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1. Prehled problematiky

1.1 Absorpéni spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné
oblasti

Podstatou absorp¢ni spektrofotometrie je sledovani absorpce zafeni prostiedim.
V praxi se nejcastéji méii v oblasti 200 — 800 nm (blizka ultrafialova a viditelna oblast).
Méieni v oblasti pod 200 nm je experimentalné obtizné, protoze zde absorbuji i anorganické

ioty, molekuly kyvet a vzduch. [1]

1.1.1 Princip absorp¢ni spektrofotometrie v UV a VIS oblasti [2-5]

Ultrafialové a viditelné zafeni pfedstavuje pouze malou ¢ast elektromagnetického
spektra a jako dalsi formy zafeni (radiofrekvenéni, mikrovinné. infracervené, kosmické a
rentgenové) ma dualni, tj. vinové Korpuskularni charakter. Souvislost mezi vinovymi
vlastnostmi zafeni (frekvenci) a vlastnostmi korpuskularnimi (energii) popisuje znamy vztah

odvozeny Planckem:
E=hv

kde E je energie. h Planckova konstanta (6,626.107 Js) a v je frekvence [Hz].
Kazdé elektromagnetické vinéni lze charakterizovat frekvenci (v). ktera udava pocet
kmitl za sekundu a vlnovou délkou (X), coZ je draha, o kterou postoupi vlna za dobu jednoho

kmitu. Tyto dvé veli¢iny spolu souvisi vztahem:
C=V.A

kde ¢ je rychlost Sifeni svétla. Ve vzduchu je rychlost §ifeni svétla mensi nez ve vakuu.
SniZeni rychlosti svétla udava index lomu (v dané frekvenci podil rychlosti svétla ve vakuu
k rychlosti v daném prostiedi). Pokud zafeni vstoupi do prostiedi s vy$§im indexem lomu.

jeho vlnova délka je ve srovnani se vzduchem mensi. Za normalnich atmosférickych



podminek se index lomu vzduchu blizi jedné (ptiblizné 1,0028 pro VIS oblast) a jeho vliv tak
1ze obvykle zanedbat.

Pii interakci zafeni s latkou se mohou uplatnit jevy jako je lom, odraz, rozptyl,
absorpce, fluorescence/fosforescence a popt. fotochemickd reakce. Pro meéfeni UV-VIS
spekter se vyuZiva absorpce. Pfi absorpci latka pfednostné absorbuje zareni urcité vlnové
délky, tj. urCité energetické kvantum. MnozZstvi absorbujici latky lze zjistit podle velikosti
méfené absorpce.

Pro méfeni absorpce zateni je propustnost T (transmitance) rovna podilu mezi

intenzitou proslého zafeni (I) a intenzitou vstupujiciho zatfeni (Io):
T=U1
Hodnoty transmitance se ¢asto uvadéji v procentech.

Castéji se vyuziva absorbance A, kterd je definovana jako logaritmus pievracené

hodnoty transmitance:
A=-logT

Pro posouzeni velikosti absorpce zafeni vzorkem se méii velikost absorbance (né¢kdy
transmitance) v zavislosti na vlnovych délkach (pfipadné frekvenci nebo vlnoctu) pouzitého
spojitého zafeni, tzv. absorpéni spektrum. Absorpéni spektrum molekul je soubor pési
odpovidajici jednotlivym energetickym pifechodiim. Lezi tedy v oblasti vinovych délek, které
jsou charakteristické pro danou latku a jejich poloha se vyuziva pro kvalitativni analyzu.

Pro kvantitativni vyhodnoceni spektra se vyuZiva Lambertova - Beerova zakona, podle

kterého je absorbance pfimo umérna podtu absorbujicich molekul v draze paprsku:
A=celc,

kde € je molarni absorpéni koeficient (m?.10%/g), ¢ je koncentrace absorbujici latky (g/1, mg/l)
a | je tloustka absorbujici vrstvy (cm). Lambertiv — Beeriv zdkon plati jen za ur€itych
podminek. Zafeni musi byt monochromatické, roztoky musi byt velmi zfedéné a absorbujici

prostiedi nesmi podléhat Zadnym zménam.

Molarni absorpéni koeficient je charaktericky pro danou latku pti pfesné definovanych

podminkéch, jako je vinova délka, rozpoustédlo a teplota. Experimentalné zjisténé hodnoty



zavisi na vlastnostech pouzitého pfistroje. Z tohoto divodu neni vhodné pro kvantitativni
analyzy pouZivat pfedem ur¢ené koeficienty (napt. z literatury), ale je 1épe stanovit je pomoci

standardu o znamé koncentraci, méfeného za stejnych podminek na tomtéz piistroji.

1.1.2. Absorpéni spektra v UV-VIS oblasti

Absorpéni spektra v UV-VIS oblasti vznikaji diky pfechodim mezi elektronovymi
stavy v molekule. Vedle téchto energeticky nejnaro¢néjSich ptechodii se uplatiiuji 1 méné
naroéné piechody mezi vibranimi a rotaénimi hladinami. Vibrace molekuly znamenaji
periodické zmény jadernych vzdalenosti nebo valenénich uhli v molekule. Rotace a s ni
spojené rotacni stavy se tykaji molekuly jako celku. V dasledku toho absorpci zafeni
dostatecného k pfechodu mezi elektronickymi hladinami dojde také k excitaci vibracnich a
rotacnich hladin. Vznika tak pasové spektrum s jemnou strukturou danou fadou vibra¢nich a
rotacnich pfechodi, v kondenzované fazi je tato struktura vlivem interakce mezi molekulami

zménéna v souvisly absorp¢ni pas.

Absorpce je nejéastéji zpusobena elektronovymi ptechody mezi vazebnymi a antivazebnymi
orbitaly # (1 — 7') a ptechody z nevazebnych orbitalli (n — o,n— n) . U bilkovin a
nukleovych kyselin jsou hlavnimi chromofory systémy s nasobnymi vazbami. U
konjugovanych systému (napf. porfyrinovy kruh) se absorpce zéfeni projevuje hlavné ve

viditelné oblasti. [1,6]

Absorpce v oblasti viditelného zafeni (400-750 nm) zplsobuje barevnost latek.
Absorpci v UV oblasti lze méfit jen fotoelektrickymi detektory, lidské oko toto zafeni

nevnima. [6]

1.2 Spektrofotometry pro méreni absorpce v UV/VIS oblasti

Absorpéni spektrofotometr je ptistroj k méfeni transmitance nebo absorbance vzorku
jako funkce vlnové délky elektromagnetického zareni. Zakladni ¢asti spektrofotometru jsou:
zdroj produkujici kontinualni elektromagnetické zateni v dané oblasti, disperzni systém, ktery

separuje zafeni z uréitého spektralniho intervalu vinovych délek, zafizeni pro umisténi vzorku



a jeden ¢&i vice detektori k méfeni intenzity zateni. Dalsi optické prvky, jako kolimatory,

cocky a zrcadla slouzi k vedeni, koncentraci ¢i zaostfovani paprsku. [2]

1.2.1 Zdroj zareni

Zdroj zafeni emituje primarni zafeni, které je vzorkem absorbovano a velikost této

absorpce je sledovana.

Idedlni zdroj by mél poskytovat zafeni o konstantni intenzité ptes cely rozsah
vinovych délek s dlouhodobou stabilitou a nizkym Sumem. Pro viditelnou a ultrafialovou
oblast se pouziva rozdilnych typ zdroji zafeni. Nejrozsifenéjsim zdrojem UV zafeni jsou
deuteriové a vodikové vybojky, které za vysokych tlakd plyni emituji spojité ultrafialové
zafeni a souCasné emituji né€kolik ¢ar ve viditelné oblasti, jichz se ¢asto pouziva ke kalibraci
spektrofotometri. Dal$im moZnym zdrojem zafenim v téZe oblasti jsou xenonové vybojky,

které se ale s ohledem na vyssi cenu pouZivaji mén¢ Casto.

Ve viditelné oblasti se pouzivaji halogenové a wolframové lampy. Wolframova lampa
poskytuje spojité zafeni v rozsahu od 350 nm az do blizké infralevené oblasti. Je to
wolframovy drat, ktery umistény ve sklenéné nebo kiemenné barice plnéné argonem.
Halogenova lampa je v zasadé wolframova lampa, kterd obsahuje malé mnozstvi jodu
v kfemenné barce. Plynny wolfram vznikajici sublimaci ze Zhavého wolframového vldkna
reaguje sjodem za vzniku WI,. Kdyz molekuly WI; narazi na vlakno, jodid se rozlozi a

wolfram se tak vraci zpét na vlakno.[3,4]

1.2.2 Disperzni systém

Disperzni systém tvofi zékladni optickou &ast piistroju a slouzi k separaci urcité
vinové délky nebo ptesnéji tizkého pasu vinovych délek. Disperzni systém je realizovan
pomoci monochromatorti nebo filtrl (u jednodussich ptistrojit pro kvantitativni analyzu). [3]

Monochromatory jsou bud’ hranolové nebo miizkové. Hranolové monochromatory
rozd€luji polychromatické zafeni na zakladé toho, Ze rizné vinové délky se lamou pod
riznymi thly. Z hranolu tedy vystupuji paprsky riznych vinovych délek riznymi sméry.

Otaéenim hranolu dopada na vystupni §térbinu monochromatoru zafeni rizné vinové délky.

Mrtizkové monochromatory narozdil od hranolu vyuzivaji difrakce (ohybu) zateni. [1]



1.2.3 Detektory zareni

Detektory pievadéji energii dopadajiciho zafeni na jinou formu energie. nejcastéji na
energii elektrickou. Detektor by mél byt citlivy na zafeni v Sirokém rozsahu vinovych délek a
poskytovat linearni odezvu bez ohledu velikost energie dopadajici zafeni (dynamicky rozsah).
mit nizky Sum a vysokou citlivost. Spektrofotometry obvykle obsahuji jako detektor

fotonasobic¢ nebo fotodiodovy detektor, popfipadé fotonky. [2]

Fotonasobi¢ je zalozen na vngjsim fotoelektrickém efektu, kdy dochazi k emisi
clektront z povrchu elektrody, na kterou dopada elektromagnetické zafeni. Fotonasobic je
tvofen fotokatodou, anodou a soustavou pomocnych elektrod - dynod, které jsou umistény v
evakuované baice. Foton dopadne vstupnim okénkem na fotokatodu, uvolni z ni elektrony.
které jsou urychleny vlozenym elektrickym polem a dopadaji kaskadovité¢ na dynody. Kazdy
urychleny elektron vyrazi z dynody nékolik sekundarnich elektroni, ¢imz se u¢inek zafeni

zesiluje a mezi katodou a anodou pak registrujeme proud.

Kvalita fotonasobice je predevsim dana hodnotou tzv. temného proudu, coz je proud.
ktery prochazi pfi vlozeném urychleném napéti, i kdyz na fotokatodu nedopada zareni. Ke
vzniku temného proudu prispiva termoemise fotokatody, emise silnym elektrickym polem a
svodovy proud. Jednodussi detektory na stejném principu (fotoburky) maji pouze fotokatodu

a anodu. nedochdzi na nich k zesileni signdlu.

Fotodiodovy detektor ma $ir$i dynamicky rozsah. Ve fotodiod¢ svétlo dopadajici na

polovodi¢ umozni tok elektronu, takze se vyCerpava naboj kondenzatoru, ktery je pfipojen

k polovodic¢i. Mnozstvi naboje, které je potieba k nabiti kondenzatoru, je imérné intenzité

dopadajiciho svétla. [3]

1.2.4 Absorbuijici prostredi [3]

Pfi nejbéznéjsi praci se pouziva obvykle rektangularnich kyvet (s konstantni znamou
vnitini tloustku absorbujici vrstvy - v UV-VIS oblasti od 0.1 do 10 cm). Pro bézna méfeni se
nejCastéji pouziva 1 cm kyvet. Tloustka kyvet se vétSinou voli v zavislosti na koncentraci
méfencho roztoku tak, aby se naméfena hodnota absorbance pohybovala v rozmezi 0.1 az 1.
Material, ze kterého jsou kyvety vyrobeny, nesmi absorbovat zafeni ve sledovaném vinovém
rozsahu, proto pro ultrafialovou oblast pouzivame kiemenné kyvety. pro oblast viditelnou

postacuji sklenéné nebo plastové.



1.2.5 Usporadani zakladnich pristrojovych casti [2]

Tradiéné se rozliSuji dva zakladni typy konstrukce - jednopaprskovd nebo

dvoupaprskova.

U jednopaprskového uspoiadani jde polychromatické zareni ze zdroje na vystupni
Stérbinu  monochrométoru, kde je selektivné transmitovan uzky pruh zéfeni. Toto
monochromatizované zateni jde ptes kyvetovy prostor a kyvety do detektoru. Aby se zjistila
absorbance vzorku, musi se nejdfive zméfit referencni intenzita zateni dopadajici na detektor
(v kyveté je referencni roztok), kterd se poté porovna s intenzitou zateni proslého kyvetou
s méfenym vzorkem. Toto uspofadani je vhodné pro méteni absorbanci vzorki pii jedné

vlnové délce.

Schéma jednoparskového uspoiadani je na obrazku 1.

Detektor

Vzorek

Monochromator

Vystupni

' $térbina
/ Disperzni prvek

Vstupni $térbina

® Zdroj zafeni

Obr. 1 - Schéma jednoparskového uspoiadani, podle |2], upraveno

V pivodnim uspotfaddnim jednopaprskovych pftistroji bylo potieba méfit spektrum
,»bod po bodu®, coz bylo velmi zdlouhavé a pracné. Tyto pfistroje se dnes pouzivaji spiSe jen
ke kvantitativnim méfenim (pfi konstantni vinové délce). Moderni jednopaprskové piistroje
registruji cely meéfeny interval nejprve pro referenéni a poté pro méfeny vzorek. U
jednopaprskového usporadani, kde je pro ziskani celého spektra potfeba nékolik minut,
protoze se kazda vlnova délka musi zméfit zvlast, miize dojit k Casové nestabilité pouzitého

zdroje zafeni.

Dvoupaprskové spektrofotometry umi kompenzovat tyto zmény intenzity zdroje zafeni



blanku a vzorku. V pravych dvoupaprskovych pristrojich prochazi rozdéleneny paprsck jak
referenénim, tak méfenym vzorkem. Dosahuje se toho tim, Ze je paprsek rozdélen napf.
délicem (dvoupaprskové spektrofotometry ..v prostoru™) nebo ¢astéji rychle prepindn pomoci
rotujiciho zrcadla (dvoupaprskové spektrofotometry ..v ¢ase™). V soucasnosti se uplatiuji také
jednodussi pristroje (tzv. Split Beam), v nichZ je kompenzovana nestabilita zdroje mérenim

pomocnym detektorem.

Jinym typem jsou spektrofotometry s diodovym polem (diode-array). které maji
jednopaprskové uspotadani. Polychromatické zareni jde ze zdroje pies kyvetovy prostor do
vystupni Stérbiny polychromatoru. Polychromator rozptyli zareni na diodové pole. kde kazda
dioda zm¢fi Gzkou ¢ast spektra. VIinova délka zateni., které je detekovano diodou zavisi na

velikosti vstupni Stérbiny polychromatoru a s velikosti diody.

1.3 Validace pristroju

Ucelem validace pristroji je potvrzeni, ze zékladni parametry. jako je spravné
nastaveni vinové délky. fotometricka piesnost. rozliseni a dalsi, odpovidaji specifikaci

piistrojc. resp. jsou vhodné pro uvazovanou analytickou metodu.

1.3.1 Presnost nastaveni vinovych délek

Presnost nastaveni vinovych délek je dilezité kritérium pro porovnani spekter. ktera
jsou méfena na raznych pristrojich. Také hraje roli v kvantitativni analyze pii pouZiti
absorpcnich koeficientl. které jsou zavislé na vinové délce a méfeni by mélo byt provedeno
pfi vinové délce, pii které byly tyto koeficienty ziskany. K méfeni piesnosti nastaveni
vinovych délek se v idealnim piipadé pouzivaji referenéni standardy. které maji velmi uzké a
dobte definované piky v celém UV pasu a viditelné oblasti spektra. Obecné piipadaji v uvahu
kalibracni filtry (kapalinové nebo ze specidlnich skel) nebo emisni kalibraéni vybojky
s vysokym podilem ¢arovych emisi. [2]

Podle lékopisu [7] se kontrola vinovych délek provadi pomoci absorpénich maxim
roztoku chloristanu holmitého nebo pomoci emisnich maxim vhodnych vybojek. V tabulce 1
Jsou uvedeny polohy car pro vodikovou, resp. deuteriovou lampu a poloha ¢ar pro rtutové

pary. Povolena tolerance je 1 nm pro ultrafialovou oblast a + 3 nm pro viditelnou oblast.

11



Tabulka 1 Maxima absorpce roztoku chloristanu holmitého (Ho), poloha emisnich ¢ar pro vodikovou

(Hbeta) a deuteriovou (Dbeta) lampu a rtut’ové pary (Hg), podle |7]

Amax [nm] Amax [nm]

241,15 nm (Ho) [404,66 nm (Hg)
253,70 nm (Hg) {435,83 nm (Hg)
287,15 nm (Ho) |486,00 nm (Dbeta)
302,25 nm (Hg) [486,10 nm (Hbeta)
313,16 nm (Hg) |536,30 nm (Ho)
334,15 nm (Hg) |546,07 nm (Hg)
361,50 nm (Ho) |576,96 nm (Hg)
365,48 nm (Hg) |579,07 nm (Hg)

Na obrazku 2 je spektrum roztoku chloristanu holmitého (40 g/l oxidu holmitého

v 10% v/v kyselin¢ chloristé). [2,7]
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Obr. 2 - Spektrum roztoku chloristanu holmitého, podle |2]|, upraveno

Kontrolu stupnice vinové délky lze provést také pomoci holmiového a didymiového
sklenéného filtru. Polohy maxim absorpce s povolenymi tolerancemi jsou uvedeny v tabulce 2

[8]. Spektrum holmiového filtru je na obrazku 3 [9]



Tabulka 1. - Hodnoty vinovych délek absorpénich maxim pro didymiovy a holmiovy filtr podle [8]

Vinové délky [nm]
Holmiovy filtr Didymiovy filtr
241,5+0,2 573,0+3,0
279,4+0,3 586,0 £ 3,0
287,5+0,4 685,0 £ 4,5
333,71 0,6
360,9 + 0,8
4184+ 1,1
4532+14
536,2+23
637,5+3,8
2 4
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[=}
[%2}
2 |
0 T T
230 330 430

Vinova délka [nm)

Obr. 3 - Spektrum holmiového filtru, podle |9], upraveno

U spektrofotometrti s deuteriovymi lampami lze pouzit deuteriové emisni ¢ary, které
jsou pii 486,0 nm a 658,1 nm. Nevyhodou deuteriovych lamp je, Ze pro kalibraci jsou

k dispozici jen dvé vinové délky a Zadna z nich nelezi v UV oblasti. [8, 10]

1.3.2 Fotometricka presnost

Fotometricka pfesnost je dulezitd pro kvantitativni analyzu, kde jsou uzivany absorp&ni

koeficienty. Také je to dlileZity parametr pii srovnavacich méfenich. K méteni

[



fotometrické piesnosti se daji pouzit srovnavaci standardy, které by idealné¢ mély mit stalou
absorbanci v celém UV a VIS rozsahu, aby nebyly ovlivnény pfesnosti nastaveni vinovych
délek. Kontrola absorbanci se provadi mnoha metodami. Nékteré jsou pro UV oblast, nékteré

pro VIS oblast. [2]

Méreni fotometrické presnosti ve VIS oblasti spektra

Pro méteni fotometrické pfesnosti lze ve viditelné oblasti spektra pouzit sklenénych
Sedych filtri nebo roztoku CuSQy, ktery se pfipravi rozpusténim 20g CuSO4.5H,0 ve vodé,
pfidanim 10 ml kyseliny sirové a doplnénim na 1000 ml. Hodnoty absorbance tohoto roztoku,
zméfené¢ho v 1 cm vrstvé proti 1% kyseliné sirové, udava tabulka 3. Povolena chyba od

nameéfenych hodnot jsou 2 % udévané hodnoty absorbance.[8§]

Tabulka 3 - Hodnoty absorbance roztoku siranu méd’natého (20 g/l) v 1% kyseliné€ sirové podle |8]

A [nm] | Absorbance
600 0,068
650 0,224
700 0,527
750 0,817

Méreni fotometrické presnosti v UV oblasti spektra

Na kontrolu fotometrické pfesnosti 1ze pouzit roztok dichromanu draselného, ktery se
pfipravi rozpusténim 57 mg az 63 mg dichromanu draselného (pfedtim vysuseného pii 130°C)
v kyselin¢ sirové 0,005 mol/l a jejim doplnénim na 1000 ml. V tabulce 4 jsou uvedeny
specifické hodnoty absorbance tohoto roztoku (1 % roztok méfeny v 1 cm kyveté) véetné
povolenych odchylek a dale hodnoty absorbance pro roztok obsahujici pfesné¢ 60,06 mg
dichromanu draselného v 1000 ml kyseliny sirové. Spektrum 0,006 % roztoku dichromanu

draselného v kyseling sirové je uvedeno na obrazku 4. [7,9]
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Obr. 4 - Spektrum 0,006% roztoku dichromanu draselného v kyseliné sirové, podle |9], upraveno

Tabulka 4 — Specifické hodnoty absorbance K,Cr,0,v 0,005M kyseliné sirové, hodnoty absorbance pro

roztok obsahujici pFesné 60,06 mg K,Cr,04, hodnoty absorbancé roztoki A a B K,Cr,04, podle |7,8]

A[nm|] | A(1%,1 cm) Tolerance Absorbance 0,006 % Roztok A | Roztok B
roztoku K>Cr-0-
235 124.5 122.9 -126.2 0.748 0.626 1,251
257 144.0 1424 - 154.7 0.865 0,727 1.454
313 48.6 47.0 - 50.3 0.292 0.244 0.488
350 106.6 104.9 - 108.2 0.640 0.536 1,071

Dalsi postup kontroly fotometrické piesnosti vychazi z ptipravy dvou roztoki
dichromanu draselného o odlisné koncentraci a nasledného zméfeni absorbance proti 0,005
mol/l kyseling sirové.

Prvni roztok (roztok A) se ptipravi rozpusténim 50 mg £ 0.5 mg dichromanu
draselného do 1 litru 0.005 mol/l kyseliny sirové. Druhy roztok (roztok B) se pfipravi
navazenim 100 mg £ 1.0 mg v 1 litru 0.005 mol/l kyseliny sirové. Povolena odchylka
naméienych hodnot od referenénich. uvedenych rovnéz v tabulce 4. posledni dva sloupce. je

do 1.6 %. [8]



1.3.3 Limit rozptyleného zareni

Rozptylené zafeni (také zbloudilé zareni, stray light) se projevuje tim, Ze detektor
poskytuje odezvu i v situaci, kdy v optické draze a kyveté je vzorek s nulovou hodnotou
transmitance. Jecho vznik je dan jednak tim, Ze z vystupni $térbiny monochromadtoru vystupuje
1 zareni svlnovou délkou, které nelezi v méfeném spektralnim rozsahu, a které muze
prochdzet detektorem a dale tim, ze cast zafeni o vlnové délce A vystupujiciho
z monochrométoru muze dorazit k detektoru riznymi cestami, popf. se mohou uplatnit 1

optické ,.netésnosti pfistroje. Vztah pro vypocet transmitance je pak mozné upravit do tvaru:

T=(I+Is)/ (I +1s),

kde T je transmitance, Iy je intenzita vstupniho svétla, I je intenzita svétla proslého kyvetou a
I§ je intenzita rozptylencého svétla.

Rozptylené svétlo ovliviiuje linearitu vztahu mezi absorbanci a koncentraci pii
vysokych hodnotach absorbance, coz se projevuje jako systematicky pokles k niz§im
absorbancim za vzristajici koncentrace. Mnozstvi rozptyleného svétla nesmi piekrocit urcitou
hodnotu, aby byla zachovana linearni zavislost absorbance na koncentraci. Tato hodnota se
nazyva limit rozptyleného zareni.

Rozptylené svétlo lze méfit napt. pouzitim filtrti, které pifi urcité¢ vinové délce plné
absorbuji a svétlo, které dopada na detektor pii pouziti téchto filtrii je rozptylené svétlo.
Nejcastéji se pouziva vhodnych filtra¢nich roztokl s vysokou absorpci pii dané vinové délce
Napf. absorbance roztoku chloridu draselného (12 g/I) méfena v 1 cm kyveté pti 200 nm by
méla byt vyssi nez 2 v porovnani s vodou jako kontrolni kapalinou. Pro vinovou délku
340 nm sc pouziva roztok dusitanu sodného, pro 220 nm lze pouzit roztok jodidu sodného.

[7.10]

1.3.4 RozliSovaci schopnost

Rozlisovaci schopnost je zaloZzena na schopnosti rozli§it mezi dvéma blizkymi
vinovymi délkami; ve spektrofotometrii se timto pojmem zpravidla rozumi schopnost rozlisit
dveé blizka absorpéni maxima. Za rozlisena povazujeme takova maxima, kde absorpce mezi

vrcholy klesne na 80 % maximalni hodnoty. RozliSovaci schopnost piistroje by pak byla
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definovana jako nejmensi rozdil vinovych délek. pii kterém budou blizko lezici
maxima jesté rozliSena. [2]

Protoze takto definované rozliseni je jen obtizné méfitelné, pfi validaci pfistroju se
nejcastéji pracuje s vhodnou kalibra¢ni slouceninou s blizko lezicimi maximy. Hodnoty
poméru absorbanci roztoku toluenu v hexanu (0.02 % V/V, proti ¢istému hexanu. zméfeno
spektrum od 265 nm do 272 nm) pro deklarované Sitky Stérbiny udava tabulka 5. Spektrum

toluenu v hexanu s vyznacenymi maximy je na obr. 5. [2.10]

Tabulka 5 - Hodnota A (269) / A (266) pro rizné spektralni Sifky Stérbiny podie [2]

Spektralni Sifka Stérbiny | Pomér Asgo/ Azes
0.25 2.3
0,50 2.2
1.00 2.0
2.00 1.4
3.00 1.1
4.00 1.0

0.51
0.4

0.3

Absorbance

0.2

0.1

258 260 767 764 766 268 270 912 214 276

Vinova delka [nm)

Obr. 5-Spektrum toluenu v hexanu, podle |2|, upraveno



1.3.5 Sum

Sum ovliviiuje piesnost méfeni absorbance. Vyznamné se uplatiiuje pii nizkych
absorbancich vzorku, kdy pfedstavuje znaCnou relativni odchylku. Nejcastéji se méfi pfi
nulovych absorbancich, to znamena bez vzorku v draze paprsku. Sum se poté spocitd podle

nasledujiciho vztahu (ve kterém je zahrnuta korekce na nestabilitu nulové linie — tzv. drift):

Z(X —)c)2

Sum (rms) = 5

kde x jsou naméfené hodnoty, X je klouzavy pramér z péti po sobé jdoucich hodnot. [11]

1.4 Spekrofotometr MOM 195D [12]

1.4.1. Uvod

Spektrofotometr MOM 195D je jednopaprskovy pfistroj, ktery slouzi k méfeni
transmitance nebo absorbance kapalin a pevnych latek ve vinovém rozsahu 190 — 1100 nm.
Nepatrné rozptylené svétlo pristroje podle tdajt vyrobee zarucuje vysokou

monochromati¢nost, pficemz by méla byt zarucena platnost Lambertova-Beerova zakona.

1.4.2. Zakladni ¢asti spektrofotometru

Uvnitt piistroje je 5 hlavnich stavebnich dili:
1. Zdroj svétla

2. Skfinka monochromatoru

3. Prostor kyvety

4. Sktinka prijimace

5. Ovléadaci prvky
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Zdroj svétla

Pristroj ma dva zdroje svétla. Deuteriovou lampu, kterd se pouziva pii méfeni v oblasti
190 - 350 nm a halogenovou lampu pro oblast od 320 - 1100 nm. Pfed lampou se nachazi
sbérné zrcadlo, jehoz poloha mlize byt justovana pomoci nastavovacich Sroubt zrcadla. Oba
zdroje svétla je mozné zatadit do optické drahy pfepinacem lamp a o jejich zapnuti informuje

rozsviceni prislusné kontrolky na ptedni desce pfistroje.

Skfin monochromatoru

Zakladni ¢asti monochromatoru (kfemenny hranol, zrcadlo kolimatoru a §térbiny) jsou
umistény v hlinikov¢ skiini. Kfemenny hranol ma hranu podstavy 30 mm, vySku 54 mm a
lamavy uhel 30°. Zrcadlo kolimatoru ma ohniskovou vzdalenost 500 nm a relativni aperturu
1:10. Vstupni a vystupni $térbina jsou umistény nad scbou. Aby se kompenzovalo zakfiveni
spektralni linie, jsou Stérbiny vyrobeny s polomérem zakiiveni 700 mm. Fyzicka vyska
Stérbiny je 13 mm, Sitka $térbiny se muZze ménit od 0 - 2 mm. Ob¢ $térbiny mohou byt
ménény soucasné oto¢enim nastavovaciho knofliku $térbiny. Sitka $térbiny (v mm) se ode¢ita
na stupnici. Pred vstupni S$térbinou mezi monochromatorem a kyvetovym prostorem se
nachazi zrcadlo, které promita svétlo ze zdroje na vstupni Stérbinu monochromatoru. Toto
zrcadlo muze byt pomoci nastavovaciho Sroubu zrcadla nataceno, ¢imZ je umoZnéna justace

chodu svazku paprsku.

Prostor kyvety

V kyvetovém prostoru je bézné¢ moznost umistit 4 kyvety, které lze postupné zatazovat
do optické drdhy bez otevieni piistroje. Na zakladni desku lze pripevnit oto¢ny drzak pro
kyvety s riznymi optickymi délkami. Pomoci tohoto zafizeni a k tomu pfislusného optického

pridavného systému lze provadét také méteni celkové fluorescence a nefelometricka méteni.

Skrinka detektoru

Skfinka pfijimace se nachazi na pravé strané spektrofotometru a je v ni nasroubovana
silikagelova susici patrona. Ioto¢lanky jsou umistény ve vzduchotésné uzaviené skfini a
pomoci nich lze 7z vn¢jsku picepinat mezi ¢lankem s antimon-cesiovou fotokatodou (citlivy pro
vlnové délky 190 — 650 nm) a ¢lankem s cesiovou fotokatodou ( citlivy pro vinové délky
550 — 1100 nm). Svételny paprsek z kyvetového prostoru vstupuje do skifin€ detektoru

kfemennym okénkem.
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Ovladaci prvky

Na levé strané piistroje vedle zastrcky do sité jsou umistény obé sitové pojistky,
sitovy hlavni vypina¢. vypinac¢e lamp a Srouby pro nastaveni vlnovych délek. Na pravé
strané pristroje sc naléza pripojka pro zapisovaci pfistroj (v pfipad¢, Ze je do ni zapisovaci

pfistroj ptipojen, nefunguji vnéjsi ukazatele ptistroje).

1.4.3. Opticky systém

Svétlo, které jde ze zdroje svétla, dopada na sbérné zrcadlo. kde je fokusovano a
promitano na rovinné zrcadlo. Pomoci rovinného zrcadla je svazek paprskl vychylen o 90° a
promitan na vstupni §térbinu, ktera je chranéna destickou z kiemenného skla. Paralelni svazek
paprskll je promitan do sbérného zrcadla a na kfemenny hranol. ktery paprsek spektralné
rozdéluje, a jehoz zadni plocha ho promita na sbérné zrcadlo. Paprsky, které na hranol
dopadaji. jsou pomoci sbérného zrcadla zaostrovany na vystupni Stérbinu. Pokud se otoci
hranol. je zménéna vinova délka svétla vychazejici z monochromatoru. Po prichodu vzorkem,
popf. referencni latkou a ochrannou deskou dopada svétlo na katodu fotoburiky.

Aby se zmensilo rozptylené svétlo, je moznost dat v oblasti od 320 nm do 400 nm filtr
ze skla UGI1 a v oblasti nad 600 nm filtr ze skla OGS ( filtry se vlozi do cesty paprsku
vychazejiciho z monochromatoru). Pro kvantitativni méfeni se pouzije barevny filtr UGI1,
pokud je zdrojem paprsku jodova lampa a méfeni se provadi v oblasti od 320 nm do 400 nm.

Opticky systém i s popisem jednotlivych ¢asti je zndzornén na obrazku 6.
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1) zdroj svétla

2) sbéme zrcadlo

3) rovinné zrcadlo

4) kiemenna desticka
5) vstupni Stérbina

£) sbérné zrcadlo

7) kfemenny hranol

8) vystupni Stérbma

9) kfemenna cocka

10) absorptni filtr

11) vzorek, referencni latka

12) ochranna deska

13) nebo 14) katoda fotobutiky
15) fotka

Obrazek 6 - Opticky systém, podle [12], upraveno

1.4.4. Postupy pfri validaci pristroje

V nasledujicim textu je popsana jen validace vinové délky a kontroly pozice

svételného zdroje, kterych se tykd experimentalni ¢ast.

Kontrola vinové délky

Jednou z moznosti kontroly vinové délky je metoda vizualni, pomoci spektralni
rtutové lampy. Ta sc po odstranéni krytu umisti pfed sbérné zrcadlo namisto jodové lampy.
Vinovéa délka sc nastavi na jedno z absorpénich maxim uvedenych v tabulce 6. Stérbina se
otevie na maximum a na bilém listu papiru se v kyvetovém prostoru pozoruje paprsek
vychazejici z monochromatoru. Kdyz tento paprsek vyplni §térbinu, odeéte se hodnota vinové
délky. Pokud naméfena hodnota neodpovida udajim z literatury, pfistroj se justuje Srouby pro
nastaveni vinov¢ délky.

Dalsi moZnost kontroly vinové délky je fotoelektrickou metodou také pomoci rtutové

lampy. Tato mctoda jc presnéjsi. Pristroj se zapne, ale lampa se necha vypnuta. Potenciometr
py Jjep ] ] p p Yp



se nastavi do stiedni polohy pomoci knofliku ,,100 T % FINE®, tak aby hodnota transmitance
byla 10-20 %. Poté s¢ pomoci zmény nastaveni vinové délky zjisti, kde se nachdzi maximum.
Je-li zjisténa odchylka od deklarované hodnoty postupuje se stejné¢ jako v piedchozim
ptipadé.

Také je mozn¢ pouzit stejnym postupem emisnich maxim deuteriové lampy (vinové

délky 656.3 nm nebo 486,1 nm). Nevyhodou je, ze jsou k dispozici jen dvé maxima.

Tabulka 6 —Povolené odchylky pro vinové délky ¢ar [12]

vinova délka [nm] | + povolena odchylka

od vinové délky [nm]

253,6 0.1
546.1 0.6
579.0 1.0

Kontrola polohy svételného zdroje

Kontrola nastaveni zdroje svétla do optické osy se provadi po nastaveni Stérbiny na
2 mm. Otevie se kryt v kyvetovém prostoru a do cesty paprsku se polozi list tuhého papiru.
Kryt v prostoru lampy se také odstrani. Zrcadlo se oto¢i nejprve proti jedné a poté proti druhé
lampé. Pii kontrole je vhodné nastavit vinovou délku na 546 nm, ktera je nejlépe viditelna.
V kyvetovém prostoru pozorujeme svétlo, které by mélo byt rovnomérné (obraz hranolu).
Pokud tomu tak neni. pozice lamp se pomoci Sroubovaku a justacnich Sroubu nastavi tak, aby

osviceni bylo silné a rovnomérné.
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2. Cil bakalarské prace

UV-VIS absorp¢ni spektrofotometrie je metoda k uréeni biochemicky vyznamnych
latek. Stanoveni je zaloZzeno na méfeni velikosti absorpce UV nebo VIS svétla vzorkem
obsahujicim zkoumanou latku a nasledném vyhodnoceni naméfenych hodnot. Pro efektivni
vyuziti je nezbytna spravna funkce piistroje. Cilem mé prace bylo seznamit se s funkci a
validaci spektrofotomert a déle ovéfit spravnou funkci spektrofotometru MOM 195D, ktery
se pouzivd na katedfe biochemiec pro rizna biochemicka stanoveni a opravit piipadné
odchylky. Zamc¢fiila jsem sc na piesnost v nastaveni vinovych délek, protoze zde byla
v minulosti zjisténa urcita chyba. Dale bylo cilem provéfit, zda spravné funguje piepocitavaci

obvod pfistroje pro prepocet transmitanci na absorbance.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité laboratorni pristroje, filtry

SPEKTROMOM 195D, Magyar Optical Miivek, Budapest, Mad’arsko

Spektrofotometr typu diode-array Hewlett-Packard HP 8453. Agilent Technologies, USA
Sklenény didymiovy filtr, typu 2, UNICAM , ¢islo 700871

Sklenény holmiovy filtr, typu 2, UNICAM, ¢islo 700570

Rtutova vybojka HQE 40, Narva Berlin, Némecko

3.2 Zjisténi presnosti nastaveni vinovych délek

Na piistroji Hewlett-Packard 8753 bylo zejména pro kontrolu proméfeno spektrum
holmiového a didymiového filtru. Pozice maxim absorpce souhlasila s udaji v literatufe [2,7].
Vybrana maxima holmiového filtru - 454 nm, 461 nm a 536 nm byla poté proméfena na
piistroji SPEKTROMOM 195D a porovnana, o kolik se tato absorpéni maxima lisi.
Naméiené hodnoty jsou v tabulkach 7 a 8. Maxima 451 nm a 457 nm byla méiena pii fyzické

Sifce Stérbiny 0.075 mm a maximum 533 nm bylo zméteno se Stérbinou o Sifce 0,055 mm.

Tabulka 7 - Absorpéni maxima pro holmiovy filtr (pro teoretické maximum absorpce 454 nm a 461 nm)

). [nm] A A [nm] A
448 0,668 455 0,643
450 1,070 456 0,973
451 1,179 457 1,514
452 0,956 458 1,240
453 0,786 460 0,658
454 0,548

Tabulka 8 - Absorpéni maxima pro holmiovy filtr (pro teoretické maximum absorpce 536 nm)

A [nm] A A [nm] A
525 0.088 533 0,361
527 0.109 534 0,338
529 0.173 535 0,293
530 0,235 536 0,241
531 0,300 540 0,149
532 0,341

Pozn.: zvyraznéné hodnoty v tabulkach oznacuji maxima absorpce

24



Porovnanim udaju z literatury a vysledkd zmétenych na SPEKTROMOMu 195D
ukazuje, 7e se polohy maxim li§i o0 3 az 4 nm.

Totéz méteni bylo provedeno s didymiovym filtrem pro maxima 573 nm, 741 nm a
748 nm. Maximum 573 nm bylo méfeno pii fyzické Sifce Stérbiny 0,055 nm a maxima 741nm

a 748 nm pii 0,42 nm. Vysledky meéfeni jsou vidét v tabulkach 9 a 10.

Tabulka 9 - Absorp¢ni maxima pro didymiovy filtr ( 573 nm)

A [nm] A A [nm]| A
560 0,104 568 1,285
562 0,151 569 1,320
564 0,313 570 1.225
565 0,435 572 1,075
566 0,709 576 0,831
567 0,980

Tabulka 10 - Absorpéni maxima pro didymiovy filtr (741 nm a 748 nm)

A [nm] A A [nm] A
730 0,217 740 0,266
732 0,233 741 0,264
734 0.245 742 0,262
735 0,248 744 0,269
736 0,257 746 0,263
737 0.255 748 0,262
738 0,269 750 0,257
739 0.268

Pozn.: zvyraznéné hodnoty v tabulkéach oznacuji maxima absorpce

Také pro didymiovy filtr je diference mezi pozicemi z literatury a idaji pristroje

3 az 4 nm.

3.3 Kalibrace nastaveni vinové délky

Ke kalibraci vlnové délky byla pouzita modifikovana fotoelektrickd metoda podle

navodu k pfistroji MOM 195D [12].
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3.3.1 Nastaveni spektrofotometru

Odkrytim levého krytu spektrofotometru byl zptistupnén Sroub pro nastaveni vinové
délky. Nejprve byla na piistroji nastavena vinova délka 486,1 nm, kterd odpovida jednomu z
teoretické pozice maxima emise deuteriové lampy. Méfeni intenzity v okoli této hodnoty ale
ukazalo, Zze pozice maxima se jevi jiz pii 483,5 nm. Pomoci pomalého otaceni Sroubu za
neustalé kontroly maxima vlnové délky, bylo pak nastaveno maximum vlnové délky na

spravnou hodnotu 486,1 nm.

3.3.2 Kontrola nastaveni vinové délky

Po odcbrani zadniho krytu byla do prostoru pro svételny zdroj zarazena rtutova
vybojka a pii fyzické Sifce $térbiny 0.05 mm zméfena jeji relativni intenzitu kolem vybranych
maxim. Pfedpokladana vybrana maxima absorpce byla pfi vinovych délkach

546,07 nm, 435,83 nm a 365,50 nm. Vysledky méteni jsou v tabulce 11.

Tabulka 11 - Proméfena vybrana maxima pro rtut'ovou vybojku

A [nm] relativni A [nm] relativni A [nm] relativni
intenzita intenzita intenzita
544 0,5 433 0.6 364 0,5
545 18.1 434 1,3 364,5 13,8
545.5 18.2 435 8.4 365 18
546 21,9 4355 24.6 365.5 12,2
546,5 25,6 435,75 24,8 366 6.3
547 20.8 436 15,4
547.5 19.0 437 5,6
548 11,4

Namétfena poloha maxim pro rtutovou vybojku se lisila od teoretickych pozic
v povolenych mezich (rozdil nepfesahl v Zzadném z ptipadi 0,5 mm). Hodnoty namérené
relativni intenzity pii danych vinovych délkach a tvar maxim je zndzornéna na obr. 7 - 9

(spojnice experimentalnich bodt pouze usnadiiuje "¢teni" obrazk).

26




30

25 S

15 4

10 4

relativni intenzita

T T T T

T T T
544 545 546 547 548

vinova delka [nm]

Obr. 7 - Zavislost relativni inzenzity rtut'ové vybojky na vinové délce pro emisni ¢aru 546,07 nm
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Obr. 8- Zavislost relativni intenzity rtutové vybojky pro emisni ¢aru 435,83 nm
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Obr. 9 - Zavislost relativai intenzity rtutCové vibojky pro emisni ¢aru 365,50 nm

Dalsi kontrola vinove délky byla provedena opétnym  premceienim  maxim pro

holmiovy a didvmiovy filtr. Namerené hodnoty jsou v tabulkach 12 - 15.

Tabulka 12 - Absorpéni maxima pro holmiovy filtr ( 454 nm a 461 nm)

»|nm| A kem) A
HE07200 s | 0399
B0 0T ST 0A8S
431 - 0877 158 C0494
432 0.667 | 439 0099
453 0745 de0 0905
iS4 0ss 0 el 0913
455 0762 1 402 1 073
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Tabutka 13 - Absorpéni maxima pro holmiovy filtr ( 336 nm)

1

»lnm| A o klam] A |
SRR 0.054 | 334 0235
27 0089 L s3sL 0291
529 0066 | 836 | 0322 |
530 0071 s 0320
31 0.080 338 0.291
532 0.101 | 540 0.205 |
333 0.167 7 ‘ ﬁj

Tabulka 14 - Absorpéni maxima pro didvmiovy filtr ( 741 nm a 748 nm)

» {nm]| | A ok [nm]| | A
7380214 740 0243
739 0221 747 0232
740 0226 748 0,249
74 0239 750 0.248
742 023 752 0.245
740234 | 73 0240

Tabulka 15 - Absorpéni maxima pro didvmiovy filtr ( 373 nm)

»inm|] A ~ kam] | A |
370 0).600) ‘ 573 0,932
571 0833 574 0.887
ST 002y 876 0.810

Jak je videt 7 tabulek 12 - 15, hodnota nametené absorbance se v ramet presnosti
nastaveni vinovyeh deélek nelisic Jen u holmiového piku je pro jedno maximum posunuta o

I nm od udavanyeh hodnot. coz je povolena tolerance.

3.4 Kontrola prepoctu transmitance na absorbanci

Cilem t¢to kontroly byvlo zjistit. zda spravn¢ pracuje picpocitavaci obvod pristroje
MONT 195D pro picpocet transmitanci na absorbance. Pomoci knofliku 100 % T byly
nastaveny nahodné hodnoty transmitance a Kk nim promceieny absorbance. Nejpryve bylo
mcieno thned po nastaveni piistroje podle navodu | 12]. Podstatou této operace je nastaveni
spravnych hodnot absorbance ve dvou bodech 0.1 A a 1T A pomoci korekenich potenciometru.
Mereni bylo provedeno 3x. Vysledky mefeni a relativini chyby v procentech jsou v tabulkich
16-20. V tabulce 21 jsou prumerné hodnoty namcienych absorbanci a chyb pristroje 7 téchto
pet mefeni. Prumerné hodnoty 7 techto mereni jsou vyneseny do grafu na obr. 10 proti

logaritmu nastavend transmitance.
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Tabulka 16 - Absorbance a chyby pro méfeni €. 1

Tabulka 17 - Absorbance a chyby pro méreni &. 2

numericky C'IXba, numericky clp:ba’
T spocitana naméfena | merent T spocitana naméfena | merent
[%] | absorbance | absorbance [%] [%] | absorbance | absorbance | [%]
25 1,602 1,650 3,00 2,5 1,602 1,659 3,56
51 1,292 1,309 1,32 5,1 1,292 1,312 1,55
6,1 1,215 1,226 0,91 6,1 1,215 1,225 0.82
9,8 1,009 1,008 0,10 9,8 1,009 1,003 0,60
15,2 0,818 0.812 0,73 15,2 0,818 0.815 0.37
22,3 0,652 0.643 1,38 223 0,652 0,644 1,23
26,0 0,585 0,577 1,37 26,0 0,585 0,578 1,20
33,5 0,475 0,467 1,68 335 0,475 0,468 1,47
40,7 0,390 0,384 1,54 40,7 0,390 0,385 1,28
558 0,253 0,249 1,58 55,8 0,253 0,249 1,58
62,5 0,204 0,200 1,96 62,5 0,204 0,200 1,96
70,4 0,152 0,149 1,97 70,4 0,152 0,150 1,32
75,8 0,120 0,118 1,67 75,8 0,120 0,118 1,67
85,7 0,067 0,064 4,48 85,7 0,067 0,064 4,50
98,8 0,005 0,003 40,00 98,8 0,005 0,003 40,00

Tabulka 18 - Absorbance a chyby pro méfeni ¢. 3

Tabulka 19 - Absorbance a chyby pro méreni ¢. 4

numericky dpjba, numericky CIP:ba,

T spoditana naméfena | merenl T spocditana naméfena | merenl
[%] | absorbance | absorbance [Y%o] [%] | absorbance | absorbance | [%]
2,5 1,602 1.663 3.81 25 1,602 1,667 4,06
5,1 1,292 1,313 1,63 51 1,292 1,310 1,39
6,1 1,215 1,231 1,32 6,1 1,215 1,229 1,15
9,8 1,009 1,008 0,10 9,8 1,009 1,004 0,50
15,2 0,818 0,815 0,37 15,2 0,818 0,813 0,61
223 0,652 0,645 1,07 22,3 0,652 0,643 1,38
26,0 0,585 0,578 1.20 26,0 0,585 0,575 1,71
335 0,475 0,469 1,26 33,5 0,475 0,468 1,47
40,7 0,390 0.385 1.28 407 0,390 0,384 1,54
55,8 0,253 0,250 1,19 55,8 0,253 0,251 0,79
62,5 0,204 0,201 1,47 62,5 0,204 0,201 1,47
70,4 0,152 0,150 1,32 70,4 0,152 0,152 0,00
758 0,120 0,118 1.67 75,8 0,120 0,120 0,00
85,7 0,067 0,064 4,48 85,7 0,067 0,067 0,00
98,8 0,005 0,004 20,00 98 8 0,005 0,005 0,00

30




Tabulka 20 - Absorbance a chyby pro méreni &. 5

Tabulka 21 - Primérné hodnoty absorbanci a

chyb méreni z péti méreni

prumérna

numericky cl:}v/ba’ numericky Clpjba,

T spoéitana naméfena | mereni T spoéitana naméfena merent
[%] | absorbance | absorbance | [%] [%] | absorbance | absorbance [%]
2,5 1,602 1,662 3,75 2,5 1,602 1,654 3,25
51 1,292 1,306 1,08 51 1,292 1,310 1,39
6,1 1,215 1,226 0,91 6,1 1,215 1,235 1,65
9,8 1,009 1,006 0,30 9,8 1,009 1,006 0,30
15,2 0,818 0.812 0,73 15,2 0,818 0,813 0,61
223 0,652 0,644 1,23 22,3 0,652 0,644 1,23
26,0 0,585 0,577 1,37 26,0 0,585 0,577 1,37
335 0,475 0,468 1,47 335 0,475 0,468 1,47
40,7 0,390 0,385 1,28 40,7 0,390 0,385 1,28
55,8 0,253 0,250 1,19 55,8 0,253 0,250 1,19
62,5 0,204 0,201 1,47 62,5 0,204 0,201 1,47
70,4 0,152 0,151 0,66 70,4 0,152 0,150 1,32
75,8 0,120 0,120 0,00 758 0,120 0,119 0,83
85,7 0,067 0,067 0,00 85,7 0,067 0,065 2.99
98,8 0,005 0,005 0,00 98,8 0,005 0,004 20,0

Z tabulek 16-20 je patrné, ze prepocitavaci obvod piistroje ihned po nastaveni (dle ndvodu)

pracuje bez vétsich chyb kromé hraniénich oblasti (2,5 % T a 98,8 % T).

1,8
16-
1,4——
1,2—-
10-
0,8—-
0,6-:

0,4

namerena absorbance

0,2

0,0

U e e e ML ma e pa i R
04 06 08

spocitana absorbance

—
1.0

| E—
1,2 1.4

1,6

1
1,8

Obr. 10 - Porovnani primérnych hodnot numericky spocitané absorbance a naméfené absorbance
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Aby byla ovéfena stabilita piistroje, bylo stejné méfeni provedeno po 4-hodinovém
chodu pfistroje bez opétovného nastaveni. V tabulce 22 jsou naméfené absorbance s chybou

méteni pristroje.

Tabulka 22 - Hodnoty absorbanci a chyb méFeni pfistroje po 4-hodinovém chodu

numericky
T[] | transmitance absorbance | CYPa méFenf [%]
2,5 1,602 1,613 0,69
51 1,292 1,286 0,46
6.1 1,215 1,200 1.50
9,8 1,009 0,984 2.48
15,2 0,818 0,797 2,57
22,3 0,652 0,613 5.99
26,0 0,585 0,566 3,25
33,5 0,475 0,459 3.37
40,7 0,390 0,376 2.59
55,8 0,253 0,243 3.95
| 625 0,204 0,195 4.41
70,4 0,152 0,152 0,00
75,8 0,120 0,120 0,00
85,7 0,067 0,067 0,00
| 988 0,005 0,005 0,00

Porovnanim vysledki z tabulck 21 a 22 je vidét. ze se kvalita pfepoctu znacéné
zhorsila, pokud se na ném méfilo po 4-hodinovém chodu bez toho, aby byl znovu nastaven.
Nejvyrazngjsi je tento ecfekt pro ¢asto méfené hodnoty (absorbance 0.2 — 1). Vysledky
ukazuji, Zze ptistroj piepocitava transmitance na absorbance bez vétSich chyb, ale vyzaduje

vzdy opétovné nastaveni.



4. Souhrn

Pomoci didymiového a holmiového filtru a rtutoveé vvbojky byla provérena spravnost
nastaveni vinové délky MOM 195 D a bylo zjisteno. 7¢ hodnoty byly o 3 az 4 nm ni7Zsi.
Moditikovan¢ho postupu doporucencho vyrobecem byla provedena justace vinoveé délky a
funkcnost pristroje byla znovu overena. Byvlo dosazeno presnosti lepsi nez 1 nm.

Vrozsahu 2.5 % 1T 98.8 % I byla prom¢iena linearita funkce picepocitavaciho
obvodu a stiedncdobi stabilita pristroje po dobu cca 4 hodin. Bylo zjisténo. ze bezprostiedne
po nastaveni je lincarita prepocitavani velmi dobrd a relativni chyba je mensi nez 2 %

(s vvjimkou nizkych a vysokyeh absorbanci). Avsak po delsi prodleve po nastaveni piistroje a

viastnim mcirenim se kvalita tohoto prepoctu znaéné zhorsila.
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