotometrie Pomoci fotometrie se stanovuji vlastnosti vzorku, na zékladé

pohlcovani svétla o uréité vinové délce. Pti fotometrii se nejcastéji pouzivaji refe-
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rencni vzorky, u nichz zndme pozadovanou vlastnost (napt. koncentraci) a s nimi se

porovnava neznamy vzorek.

Fotometr Mérici zarizeni pro fotometrii se nazyva fotometr a pracuje na principu
méreni absorbance. Sklada se ze zdroje svétla, monochromatoru, kyvety se vzorkem
a detektoru (viz Obr. 2.2). Existuji jednopaprskové fotometry, ve kterych se nejprve
méri slepy vzorek (blank) a poté pozadovany vzorek, a nebo dvoupaprskové foto-
metry, které maji dva detektory a umoznuji mérit soucasné vzorek i blank. Jako
zdroj svétla se vyuziva vhodna zarovka nebo vybojka. Spojité zareni ve viditelné a
infracervené oblasti poskytuji klasické a halogenové zarovky. Pro méfeni v ultrafia-
lové oblasti se vyuzivaji vodikové a deuteriové vybojky. Pokud je svétlo ze zdroje
zareni polychromatické, méni se v monochroméatoru na svétlo monochromatické.
Monochroméatorem je obvykle optickd mtizka, na niz lze nakldnénim plynule ménit
vinovou délku. Pomoci stérbiny se upravuje rozsah vlnovych délek vychazejicich z
monochromatoru. Stérbina miZe byt nastavitelnd, nebo uréend na pevno. Svétlo z
monochromatoru prochazi vzorkem, ktery je umistén v kyveté. Nejcastéji se vzorky
roztokl plni do kyvet s optickou drahou 1 cm. Dilezity je i material kyvety. Pro
meéreni viditelné oblasti se pouzivaji kyvety z optického skla, pro méreni ultrafialové
oblasti kyvety z kfemenného skla. Déle svétlo ze vzorku dopada na detektor. Jedna
se zpravidla o fotodiodu nebo fotoelektricky prvek. Absorbance se ziskd porovnanim
intenzity svétla vzorku s intenzitou svétla slepého vzorku. Presnost ovliviiuje doba,
po kterou se absorbance méri. [3]

zdroj svétla

r  Stérbina
I detektor
opticka -
mrizka kyveta

Obr. 2.2: Uspotradani fotometru [3]
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Fotometrie vody Fotometrie obecné se vyuziva k analyze roztoki a kapalnych
vzorkil. Predstavuje velmi jednoduchou a rychlou metodu pro stanoveni latek a ne-
vyzaduje naro¢né pristrojové vybaveni. V praxi se vyuziva v mnoha laboratorich na
analyzu vody, jak pitné tak i bazénové nebo uzitkové. Lze pomoci ni mérit napriklad

mnozstvi chloru, hodnotu pH nebo mnozstvi bromu. 3]

2.3 Spektrofotometrie

Princip spektrofotometrie Na podobném principu jako fotometry funguji spek-
libovolné nastavit vlnovou délku monochromatického svétla, pripadné si vybrat ¢ast

absorpcniho svétla a méfit ji v uré¢itém useku vlnovych délek. 3]

Spektrofotometr Pokud je spektrofotometr konstruovan stejné jako drive zmi-
nény fotometr s optickou mrizkou, je potieba pii kazdém méreni posunout optickou
miizku pro danou vlnovou délku, dokud se neproméfii cela pozadovana oblast. Kvuli
delsi ¢asové narocnosti tohoto postupu mohou vznikat chyby v méfeni. Vzorek se
napiiklad muze ménit v ¢ase, nebo se muzou ménit podminky pro méfeni vzorku.[3]

Problém s dlouhym trvanim métfeni odstranuje jiné usporadani spektrofotometru,
pomoci tzv. diodového pole (viz Obr. 2.3). Vzorkem projde bilé svétlo, které je
nasledné pomoci pevné nastavené optické mrizky rozlozeno na jednotlivé vinové
délky a na jednotlivé fotodiody v diodovém poli dopada urcity tzky rozsah vlnovych
délek. Méri se celé spektrum najednou, ¢imz se eliminuji chyby v métreni vzniklé
casovou prodlevou. V méricim zatizeni také nejsou pohyblivé prvky, které by mohly

ovliviiovat pfesnost méfeni.[3]

2.4 Kolorimetrie

Zaklady barevnosti Za pomoci o¢i a mozku mohou byt vnimany svételné zdroje a
osvétlend télesa jako barevné vjemy. Barva sama o sobé jinak v podstaté neexistuje.
Barevné vjemy se lisi svymi kvalitativnimi vlastnostmi jako je druh barevnosti, ba-
revny ton a barevna sytost, a také kvantitativnimi vlastnostmi, jako je naptiklad
jasnost. Barevny vijem, ktery vznikd dopadem spektralniho paprsku do oka je po-
tfeba vyjadrit meéritelnym souborem cisel. Za barvu je povazovana trichromaticka
hodnota barevného povrchu, coz je vjem nezavisly na stavu oka. Funkce spektralniho
slozeni barevného podnétu ¢ () je ddna spektralnim slozenim osvétleni, vlastnostmi

prostredi a udava relativni rozlozeni energie zareni. Stejna plocha udava jini barevny
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Obr. 2.3: Usporadani spektrofotometru s diodovym polem [3]

vjem pri osvétleni dennim svétlem a pri osvétleni zarovkou a rtzni pozorovatelé mo-
hou vidét jiné barevné vjemy. Proto se zavadi normalni pozorovatel a podminky pro

pozorovani jsou urceny konvenci.[4]

Urceni barev K urcovani barev slouzi jejich vyjadieni pomoci t¥1 métitelnych ¢éisel-
nych souradnic. Pokud uvazujeme rozlisovaci schopnost oka, 1ze jako barevny systém
zvolit barevny ton, sytost a jasnost, a nasledné barvu vyjadrit pomoci Helmholtzo-
vych souradnic nebo systému DIN 6164. Dalsim systémem soutadnic je méfeni ti{
¢isel barevnosti. Mezinarodni imluvou byly urceny tti zédkladni spektralni barvy:
cervena (R) s vlnovou délkou 700 nm, zelend (G) s vlnovou délkou 546,1 nm a
modra (B) s vlnovou délkou 435,8 nm. Z téchto ti{ barev se vytvori aditivni smés,
jejiz slozeni se méni tak dlouho, dokud se neziska presné stejnd barva, jako je barva
ur¢ovana. Barvu (F) mizeme vyjadrit rovnici F = R*R + G*G 4 B*B. Nevyhodou
tohoto systému je, ze nelze vytvorit vsechny syté barvy z barevného spektra. Proto
se z R, G, B slozek prechézi ¢iselnou transformaci na normované slozky X, Y, Z. Tyto
slozky jsou vzdy kladné, a barvu vyjadruji jako smés tii mérnych trichromatickych

virtualnich svétel.[4]

Kolorimetricky trojuhelnik Jelikoz jsou barvy definovany slozkami X, Y, Z, lze je
zobrazit v trojrozmérném prostoru. Pro prevedeni do kolorimetrického trojuhelniku
(viz Obr. 3.3.) definujeme trichromatické soutadnice: xr = ﬁ; Yy = ﬁ
Souradnice z neni zavisla na x a y, protoze plati: © +y + z = 1.[4]
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Obr. 2.4: Kolorimetricky trojihelnik [5]

Souradnice x a y udavaji barevnou jakost (chromatiénost). V tomtéz bodu kolori-
metrického trojihelniku jsou vSechny barvy o stejné chromati¢nosti. Hodnota slozky
Y udavé jasnost. Cerna kiivka T.(K) zobrazuje chromaticnost ¢erného télesa. Na
souradnicich x = 0,333 a 'y = 0,333 lezi nepestré bilé svétlo E, které je bodem chro-
maticnosti izoenergetického svétla. Vsechny redlné barvy spektra lezi v trojihelniku
na ktivce spektralnich svétel, jejiz konce jsou spojeny primkou purpuri. Body lezici
vné trojihelniku predstavuji nerealizovatelné virtualni barvy, mezi néz patii i vir-
tualni mérna svetla X, Y, Z. Nejsytejsi barvy jsou na krivce spektralnich svétel a
primce purpurti, smérem k bodu bilého svétla sytost ubyva. Pti spojeni bodu urcité
barvy s bodem bilého svétla prodlouzenim spojeni az za krivku spektralnich svétel,

1ze charakterizovat chromati¢nost Helmholtzovymi mérnymi ¢isly.[4]

Metody méreni barev Meéteni barev lze realizovat spektrofotometrickou, ttisloz-
kovou nebo porovnavaci metodou. Pti spektrofotometrické metodé urcéujeme slozky
X, Y, Z. Pokud vyjdeme z normovaného zdroje svétla, je znamé spektralni slozeni.
Meéii se vlastnosti télesa pomoci spektrofotometru v krocich po 5 nm nebo 10 nm.
Pro zjednoduseni jsou idaje S(A) x(A), S(A) y(A), S(A) z(X), které jsou nezéavislé na
télese, pro normované zdroje predem vypocteny. Trislozkova metoda spociva v na-
podobovani barevného vidéni pomoci umélého oka. Z osvétlené plochy je vedeno za-

feni ke tfem receptorim, jejichz pribéh spektralni citlivosti je prizptisoben funkcim
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trichromatickych ¢initelt (coz je realizovano filtry). Nésledné je signdl z receptort,
napriklad v podobé fotoproudii pifimo imérny prislusnym slozkam. Porovnavaci me-
toda funguje na principu namiseni mérené barvy, nebo jeji porovnani se souborem
vzorki, jehoz charakteristiky jsou predem znamy. Podobnost konkrétnich barev se
urcuje lidskym okem, proto mohou byt vysledky zkresleny. Tato metoda se pouziva
jen pro priblizné uréeni barvy.[4]

b) Trislotkova
metoda

Obr. 2.5: Metody méfeni barev [4]
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3 Regresni analyza

Regresni analyza je statistickd metoda, ktera matematicky popisuje zavislost kvanti-
tativni proménné na jedné nebo vice jinych proménnych (tzv. regresorech). Zpravidla
je jedna hlavni zavisla proménnd, u niz je snaha ji pomoci analyzy pochopit nebo
predpoveédét - mize byt také nazvana jako odezva. Dalsi proménné jsou nezavislé a
ovliviuji zavislou proménnou. Jedna-li se o vazbu zavislé proménné na jednom re-
gresoru, popisuje ji model jednoduché regrese. Vicenasobnd regrese vyjadiuje stav,
pri némz je v modelu vice regresorti. Podle typu regresni funkce lze rozdélit modely
na linearni a nelinearni. Tato kapitola se zabyva prevazné jednoduchymi linedrnimi

regresnimi modely, na néz dale navazuje prakticka ¢ast préace.[29] [30]

3.1 Jednoducha linearni regrese

Linearni regrese se pouziva pro prediktivni analyzu strojového uceni. Jednda se o
jednu z nejjednodussich metod statistické regrese. Model popisuje vztah mezi jedinou
nezavislou (tzv. prediktorovou) proménnou na ose x a zavislou vystupni proménnou
na ose y. Z tohoto vztahu odhaduje sklon a prisecik nejvice vhodné primky. Priisecik
predstavuje predikovanou hodnotu zavislé proménné, za predpokladu, Ze je nezavisla
proménnd rovna nule.[31] [32]

Zavisla proménna (osa Y)

Nezavisla proménna (osa X)

Obr. 3.1: Model jednoduché linarni regrese

Pro tspésné vytvoreni linedrni regrese plati nékolik predpokladt. Mezi zavislou
a nezavislou proménnou musi existovat linearni vztah. Neméla by existovat zavis-
lost mezi chybovymi hodnotami, a tyto hodnoty by pri vykresleni nemély tvorit
zadny viditelny vzor. Analyzovana data by méla mit normalni rozdéleni. Poslednim
predpokladem je, ze by chybové hodnoty mély byt rovnomérné rozptyleny.[31]

Vypocet nejvhodnéjsi regresni primky vychazi z matematické metody nejmensich

¢tvercl. Z ni je vypocitana takova primka, kterda ma nejmensi soucet druhych mocnin
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z rozdilu X a Y. Tim se zajisti, ze vytvorena primka bude co nejblize vétsiné bod,
které reprezentuji namérené hodnoty. Vztah pro vypocet primky je uveden v rovnici
3.1. Pismeno Y znaci zavislou proménnou, X nezavislou proménnou, By je poloha
piimky a B je smérnice primky. V nékterych ptripadech se k rovnici pricita jesté

parametr E, ktery reprezentuje nahodnou chybu modelu. [31] [30]

3.2 Parametry regrese

Koeficient determinace V modelu linearni regrese lezi hodnota tohoto koeficientu
v intervalu od 0 do 1 a vyjadruje, jaky podil rozptylu v pozorovani zavislé proménné
se podafilo regresi vysvétlit. Cim vétsi jsou hodnoty R2, tim je vétsi tspésnost

regrese a tim lépe model odpovida dattm.[18]

, SSR
-~ SST

Vypocet je proveden jako podil SSR a SST (vzorec 3.2). Hodnota SSR ( z anglického

,sum of squares regression) je soucet ¢tvercu regrese — tedy variabilita vysvétlena

(3.2)

odhadem Y. SST je celkovy soucet ¢tvercu (z anglického ,,sum of squares total) a re-
prezentuje celkovou variabilitu souboru. Je dan souctem RSS a SSE, které vyjadiuje

rezidudlni soucet Ctverct (z anglického ,sum of squares error®).[19] [32] [33]

SST = SSR+ SSE (3.3)

R*=1 R*=0.5

Obr. 3.2: Ukazka vlivu rozdilného koeficientu determinace

Stredni kvadraticka chyba Parametr RMSE z anglického ,root mean squared
error, nebo také cesky stifedni kvadratickd chyba, je pouzivan jako mira rozdilu
mezi hodnotami vzorku a hodnotami predpovézenymi modelem. Udava jak blizko
jsou meérené datové body predpokladanym hodnotam. Byva vyjadiena jako druha

odmocnina z rozptylu rezidui (viz rovnice 3.3, kde SSE je rozptyl rezidui a n je pocet
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dat). Nevyhodou tohoto parametru je, Ze nejde o normalizovanou miru a zavisi na
jednotkach proménnych.[20] [32]

RMSE = ,/SSTE (3.4)

3.3 Kalibracni kfivky

Zvlastnim pripadem linearni regrese jsou kalibra¢ni kiivky. Tyto kiivky popisuji
linearni zavislost absorbance na koncentraci dané latky, nebo napriklad na pH latky.
Platnost kalibra¢nich kiivek vychézi z Lambert-Beerova zédkona (viz rovnice ..). Pro
spravné vyhodnoceni dat musi platit linearni zavislost absorbance na koncentraci
(pripadné jiné mérené veliciné). Také by mélo platit, ze krivka vychazi z pocatku
soufadnic (bodu [0,0]), protoze pii nulové koncentraci je nulova absorbance. Pri
vytvareni kalibrac¢ni kiivky se pouziva konstantni vinova délka. Nejcastéji se voli
hodnota, ktera je rovha maximu absorpcniho spektra latky. [15] [34]

Casto se tato metoda vyuziva k urceni nezndmé koncentrace latky ve vzorku.
Nejprve se pripravi standardy - odmérené roztoky, u nichz je znama koncentrace
pozadované latky. Pouziva se nékolik roztokt o riznych koncentracich. U vsech
standardi zmérime absorbanci spolu s absorbanci neznamého vzorku. Kalibrac¢ni
krivka se ziska vynesenim koncentrace standardt na osu x a vynesenim absorbance
na osu y. Do zhotovené kalibrac¢ni kriky z namérenych standardt se dosadi roz-
tok o neznamé koncentraci, ¢imz se zjisti, které koncentraci nejvice odpovida. Pro
lepsi stanoveni bezbarvych roztoku se vyuziva tzv. indikacnich reakci, které preméni

bezbarvy analyt na barevny produkt. [15] [34]
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4 Meérici sestavy

4.1 Sestava s vyvojovou deskou SparkFun a senzorem
AS7262

4.1.1 Vyvojova deska SparkFun RedBoard Plus

Prvni ¢asti mérici sestavy je vyvojova deska SparkFun RedBoard Plus (viz Obr.
4.1.), ktera je kompatibilni s vyvojovymi deskami Arduino. Byla navrzena jako vy-
ukova platforma pro kédovani, fyzikalni vypocty a prototypovani projekti. Tato
vyvojova deska muze komunikovat se senzory, zobrazovat informace, provadét témeér
okamzité vypocty nebo ovladat motory. S pocitacem komunikuje pomoci softwaru
Arduino IDE. Desku lze napédjet pomoci USB kabelu pripojeného k pocitac¢i nebo
k regulované USB nabijecce s napétim 5 V. V pripadé pouziti valcového konektoru
by méla byt deska napajena stejnosmérnym napétim mezi 7 V a 15 V. USB port
desky je regulovany na 5 V a 500 mA a je zde resetovatelna pojistka, kterd chrani
pocitaé pred zkratem nebo nadproudem. Cést s napdjecimi adaptéry se sklada z
pint IOREF, RESET, 3.3 V, 5V, GND, a VIN. Pin IOREF slouzi k prepindni mezi
3.3V abV vzavislosti na zvoleném napéti. Pin RESET je pripojen k resetovacimu
pinu mikrokontroléru a resetovacimu tlac¢itku. Pokud je prepnuty na nizkou hodnotu
nebo zkratovan, spusti reset mikrokontroléru. Pin GND je zemnici a VIN slouzi jako
vstupni napéti na desce, pokud pouziva externi zdroje napajeni. Deska také obsahuje
4 LED kontrolky. Prvni LED sviti, pokud je mezi piny VCC (vstupni napajeni) a
GND (zem) potencial. Dalsi jsou RX/TX, které indikuji, zda dochazi k pienosu dat.
Posledni je pin 13 LED, ktery slouzi k testovani funkénosti desky, pripadné pro za-
kladni ladéni. Hlavni soucdsti desky je mikrokontrolér ATmega3d28, ktery ma 8 bitu
a je vyrabény spolecnosti Atmel. Ma pamét Flash , SRAM (Static Random Access
Memory) a EEPROM (Electrically Erasable Programmable Read-Only Memory).
Na desce je 22 pini, které lze vyuzit jako digitalni vstupy nebo vystupy.[6]

4.1.2 Senzor AS7262

Dalsi ¢ast mérici sestavy je Sestikandlovy senzor AS7262 (viz Obr. 4.2.). Tento senzor
se pomoci konektort Qwiic pripojuje k desce SparkFun. Ma 6 integrovanych kanala
pro snimani viditelného svétla pro cervenou, oranzovou, zlutou, zelenou, modrou a
fialovou barvu. Kanaly jsou realizovany interferencnimi filtry pti 450 nm, 500 nm,
550 nm, 570 nm, 600 nm a 650 nm. Lze je ¢ist prostfednictvim sbérnice 12C jako

nezpracované Sestnactibitové hodnoty, nebo jako kalibrované hodnoty s plovouci

31



desetinnou c¢arkou. Soucasti je i teplotni senzor, kterym lze zjistit teplotu Cipu a
také blesk odrazejici svétlo od objektt pro lepsi detekci barev. [7]

Obr. 4.2: Senzor pro viditelné svétlo AS7262 [7]

4.1.3 Externi zdroj svétla

Pro méreni se senzorem AS7262 lze misto integrované LED pouzit vlastni zdroj
svétla, pro ktery jsou pripraveny dva piny. Pouzitim externiho zdroje se zlepsi pres-
nost spektroskopického ¢teni a tim i kvalita namérenych vysledkti. V této bakalarské
préaci byl pouzit externi zdroj svétla od vyrobce Safibra (viz Obr. 4.3.). Timto zdro-
jem lze generovat 10 riznych svételnych paprski o riznych vinovych délkach, a to
konkrétné infracervené LED svétlo o vlnovych délkach 845 nm a 945 nm, viditelné
svétlo o vlnovych délkach 655 nm, 610 nm, 585 nm, 535 nm a 440 nm, ultrafialové
LED svétlo o vinové délce 395 nm a dale bilé LED svétlo a zluté svétlo. V této praci
bylo pouzito bilé LED svétlo, které bylo privedeno optickym kabelem k mérenému
vzorku.[§]
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Obr. 4.3: Externi zdroj svétla

4.1.4 Software Arduino IDE

Rizeni vyvojové desky SparkFun ReadBoard Plus spolu se senzorem AS7262 je reali-
zovano pomoci poc¢itace, se kterym je propojena kabelem s konektorem typu USB-C.
Je pouzit program Arduino IDE; s nimz jsou desky SparkFun kompatibilni.
Arduino IDE je open-source vyvojové prostredi, které se pouziva hlavné pro psani,
kompilaci a nahravani kodu. Obsahuje textovy editor pro psani kédu, textovou kon-
zoli, panel nastroju s tlacitky pro bézné funkce a oblast zprav. Umoznuje zapisovat a
nahravat instrukce na vyvojové desky, jako je napriklad SparkFun nebo Arduino. K
jeho programovani se mohou pouzivat jazyky C nebo C++, nejcastéji se ale pouziva
programovaci jazyk Arduino zaloZzeny na Wiring. Je dostupny pro vétSinu operac-
nich systému (Windows, Linux, Mac). K dispozici je také fada knihoven, které si
muze uzivatel nainstalovat.|9)

Pro méteni k této bakalarské praci je v programu Arduino IDE nastavena deska
Arduino Uno, kterd je z moznosti programu nejvice podobné desce SparkFun Red-
Board Plus. Pro vstup je vybran USB port, k némuz je pripojen kabel z desky.
Samotny kéd (viz Obr. 4. 4.) obsahuje nejprve nac¢teni knihovny ,AS726X.h* vytvo-
Fenou vyrobcem senzoru a pripojeni senzoru viditelného svétla AS7262. Dalsi ¢asti
programu je funkce void setup(). Tento blok probéhne pouze jednou na zacatku
programu. Obsahuje funkci Wire.begin(), ktera inicializuje knihovnu Wire a ptipoji
se ke sbérnici 12C jako tadi¢. Néasledujici funkce Serial.begin() urcuje rychlost a je
zde nastavena na 115200. A posledni funkce tohoto bloku sensor.begin() inicializuje
senzor.[9][10]

Druhy blok programu void loop() probihd neustale do odpojeni desky, pokud
neni soucasti kodu podminka, kterd by urcila, kdy se program zastavi. Méreni je za-
hajeno funkei sensor.takeMeasurements() a nasledné jsou funkei z knihovny AS726X
sensor.getCalibratedColour ziskavany hodnoty pro jednotlivé vinové délky v poradi
450 nm (fialovd), 500 nm (modra), 550 nm (zelend), 570 nm (zlutd), 600 nm (oran-
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zova) a 650 nm (Cervend). Pro lepsi pfehlednost jsou hodnoty v programu oddéleny
stfednikem. Posledni je funkce Serial.println() slouzici k vypsani namérenych hodnot

do monitoru v programu Arduino IDE.[6] [10]

Arduino_visible_light.ino

1 #include "AS726X.h"

2 AS726X sensor;

3 void setup() {

4 Wire.begin(};

5 Serial.begin(115288);
[i] sensor.begin();

7 }

g void loop() {

g sensor.takeMeasurements();

18

11 serial.print("");

12 Serial.print(sensor.getCalibratedviolet(), 2);
13 Serial.print(";");

14 serial.print(sensor.getCalibratedBlue(), 2);
15 Serial.print(";");

16 Serial.print(sensor.getCalibratedGreen(), 2};
17 Serial.print(";");

18 Serial.print(senser.getCalibratedyellow(), 2);
19 Serial.print(";"});

20 Serial.print(sensor.getCalibratedOrange()}, 2);
21 Serial.print(";");

22 Serial.print(sensor.getCalibratedRed(), 2);
23

24 Serial.println();

25

26 r

Obr. 4.4: Kéd v programu Arduino IDE pro méreni senzorem AS7262

4.1.5 Software CoolTerm

Doplnkovym softwarem k Arduino IDE je program CoolTerm. Slouzi ke komunikaci
se sériovymi zarizenimi pres USB, pripadné pres Bluetooth. Je to volné dostupny
program, ktery byl vyvinut hlavné pro Windows, ale funguje i na operacnich systé-
mech Linux a Mac. Mezi jeho funkce patii naptiklad nacitani a ukladani pripojeni,
moznost ruéniho prepinani signali, moznost mit vice soubéznych pripojeni nebo
odesilani textovych souborti. V piipadé této prace byla vyuzita funkce ukladani pri-
jatych dat z portu do textového souboru. Je nutné nastavit port, ke kterému je
pripojena deska SparkFun a stejnou prenosovou rychlost jaka je ddna v Arduino
IDE. Nejprve se nahraje a spusti program v Arduino IDE; ktery se nasledné zavie
a deska se pripoji k programu CoolTerm. Potvrdi se nastavené parametry a funkci
LStart” se zahaji ukladani hodnot. Ukonceni se provede funkci ,,Stop“ a hodnoty
jsou ulozeny ve formatu ,txt“ nebo ,,csv* podle preferované volby. Diky ulozeni do

textového souboru je mozné hodnoty uchovat pro dalsi analyzu. [11]
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4.1.6 Realizace méfici sestavy se senzorem

Na obrazku 4.5 je vyfocena realizace mérici sestavy se senzorem AS7262 a vyvojovou
deskou SparkFun. Paprsek svétla vychazi ze zdroje svétla (1) a pres opticky kabel je
smérovan ke vzorku v kyveté (4), kterd je umisténa v dalsi ¢asti sestavy — v drzaku na
kyvety (3). Zajistuje uchyceni kyvety a tim zabrariuje pfipadnym chybam v méfeni
zplisobenym jejim pohybem, brani priniku okolniho svétla do vzorku a diky nému je
pro vSechny meérené vzorky stejnd vzdalenost kyvety od zdroje svétla a od senzoru.
Dalsim prvkem je drzak na senzor (5), k némuz je pripevnén senzor viditelného
svétla (6) lepici paskou, aby se zabranilo jeho pohybu. Senzor je pfipojen kabelem k
vyvojové desce SparkFun (7), jenz je spojena s USB portem pocitace pomoci USB-C
kabelu (8).

Obr. 4.5: Realizace mérici sestavy se senzorem viditelného svétla
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4.2 Sestava s laboratornim spektrofotometrem

4.2.1 Spektrometr s optickym vlaknem Red Tide USB 650

Pro méteni vzork s laboratornim spektrometrem byl pouzit spektrometr s optickym
vlaknem Red Tide USB650 od vyrobce OceanOptics. Vyhodou tohoto spektrofoto-
metru je, ze je levny, univerzalni, ma malé rozméry a je vhodny pro vyukové a
vyzkumné laboratore. Lze jej pouzit s prislusenstvim od OceanOptics jako napii-
klad s riznymi svételnymi zdroji a vzorkovaci optikou pro prizptsobeni absorpéni,
reflexni a emisni aplikace. Jeho rozsah vlnovych délek je od 350 nm do 1000 nm
a pouziva detektor s 650 aktivnimi pixely. Pripojuje se k pocitaci pomoci USB 2.0

nebo 1.1, je z néj napajen a zaroven mu posilda naméfend data. [35]

Obr. 4.6: Spektrometr s optickym vldknem Red Tide USB 650

Svételny paprsek nejprve projde konektorem, kterym se pripojuje vstupni optické
vlakno, z néjz ptrichazi svétlo. Nasledné stérbinou tvorenou obdélnikovym otvorem v
tmavém kusu materialu. Ta je urcena k regulaci mnozstvi svétla. Svétlo je omezeno
na urcené vinové délky filtrem, kterym byva pasmova propust. Kolimacni zrcadlo
soustreduje vstupujici svétlo smérem k optické mrizce. Miizka ohyba svétlo z ko-
limac¢niho zrcadla na zaostiovaci zrcadlo, které zaostiuje spektra na detektorovou
rovinu. Sbérna detektorova c¢ocka je volitelna soucast, ktera se pripojuje k detektoru
pro zvyseni U¢innosti shéru svétla. Detektor viditelného nebo ultrafialového svétla
shromazduje svétlo prijimané ze zaosttovaciho zrcadla nebo sbérné c¢ocky detektoru
a prevadi opticky signal na digitalni signal. Kazdy pixel na detektoru reaguje na
vlnovou délku svétla, které na néj dopada, a vytvari tak digitalni odezvu. Variabilni
filtry blokuji svétlo druhého a tietiho radu. Tyto filtry jsou volitelné. Standardni
okénko detektoru je pro vylepseni nahrazeno kfemennym okénkem pro zvyseni vy-

konu spektrometru. [36]
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Zamérujici zrcadlo

Vstupni stérbina

Optickeé vlakno
Detektory

Obr. 4.7: Schéma spektrometru (prevzato z [36] a upraveno)

4.2.2 Software SpectraSuite od OceanOptics

Vyrobcem spektrometru OceanOptics byl navrzen software SpectraSuite, ktery je
kompatibilni se vSemi USB spektrometry OceanOptics. Lze v ném prizptsobit zis-
kavani dat, planovani, zpracovani a vykreslovani pro potieby laboratore. V rozhrani
softwaru je zobrazena graficka a numericka reprezentace spekter z kazdého pristroje
a lze kombinovat data z vice zdroju ,napiiklad pii dvoupaprskovém méreni. Je do-

stupny na operacnich systémech Windows, Mac i Linux.
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Obr. 4.8: Ukéazka uzivatelského rozhrani SpectraSuite
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4.2.3 Realizace mérici sestavy se spektrometrem

Na obrazku 4.9 je vyfocena mérici sestava s laboratornim spektrometrem. Uspo-
radani je podobné jako u métici sestavy se senzorem viditelného svétla. Ze zdroje
svetla (1) jde svételny paprsek optickym kabelem (2) ke vzorku v kyveté umisténé
v drzaku na kyvety (3). Dalsi opticky kabel vede svétlo proslé vzorkem do spektro-
metru (5). Ze spektrometru vede USB kabel (6) do pocitace, kde jsou zpracovana

ziskand data.

Obr. 4.9: Realizace mérici sestavy se spektrofotometrem
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5 Meéreni vybranych parametri vody

5.1 Meéreni pH s fenolovou cerveni

Fenolova ¢erven (neboli fenolsulfonftalein) se pouziva jako indikator pH zejména v
bunécné biologii. Je to slaba kyselina, ktera existuje jako cerveny krystal stabilni
na vzduchu. Vykazuje pozvolny ptechod ze zluté do ¢ervené pri pH v rozmezi 6,6 az
8,0. Tato zména je zpusobena tim, ze fenolova cerven ztraci protony a méni barvu
s rostoucim pH. Pii velmi nizkém pH je zbarvena do oranzové cervené a skldada se
ze zaporné nabité sulfatové skupiny a ketonové skupiny nesouci proton. Pokud se
pH zvysi na hodnotu okolo 1,2, proton z ketonové skupiny se ztraci, ¢imz vznikne
zaporné nabity zluty ion. Pri dalsim zvysSeni pH na hodnotu 7,7 ztraci proton fe-

nolhydroxidova skupina a vznika ¢erveny ion.[12]

5.1.1 Ptiprava vzorki

Laboratorni potfeby Pipeta (10 ul), kapatko (2 ml), kyvety (1,5 ml)
Chemikalie Standardy se znamym pH, fenolova cerven

Postup pripravy Pro méreni byla pouzitd fenolova cerven o koncentraci 0,5 % na
100 ml od vyrobce Sigma a predem pripravené standardy o zndmé hodnoté pH. Do
kyvety byl nejprve nalit 1 ml standardu a k nému bylo pomoci laboratorni pipety
pridano 5 ul fenolové cervené. Po par minutéch se roztok zbarvil do odstint zluté
nebo ¢ervené podle hodnoty pH (viz Obr. 5.2.). Konkrétné bylo pouzito 16 vzorki,
jejichz hodnota pH podle obrazku 5.2. je napsana v tabulce 5.1..

5.1.2 Méreni vzorki

Nejdrive byly vzorky méreny na laboratornim spektrofotometru. Po ptripravé mérici
sestavy se do drzaku na kyvety vlozil slepy vzorek — kyveta naplnéna cistou vodou.
Na tomto vzorku se empiricky podle tvaru a rozsahu vykresleného spektra upravila
intenzita svétla ze zdroje. Hodnoty se ulozily pro dalsi zpracovani a postupné se
promérilo vSech 16 vzorki se stejnym nastavenim zdroje svétla.

Nasledné se detektor laboratorniho spektrofotometru vymeénil za senzor AS7262
a bylo opakovano méreni pomoci vyvojové desky SparkFun se stejnym nastavenim
zdroje svétla jako u spektrofotometru. Znovu byl prvné zméren slepy vzorek a na-

sledné ostatni vzorky. Namétené hodnoty byly ulozeny a déle zpracovany.
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Obr. 5.1: Vzorky obarvené fenolovou cerveni

Tab. 5.1: Tabulka pH pro vzorky obarvené fenolovou cerveni na Obr. 5.2.

Cislo vzorku | pH
1 5,92
2 6,63
3 6,80
4 6,90
5 7,02
6 7,15
7 7,20
8 7,40
9 7,51
10 7,61
11 7,70
12 7,80
13 7,90
14 6,22
15 6,70
16 8,13
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5.2 Méreni pH s bromthymolovou modvi

Bromthymolova modf, téz zndmé jako bromthymolsulfonephtalein, pripadné BTB,
je sloucenina pouzivajici se jako indikator pH. Pusobi jako slabéa kyselina, ktera ma
purpurové zbarveni. V neutralnim roztoku se zbarvuje do zelenomodré barvy, coz
zpusobuje deprotonacni mechanismus. Jeji protonova forma je zbarvena do zluta v
roztocich s kyselym pH. Naopak deprotonovanéd forma v roztocich se zasaditéjsim
pH je modra.[13]

Tato slouc¢enina ma siroké vyuziti. Kromé indikace pH se vyuziva k pozorovani
fotosyntetickych aktivit, nebo jako indikator dychani, ktery pii pridani CO2 ze-
zloutne. V laboratotich se vyuziva k barveni vzork — naptiklad pro definici jader
nebo bunécénych stén pod mikroskopem. Pro ¢lovéka je velmi nebezpecna, pti poziti

nebo vdechnuti muze dojit k poskozeni organi a sliznic.[13]

5.2.1 Ptiprava vzorkl

Laboratorni potfeby Pipeta (100 ul), kapatko (2 ml), kyvety (1,5 ml)
Chemikalie Standardy se znamym pH, bromthymolova modf

Postup pripravy Do kazdé kyvety byl nalit 1 ml standardu a k nému bylo pridano
pomoci pipety 50 ul barviva. Mnozstvi barviva bylo uréeno podle sytosti zbarveni
standardu. Standard se ihned po pridani barviva zacal zbarvovat a po necelych 3
minutach se barva ustalila. Barvy roztoki byly na skéle od zelenozluté po modrou
(viz Obr. 5.3.). Hodnota pH jednotlivych vzorku v kyvetach z obrazku 5.3. je napsana
v tabulce 5.2..

5.2.2 Méreni vzorki

Laboratornim spektroskopem byla jako prvni promérena kyveta s Cistou neobarve-
nou vodou, ktera slouzila pro nastaveni parametrii zdroje svétla, a jeji namérené
hodnoty i pro analyzu vysledki méreni. Postupné bylo zméreno vsech 16 vzorkiu
obarvenych bromthymolovou modii. Po dokonc¢eni méfeni s laboratornim spektro-
metrem se k drzaku na kyvety pripojil senzor viditelného svétla s vyvojovou deskou
SparkFun. Nastaveni zdroje svétla ztistalo stejné a opét se nejprve zmétila kyveta s
¢istou vodou a nasledné 16 obarvenych vzorkt. Namérené hodnoty byly ulozeny a

dale zpracovany.
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Obr. 5.2: Vzorky obarvené bromthymolovou modii

Tab. 5.2: Tabulka pH pro vzorky obarvené bromthymolovou modii na Obr. 5.3.

Cislo vzorku | pH
1 5,92
2 6,22
3 6,63
4 6,70
5 6,80
6 6,90
7 7,02
8 7,15
9 7,20
10 7,40
11 7,51
12 7,61
13 7,70
14 7,80
15 7,90
16 8,13
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5.3 Méreni koncentrace dusi¢nanu

5.3.1 Ptiprava vzorki

Laboratorni potfeby Zkumavky (50 ml), kapatko (2 ml), 1zicka ze sady JBL PRO-
AQUATEST, kyvety (1,5 ml)

Chemikalie Dusi¢nan sodny NaNOj (vyrobce FISHEMA) (Obr 5.4), pitnd voda,
barvici ¢inidla JBL PROAQUATEST NOg3 (Obr 5.4)

Postup pripravy Do 8 zkumavek bylo odméreno 30 ml pitné vody. Nésledné bylo
do kazdé zkumavky pridano riizné mnozstvi NaNOj3 a roztoky byly promichany. Po
nékolika minutach byl 1 ml z kazdého roztoku kapatkem prelit do kyvety a vzorky
byly obarveny (Obr. 5.6). K barveni vzorku byla vyuzita sada pro akvaristiku JBL
PRO AQUATEST Combiset. Nejprve se do kazdé z kyvet pridala 1 mala lzicka
¢inidla 1, které bylo v praskové formé. Nasledné 6 kapek ¢inidla 2 v tekuté formé. Po
10 minutach byla vyhodnocena koncentrace dusi¢nant kolorimetrickou porovnavaci
metodou (viz kapitola 2) a to tak, ze se k barevnici (Obr. 5.5) ptikladaly jednotlivé
kyvety a porovnavala se podobnost barev. Barevnost roztokt byla na skale od zluté

po oranzovocervenou. Vysledné koncentrace dusi¢nanii jsou vypsany v tabulce 5.3.

Obr. 5.3: Dusi¢nan sodny (vlevo) a barevna ¢inidla pro méfeni NOj3 (vpravo)

5.3.2 Méreni vzorki

Laboratornim spektrofotometrem i senzorem viditelného svétla s vyvojovou deskou

byla nejprve zmérena intenzita svétla kyvety se slepym vzorkem — ¢istou vodou,
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na némz se upravily parametry zdroje svétla. Nasledné bylo jednotlivé zméreno 8

obarvenych vzork.

Obr. 5.4: Barevny prechod koncentrace NO3 v mg/1 z JBL PROAQUATEST

Obr. 5.5: Vzorky obarvené barevnym ¢inidlem JBL PROAQUATEST NOj

Tab. 5.3: Tabulka koncentrace dusi¢nant pro vzorky na Obr. 5.6

Cislo vzorku | ¢ [mg/]]

1 1
)
15
30
20
40
60
120

O[O =W
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5.4 Méreni tvrdosti vody

5.4.1 Ptiprava vzorki

Laboratorni potieby Kédinka (300 ml), laboratorni pipeta (1 ml), vahy, kyvety
(1,5 ml)

Chemikalie Chlorid vépenaty anhydrat CaCly (koncentrace 96 %, od vyrobce
FISHEMA) (Obr. 5.8), pitna voda, barvici ¢inidlo JBL PROAQUATEST KH (Obr.
5.8)

Postup pripravy Do kadinky bylo odméfeno 300 ml vody a bylo pridano 0,3 g
CaCly pro ziskani koncentrace 1 g/l CaCly. Nésledné bylo z kddinky odebrano pi-
petou 9 ml roztoku a ten byl nafedén 21 ml vody pro ziskdni 30 % roztoku. V
poméru roztoku CaCly a vody 6:24, 3:27 a 1,5:28.5 byly jesté ziskdny 20 %, 10 %
a 5 % roztoky. Nasledné byly 1 ml vzorku od kazdé koncentrace pipetou nalit do
kyvety. Pomoci barviva pro méreni KH ze sady JBL. PRO AQUATEST urcené pro
akvaristiku se vzorky obarvovaly. Po kapkach se pridava barvivo az dokud se barva
vzorku nezméni z modré na zlutooranzovou (viz Obr. 5.6). Nasledné pocet kapek
udava stupen tvrdosti vody. Tvrdost vody u vSech roztoki vysla priblizné stejna, k
barevné zméné doslo uz po ptridani 2 kapek, tedy 2 °dH.

Obr. 5.6: Prechod barev pti barveni ¢inidlem KH

5.4.2 Méreni vzorki

Vzhledem k podobnosti tvrdosti vody u vzorkii o rizné koncentraci CaCl, byl po-
uzit pouze roztok s 30 % CaCly (o koncentraci 1 g/1) a s vodou. Nejprve byl na
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Obr. 5.7: Chlorid vépenaty (vlevo) a barevné ¢inidlo KH (vpravo)

spektrometru zméren slepy vzorek — kyveta s vodou. Poté byla do méreného vzorku
priddna 1 kapka c¢inidla, po niz se vzorek zbarvil do modra a vzorek byl zméten.
Po pridani druhé kapky cinidla se vzorek zbarvil do Zlutooranzové — tvrdost vody
odpovidala 2 °dH. Nésledné byl znovu zméren. Tento postup byl opakovan jesté s
pridanim dalsich 2 kapek cinidla, které pouze mirné zvysily sytost zlutooranzové
barvy. Stejny postup méreni pro slepy vzorek a méreny vzorek s pridavanim cinidla

byl opakovan i u méreni senzorem viditelného svétla.

Obr. 5.8: Vzorky roztoku s CaCly obarvené ¢inidlem KH - zleva: 1, 2, 3 a 4 kapky
¢inidla
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6 Zpracovani vysledkii méreni

6.1 Algoritmus pro zpracovani méreni

Ziskand data z méfeni byla zpracovana v programu Matlab. Tento program pred-
stavuje programovaci jazyk a vyvojové prostiedi pro numerické vypocty, vizualizaci
a tvorbu algoritmi. V ramci programu je k dispozici velké mnozstvi matematickych
funkci pro feseni védeckych a technickych problémi[16]. Kéd v programu Matlab je
vlozen v priloze této préce.

Nejprve byly pomoci funkce ,readtable“ nac¢teny soubory s tabulkou ve formétu
,,-XIsx“. 'V tabulce byly ulozeny hodnoty vlnové délky a intenzit svétla, zvlast pro
data nameérend spektrometrem, a zvlast pro data ze senzoru viditelného svétla. Z na-
¢tenych tabulek byly do novych proménnych vyseparovany hodnoty vlnovych délek,
intenzit svétla a nezavislych proménnych. V této praci nezavislé proménné predsta-
vovaly hodnoty pH, koncentrace, nebo poc¢tu kapek barviva.

Vsechny ziskané intenzity svétla ze senzoru a spektrofotometru byly v cyklu ,for
prepocitany na absorbanci. Prepocet vychazel z Lambert-Beerova zakona, ktery je
popsan v kapitole 2. V tomto algoritmu byl pouzit vzorec 6.1, kde I, je hodnota
intenzity svétla u slepého vzorku a I je hodnota intenzity svétla u méreného vzorku,
vzdy pri stejné vinové délce.

1o

A= logT (6.1)

Pro dalsi zpracovani byl funkei ,find“ zvolen pouze fadek s pozadovanou vlnovou
délkou, ktery byl vybran podle absorpéniho maxima z grafu zavislosti absorbance na
vinové délce. Pro presnéjsi rovnici kalibrac¢ni krivky byla pii vypoctu koncentrace
pfidana jesté hodnota [0,0], protoze pii nulové koncentraci by méla byt i nulova
absorbance.

Pro zjisténi rovnice kalibra¢ni kiivky byl nejprve pomoci funkce ,mean® vypoci-
tan aritmeticky pramér. Déle byl pomoci funkce , polyfit“ vytvoren linedrni polynom
prvniho stupné. Za hodnotu ,,x“ byla dosazena nezavisla proménna a za hodnotu ,,y*
absorbance latky. Funkei ,,polyval® bylo vyhodnoceno prolozeni polynomu v bodech
na ose ,x“[17]

Dalsim krokem algoritmu je vypocet koeficientu determinace R2. Vypodet je
proveden jako podil SSR a SST, jak je popsano v podkapitole 3.2 — Parametry
regrese. Hodnota SSR je soucet ¢tvercu regrese a je vypocitana jako druha moc-
nina rozdilu mezi hodnotami absorbance v daném bodé a aritmetickym primeérem
souboru dat pri uréené vinové délce. Hodnota SST je celkovy soucet ¢tvercu (vzo-
rec 3.3).[19] Nasledné je vypocitdna stfedni kvadratickd chyba (RMSE), ktera je
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pouzivana jako mira rozdilu mezi hodnotami vzorku a hodnotami predpovézenymi
modelem, v tomto pfipadé mezi hodnotami kalibracni kiivky.[20]

Predposlednim krokem je odchylka méreni, kterd je vypocitana ve ,for® cyklu
jako absolutni hodnota rozdilu absorbance spektrofotometru a absorbance senzoru,
vydélena absorbanci spektrofotometru. Pro pfevod na procenta je vynasobena 100.
Ve vzorci 6.2 zna¢i 0A procentni odchylku, A; absorbanci senzoru a Ay absorbanci
spektrofotometru.[21]

A= A 0 (6.2)
As

Na zavér byly pomoci funkce ,plot* vykresleny kalibra¢ni kiivky a body s na-

meérenymi daty. Byla vykreslena kalibrac¢ni kiivka pro méreni spektrofotometrem,

senzorem a porovnani obou kalibrac¢nich krivek.

Nacteni dat v tabulkach

Vyseparovani vinové délky,
intenzity svétla a nezavislé
proménné pro méfené vzorky

Vyseparovani intenzity svétla pro
slepy vzorek

Vypocet absorbance z vinové délky
svétla

Vybér fadku tabulky s
pozadovanou vinovou délkou

Vypocet arimetického priméru

Vypocet rovnice kalibraéni kfivky

Vypocet R? a RMSE, procentni
odchylky

Vykresleni kalibraéni kfivky

Obr. 6.1: Blokové schéma algoritmu zpracovani dat
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6.2 Vysledky méreni pH s fenolovou cerveni

6.2.1 Namérena data

Laboratorni spektrofotometr Pri méreni vzorkl laboratornim spektrofotometrem
byl pomoci programu OceanOptics ulozen textovy soubor s vyslednymi daty. Celkove
bylo ziskano 17 soubori — 1 soubor s hodnotami slepého vzorku a 16 soubort s
vysledky pro vzorky s riznym pH. Kazdy soubor obsahoval 651 hodnot intenzity
svétla pro vlnové délky v rozsahu 350 nm az 1000 nm. Nejmensi namérend intenzita
svétla byla 144,69 pri vinové délce 861 nm u vzorku o hodnoté pH 7,61. Nejvyssi
nameérend intenzita byla pri hodnoté pH 5,93 a to 1225,93 pti vinové délce 555 nm.
Primeérnd intenzita svétla byla 279,036. Pro dalsi zpracovani byly hodnoty vlozeny
do programu Excel (viz Obr. 6.2).

pH: 5,92 6,22 6,63 6,7 6,3
A [nm] I[-] I[-] I[-] I[-] 1[-]
450 168,06 | 173,27 | 216,16 | 177,43 | 172,4
451 173,63 | 170,32 | 227,32 | 180,09 | 168,48
452 171,79 | 169,18 | 240,78 | 181,07 | 177,7
453 170,8 | 173,42 | 250,99 | 188,91 | 183,64
454 176,11 | 175,72 | 260,38 | 1859 | 183,02
455 173,99 | 173,04 | 267,98 | 191,06 | 185,03

Obr. 6.2: Ukazka namétenych dat vzorku s fenolovou Cerveni (spektrofotometr)

Senzor AS7262 7 programu CoolTerm byly ziskdvany hodnoty ve formétu ,,.txt*
Ziskano bylo dohromady 16 souborti se vzorky obarvenymi fenolovou cerveni a 1
soubor s hodnotami slepého vzorku. Pro kazdy meéteny vzorek byl vybran jeden
radek, na némz byly vystupy ze senzoru ustalené, a ten byl vlozen do programu
Excel (viz Obr. 6.3), kde byly seskupeny vsechny hodnoty pro dal$i zpracovani.
Nejnizsi intenzita svétla nemérend senzorem byla 2,17, nejvyssi 90,63 a prumeérna

intenzita svétla byla 28.48.

pH: 5,92 6,22 6,63 6,7 6,8
A [nm] I[-] 1[-] I[-] I[-] I[-]
450 2,31 3,46 9,24 3,46 3,46
500 23,42 18,73 24,59 16,39 11,71
550 72,82 59,77 49,99 34,78 27,17
570 90,63 71,21 72,14 55,49 41,62
600 77,89 77,89 80,85 71,98 73,95
650 26,73 23,87 37,23 25,78 24,82

Obr. 6.3: Ukazka namérenych dat vzorku s fenolovou cCerveni (senzor)
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6.2.2 Vykresleni spekter

Laboratorni spektrofotometr V programu Excel bylo pomoci funkce ,,Grafy“ vy-
kresleno spektrum fenolové cervené, tedy graf zavislosti intenzity svétla proslého
kyvetou na vlnové délce (Obr. 6.4). Z grafu je patrné, ze nejvyssi intenzita svétla
byla u vétsiny vzorkia pri vlnové délce okolo 600 nm — v oblasti pfechodu oranzové
a cervené barvy. Nejvyssi intenzita svétla byla u vzorku s pH 5,92 a byla rovna

1225,93. U tohoto vzorku bylo maximum pii vlnové délce 555 nm.

1400
—5,92 —6,22 —6,63 —6,7 —6,8 —6,9
1200 —7,02—715—72 —7,4 —7,51—7,61

7,7 7.8 7,9 8,13 —
1000

800
600

400

200

350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

A[nm]

Obr. 6.4: Graf zavislosti absorbance na vlnové délce u fenolové ¢ervené (spektrofo-

tormetr)

Pro dalsi zpracovani méreni byla intenzita svétla prepocitana na absorbanci v
programu Matlab. Vysledné absorbance byly v rozsahu 0 — 1,35.

Dale byly vypocitané hodnoty znovu vlozeny do programu Excel, v némz byl
vykreslen graf zavislosti absorbance na vlnové délce (Obr. 6.5). Maximum vétsiny
vzorkl bylo blizko hodnoté 460 nm a druhé maximum okolo 550 nm. Na rozdil od
grafu na Obr. 6.4 se po prepoc¢tu na absorbanci zadné vzorky nijak vyrazné nelisily.
[sosbesticky bod - prechod mezi protonovou a neprotonovou formou v zavislosti na

pH - odpovida vinové délce okolo 490 nm.

Senzor AS7262 Stejné jako data ziskana pri méreni laboratornim spektrofotome-
trem byla zpracovana i data ze senzoru viditelného svétla. Na obrazku 6.6 je pomoci
programu Excel vykreslen graf zavislosti intenzity svétla na vinové délce. Graf je

vykreslen v rozsahu vinovych délek, které je senzor schopny zaznamenat- konkrétné
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Obr. 6.5: Graf zavislosti absorbance na vlnové délce u fenolové ¢ervené (spektrofo-

tormetr)

450 nm az 650 nm. Intenzita svétla na vertikalni ose se pohybuje od 0 do 90. Nej-
vyssi intenzity svétla dosahuje vzorek s pH 5,92 pri vlnové délce 570 nm, podobné
jako tomu bylo u laboratorniho spektrofotometru. Ostatni vzorky dosahuji svého
maxima ptiblizné pri hodnoté vinové délky 600 nm.

V programu Matlab byly hodnoty intenzity svétla prepocteny na absorbanci a
v programu Excel byl vytvoren graf zavislosti absorbance na vlnové délce (viz Obr.
6.7). Hodnota absorbance byla v rozmezi od 0 do 2,7. Vzorky dosahovaly maxima ab-
sorbance pii vinové délce 450 nm a potom pri vinové délce 550 nm. Isosbesticky bod
nejde presné urcit jako u meéreni spektrofotmetrem, pravdépodobné by odpovidal

vinové délce 480 nm.

6.2.3 Vystupy zpracovani algoritmem

Vzhledem k barevnému prechodu fenolové ¢ervené od zluté do cervené jsou v ab-
sorp¢nim spektru dvé maxima. Zluté zbarvenym vzorkim odpovida absorpéni maxi-
mum pri vlnové délce 450 nm (viz Tab. 2.1.), ¢ervené zbarvenym vzorkium odpovida

maximum pii 550 nm.

Kalibracni kfivky - 450 nm  Pri vinové délce 450 nm jsou obé kalibracni krivky na
obrazku 6.8 klesajici. Vyssi hodnoty absorpce lze pozorovat u kalibracni k¥ivky sen-
zoru, tak jako vétsi rozptyl hodnot vzorki. Vice strma je kalibracni k¥ivka senzoru

a kTivky se neprotinaji.
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Obr. 6.6: Graf zavislosti intenzity svétla na vlnové délce u fenolové ¢ervené (senzor)
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Obr. 6.7: Graf zavislosti absorbance na vlnové délce u fenolové cervené (senzor)

Kalibracni kfivky - 550 nm Na obrazku 6.9. je patrné, ze kalibrac¢ni kiivka senzoru
je strméjsi nez kalibracni kiivka spektrofotometru a hodnoty jsou vice vzdaleny od
kalibrac¢ni krivky. Zaroven je i maximalni dosazend hodnota absorbance vyssi nez u
spektrofotometru a nejmensi dosazena hodnota absorbance senzoru je v hodnotach
pod 0. Obé kalibracni kfivky jsou stoupajici.
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Obr. 6.8: Kalibrac¢ni kfivka pH fenolové cervené pri vinové délce 450 nm - porovnani

senzoru a spektrofotometru
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Obr. 6.9: Kalibrac¢ni kfivka pH fenolové cervené pri vlnové délce 550 nm - porovnani

senzoru a spektrofotometru

Tabulka vystupii algoritmu Tabulka 6.1 obsahuje vystupy algoritmu pti vlnové
délce 450 nm. Jak je jiz z dat v kalibrac¢ni kfivce 6.8 patrné, aritmeticky prameér,
tedy i hodnota absorbance, je vyssi u méreni senzorem. Senzor ma lepsi koeficient
determinace (R?), ale oba koeficienty jsou pomérné nizké. Mensi st¥edni kvadraticka
chyba (RMSE) je u spektrofotometru a to o 0,1151.

V tabulce 6.2 jsou vypsany vystupy z programu Matlab pro data mérena s feno-

lovou ¢erveni pti vinové délce 550 nm. Z tabulky vypliva, Ze hodnoty absorbance pri
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meéreni senzorem byly vyssi, protoze aritmeticky pramér je vyssi o témeér 0,2. Koe-
ficient determinace se lisi o 0,0291 a vétsi uspésnost regrese byla u senzoru, jehoz
hodnota se vice blizi hodnoté 1. Stredni kvadratickd odchylka je rozdilna o 0,0463
a u tohohle parametru ma mensi hodnotu spektrofotometr, tedy jeho odchylka je

méné vyrazna.

Tab. 6.1: Tabulka vystupt z algoritmu v Matlabu pro fenolovou ¢erven pri vlnové
délce 450 nm

450 nm Senzor | Spektrofotometr
Aritmeticky prameér | 1,4018 1,0076
R? 0,4221 0,3845
RMSE 0,1922 0,0771

Tab. 6.2: Tabulka vystupt z algoritmu v Matlabu pro fenolovou ¢erven pri vlnové
délce 550 nm

550 nm Senzor | Spektrofotometr
Aritmeticky prameér | 0,9416 0,7613
R? 0,9306 0,9015
RMSE 0,1373 0,0910

Procentni odchylky Tabulka 6.3 obsahuje vysledné procentni odchylky absor-
bance senzoru oproti spektrofotometru pii vlnové délce 450 nm. Nejmensi odchylka
byla 17,0692 % u vzorku s pH 7,61. Nejvyssi odchylka 66,7529 % u vzorku s pH
7.20. Prumérnd dosezend odchylka pii této vlnové délce je 38,3041 %.

Tabulka 6.4 obsahuje vysledky vypoctu procentni odchylky pro jednotlivé vzorky
s odlisnym pH pfi vinové délce 550 nm. Nejvyssi procentualni odchylka je u vzorku
s pH 7,90, ktery dosahuje 60,1342 %. Naopak nejmensi procentudlni odchylka je u
pH 7,15 — ta se rovna 0,4905 %. Prumérna dosazend odchylka senzoru je 25,8073 %.
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Tab. 6.3: Tabulka procentni odchylky méteni absorbance senzorem - méreni pH s

fenolovou cerveni (450 nm)

pH [—] | Odchylka [%] | pH [—] | Odchylka [%)]
5.02 63,0459 7.20 66,7529
6,22 19,0513 7.40 24,6985
6.63 21,7631 751 35,5406
6,70 51,3712 7,61 17,0692
6,80 19,6535 7.70 32,9394
6,90 41,9066 7.80 41,2335
7,02 32,3593 7,90 22,1931
7,15 26,7176 8,13 34,7708

Tab. 6.4: Tabulka procentni odchylky métfeni absorbance senzorem - méreni pH s

fenolovou cerveni (550 nm)

pH [—] | Odchylka [%] | pH [—] | Odchylka [%)]
5,92 23,3128 7,20 20,5848
6,22 24,5052 7.40 21,3372
6,63 12,0973 7,51 24,8659
6,70 4,4568 7.61 31,1224
6,30 9,2621 7,70 42,1959
6,90 7,9665 7,80 58,7419
7.02 11,7222 7.90 60,1342
715 0,4905 8,13 60,1221
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6.3 Vysledky pH s bromthymolovou mod¥i

6.3.1 Namérena data

Laboratorni spektrofotometr Stejné jako je popsano v podkapitole 5.1.1., tak
i pfi méfeni pH s bromthymolovou modii bylo nejprve 17 ziskanych namétrenych
textovych souborii prevedeno do tabulky v programu Excel. Kazdy soubor obsahoval
nameérend data intenzity svétla pro 651 vinovych délek v rozmezi 350 nm az 1000 nm.
Nejmensi namérena intenzita svétla byla 132,32 pti vlnové délce 861 nm u vzorku s
pH 5.92. Nejvyssi namérend intenzita svétla byla 1627,93 pti vlnové délce 459 nm u

vzorku s pH 7,90. Primérna namérend intenzita svétla byla 249,62.

pH: 5,92 6,22 6,63 6,7 6,8

A [nm] I[-] I[-] 1[-] I[-] I[-]
450 295,84 4281 476,14| 536,12 384,23
451 325,93| 465,41 524,38/ 576,45 411,84
452 356,15 506,43| 569,73 649,7| 457,74
453 370,18 550,8| 608,42| 683,94 480
454 390,1| 584,49 635,56| 747,43 521,4
455 415,92| 625,82 683,77| 792,74 549,78

Obr. 6.10: Ukazka namétenych dat vzorkti s bromthymolovou modii v programu

Excel (spektrofotometr)

Senzor AS7262 Vsech 102 hodnot intenzity svétla namérenych senzorem pro slepy
vzorek a vzorky obarvené fenolovou ¢erveni bylo vlozeno do programu Excel. Nejmensi
namérend hodnota intenzity svétla byla 1,91 prii vlnové délce 650 nm a to u vzorkiu
s pH: 7,20, 7,51, 7,61, 7,70, 7,80, 7,90, 8,13. Nejvyssi dosazend intenzita svétla 42,72
byla u vzorku s pH 7,40 pti vinové délce 450 nm. Primérna naméfend intenzita
svétla byla 17,21.

pH: 5,92 6,22 6,63 6,7 6,8
A [nm] I[-] I[] I[] I[] I[]
450 11,54 18,47 21,94 27,71 16,16
500 15,22 17,56 16,39 18,73 14,05
550 34,78 32,6 28,26 30,43 19,56
570 34,22 32,37 26,82 28,67 17,57
600 24,65 23,66 17,75 18,73 9,86
650 6,68 6,68 5,73 4,77 3,82

Obr. 6.11: Ukazka namérenych dat vzorkti s bromthymolovou modii v programu

Excel (senzor)
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6.3.2 Vykresleni spekter

Laboratorni spektrofotometr Na obrazku 6.12 je vykreslen graf zavislosti inten-
zity svétla na vlnové délce u spektrofotometru pii méreni vzorkiu s odlisnym pH
obarvenych bromthymolovou modii. Tento graf byl vykreslen v programu Excel
funkei ,,Grafy“. Z grafu vypliva, Ze nejvyssi intenzita svétla je pti vinové délce 440

nm a je rovna 1627,93.
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Obr. 6.12: Graf zavislosti intenzity svétla na vlnové délce u bromthymolové modri

(spektrofotometr)

Hodnoty intenzity svétla byly prepocitany v programu Matlab na hodnoty ab-
sorbance Vysledny graf zavislosti absorbance na vlnové délce byl znovu vykreslen
v Excelu a je zobrazen na obrazku 6.13. Absorbance vzorka obarvenych bromthy-
molovou modrii se pohybuje v rozmezi od -0,01 po 0,628. Absorp¢éni maximum je
pri vlnové délce 457 nm. Druhé absorpéni maximum je pti vlnové délce 607 nm.

[sosbeticky bod odpovida vinové délce 500 nm.

Senzor AS7262 Na grafu 6.14 je vykreslen graf zavislosti intenzity svétla na vl-
nové délce pro vzorky obarvené bromthymolovou modii a mérené senzorem AS7262.
Nejvyssi intenzita je u vlnové délky 450 nm. Na této vinové délce byla namérena
intenzita svétla nejvice 42,72.

Po prepocitani intenzity svétla na absorbanci (vzorec 6.1) bylo znovu vykresleno
spektrum, tentokrat jako zdvislost absorbance na vinové délce (Obr. 6.15). Z grafu

lze vycist, Ze absorpéni maximum je pri vlnové délce 600 nm a ma hodnotu 0,845.
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Obr. 6.13: Graf zavislosti absorbance na vlnové délce u bromthymolové modii (spek-

trofotometr)
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Obr. 6.14: Graf zavislosti intenzity svétla na vlnové délce u bromthymolové modri

(senzor)

Druhéa nejvyssi hodnota absorbance 0,690 je pii vinové délce 450 nm. Isosbeticky

bod nejvice odpovida vinové délce 500 nm, tak jako u spektrofotometru.
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Obr. 6.15: Graf zavislosti absorbance na vlnové délce u bromthymolové modii (sen-

zor)

6.3.3 Vystupy zpracovani algoritmem

Pri vykresleni spekter pro méreni pH bromthymolové modfe je na obrazku 6.13 vidét,
ze absorpéni maximum pro spektrofotometr je pii vinové délce 457 nm, zatimco na
obrazku 6.15 je absorpéni maximum senzoru 600 nm. Pro porovnani byly vytvoreny

obé kalibrac¢ni krivky — pfi vinové délce 450 nm i 600 nm.

Kalibracni kfivka - 450 nm Kalibra¢ni kiivky z dat pii vinové délce 450 nm maji
obé klesajici charakter. Pri porovnani k¥ivek spektrofotometru a senzoru na obrazku
6.16 lze vidét, ze hodnoty absorbance senzoru jsou vyssi nez u spektrofotometru.
Kalibracni kiivky se vzajemné nekiizi a s osou x (pH) sviraji relativné podobny
thel.

Kalibrac¢ni kfivka - 600 nm Na rozdil od kalibra¢ni krivky pri vinové délce 450
nm (viz Obr. 6.16) je kalibra¢ni kfivka pii vlnové délce 600 nm na obrazku 6.17
stoupajici. Uhel kalibraénich kiivek spektrofotometru a senzoru se vyrazné lis{ a
namétrend data jsou vice rozptylena od kalibrac¢nich kiivek. K¥ivky se kiizi pri pH
6,1.
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Obr. 6.16: Kalibraéni kiivka pH (bromthymolova modf) pii vinové délce 450 nm -

porovnani senzoru a spektrofotometru

<L

Kalibracni kfivka ph pfi vinove délce 600 nm (
T T

porovnani)

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

0.3

0.2

Hodnoty senzoru
Kalibracni krivka senzoru

Hodnoty spektrofotometru
Kalibracni krivka spektrofotometru

0.1
55

Obr. 6.17: Kalibra¢ni kfivka pH (bromthymolovd modr) pii vinové délce 600 nm -

porovnani senzoru a spektrofotometru
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Tabulka vystupti z algoritmu V tabulce 6.5 jsou vystupy zpracovani algoritmem
pro vzorky obarvené bromthymolovou modii pri vinové délce 450 nm. Vyssi aritme-
ticky prumeér absorbance byl o 0,0468 u méreni senzorem. Koeficient determinace
vychazel 1épe u spektrofotometru a stejné tak i stredni kvadraticka chyba.
Vysledky pti vinové délce 600 nm jsou v tabulce 6.6. Aritmeticky prumeér byl opét
vyssi u senzoru. Koeficient determinace se lisil o necelou setinu a stredni kvadraticka

chyba méla lepsi hodnotu o 0,0535 u spektrofotometru.

Tab. 6.5: Tabulka vystupt z algoritmu v Matlabu pro bromthymolovou modf pti

vinové délce 450 nm

450 nm Senzor | Spektrofotometr
Aritmeticky pramér | 0,3081 0,2613
R? 0,7761 0,8537
RMSE 0,0744 0,0510

Tab. 6.6: Tabulka vystupt z algoritmu v Matlabu pro bromthymolovou modfi pri

vinové délce 600 nm

600 nm Senzor | Spektrofotometr
Aritmeticky prameér | 0,5199 0,3474
R? 0,7567 0,7643
RMSE 0,1061 0,0526

Procentni odchylky Procentni odchylky v tabulce 6.7 jsou pro vinovou délku 450
nm. Nejniz${ procentni odchylka byla 0,4145 % u pH 7,15. Maximalni procentni
odchylka byla u pH 7,90 a to 79,9341 %. Prumérna odchylka se rovnala 23,9335.

V tabulce 6.8 jsou procentni odchylky senzoru pii vlnové délce 600 nm. Mini-
malni odchylka dosahovala 5,3156 % u pH 5,92 a maximalni 73,3214 % u pH 7,51.
Prumérné odchylka byla 43,5118 %.
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Tab. 6.7: Tabulka procentni odchylky méteni absorbance senzorem - méreni pH s

bromthymolovou mod¥i (450 nm)

pH [—] | Odchylka [%] | pH [—] | Odchylka [%)]
5.02 23,0285 7.20 32,7103
6,22 21,3277 7.40 12,2600
6.63 16,0441 751 12,3408
6,70 2,3106 7,61 38,7844
6,80 21,5639 7.70 0.4535
6,90 10,0992 7.80 19,0197
7.02 24,1724 7.90 79,9341
715 0.4145 8.13 68,4697

Tab. 6.8: Tabulka procentni odchylky métfeni absorbance senzorem - méreni pH s

bromthymolovou mod¥i (600 nm)

pH [—] | Odchylka [%] | pH [—] | Odchylka [%)]
5.92 5.3156 7.20 59,0237
6,22 18,6629 7,40 37,6771
6,63 21,7155 7,51 73,3214
6,70 12,0564 7.61 60,2282
6,30 45,3093 7,70 48,6692
6,90 17,0826 7,80 55,5391
7.02 19,0338 7.90 45,0000
7,15 52,6975 8,13 63,4123
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6.4 Vysledky koncentrace dusi¢nani

6.4.1 Nameérena data

Laboratorni spektrofotometr Ziskana data méteni obarvenych vzorkid o rizné
koncentraci dusi¢nanti byla z textového souboru prevedena do tabulky v Excelu.
Stejné jako u méreni vzorku s riznym pH, i tady tabulka obsahovala intenzity svétla
pri raznych vinovych délkach. Celkové je v tabulce 651 hodnot vlnovych délek a 5859
hodnot intenzity svétla pro vzorky o 8 rtznych koncentracich a jeden slepy vzorek.
Nejmensi intenzita svétla 130,97 byla naméfena u vzorku o koncentraci 120 mg/1 pti
vinové délce 861 nm. Nejvyssi namérend intenzita byla 1375,2 u vzorku o koncentraci
1 mg/1 pii vlnové délce 555 nm. Prumérna intenzita svétla vsech obarvenych vzorku
byla 266,25.

¢ [mg/l] 1 5 15 20 30

A [nm] I[-] I[] I[] I[] I[]
450 367,65 | 150,56 | 152,87 | 151,02 | 149,74
451 404,39 | 155,62 | 156,54 | 153,97 | 153,01
452 437,05 | 153,07 | 154,29 | 153,13 | 154,34
453 470,27 | 151,24 | 153,2 | 152,19 | 150,83
454 488,89 | 147,86 | 153,61 | 154,08 | 153,23
455 512,85 | 153,05 | 154,96 153 150,99

Obr. 6.18: Ukazka namérenych dat pro koncentraci dusi¢nant (spektrofotometr)

Senzor AS7262 7 méreni senzorem viditelného svétla bylo ziskano 54 hodnot in-
tenzity svétla obarvenych vzorki a blanku pro 6 vlnovych délek. Minimum intenzity
svétla bylo 1,15 pri vlnové délce 450 nm u vsSech koncentraci kromé koncentrace
dusi¢nani 1 mg/l. U této koncentrace byla naopak nejvyssi intenzita a to 98,96 pri

vinové délce 570 nm. Priamér intenzit svétla se rovnal 27,15.

c[mg/l] 1 5 15 20 30

Alnm] [ [ [ [ [
450 16,16 1,15 1,15 1,15 1,15
500 32,79 3,51 10,54 | 12,88 5,85
550 58,69 | 20,65 | 4891 | 52,17 | 33,69
570 98,96 | 49,02 | 7953 | 96,18 | 73,06
600 27,61 | 20,71 | 2366 | 2662 | 24,65
650 31,5 29,59 | 2578 | 3341 | 3246

Obr. 6.19: Ukéazka namérenych dat pro koncentraci dusi¢nant (senzor)
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6.4.2 Vykresleni spekter

Laboratorni spektrofotometr Ziskané hodnoty intenzity svétla byly v programu
Excel vykresleny na graf zavislosti intenzity svétla na vinové délce (Obr. 6.20). Z
grafu vypliva, ze nejvyssi namérend intenzita svétla byla pro koncentraci 1 mg/1 a to
pti vlnové délce 555 nm. Pro koncentrace 15 mg/1, 20 mg/1 a 30 mg/1 byla nejvyssi
intenzita také pri vinové délce v rozmezi 555 az 560 nm. Pro ostatni koncentrace
byla nejvyssi intenzita svétla v rozmezi 600 az 605 nm.

Po prepocteni intenzity svétla na absorbanci bylo vykresleno absorpcni spektrum
(Obr 6.21) pro roztoky dusi¢nant o ruzné koncentraci. Absorpce se pohybuje v
rozmezi od -0,02 az k hodnoté 1,4. Absorpéni maximum je pri vlnové délce 460 nm
a to pro vsechny mérené koncentrace.
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Obr. 6.20: Graf zavislosti intenzity svétla na vinové délce u koncentrace dusi¢nanii

(spektrofotometr)

Senzor AS7262 Pri vykresleni grafu zavislosti intenzity svétla na vinové délce pro
data ziskana ze senzoru viditelného svétla se ukazalo, Ze vSechny roztoky s riznou
koncentraci dusi¢nant maji maximalni intenzitu svétla pri vlnové délce 570 nm.
Néasledné byly hodnoty intenzity svétla prepoc¢itany v Matlabu na absorbanci, jak je
popsano v podkapitole 6.1. Nejvyssi absorbance byla pri vinové délce 450 nm. Pro
koncentrace 5 az 120 mg/l se hodnota absorp¢niho maxima rovnala 1,96. Vyrazné
nizsi maximum prokazuje vzorek s koncentraci 1 mg/l, jehoz hodnota absorbance je
0,82.
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Obr. 6.21: Graf zavislosti absorbance svétla na vlnové délce u koncentrace dusi¢nant

(spektrofotometr)
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Obr. 6.22: Graf zavislosti intenzity svétla na vlnové délce u koncentrace dusicnanu

(senzor)

65



2,5

—1 —5 15 30 —20 —40 —60 —120

1,5

Al-]

0,5

450 470 490 510 530 550 570 590 610 630 650

0,5
Alnm]

Obr. 6.23: Graf zavislosti intenzity svétla na vlnové délce u koncentrace dusicnanu

(senzor)

6.4.3 Vystupy zpracovani algoritmem

Kalibracni kfivka Na obrazku 6.24 je vykresleno porovnani kalibra¢nich kfivek
absorp¢niho maxima koncentrace dusi¢nanii pro data ze senzoru a ze spektrofoto-
metru. Kalibrac¢ni kiivky jsou obé stoupajici, kiivka senzoru o trochu strméji. Data
nameérend senzorem maji vyssi hodnoty absorbance, nez data namérena spektro-
fotometrem. Data ze spektrofotometru maji absorbanci okolo 1,1, data se senzoru
okolo 1,9. Podobny vysledek méteni byl u koncentrace dusi¢nant 1 mg/l1, kde byla
hodnota absorbance spektrofotometru i senzoru okolo 0,8. Nelinearnost namérenych
dat muze byt zpusobena pouzitim nevhodného barviva, které mélo pevnou sypkou

formu a i po opétovném zamichani se usazovalo na dné kyvet.
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Kalibraéni kfivka koncentrace dusiénanu pfi vinové délce 450 nm (porovnani)

4 L] L ] L ] L] [ ] L] -
T ®  Hodnoty senzoru i
. Kalibraéni kfivka senzoru
05 L ®  Hodnoty spektrofotometru i
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c[mg/l]

Obr. 6.24: Kalibra¢ni krivka koncentrace dusi¢cnant pti vlnové délce 450 nm - po-

rovnani senzoru a spektrofotometru

Tabulka vystupa z algoritmu V tabulce 6.9 jsou vypsany vystupy z algoritmu v
Matlabu pro méteni pii vlnové délce 450 nm. Aritmeticky primér je u senzoru vyssi
00,6602, coz se dalo predpokladat jiz z kalibrac¢ni krivky na obrazku 6.23. Koeficient
determinace R? je také vyssi u senzoru, konkrétné o 0,0329, z ¢ehoz vyplivé, Ze m4
lepsi ispésnost regrese nez spektrofotometr. U obou koeficientii determinace je hod-
nota velmi nizka a regrese nebyla prilis tspésnéd. Horsi vysledky regrese jsou ovliv-
nény hlavné nerovnomérnym rozlozenim dat a jejich celkovou nelinearitou. Stfedni
kvadratickd chyba RMSE vychazi 1épe o 0,2746 u spektrofotometru, u kterého se
hodnota vice blizi 0 a je tam mensi rozdil mezi hodnotami vzoru a hodnotami pred-

povézenymi modelem.

Tab. 6.9: Tabulka vystupt z algoritmu v Matlabu pro koncentraci dusi¢nant pri

vinové délce 450 nm

450 nm Senzor | Spektrofotometr
Aritmeticky prameér | 1,6196 0,9594
R? 0,2055 0,1726
RMSE 0,6019 0,3273
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Procentni odchylka Procentni odchylky absorbance senzoru oproti spektrofoto-
metru jsou v tabulce 6.10. Nejvice podobna data byla u koncentrace NO3 1mg/l,
jejichz procentni odchylka odpovidala 10,2007 %. U ostatnich méfenych koncentraci
byla odchylka v pruméru 74,3299 %, coz bylo ddno velkym rozdilem v absorbancich.

Tab. 6.10: Tabulka procentni odchylky méreni absorbance senzorem - méteni kon-

centrace dusi¢nanu (450 nm)

Koncentrace NO3 [mg/1] | Odchylka [%]
1 10,2007
) 73,9727
15 74,9970
20 74,1769
30 73,6082
40 74,8819
60 74,6338
120 74,0393
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6.5 Vysledky tvrdosti vody

6.5.1 Namérena data

Laboratorni spektrofotometr Pii méreni tvrdosti vody spektrofotometrem bylo
ziskano 3255 hodnot intenzity svétla pti 651 vlnovych délkach pro 4 riznd mnozstvi
¢inidla ke zjisténi tvrdosti vody a 1 slepy vzorek. Nejmensi namérena intenzita svétla
130,45 byla u vzorku se 2 kapkami ¢inidla pfi vinové délce 861 nm. Nejvyssi intenzita
svétla 2414,23 pti vinové délce 459 nm byla u vzorku s 1 kapkou ¢inidla. Primérna

intenzita svétla méla hodnotu 392,78.

Pocet kapek: 1 2 3 4
A [nm] 1] [ [ 1]
450 1291 765,77 882,63 756,15
451 1462,99 | 841,79 | 1007,68 | 844,91
452 1665,53 | 946,49 | 1120,43 | 954,4
453 1808,14 | 1014,46 | 1227,7 1050,17
454 1955,49 | 1093,87 | 1291,39 | 1110,83
455 2085,24 | 1174,62 | 14175 | 1205,47

Obr. 6.25: Ukazka namérenych dat pro méfeni tvrdosti vody (spektrofotometr)

Senzor AS7262 Pri méreni tvrdosti vody spektrofotometrem bylo ziskano 3255
hodnot intenzity svétla pti 651 vinovych délkach pro 4 rizna mnozstvi ¢inidla ke
zjisténi tvrdosti vody a 1 slepy vzorek. Nejmensi namétend intenzita svétla 130,45
byla u vzorku se 2 kapkami ¢inidla pti vinové délce 861 nm. Nejvyssi intenzita svétla
2414,23 pri vinové délce 459 nm byla u vzorku s 1 kapkou ¢inidla. Priimérna intenzita
svétla méla hodnotu 392,78.

Pocet kapek: 1 2 3 4

A [hm] 1 [ 1] 1]
450 73,89 3463 56,57 38,1
500 4567 33,96 51,52 37,47
550 39,12| 43,47 61,95 66,29
570 5826 61,04 106,35 90,63
600 11,33 13,8) 29558] 32,54
650 20,05| 24,82 41,05 29,59

Obr. 6.26: Ukazka namérenych dat pro méreni tvrdosti vody (senzor)

6.5.2 Vykresleni spekter

Laboratorni spektrofotometr Na obrazku 6.27 je vykreslen graf zavislosti inten-
zity svétla na vinové délce pro méreni spektrofotometrem. Maximum intenzity svétla

je pri vlnové délce 459-460 nm, druhé maximum pii vlnové délce 555 nm.
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Obr. 6.27: Graf zavislosti intenzity svétla na vlnové délce u méreni tvrdosti vody

(spektrofotometr)

Na obrazku 6.28 jsou intenzity svétla prepocitany na absorbanci, jejiz graf v
zéavislosti na vlnové délce svétla je zde vykreslen. Na tomto grafu je vidét vyrazny
rozdil mezi vzorkem 1 a vzorky 2, 3, 4. Jak je ukdzadno v podkapitole 5.4, vzorek
1 je modré barvy a vzorky 2, 3, 4 jsou zluté az zlutooranzové. To se projevuje i
na absorpénich maximech. Modry vzorek 1 dosahuje svého absorpéniho maxima pti
vlnové délce 614 nm, zlutooranzové vzorky okolo 455 nm. To odpovida tabulce 2.1

v kapitole Optické metody analyzy vody.

Senzor AS7262 Graf zavislosti intenzity svétla na vlnové délce pro senzor je na
obrazku 6.29. V grafu je patrné, ze maximum intenzity svétla pro vzorek 1 je pri
vlnové délce 450 nm a maxima vzorkl 2, 3, 4 jsou pri vlnové délce 570 nm.

V grafu na obrazku 6.30 je graf zavislosti absorbance na vinové délce. U modrého
vzorku 1 je absorpéni maximum pfi vinové délce 600 nm, u ostatnich vzorkl je pri
450 nm.

6.5.3 Vystupy zpracovani algoritmem

Kvili rozdilnym absorpénim maximim a rizné barevnosti u vzorku s jednou kapkou
barevného ¢inidla a u vzorkd s dvémi, tfemi a ¢tyfmi kapkami byly vykresleny

kalibrac¢ni kfivky pri 2 vlnovych délkach — 450 nm a 600 nm.
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Obr. 6.28: Graf zavislosti absorbance na vinové délce u méreni tvrdosti vody (spek-

trofotometr)
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Obr. 6.29: Graf zavislosti intenzity svétla na vinové délce u méreni tvrdosti vody

(senzor)

Kalibracni kfivka - 450 nm Kalibrac¢ni kfivka byla vykreslena pti vinové délce 450
nm, pii které se vyskytuji absorpéni maxima zlutooranzovych vzorki 2, 3 a 4 na
grafu zavislosti absorbance na vlnové délce senzoru, a hodnota priblizné odpovida
i absorp¢nim maximtim pro spektrofotometr. Obé kalibra¢ni kiivky jsou rostouci

témér pod stejnym tthlem. Vyse polozena je kalibrac¢ni kiivka spektrofotometru.
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Obr. 6.30: Graf zavislosti absorbance na vlnové délce u métreni tvrdosti vody (senzor)

Kalibraéni kfivka méreni tvrdosti vody pfi vinové délce 450 nm (porovnani)
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Obr. 6.31: Kalibrac¢ni krivka méreni tvrdosti vody pri vlnové délce 450 nm - porov-

nani senzoru a spektrofotometru

Kalibracni kfivka - 600 nm VInova délka 600 nm odpovida absorpcnimu maximu
modfe zbarveného vzorku cislo 1. Na obrazku 6.32 lze vidét, Ze hodnoty senzoru a
spektrofotometru pro prvni vzorek jsou témér shodné. U ostatnich bodi hodnot je

znacny rozdil. Obé kiivky jsou klesajici a kiizi se mezi body 2 a 3.
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Kalibracni kfivka méreni tvrdosti vody pri vinove délce 600 nm (porovnani)
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Obr. 6.32: Kalibra¢ni kiivka méreni tvrdosti vody pti vlnové délce 600 nm - porov-

nani senzoru a spektrofotometru

Tabulky vystupti pro 450 nm a 600 nm V tabulce 6.11 jsou vypsany hodnoty
ziskané algoritmem v Matlabu pro vlnovou délku 450 nm. Aritmeticky pramér ab-
sorbanci se ligil 0 0,0119 a byl vyssi u spektrofotometru. Koeficient determinace R?
0 0,2718 vychazel 1épe u spektrofotometru, u néhoz regrese lépe odpovidala namé-
fenym datiim. Stejné tak i stfedni kvadraticka chyba méla lepsi vysledek o 0,0494 u
spektrofotometru.

Tabulka 6.12 obsahuje hodnoty ziskané pii vinové délce 600 nm. Aritmeticky
prumér spektrofotometru a senzoru se lisi o 0,006. Koeficient determinace vychazi
lépe 0 0,0844 u senzoru, ale obé regrese jsou pomeérné ispésné, protoze jejich hodnota

se blizi 1. Stfedni kvadraticka chyba je mensi o 0,0079 u spektrofotometru.

Procentni chyby pro 450 nm a 600 nm V tabulce 6.13 je procentni odchylka ab-
sorbance senzoru od spektrofotometru pti vinové délce 450 nm. Nejmensi procentni
chyba byla u vzorku ¢islo ¢tyri 3,8199 %. U ostatnich vzorku se chyba pohybovala
mezi 14 - 24 %.

V tabulce 6.14 pro vinovou délku 600 nm je nejmensi procentni chyba 2,5237
% u vzorku 1, jehoz absorpéni maximum je pii zvolené vlnové délce. U ostatnich
vzorku chyba dosahovala az pres 651 % a hodnoty spektrofotometru a senzoru se

velmi lisily.
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Tab. 6.11: Tabulka vystupt z algoritmu pro tvrdost vody pfi vinové délce 450 nm

450 nm Senzor | Spektrofotometr
Aritmeticky prameér | 0,3407 0,3526
R? 0,3004 0,5722
RMSE 0,1108 0,0614

Tab. 6.12: Tabulka vystupt z algoritmu pro tvrdost vody pri vlnové délce 600 nm

600 nm Senzor | Spektrofotometr
Aritmeticky prameér | 0,1261 0,1321
R? 0,8976 0,8132
RMSE 0,0622 0,0543

Tab. 6.13: Tabulka procentni odchylky - méfeni tvrdosti vody (450 nm)

Pocet kapek | Odchylka [%)]
1 19,8230
2 14,9622
3 24,3603
4 3.8199

Tab. 6.14: Tabulka procentni odchylky - méfeni tvrdosti vody (600 nm)

Pocet kapek | Odchylka [%)]
1 9.5237
2 185,2172
3 166,2742
4 651,3175
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7 Diskuze vysledkii

V této kapitole jsou zhodnoceny vysledky vsech ¢tyr vysSe popsanych méreni pro
pH, dusi¢nany a tvrdost vody. Ukazany jsou hlavné rozdily vysledki méreni mezi
spektrofotometrem a senzorem, klady a zapory urcovani vybranych chemickych pa-
rametru.

Meéreni vzorki vody s riznym pH obarvenych fenolovou cerveni bylo pomérné
rychlé a jednoduché. K tomu vedlo hlavné pouziti predem pripravenych standardi
o znamé hodnoté pH. Delsi ¢as zabralo pouze urceni idedlnitho mnozstvi fenolové
cervene, tak aby vysledné zbarveni nebylo prilis syté, ani malo vyrazné. Vzhledem
k charakteru obarvenych vzorki do odstint zluté az c¢ervené byla urcena dvé ab-
sorpéni maxima. Absorpéni maximum cervené zbarvenych vzorku bylo pii vinové
délce priblizné 550 nm u spektrofotometru i senzoru. Absorp¢ni maximum zluté
zbarvenych vzorkt odpovidalo u spektrofotometru vlnové délce 460 nm, u senzoru
450 nm. Vzhledem k omezeni senzoru na 6 vinovych délek Ize tento rozdil povazovat
za zanedbatelny. U obou vlnovych délek jsou hodnoty absorbance vyssi u senzoru.
Pro urcovani pH s fenolovou cerveni je vhodnéjsi kalibrac¢ni kiivka pii vlnové délce
550 nm, jejiz koeficienty determinace se blizi hodnoté 1. Kalibrac¢ni kiivka senzoru
je prilis strmd a nesméruje do bodu [0,0], jako kalibracni kiivka spektrofotometru.
Prumérna procentni odchylka senzoru pri 550 nm je okolo 25 %), coZ neni iplné mala
hodnota, ale oproti vlnové délce 450 nm je vyrazné nizsi.

Meéreni vzorku standardi pH s bromthymolovou modri bylo také jednoduché,
jedinou komplikaci bylo ur¢it spravné mnozstvi barviva. Barevny prechod u vzorkt
byl od zelenozluté po modrou. Absorpéni maxima spektrofotometru byla pro ze-
lenozlutou pri vinové délce 457 nm, pro modrou pti vlnové délce 607 nm. U senzoru
450 nm a 600 nm. O néco lépe vychazel koeficient determinace kalibrac¢nich ktivek
u vlnové délky 450 nm, kde u spektrofotometru dosahoval hodnoty 0,85 a u sen-
zoru 0,78. Stredni kvadraticka chyba, zvlasté pro senzor, zde vychazela také lépe a
krivky si svym tvarem byly mnohem vice podobné. Ackoli koeficient determinace u
vlnové délky 600 nm vychézel vzhledem k rozptylu dat také pomérné dobry (nad
0,75), kalibracni kiivky sviraly vétsi ihel. Naopak procentni odchylka senzoru od
spektrofotometru vychdzela u vinové délky 450 nm 23 % oproti 44 % u vlnové délky
600 nm.

Priprava vzorkt s rtiznou koncentraci dusi¢nani byla vice naroéna. Ptvodné
mély byt pripraveny vzorky o zndmé koncentraci dusi¢nant, ale vzhledem k jejich
nizké koncentraci nebyl barevny prechod prilis vyrazny a nehodil se pro kolorime-
trické méreni. Proto byly znovu pripraveny vzorky s vétsim mnozstvim dusi¢nanu
sodného, jejichz koncentrace byla zpétné urcena kolorimetrickou porovnavaci me-

todou pomoci barevnice od vyrobce ¢inidel. Vzhledem k tomu, Ze barevna cinidla
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byla urcena hlavné pro akvaristiku, a ne pro spektrometrické méreni, usazovala se
sypka slozka barviva i po opétovném promichani na dné kyvet. Pri vykresleni spek-
ter bylo u spektrofotometru absorpéni maximum pti 460 nm, u senzoru pti 450 nm,
coz odpovida zbarveni roztoki od zluté po oranzovocervenou. Vzhledem k pouziti
nevhodného barviva byla absorbance od koncentrace 5 mg/l téméf totozna a vy-
sledné kalibrac¢ni kiivky neodpovidaji predpokladanému tvaru. Presto si jsou kiivky
tvarové podobné, az na to, ze u senzoru jsou vyssi hodnoty absorbance. Koefici-
enty determinace potvrzuji, Ze mira presnosti regrese je velice malda, stejné tak to
potvrzuji velké hodnoty stiedni kvadratické chyby. Procentni odchylka senzoru je v
pruméru nad 74 %, v pripadé tohoto méreni se hodnoty senzoru a spektrofotome-
tru pomeérné hodné lisi. Pti pouziti jiného, nejlépe pouze tekutého, barviva by bylo
pravdépodobné dosazeno lepsich vysledkii.

Meéreni tvrdosti vody bylo realizovano na roztoku vody s chloridem vapenatym,
ktery byl pouzit za tcelem zvysSeni tvrdosti vody hlavné z divodu jeho dobré do-
stupnosti. Vhodnéjsi by bylo vyuzit hydrogenuhlicitan vapenaty, ktery se za timto
ucelem vyuziva v akvaristice. Samotné urceni tvrdosti vody bylo velice jednoduché.
Po kapkach se do vzorku pridavalo barvici ¢inidlo, az dokud nezménil barvu z modré
na zlutooranzovou. Zména barvy se projevila ihned po zamichani ¢inidla se vzor-
kem. Kvuli malé tvrdosti vody 2 °dH byly pridany jesté dvé kapky ¢inidla navic pro
zvyraznéni zbarveni a za ucelem ziskani vétstho mnozstvi dat k analyze. Vzhledem
k modrému zbarveni po prvni kapce ¢inidla, a zlutooranzovému zbarveni po dalsich
kapkach, ma vzorek dvé absorpéni maxima. U spektrofotometru pii vlnové délce 614
nm a 455 nm, u senzoru pri 600 nm a 450 nm. Ackoliv kalibra¢ni krivky senzoru a
spektrofotometru se vice podobaji pri vinové délce 450 nm, pri které ma absorpéni
maximum i vice dat, koeficient determinace je vyrazné lepsi pri vinové délce 600
nm, stejné jako stfedni kvadratickd chyba. P¥i porovnani procentni odchylky sen-
zoru jsou mnohem lepsi vysledky u vinové délky 450 nm, které se pohybovaly okolo
20 %. U vlnové délky 600 nm je sice procentni odchylka u prvniho vzorku okolo
2,5%, ale u ¢tvrtého vzorku dosahuje pres 651 %, coZ je oproti spektrofotometru
velka odlisnost.
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Zavér

V této bakalatské praci byla provedena analyza kvality vody u zvolenych chemickych
parametri. Pro analyzu byly vybrany parametry, které se u vody bézné hodnoti, a
to konkrétné pH, koncentrace dusi¢nanti a tvrdost vody. Pro lepsi kolorimetrické sta-
noveni byly vzorky s rtiznymi hodnotami vybranych parametrii obarveny vhodnymi
barvivy, diky nimz bylo mozné opticky pozorovat jejich rozdilnost. Hlavnim cilem
prace bylo tyto vzorky zmétit pomoci senzoru viditelného svétla AS7262 s vyvojovou
deskou SparkFun, pomoci laboratorniho spektrofotometru a nasledné obé metody
porovnat.

Pro méteni vzorki s odlisSnym pH byla zvolena barviva fenolova ¢erven a brom-
thymolova modr. Fenolova cerven vzorky zbarvila do odstint zluté az ¢ervené, ¢imz
vznikla dvé absorpéni maxima. Pii vykresleni grafu zavislosti absorbance na vlnové
délce jsou obé priblizné ve stejné vinové délce u senzoru i spektrofotometru. Koefi-
cient determinace obou kalibracnich kfivek pti vinové délce 550 nm je velice dobry,
a ackoliv jsou hodnoty absorbance senzoru ponékud vyssi, kalibrac¢ni k¥ivka by byla
vhodna k urcéovani pH.

Bromthymolovd modi zbarvila vzorky do odstini zlutozelené az modré. Ab-
sorpéni maxima se shodovala s prihlédnutim na omezené méreni senzorem. Na-
méfrena data prokazovala vétsi rozptyl, coz ovlivnilo tspésnost regrese. Koeficient
determinace je ale stale pomérné dobry, a mezi spektrofotometrem a senzorem neni
velky rozdil. Z kalibrac¢nich kiivek by bylo mozné urcit pH, i kdyz s mensi presnosti
nez u obarveni fenolovou cerveni.

Koncentrace dusi¢nanti byla méfena na roztocich vody s rtiznym mnozstvim
dusi¢nanu sodného. Vzorky se zbarvily barvivem pro urcovani dusi¢nant v akva-
ristice do odstinu zluté az oranzovocervené. Pro kolorimetrickou porovnavaci me-
todu vzorky dostacovaly, avSak vysledky spektrofotometrické metody byly nega-
tivné ovlivnény usazovanim barviva na dné kyvet. I pres zhorsené podminky méteni
byla absorpéni maxima na spektrofotometru i senzoru témér shodna a kalibrac¢ni
kiivky se vzajemné tvarové podobaly, ackoliv u senzoru prokazovaly vyssi hodnoty
absorbance.

Meéfteni tvrdosti vody bylo realizovano na roztoku vody a chloridu vapenatého za
pouziti barviva pro akvaristiku, které zménilo barvu vzorku z modré na zlutou pfti
dosazeni stupné tvrdosti mérené vody. Absorpc¢ni maxima byla podobné a kalibrac¢ni
krivka vykazovalo dobrou miru regrese, vzhledem k malému mnozstvi dat.

P1i celkovém porovnani senzoru a spektrofotometru si senzor vedl pomérné dobte.
Absorpéni maxima se shodovala, az na malé odchylky dané omezenim senzoru na
6 vlnovych délek. Vykreslené kalibra¢ni kiivky byly pod podobny thlem, i kdyz v

nékterych mérenich byl rozdil mezi ktivkami vyssi, a vzdy byly krivky spektrometru
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i senzoru shodné stoupajici, ¢i klesajici. Koeficient determinace zavisel na rozptylu
dat, ale u spektrofotometru i senzoru byly ziskany podobné vysledky. Nejvétsi rozdil
senzoru oproti spektrofotometru byl ve velikosti hodnot absorbance, které meél senzor
vyssi. Procentni odchylka absorbance senzoru u vSech méreni vychazela nad 20 %,
casto i vice.

Laboratornimu spektrofotometru se sice senzor viditelného svétla AS7262 nevy-
rovna, muze byt ale jeho vhodnym zastoupenim pfi mérenich, u nichz neni vyza-
dovana vysoka presnost. Piikladem takového méteni miize byt pravé kolorimetricka
analyza vody ve skolnich laboratornich cvi¢enich, pro seznameni s principy kolori-

metrie a optické analyzy.
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Seznam symboli a zkratek

A absorbance

dH stupen tvrdosti vody

GH celkova tvrdost vody

GND uzemnéni

H iont vodiku

GND uzemnéni

I intenzita svétla

IDE integrated development enviroment = integrované vyvojové prostiedi
KH uhlic¢itanova tvrdost vody

LED light-emitting diode = dioda emitujici svétlo
NOj; dusi¢nany

OH hydroxid

PC personal computer = pocitac

pH potential of hydrogen = potencial vodiku

R?  koeficient determinace

RMSE root mean square error = stfedni kvadraticka chyba
SSE sum of squares error = rezidualni soucet ¢tverct
SSR sum of squares regression = suma ¢tverci regrese
SST sum of squares total = celkova suma ¢tvercu
USB universal serial bus

VCC voltage common collector = vstupni napéti

VIN voltage input = napétovy vstup
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Seznam priloh

1.

10.

11.

12.

13.

Kéd v programu Arduino IDE pro méreni senzorem:
as7262_measuring.ino

Koéd v programu Matlab pro méreni pH s fenolovou cerventi:

Kod fenolova cerven.m

Tabulka vystupt spektrofotmetru u pH s fenolovou cervent:

PR_ spektrofotometr.xlsx

Tabulka vystupt senzoru u pH s fenolovou cerveni:

PR senzor.xlsx

Koéd v programu Matlab pro méreni pH s bromthymolovou modfi:
Kod bromthymolova  modr.m

Tabulka vystupt spektrofotmetru u pH s bromthymolovou modfi:
BB_ spektrofotometr.xlsx

Tabulka vystupt senzoru u pH s bromthymolovou modii:

BB senzor.xlsx

Koéd v programu Matlab pro métfeni koncentrace dusi¢nanii:

Kod_ dusicnany.m

Tabulka vystupt spektrofotmetru u méreni koncentrace dusi¢nanii:
NO3_ spektrofotometr.xlsx

Tabulka vystupt senzoru u méfeni koncentrace dusi¢nant:

NO3 senzor.xlsx

Koéd v programu Matlab pro méteni tvrdosti vody:

Kod_ tvrdost_vody.m

Tabulka vystupt spektrofotmetru u métreni tvrdosti vody:

KH_ spektrofotometr.xlsx

Tabulka vystupt senzoru u u méreni tvrdosti vody:

KH senzor.xlsx
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