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1. Uvod a cil prace

Spektrofotometrickd detekce v oblasti UV-VIS je metoda oblibend pro svou
jednoduchost, univerzalnost, dobrou citlivost a rychlost. Je nejpouZzivanéjsi metodou
kvantitativniho stanoveni. Nové typy detektorii uzZ v sobé¢ maji zabudovanou AD kartu
a komunikuji s pocitaCem piimo ptes port USB (universal serial bus), kterym jsou zaroven
1 napdjeny elektrickym proudem, to vSe uZivateli velmi usnadfuje praci.

Prutokové metody analyzy, k nimZ patii i SIA, jsou velmi populdrni, protoze jsou
rychlé, v provozu ekonomicky nendrocné a ¢asto pln¢ automatické.

Na katedfe analytické chemie FaF UK byl studentem A. Svobodou sestaven SIA
analyzator a program nazvany FaFSIA, ktery umoznuje dany analyzator ovladat.” I piesto,
Ze program je tvofen s velmi otevienou architekturou, v dobé, kdy byl programovan nebyl
standard USB rozsiten a vétSina periferii komunikovala pies rozhrani COM (RS232C). To
je nyni opousténo pro svou velikost, v souasné dobé neuniversalnost a nizkou datovou
propustnost.

Mym cilem bylo upravit program FaFSIA nebo vytvofit novy tak, aby SIA
analyzator byl schopen pracovat se spektrofotometrem USB2000 UV-VIS firmy Ocean
Optics.



2. Teoreticka cast

2.1. Sekvencni injek¢ni analyza

Sekven¢ni injekcni analyza (Sequential Injection Analysis, SIA) patii do skupiny
pritokovych analytickych metod, jeZ vznikly riznymi modifikacemi piivodni priitokové
injek&ni analyzy (Flow Injection Analysis, FIA)”. SIA byvé téZ oznatovina jako druhd
generace tchto analytickych technik®. Byla vyvinuta pravé pii odstrafiovéni nékterych
nevyhod FIA kolektivem védcii z University of Washington vedenych J. Ruzi¢kou. Jedna
se 0 metodu relativnd novou, prvni ldnek definujici jeji koncepci je z roku 1990."
2.1.1. Princip metody ‘"¢ Pdie®

Zékladnim principem detekce stanovované latky v SIA systému je chemicka reakce
prevad¢jici tuto latku na detekovatelny produkt, jehoz mnoZstvi je zméteno v zavérecné
fazi detektorem. Tento zdkladni princip je vlastné stejny jako u klasické analytické reakce
ve zkumavce. U SIA ale miseni probihd pfi protékani roztokl reaktantl trubickou, pfi¢emz
tok kapaliny je zajiStén pumpou (u SIA pistovou, kterd umozni pfimy i zpétny tok).
Klicovym prvkem konstrukce u SIA metody je vicecestny selekéni ventil, ktery ji odliSuje
napi. od FIA a ktery je postupné pouZit k nasati nosné kapaliny, vzorku i ¢inidel a nasledné
je po obrdaceni sméru toku pouZit i k pfivedeni produktu k detektoru. Jedno méteni tak
predstavuje cyklus krokii, po jehoz provedeni se SIA analyzétor dostane do stejného stavu
jako na zacéatku (co se tyCe polohy ventilu a pistu pumpy) a miZe ihned provést dalsi

11, upraveno)

méfeni. Jeden takovy cyklus je velmi ndzorné vystiZen na obrdzku ¢. a jeho popis

je zaroven témeér vycerpavajicim vysvétlenim fungovani SIA.
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Obrdzek ¢. 1: Pritbeh mericiho cyklu v SIA

P — peristalticka pumpa, MC — michaci civka, SV — selekcni ventil, D — detektor, O —
odpad, NP — nosny proud, V — vzorek, R — cinidlo, VP — vznikajici produkt, € = smér
pohybu pistu pumpy

V prvnim kroku (obr. €. la) je naséta kapalina tvotici nosny proud (NP), poté se pietoci

selekéni ventil (SV) do polohy, kterd umoZni aspiraci vzorku (V), coZ je zobrazeno na obr.

Cx

. Ib. Nasleduje opét zména polohy ventilu a dalsi aspirace, tentokrat Cinidla (R) (obr.

Cx

. Ic). Je moZzné pouZzit i vice riznych Ccinidel, kterd mohou byt pfipojena k dal$im
vystuptim selekéniho ventilu. Obrazek €. 1d demonstruje hned n¢kolik dileZitych aspekta.
Jednak chemickou reakci, kterd zacind probihat v misici civece (MC), coZ je na obrdzku

znazornéno zelené (VP), pretoceni selekéniho ventilu na vystup k detektoru a predevSim



obriceni sméru toku (pist pumpy tlaci obrdcené). Posledni obrdzek (obr. €. le) ukazuje
ptichod produktu k detektoru (D) a nartst sledované veliiny na niZ je zaloZena detekce.
Po odteCeni reak¢ni smési ze systému a zmeéné polohy selekéniho ventilu na NP se muze

cely cyklus opakovat.

2.1.2. SIA analyzétor”

HOLDING COiL

CARRIER

WASTE
DETECTOR

SAMPLE

Obrazek ¢. 2: SIA analyzdtor podle3)
Carrier- nosny proud, pump — pumpa, holding coil — misici civka, R;, R, — reagencia,

Sample — vzorek, RC — reakcni civka, Detector — detektor, Waste - odpad

Obrazek ¢.2 ukazuje béZné provedeni analyzdtoru zaloZeného na sekvenc¢ni injekéni

) Funkce pistové pumpy, misici civky (holding coil), selekéniho ventilu

alnal)’/ze.3
a detektoru jiz byla objasnéna, zde je zndzornéna jesté reakcni civka (reaction coil, RC)
a samostatny piivod nosné kapaliny (carrier). Reak¢ni civka umisténd mezi vystup ze
selekéniho ventilu a detektor umoZziiuje dokonalejsi priibéh reakce, u rychle probihajicich
reakci ji vSak vétSinou neni zapotfebi.z) Samostatny pfivod nosné kapaliny je praktické
a obvyklé feseni, které na podstaté piistroje nic neméni (vici pfedchozimu schématu je
ovSem tfeba navic jeden dvoucestny ventil). Nosna kapalina je totiZ vétSinou stdle stejna
a spotiebuje se ji nejveétsi mnozstvi.

Je zde vSak jeSté jedna nezbytna soucast systému, kterd neni zndzornéna na obrazku
a zatim nebyla zminéna: fidici jednotka. Piesnost i reprodukovatelnost analyzy je
podminéna pfesnym a stdle stejnym nacasovanim jednotlivych akci. Proto jsou selekéni
ventil i pumpa ovldddny pomoci fidici jednotky, jeZ je schopna zajistit spravné Casovani

. . 2.3 . . vy NN c N
a synchronizaci.> ¥ Dnes je to zpravidla b&zné PC vybavené piislusnym softwarem, jeZ



nejen ovlada pohyby pumpy a ventilu, ale téZ zajiStuje sbér dat z detektoru a pomdha

s jejich vyhodnocenim.

2.1.3. Charakteristické rysy SIA®

pouziti vicecestného selekénitho ventilu, zplsob vstupu reagujicich litek do
systému aspiraci do misici civky; mizeme fici, Ze latky jsou do systému postupné
neboli sekvencné injikovany (odtud nidzev metody)

obrdceni toku po aspiraci, tok je tedy dvousmémy a téZ prerusovany” (kdyZ se
méni poloha ventilu pumpa musi stat) na rozdil kuptikladu od FIA

prace analyzétoru v urcitych méticich cyklech, kazdy cyklus je vlastné sekvenci
pohybii ventilu a pumpy, kterd musi byt precizné¢ nacasovana a synchronizovéna,
aby byla zajiSténa reprodukovatelnost reakce probéhlé v analyzitoru (a tim
1 nasledného méreni)

vysokd flexibilita systému, pouZiti vypocetni techniky je sice vynuceno z divodi
zmén, je-li ovlddaci software vytvofen tak, ze 1ze programovat jednotlivé kroky
méficiho cyklu pomoci jednoduchych piikazii pro ventil a pumpu; vzhledem
k tomu, Ze fidici jednotka ovladd prakticky vSechny podstatné parametry
systému” * je velmi rychlé a jednoduché jej piekonfigurovat na zcela odli$ny typ
meéfeni; napf. moZnost nastavit objem aspirovanych roztokll je principidlnim
rozdilem (a vyhodou) oproti FIA

relativné malé objemy pouzitych latek (fddove desitky mikrolitrti), typicky pramér

trubicek SIA systému je 0,5 milimetru® (0,7 — 0,8 mm)®

2.1.4 Vyuziti metody SIA®

Rychlost, jednoduchost, flexibilita a plnd automatizace ptedurcuji techniku SIA jako

velmi vhodny prostiedek vSude tam, kde je nutno analyzovat velké série vzorkil (napf.

rutinni analyzy vod, potravin, krve, moci) nebo sledovat zmény koncentrace dulezitych

analyti v pribéhu rtznych procest (fizeni a optimalizace biotechnologickych vyrob,

monitorovani hladin 1é¢iv a jejich metabolitli v télnich tekutindch pacienti).

MozZnost uplatnéni SIA ve farmacii se vztahuje na kontrolu kvality a G¢innosti 1é€iv

nebo na hodnoceni déle trvajicich stabilitnich studii. V technologii pomdha zjistit

stejnomeérnost obsahu u¢inné latky v riznych farmaceutickych piipravcich a rychlost jejtho



uvonovani z dané 1ékové formy (disolucni testy). Vyznamna je také moznost vyuziti SIA
pii studiu vazby 1&&iv & toxickych latek na krevni bilkoviny.”

Aktudlni informace o vyvoji SIA i ostatnich pratokovych metod poskytuje webova
strdnka firmy FIAlab Instruments”, kterd je lidrem na poli t&chto technologii, a vyrabi

komer¢né dostupné SIA systémy.
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2.2. SIA analyzitor a program FaFSIA 1.0”

SIA analyzator sestaveny na Katedfe analytické chemie FaF UK v rdmci diplomové

2 s 1 214 2 s vz o
préce Antoninem Svobodou" se sklad4 z nasledujicich &asti:

pistové cerpadlo CAVRO XL - fizeno pocitatem pies sériovy port (RS232C);
krom¢ pohybu pistu lze ovladat i selekéni ventil, ktery umoZiiuje spojeni se
dvéma ptivody (oznaCeny jako IN a OUT), podrobnéjsi udaje lze najit
v manuélu”

osmicestny selekéni ventil VICI VALCO - taktéZ moZnost fizeni pocitaCem
pomoci sériového portu, umoziuje nastaveni i zjiSténi polohy a sméru otaceni
ventilu

fidici jednotka - obyCejné PC-ATX, rozsitené o specidlni karty (karta pro sbér dat
AT-MIO-16E10 a karta AT-232/4 rozSifujici vybavu pocitace o 4 sériové porty),
vybavené operacnim systémem Windows 98, vyvojovym prostfedim LabVIEW
5.1 a programem FaFSIA v 1.0

karta pro sbér dat AT-MIO-16E10 - umoziiuje zpracovdvat data z detektoru, dalsi

udaje jsou v katalogug)

Asi nejvétsim tvarc¢im pocinem je program FaFSIA 1.0, vytvofeny taktéz v ramci

Y 2 1: £ 2 1 - o9 2142 2 PR v
zminované diplomové prace," ktery slouzi k ovlddani analyzitoru. Autor si pii tvorb&

tohoto programu stanovil (a splnil) tyto cile”

plné ovladani pistové pumpy

» reprodukovatelné davkovani objemu

» nastavitelna rychlost pistu

» ovladani dvoucestného selek¢éniho ventilu
plné ovladani osmicestného selek¢niho ventilu

» nastaveni piislusné polohy
sbér dat z analogovych detektorii

» zobrazeni zaznamu z detektoru v redlném Case

» moznost volby detektord (az 8 riiznych analogovych detektort)

11



* vyhodnoceni dat

» automatické nalezeni piku

» vyhodnoceni vysky piku

» moznost manudlnich oprav a doplnéni poloh a vysky piku

» moznost jednoduchého ptenosu dat do tabulkového programu Excel
= archivace dat

» moznost uloZeni naméfenych dat s jejich identifikaci

Program FaFSIA 1.0 byl vytvofen ve vyvojovém prostfedi LabVIEW 5.0.1 firmy
National Instruments. Sklddd se z nékolika vzdjemné komunikujicich modult, které
zajistuji rizné dilci ukoly. Kazdy modul je reprezentovan vlastnim panelem, v némz se
odehravd vétSina komunikace modulu s uZivatelem. Nasleduje seznam a stru¢ny popis

jednotlivych moduld obsazenych v programu FaFSIA 1.0:

* Main — hlavni modul, provadi nékteré inicializa¢ni kroky pro cely program, pro
uzivatele je pfedevsim prostfedkem ke spousténi ostatnich modult.

* Program — modul programu, umoziuje tvofit sekvence piikazii ovladajicich
pfedev§Sim pumpu a selekéni ventil analyzatoru; tyto sekvence jsou nazyvany
jako programy.

=  Message list — modul zprdv, slouzi k zobrazeni idaji o probihajicim méfent,
pfedevsim je zaznamendvano vykonani kazdého piikazu programu vytvoieného
v modulu Program.

* Measure — modul méfeni, provadi vlastni vykondni sekvence piikazi
definované v modulu Program, dédle zaznamendva data z detektoru a umoZznuje
také jejich ukladani.

= Peak detection — modul detekce piku, umoziuje automaticky (pomoci zadanych
parametrl) vyhodnotit ziskand data a urcit polohu a vySku piku; je zde
i moznost provést toto vyhodnoceni manudlné¢ v piipad€, Ze se automaticka
detekce nedaii;umoznuje export vysledku.

Na detailné&jsi popis zde neni prostor, a tedy nezbyva nez odkazat na ptivodni préci.”

12



2.3 Programovaci prostiedi LabVIEW”

LabVIEW (Laboratory Virtual Instrument Engeneering Workbench) je programovaci
prostiedi zaloZené na jazyku G. Prvni verze je z roku 1986. Od bé&Znych programovacich
jazyki (C++, Pascal, Java) se nejvice lisi tim, Ze je grafické (nikoliv textové), coz vyrazné
zjednodusuje praci zvlast€¢ védeckym pracovnikiim, ktefi béZn€ nemaji programatorské
vzdélani. Piikazy se v ném tvoii pomoci ikon piikazi (nikoliv pfesnou textovou syntaxi)
a posloupnost piikazl je dana tzv. tokem dat (angl. data flow) (nikoliv posloupnosti fadki
za sebou), coz velmi usnadnuje napf. naprogramovat vykondvéani vice procest ,,zaroven‘
(multitasking). Tvorba je - zvlasté u jednodusSich programi - velmi jednoducha
a intuitivni. LabVIEW je modularni a hierarchické.

Kazdy program v LabVIEW se nazyvd Virtual Instrument (VI), coZ by se do CeStiny
dalo pftelozit jako ,,obraz skutecného pfistroje v pocitaci®, i kdyZ ne vZdy program pftistroj

piimo ovlada. VI se skladd ze dvou casti (oken):

2.3.1 Front panel

Front panel (,,¢elni panel®) - slouzi jako grafické uzivatelské rozhrani pfi b&hu
programu. Ndazev je tvirci zdmérné zvolen tak, aby evokoval Celni panel skutecného
pristroje a programétor ho diky Siroké paleté dopliikovych funkci miiZe vytvofit tak, aby
jako pfistroj opravdu vypadal. Vedle pasivnich grafickych objekt (pozadi, obrazky, text,

atd.) obsahuje také prvky aktivni (ne vSechny musi byt pro uzivatele viditelné):

2.3.1.1. Controls (, prvky urcené k ovldddni programu uZivatelem*)

umoziuji uzivateli ovlivitovat — pokud je to nutné nebo zZadouci - chovani programu
(tedy prenesené ménit nastaveni pfistroje) — tlacitka, pfepinace, prvky pro zaddvani
¢iselnych, slovnich nebo jinych hodnot, rolovaci nabidky, atd. Hodnoty controls muze
meénit pouze uzivatel, nikoliv program pomoci piikazi. Vychdzi to z logiky toku dat (viz

déle).

2.3.1.2. Indicators (,, prvky indikacni, informujict uZivatele )
Prvky informujici o aktudlnim stavu proménnych programu (stavu pfistroje) — grafy,
ukazatelé Ciselnych, textovych nebo logickych hodnot, atd. UZivatel je na rozdil od prvki

ze skupiny Controls nemiZe ménit. Opét odkazuji na logiku toku dat v programu.
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2.3.2.Block diagram

»dchéma, diagram®. Jde o vlastni zdrojovy kéd zkonstruovany v G. Pii béhu
programu se uzivateli nikdy nezobrazuje. Kazdy objekt z front panelu ma své zobrazeni
(terminal) i v block diagramu. Krom¢ terminals prvka controls a indicators toto okno
obsahuje objekty konstant a piikazl (takto Ize pouZit i jiné VI) a také prvky zajist'ujici jiz

zminény tok dat mezi témito objekty (wires —,,draty*).

2.3.3 Tok dat

Tok dat (data flow) je zajiStén logikou programu. Program je vykondn tak, aby data
(informace) ,,tekly* od svych zdroju k piikaziim a od piikazl k indikatoram. Jako zdroje
dat 1ze pouzit:

» prvky ze skupiny controls (viz vyse)

» prvky konstant

» specidlni druh piikazi — napf. tzv. hodnotu generujicich (napf. piikaz
generovani ndhodného ¢isla)

» data externé dodand do systému — pomoci celé skupiny ptikaza lze provést
napf. sbér dat z detektorli, komunikaci pomoci portt COM (a jinych porth),
sitovych prvkd, atd. a to i pfes sit’ internet, apod.

Pfi vlastnim programovani jde s nadsazkou vlastné€ jen o to, aby programator vybral
od kterych zdroji k piikaziim a poté k jakym indikatorim data ,,poteCou‘. O zbytek se
postard LabVIEW. Ne vZdy je vSak jednoduché toho dosdhnout.
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2.4 Spektrofotometrie v UV a VIS oblasti
2.4.1 Teoretické zaklady'" 'V

Tento druh spektrofotometrie vyuziva pro detekci elektromagnetického zéatreni
o vlnové délce priblizné¢ 10 — 1000 nm. Vedle viditelné ¢asti spektra 400 — 760 nm
zahrnuje také oblast 760 — 1000 nm z oblasti infracervené a také oblast ultrafialovou (UV)
a to bézné pouzivanou blizkou UV oblast 200 - 400 nm a méné pouZzivanou vzddlenou UV
oblast (10 — 200), pro kterou musi byt celd méetici aparatura vakuovana.

Elektromagnetické zafeni jako formu zafivé energie miZeme soucasn¢é povazovat za
elektromagnetické vinéni, jakoZ i za proud korpuskuldrnich ¢astic (fotonll), kde kazda

Castice je soucasné i kvantem energie (E). V monochromatickém paprsku plati:

E=h-v=h;c
A

kde h je Planckova konstanta, v kmitocet zéieni, ¢ rychlost svétla a A vinova délka zéieni.
Tedy se zkracujici se vinovou délkou vzristd energie zateni.

Principem kazdé absorb¢ni spektrdlni analyzy, tedy i spektrofotometrie, je absorbce
zafivé energie urCitym prostiedim. Absorbei zédfeni se zvysi energie atomu (molekuly),
¢imz se cCastice dostidvd ze svého zdkladniho stavu o nejmenSi energii (X) do stavu
excitovaného o energii vySsi X))

X+h-v2>X , kde h-v je energie absorbovaného fotonu
Absorbovand energie se pfitom méni v energii tepelnou, tj. energii neuspotrddaného pohybu
atomu (molekul) absorbujici latky:
X" DX + energie tepelnd

Céstice zafeni (foton) z oblasti UV a VIS md pravé tolik energie, aby excitovala
elektronovy systém, resp. valen¢ni elektrony atomu nebo molekuly. Proto se oblast UV
a VIS nazyva také oblast elektronovych spekter. Pti excitaci elektronti vSak dochdzi také
ke zméndm ve vibracnich a rotaCnich stavech molekuly, a proto absorpcni pasy pokryvaji
Sir$i interval vlnovych délek.

Pti priichodu homogennim prostfedim (vzorkem) je tedy zafeni o urcité intenzité (Io)
castecné absorbovano a ¢ast zafeni prochazi (I).

I 0

A=log—
gl

Je dilezité si uvédomit, Ze absorbci se sniZi intenzita zafeni, ale nikoliv jeho vlnova

délka, tedy energie!
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MnozZstvi absorbovaného a propusténého zafeni zalezi na n€kolika faktorech, které

jsou shrnuty ve spojeném Lambertové-Beerové zdkong:
A=c-€-l

kde A je absorbance, € je moldrni absorp¢ni koeficient [l.mol'l.cm'l] (latkova konstanta),
¢ je koncentrace latky v roztoku [mol.I"] a [ je tloustka absorbujici vrstvy [cm], coZ jinak
feCeno znamend, Ze absorbance je funkci koncentrace latky v roztoku. Zakon vSak plati jen
pro urcity rozsah koncentrace a monochromatické svétlo. K odchylkdm od tohoto zdkona
dochazi také pifi zméndch € ndasledkem disociace, dimerizace, hydrolyzy, reakce
s rozpoustédlem, tvorby komplexii, nebo jen zménou teploty.

Hodnota vinové délky v maximu absorbce (Anax) ur€uje rozdil v energii zakladniho
a excitovaného stavu. Intenzita absorbce, tj. hodnota €,,x absorbftho pédsu souvisi
s pravdépodobnosti, se kterou se pfechod uskutecni. Pro analytickou chemii maji vyznam
pfechody s € = 107 a7 10°.

To, Ze organickd latka absorbuje, je zplsobeno zvliStnim seskupenim atomil
v molekule latky (ndsobné vazby, konjugované systémy, volné elektronové pary), tzv.
chromoforem. Dale mohou absorbovat organické i anorganické latky vytvérejici v roztoku

donor-akceptorové komplexy a také komplexni ionty prechodnych prvki.

2.4.2 Vyuiiti spektrofotometrie v UV a VIS oblasti spektra.'”
Vyhodou spektrofotometrie v UV a VIS oblasti je jeji citlivost a jednoduchost provedent,

a proto ma velmi Siroké vyuZziti. Je také jednou z 1ékopisnych zkuSebnich metod.'?

2.4.2.1 Kvalitativni analyza

Kvalitativni analyza na zdkladé absorpcnich spekter je vhodnd pouze pro Cisté latky.
Je zaloZena na porovnani absorpcniho spektra neznamé slouceniny s absorpénim spektrem
standardu, zméfeného za stejnych podminek nebo se vzorovym spektrem uvedenym
v atlasu spekter. Porovndni absorpcniho spektra nezndmé latky s hodnotami uvedenymi
v atlasech spekter je nutné pokladat pouze za orientacni identifikacni znak. Jestlize pocet
a poloha absorpénich maxim standardu a nezndmé latky souhlasi, a to 1 pfi méfeni
v ruznych rozpoustédlech, pak muizeme poklddat ob¢ litky za identické. V mnohych
piipadech i stopy zneciSténin mohou siln€ ovlivnit absorpcni spektrum analyzované latky.
Pro kvalitativni analyzu se pouZivaji spiSe jiné metody, napi. spektrofotometric v IC

oblasti nebo chromatografické metody (HPLC, GC) s vhodnou detekci.
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2.4.2.2 Kvantitativni analyza

Naproti tomu je spektrofotometrie ve viditelné a ultrafialové oblasti jednou z nejvice
pouzivanych metod kvantitativni analyzy. Vynikd jednoduchosti, piesnosti a vysokou
citlivosti. Stanoveni sloucenin je zaloZeno na platnosti Lambertova-Beerova zakona.
Zpravidla se méfi pii vlnové délce maxima absorpéniho pédsu, kdy je méfeni nejcitlive)si
anejméné ovlivnéno nepiesnosti nastaveni vinové délky. Chemické slozeni roztoku (pH
roztoku, pfitomnost Cinidla aj.) musi zarucovat, zZe analytickd koncentrace stanovované
latky se rovnd rovnovazné koncentraci absorbentu. Stanovit je mozné slouceniny
anorganické i organické na zdklad¢ jejich vlastni absorpce ve viditelné oblasti (tj. barevné
slouceniny) nebo ultrafialové oblasti. Slouceniny, které nevykazuji vlastni absorbci je
mozné stanovit tak, Ze se vhodnou chemickou reakci s ¢inidlem derivatizuji, tj. pievedou
na slouceniny, které absorbuji. Vlastni vypocet koncentrace stanovované slouceniny se
provadi podle Lambertova- Beerova zdkona na zaklad¢€ znalosti molarniho absorpéniho
koeficientu z tabulek nebo 1épe z méfeni standardniho roztoku. Pfi sériovych analyzach se
obvykle vypocet koncentrace stanovované slouc¢eniny provadi metodou kalibrac¢ni kiivky.
Je-li kalibrace ptimkova a reprodukovatelnd, provede se linedarni regrese a vlastni vypocet
obsahu stanovované slouceniny se pak provadi na zdkladé zjiSténych parametrii rovnice
piimky.

Spektrofotometricky je moZné stanovit jednotlivé slozky v néckolikaslozkovych
smésich na zdklad¢ aditivity absorbance a jejtho méfeni pii nékolika vhodnych vinovych
délkach.

Spektrofotometrie se Siroce vyuzivd i1 pii studiu pribéhu chemickych reakei
areakéniho mechanismu, kinetiky reakci, vypoc¢tu rovnovaznych Kkonstant - napf.
disocia¢nich konstant, ve farmacii pii stabilitnich testech 1éCivych piipravki, sledovani

disoluce pevnych Iékovych forem aj.

17



2.5 Spektrofotometr pro oblast UV a VIS

Spektrofotometr se skldda z n€kolika zdkladnich ¢asti:
» zdroj zareni
monochromator (hlavni optika)
absorbujici systém (kyveta, rozpoustédlo, vzorek)
detektor

mérné zarizeni

YV V. V V V

pomocna optika

Na obr. €. 3 1ze vidét blokové schéma UV-VIS spektrofotometru.

Zdroj zareni  Monochromaitor Vzorek Detektor Mérné zarizeni

I'’4

A% %%%

Obr. ¢. 3: Blokové schéma UV-VIS spektrofotometru.

Ll

2.5.1 Zdroj zareni

Zdroj zafeni ma zajiStovat v pozadovaném intervalu vlnovych délek spojité zareni
dostagujici intenzity.'” Jako zdroj zdfeni pro UV oblast se pouZivd deuteriovd nebo
Xenonova lampa.m Pro viditelnou a IC oblast se vyuZivaji wolframové nebo halogenové
lampy. Pro celou §ifi spektra se dnes uZivd vysoce vykonnych xenonovych lamp'> nebo
lamp kombinovanych. K zajisténi zafeni stidlé intenzity musi byt pouzito konstantniho

napdjeni — stabilizovany zdroj, akumulitor.'"

2.5.2 Monochromator'”

Diilezité je, aby svétlo dopadajici na detektor bylo pokud mozno monochromatické.
Nejspravnéjsi hodnoty absorbéich koeficientli se ziskdvaji pfi nejvy$s§i mozné kvalité
monochromatického zéafeni. Toho se dociluje monochromatorem v kombinaci se

Stérbinami a dal$i pomocnou optikou (viz déle). Jako monochrométori se nejcastéji
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pouziva disperzniho prostfedi ldmavych hranolli a miiZek, popf. barevnych absorpcnich

filtra.

2.5.2.1 Lamavé hranoly

Lamavé hranoly slouZi k rozd¢leni polychromatického svazku rovnobéZnych paprskii
podle vinovych délek na zdkladé lomu paprskii (refrakce); z hranolu vystupuji svazky
riznych vinovych délek riznymi sméry. Hranoly jsou konstruovany bud’ jako jednoduché,
z izotropnich materidli (obr. ¢. 4a), nebo jako slozené z nékolika hranold rGzného
materidlu (obr. ¢. 4b). Zédkladni charakteristikou hranolu je jeho thlova disperze d&/dA, tj.
thel, pod kterym z hranolu vystupuji dva svazky paprsku, liSici se ve vlnové délce o 0,1
nm. Aby se zruSil vliv dvojlomu a optické ot4civosti krystalického kiemene, jsou hranoly
sloZzeny ze dvou polovin, pravotoCivé a levotocivé tak, ze zakladna je rovnob&zna s osou
krystal. Slozenych hranoli se pouziva pro zvétSeni disperze zvétSenim lamavého thlu
zékladniho hranolu (u jednoduchych by nastal odraz uvnitf hranolu), popt. jako tzv.

hranolid ptimohlednych. (obr. 4b)

Obr é. 4: Nékteré typy hranolii'”:

a) 60° ldmavy hranol: A;,A; ... svételné paprsky, kazdy o jiné vinové délce;
b) Hranol Amiciho-primohledny:
Ai ... paprsek této vinové délky prochdzi neodchylen; A, As ... paprsky krajni cervené

a krajni fialové oblasti; 1,2 ... hranoly z korunového skla; 3 ... hranol ze skla flintového

2.5.2.2 MriZky
Mrfizka plni tutéZ dlohu jako hranol na zdklad¢ ohybu svétla (difrakce). Na obr. €. 5
Jje znazornén princip rovinné transparentni miizky tvofené fadou Stérbin, jejichZ stiedy jsou

MV

vzdaleny od sebe o mfizkovou konstantu d. Pro chod svazku mtiZkou plati vztah:
d(sina+sin ) =mA
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kde m je tzv. fad spektra, a dhel dopadu a 3 dhel odrazu. Z rovnice dostaneme pro thlovou
disperzi miizky:

ag__m
dA dcosf

Uhlovi disperze je nejmensi pro svazky maélo se odchylujici od normaly, tedy pro p = 0

(tzv. normdlni spektrum). V tomto ptipad¢ plati vztah:
AP = konstAd

V normdlnim spektru je thlovd vzdélenost dvou svazkii konstantniho rozdilu vinovych
délek v kazdém mist¢ spektra stejnd. Tim se miizka charakteristicky 1i§i od hranolu
a miizkové spaktrum od spektra hranolového; kromé toho se u miiZky nejvice odchyluji
dlouhé viny, tedy opac¢né nez u hranolu. Dnes pracuji prakticky vSechny miizky jako
odrazné - jsou vyryty do materidlli dobfe odrdZejicich zafeni ve spektrdlnim oboru, pro
n¢jZz jsou urCeny. Mrizka je charakterizovdna Sitkou u¢inné plochy pokryté ryskami,
délkou rysek a poctem rysek na délkovou jednotku. Pocet rysek je volen ucelné, tj. pro
dany obor spektra. U miiZek s velkym poctem rysek na jeden mm se dosahuje sice velké

disperze uz v prvnim tadu, ale soucasné klesd vyuzitelny rozsah spektra (thlova Sife

spektra).

Obr. ¢. 5: Schéma funkce miizky:'"
rovina mrizky,

konstanta mrizky,

normdla roviny mrizky,

tihel dopadu svazku sevieny

s normdlou roviny mrizky n,
tihel vystupu svazku (pro riizné
vinové délky riizny)

R 5 & p»

=

2.5.2.3 Barevné absorbcni filtry
Patii mezi nejjednodussi monochromatory. Jsou to bud’ skla pifimo vybarvovana
oxidy nekterych kovi, nebo skla pokrytd vrstvou Zelatiny, v niZ jsou rozpusténa organicka

barviva. Tyto filtry v§ak z pivodniho polychromatického zafeni propousti jenom vice
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méné Sirokou Cast o spektrdlni Sifce piiblizné 20 — 50 nm, tudiZ nejsou tak kvalitni

monochromatory jako ldmavé hranoly nebo miizky.

2.5.3 Detektor'?

Jako detektory se v soucasné dobé pouZzivaji nejCastéji polovodicové fotodiody
s pfipojenym kondenzatorem (CCD). Fotodioda za¢ne po dopadu svétla propoustét
elektricky proud (mnoZstvi je proporciondlni k intenzit¢ svétla) a vybiji piipojeny
kondenzator. Po prednastavené dob¢ (integracni ¢as) je kondenzator znovu nabit. To, kolik
se pritom spottebuje elektrické energie se vezme v potaz pii hodnoceni intenzity. Vychazi
se z uvahy: kolik elektrického néboje bylo potieba na nabiti, tolik ndboje se pfedtim vybilo
pies diodu, a propoc¢tem Ize ziskat o kolik se zménila intenzita svétla (vybiti kondenzatoru)

oproti referencni hodnot¢.

2.5.4 Mérné zaiizeni

V soucasné dob¢ se jako mérné zafizeni pouziva téméi vyhradné A/D pievodnik,
ktery diky specidlnimu software ddle komunikuje s uZivatelskym rozhranim na PC. A/D
pfevodnik je bud’ samostatny prvekls) nebo je soucdsti pocitace jako standardni rozsifujici

karta'> nebo je integrovany pfimo na detektoru.'®

2.5.5 Absorbujici systém'”
Rozpoustédlo, pravé tak jako materidl kyvety, musi propoustét zafeni v rozsahu

vlnové délky, v jakém se méteni provadi.

2.5.5.1 Rozpoustedla

Vsechna rozpoustédla - obzvlasté pro UV oblast - je tieba piipravovat v co nejcistSim
stavu. Voda jako nejb&znéjsi rozpoustédlo propousti zdreni az do vlnové délky 200 nm.
Néktera organicka rozpoustédla v UV oblasti sama siln€ absorbuji, a proto je mozné je

pouzit az od urcité vinové délky.

2.5.5.2 Kyvety

Nejjednodussi kyvety jsou vélcové (,.kulaté*), pro presnéj$Si méfeni se pouZzivaji
kyvety ,hranaté®, tedy s konstantni vzdalenosti dvou planparalelnich desticek. Tyto kyvety
se vkladaji mezi monochromator a detektor. Dalsi typy kyvet jsou napi. kyvety prutokové,

kyvety pro méfeni absorbce plynil, kyvety pro méfeni absorbce tavenin, atd. Standardni
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tloustka analyzované vrstvy se pohybuje v rozmezi 1 — 100 mm. Kyvety se béZn¢ vyrabéji
ze skla, pro UV oblast spektra z kfemene. Pfi specidlni konstrukci kyvety (viz. obr. €. 6)

Ize pouZit i jinych materidli.

.

"
B

Obrdzek ¢.6: Pritokovd kyveta.

T

b

a...optickd vldkna; < ... smér postupu zdreni;

b... méreny roztok; T... smér pohybu méfeného roztoku.

2.5.6 Pomocna optika
Jako pomocné optiky se uzivd vstupnich a vystupnich Sté€rbin, zrcadel, cocek,

odrazovych hranold, optickych vldken apod. Blize viz !0 1510
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2.6 Spektrofotometr pro oblast UV a VIS s diode array detektorem
(DA spektrofotometr)

Zasadni rozdil u DA spektrofotometru je v tom, Ze dokdze méfit zaroven odezvu
u vice vinovych délek (1024, 2048 a nové i 3648'"), coz mefeni vyrazng zrychluje
a zefektiviuje.'¥

Této schopnosti je dosaZzeno jednak jinym uspofdddnim piistroje (obr. €. 7), ale
hlavné diky detektoru, ktery je sloZen z linedrniho ,,pole (angl. array) jednoduchych
diodovych detektorii. Prakticky toho je dosaZeno tak, Ze vSechny polovodicové fotodiody
jsou osazeny Vv linedrni fadé na jeden kiemikovy krystal a to i véetné¢ podptirné elektroniky.
Pfi sniméni signdlu je vyuZit mikroprocesor (taktéZ na stejném krystalu), ktery zabezpeci,
aby byly vSechny elementy pole odeCteny ve spravném potfadi a ve spravny cas.
Polychromatické zafeni zdroje prochdzi nejdiive vzorkem a poté teprve disperznim
prostiedim, které zajisti, Ze kazd4 vlnova délka zafeni se zakfivi pod jinym dhlem a pod
nim (kazdd vlnova délka samostatn¢) dopadne na jiny element detektoru. Tedy kazdy
element detektoru snimd intenzitu zéafeni o jiné vlnové délce. Tim je dosazena podminka

o monochromati¢nosti zdfeni a zdroveii je celé spektrum odeéteno najednou.'®

Zdroj zaeni  Vzorek Monochromator DA Detektor  Mérné zarizeni
W A % BV
@ —

Obr. ¢. 7: Blokové schéma DA spektrofotometru

L1
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzita zarizeni

analytické vahy SARTORIUS A200S

SIA systém popsany v kapitole 2.2, jeho zakladni soucasti:

- pistové Cerpadlo CAVRO XL

- selekéni ventil VICI VALCO

Ridici jednotka — poéitaé PC ATX (procesor Intel Pentium I 333 Mhz, 64MB
operacni paméti) vybaveny vyvojovym prostfedim LabVIEW 5.1, operacni systém
Windows 98; ptidavné karty AT-MIO-16E10 a AT-232/4 pro sbér dat a ovladani
analyzétoru

spojovaci materidl — teflonové hadi¢ky o vnitinim praméru 0,75 mm, Watrex,
Praha, opticka vldkna firmy Ocean Optics

Diode array spektrofotometr USB2000 firmy Ocean Opticslg)

Svételny zdroj LS-1 firmy Ocean Optics19)

pratokova kyveta, délka 3 cm

pocitac PC ATX, na kterém probihala cast vyvoje programu FaFSIA UV-VIS,
operacni systém Windows 98 SE, vyvojové prostfedi LabVIEW 5.1 (procesor
AMD Sempron 754 1,6 GHz, 512MB operacni pamé&ti)

k vytvoreni instalatniho CD byla pouzita DVD+RW mechanika NEC 2510A
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3.2 Pouzité chemikalie a roztoky

3.2.1 Chemikalie
Bromthymolovd modi (BTM) C,7H,305Br,S, IND., Lachema, §. 101260591.
Tetraboritan sodny (TBN) Na,B4O7-10H,0, P. A., Lachema, §. 3307390787.

3.2.2 Roztoky

Jako rozpoustédlo jsem u vSech roztokl pouzil destilovanou vodu.

3.2.2.1 Zdsobni roztok bromthymolové modri

Navazka BTM: 30,9 mg.

Koncentrace: 1.10™ mol.I"".

Objem: 500 ml.

K rozpusténi pevné BTM jsem pted ziedénim vodou na kone¢ny objem pouzil 10 ml

ethanolu denaturovaného methanolem.

Ze zéasobniho roztoku jsem nafedil roztoky o koncentraci BTM 0,5-10'5, 2,0-10'5,
4,0-10, 6,0-107, 8,0-10” mol-1"".

3.2.2.2 Zasobni roztok tetraboritanu sodného (tetrabordtovy pufr)
Navazka 1,8954 g.

Koncentrace 0,01 mol-1™.

Objem 500 ml.

pH=9,2.

Tento roztok jsem déle uZival bez dalSiho fedéni.
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3.3 FaFSIA UV-VIS

3.3.1 Pozadované vlastnosti

Mym ukolem bylo upravit program FaFSIA nebo vytvofit novy tak, aby mohl
pracovat s UV-VIS spektrofotometrem USB2000 firmy Ocean Optics. To zahrnovalo
naprogramovat uzivatelské rozhrani, které by umoZnilo uzivateli ovladat zdkladni
nastaveni spektrofotometru, a déle provést zmény v zdkladnim programu FaFSIA
umoziujici oboustrannou komunikaci programu a spektrofotometru a také ndsledné

vyhodnoceni naméfenych dat.

3.3.2 Koncept vlastniho programu

Prvni problém, ktery bylo potieba vyfeSit, spocival v tom, zda zachovat piavodni
FaFSIA se vSemi jeho funkcemi a jen ptidat dalSi typ detektoru, nebo vytvofit program
podobny pivodni FaFSIA, ale zaméteny jen na detekci pomoci spektrofotometru
USB2000. Prvni feSeni by bylo z hlediska uZivatelské piehlednosti elegantnéjsi (vezmeme-
li v dvahu, Ze by vznikl uz tieti program se stejnym zdkladem, ale v prib¢hu programovani
jsem od néj musel z divodu nédro¢nosti a rozsahu zmén ustoupit a vytvofil jsem program
novy, nazvany FaFSIA UV-VIS.

Dalsi problém spocival v tom, Ze piipojovany spektrofotometr md diode array
detektor, tudiZ namé&ii najednou vice hodnot, ale ptivodni modul mesaure dokdze pracovat
jen s hodnotou jedinou. Tento problém jsem nakonec vyfesil tak, Ze 1ze stale méfit u jedné
hodnoty vinové délky, kterou si uZivatel vybere pfed méfenim a zbytek spektra je pomoci
software odfiltrovan.

Asi nejvétsim problémem bylo ovSem zjisténi, Ze detektor nedokdZe kontinudlné
meéfit se zadanou vzorkovaci frekvenci. Tento problém jsem vicemené uspéSné vyiesil

pomoci software triggering.
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3.3.3 Popis programu FaFSIA UV-VIS v 0.6

3.3.3.1 Uvod

Vzhledem k tomu, Ze program FaFSIA UV-VIS je vytvofen na zdkladé¢ FaFSIA,
zustala vétSina funkci stejnych. Zde se zaméfim jen na funkce, které byly zménény.

Pokud vezmeme v uvahu tfidéni na moduly, tak nejvétSich zmén doznal modul
Measure a z néj zejména program measure.vi. Dal§i zmény se tykaly modulu Program
a v mensi mife také modulu Main. SnaZil jsem se pro vétsi prehlednost vSechny .vi, které
jsou pouzity jen ve FaFSIA UV-VIS doplnovat v ndzvu o ,,UV*.

Diky tomu, Ze v dobé mé prace na piistroji neprobihala Zadnd védeckd prace, mohl
jsem vétSinu vyvoje provadét pifimo na pocitaci s pripojenym SIA analyzitorem

a detektorem. To mi velmi pomohlo zvlaste pti odladéni.

3.3.3.2 Popis jednotlivych novych funkci programu
Drtiva vétsina funkci ziistala stejnd jako v pivodnim programu FaFSIA v 1.0. Jejich
popis je uveden v pivodni préci,” a proto se jimi zde nebudu zabyvat. Popisi jen funkce

nové nebo zménéné:

3.3.3.2.1 Panel dialogu pro editaci programového fadku v modulu Progam

U zafizeni detector se zménila funkce piikazl ,,on* a ,,off**. (Obr. €. 8.) Pro zacatek
sbéru dat do modulu measure je potieba zadat ptikaz ,,on*, pro uZivatelem fizené ukonceni
sbéru je potieba zadat piikaz ,,off*. Sbér se samoziejmé zastavi i s koncem programu.
Dokud neni zaddn piikaz ,,on“, do modulu measure je odesilana hodnota 0,0; stejné tak

1 po zadani ptikazu ,,off*.

= Structure of line_vi x|
File Edit Operate Project Windows Help ==
»  [@mn E=]

Detectar

Ok l Cancel l
Kl | Llj

Obr. ¢. 8: Panel dialogu pro editaci programového radku v modulu Progam.
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3.3.3.2.2 Panel Nastaveni UV-VIS

Prvni uZivatelsky viditelnou zménu oproti ptivodni FaFSIA je vidét aZ pfi spusténi
modulu measure.

Hned na uvod se objevi panel Nastaveni UV-VIS (obr. €. 9), ve kterém lze nastavit
parametry, se kterymi bude detektor mé&fit. Panel 1ze — pokud neni momentdlné spustén
méfici cyklus pomoci tlac¢itka START v panelu Measure - znovu vyvolat pomoci nabidky

,.detektor” na horni liSt€¢ panelu Measure. Pivodni vyznam tohoto menu z FaFSIA nebyl

zachovan. Zde je popis funkci jednotlivych prvki v panelu:

B nastaven UVVIS i

M astaven LVAIS detekiaru

Intearachi cas bodu do prurmer
shoo (I

vinowva delka bow car zmoathing
500,00 =

wzorkowvani [Hz

- -

Obr. ¢. 9: Panel Nastaveni UV-VIS.

= VInov4 délka [nm] — odezva této vlnové délky bude vyjmuta ze spektra pro dalsi
pouZiti v modulu measure.

MozZnosti jsou: 200 — 850 nm.

Standartni hodnota je: 500 nm.

= Integracni Cas [ms] — cas, po ktery je senzor detektoru exponovan svétlu
(v milisekundach).

MozZnosti jsou: 10 — 200.

Standartni hodnota je 100.
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* Box car smoothing — nastavi pocet senzort detektoru na kazdou stranu, které budou
zprumérovany do jedné vystupni hodnoty. Tim se muZe zvysit reprodukovatelnost
meéfeni za cenu snizeni rozliSeni detektoru. Pro FaFSIA UV-VIS to znamena, Ze
zapnutim této funkce se muze i dost vyrazn¢ zmeénit hodnota Vypocitané vinové
délky; viz 3.3.3.2.3.3.

Moznosti jsou: 0,1,3,5 (senzord na kazdou stranu).

Standartni hodnota je: O (nepruméruje se).

» Vzorkovéni [Hz] — nastavi pocet méfeni za sekundu.
MoZnosti jsou: 1,2,4.

Standartni hodnota je 2.

* Bodi do priméru - nastavi pocet po sobé jdoucich méfeni, které budou
zprimérovany. Primérovany jsou hodnoty podle algoritmu: 1. vystupni hodnota -
mefeni 1,2,3, 2. vystupni hodnota — meéteni 4,5,6, atd. To samoziejmé sniZuje
vzorkovaci frekvenci.

MoZnosti jsou: 1,3,5.

Standartni hodnota je 1 (nepriméruje se).

= Mode — nastavi mod méfeni.

MozZnosti jsou: Absorbance, Transmitance, Iradiance, Scope (,,surova“ odezva detektoru).
Standartni hodnota je Absorbance.

= OK - potvrdi nastaveni.

» CANCEL - zrusi zmény a zachova ptivodni hodnoty pfi otevieni panelu.
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3.3.3.2.3 Panel UV-VIS
Dalsi uzZivatelsky vyznamnou zmeénou je, Ze po stisku tlacitka START v panelu
Measure se objevi - na rozdil od FaFSIA v 1.0 - jest¢ jeden panel (obr. ¢. 10). Ten slouzi

k dalS§imu ovladani detektoru a k zobrazeni informaci o priab¢ehu a nastaveni méfeni.

B UV-VIS vi
»
Integracni Bomcar Bodudo | | Vzorkowvaci
Cas smoothing| | prumeru | | frekvence
ﬂh 0o | ﬂh:l | f“‘l | 2 | Store Reference I Bhsorbance vl
1600,0-
u vinova delka
14000 do FaF5Sla,
El
500,00
12000~ T
skutecna delka
1000,0- pri ktere se men
500,24
g00.0-
Hodhiota do FaF S14)
B00.0- roposts |
Colar Temp.
400,0- [deq K]
100
s e ) Q1+
o | EREH FU
AT 1 | 1 1 | 1 1 1 1 1 1
00 2000 4000 6000 2000 7000012000 14000 16000 12000 20000 22000
|USB2000 5] [USE 2000 constanks]
ﬂ':' IJSB2G0336E gﬂ oo 100

Obr. ¢. 10: Panel UV-VIS.

Popis funkci tohoto panelu:

3.3.3.2.3.1 Prvky uZivatelsky aktivni (uZivatel je mize ménit) s okamzitym t¢inkem:

= Store Dark — po stisknuti se ndsledujici zméfené spektrum uloZi do paméti jako

tmavé spektrum. V paméti zlstane, dokud neni program FaFSIA UV-VIS

ukoncen tla¢itkem EXIT v modulu Main.
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= Store Reference — po stisknuti se ndsledujici zméfené spektrum ulozi do paméti
jako referencni spektrum. V paméti zlstane, dokud neni program FaFSIA

UV-VIS ukonéen tlaé¢itkem EXIT v modulu Main.

* Mode — po stisknuti se zméni aktudlni méd méfeni.
MozZnosti jsou: Absorbance, Transmitance, Iradiance, Scope.

Pavodni hodnota je pfevzata z panelu ,,Nastaveni UV-VIS*.

3.3.3.2.3.2 Prvky uzivatelsky aktivni s ucinkem az pfi dal$im spusténi.

Slouzi jednak jako informacni, jednak usnadiiuji zménu nastaveni. Jde o stejné
prvky, jako v panelu ,,Nastaveni UV-VIS* popsaného vyse. Pavodni hodnoty a rozsahy
jsou z n¢j prevzaty. Zmena téchto prvkia se projevi aZ po novém spusténi mefeni v panelu
Measure pomoci tlacitka START. MoZnost ménit tyto prvky béhem méfeni jsem piidal pro
zjednoduseni prace s programem pro uzivatele. UZivatel nyni miZe ménit nastaveni béhem
programu bez okamzitého vlivu zmén na meéfeni, a proto nemusi ¢ekat az do ukonceni
méfeni a poté otevirat panel ,,Nastaveni UV-VIS®.

Jsou to tyto prvky:

* vlnova délka

* integracni Cas

* box car smoothing

* bodl do priméru.

3.3.3.2.3.3 Prvky uZivatelsky pasivni (pouze informuji, uZivatel je nemiiZze ménit):

* Vypocitand vlnova délka — kvili rozliSeni detektoru se teoreticky vypocitana
vlnova délka 1isi od zadané.

» Hodnota do FaFSIA - hodnota odezvy u vypocitané vinové délky. Tato hodnota
se prendsi jako métend do modulu Measure.

= Pole grafu — zobrazuje celé spektrum, které detektor méfi.

= USB2000 S/N — vypis sériového ¢isla pripojeného detektoru USB2000.

= USB2000 constant — ovladaci .vi jsou schopny ziskat opravné koeficienty piimo

z vnitini paméti detektoru, takZe nenf tfeba je nahravat z diskety. Zde se zobrazuji.
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3.3.3.2.4 Méteni detektory ptipojenymi ke kart¢ AT-MIO-16E10
Tento zpiisob ziskdvani dat nebyl zachovan. Funkci jsem musel zruSit pro narocnost
zmen, které jsem byl v ptivodnim FaFSIA v 1.0 nucen provést. Funkce nabidky ,,detektor*

na hornf liSté panelu Measure byla nahrazena funkci ,,Nastaveni UV-VIS*. Viz 3.3.3.2.2.
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3.4 Testovani systému

Systém jsem testoval méfenim absorbance roztoku bromthymolové modii (BTM).
Jde o latku, kterd méni zbarveni (a tedy i1 absorbéni maximum) v zdvislosti na pH.
K ptechodu ze Zluté na modrou formu BTM dochdzi pfi pH 5,8-7,4.'"” K vytvofeni
dostate¢n¢ zdsaditého prostiedi jsem pouzival roztok tetraboritanu sodného, a poté méfil
absorbanci modré formy BTM. Stejny princip méfeni jsem pouzival i ve vSech fazich

vyvoje programu FaFSIA UV-VIS.

3.4.1 Nastaveni detektoru

U vSech méfeni jsem pouZil stejné nastaveni detektoru:

Parametr Hodnota
VlInova délka [nm] 616
Vypocitand vinovd délka [nm] 616,04
Vzorkovani [Hz] 2
Integracni ¢as [ms] 100

Box car smoothing 0
Bodt do priméru 1
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3.4.2 Program kalib.prg

K ovladéni analyzatoru jsem u vSech méfeni pouzil stejnou sekvenci ptikazl:

Syringe pump
Timer

Detector

Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
Syringe pump

Initialize
pause [s]
on

valve position IN
set flow rate [ul/s]
aspirate [ul]

valve position OUT
set valve position
aspirate [ul]

set valve position
aspirate [ul]

set valve position
aspirate [ul]

set valve position
set flow rate [ul/s]
empty syringe

valve position IN
set flow rate [ul/s]
aspirate [ul]

valve position OUT
set valve position
aspirate [ul]

set valve position
aspirate [ul]

set valve position
aspirate [ul]

set valve position
set flow rate [ul/s]
empty syringe

valve position IN
set flow rate [ul/s]
aspirate [ul]

valve position OUT
set valve position
aspirate [ul]

set valve position
aspirate [ul]

set valve position
aspirate [ul]

set valve position
set flow rate [ul/s]
empty syringe
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{nosny proud}

{system}
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{BTH}

{pufr}

{detektor}
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{system}
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Kazdou koncentraci roztoku BTM jsem tedy pii jednom spusténi zméfil tiikrat.
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Program FaFSIA UV-VIS

Vytvofil jsem program FaFSIA UV-VIS, ktery umoZiiuje k SIA analyzétoru®
popsaného v kapitole 2.2 pFipojit UV-VIS detektor USB2000 firmy Ocean Optics.'®

Vychézel jsem z programu FaFSIA" v 1.0 (taktéZ viz. kapitola 2.2), ktery je uréen
k ovladani tohoto analyzatoru. Program FaFSIA je urCen pro sbér dat pomoci AD karty
AT-MIO-16E10, kterd md pro komunikaci s detektory své vlastni rozhrani. Detektor
USB2000 vSak ma AD kartu jiZ zabudovanou jako svou soucast a komunikuje s pocitacem
pfes rozhrani USB, tudiZ obchézi cely systém sbéru dat z FaFSIA. Proto jsem nemohl
detektor pfipojit k analyzatoru bez zasadnich zmén v této ¢asti ptivodniho FaFSIA. Zmény
vyustily v to, Zze ve FaFSIA UV-VIS zustaly vSechny ptuvodni funkce FaFSIA az na
moznost méfeni pomoci detektorti pfipojenych pies kartu AT-MIO-16E10 a bez moZnosti
vybéru se d4 pouzivat jen USB2000 pfipojeny ptes port USB. Nakonec se toto feSeni
ukdzalo jako lepsi, nebot’ spektrofotometr neni k pfistroji pfipojen permanentné (na rozdil
od analogového fluorimetru) a tudiZ je vyhodnéjsi nezatéZovat zdakladni program FaFSIA
dalSimi dopliiky a tyto vloZzit jen do programu FaFSIA UV-VIS.

Program FaFSIA UV-VIS umoziuje:

v’ automatické rozpoznéni piipojeného detektoru USB 2000, véetné sériového ¢isla
anacteni koeficientl z vnitini paméti detektoru. Detektor je moZné pripojit do
libovolného neobsazeného USB portu pocitace.

v' snadné nastaveni parametrti detektoru pomoci uzivatelského rozhrani (integra¢ni Cas,
vzorkovaci frekvence,...).

v" z celého rozsahu detektoru méfit vZdy u jedné zadané vinové délky.

v’ ptevod detektorem naméfenych dat do modulu Measure.

v’ pouziti v8ech funkci ptivodni FaFSIA v 1.0, kromé sbéru dat pomoci karty AT-MIO-
16E10.

Provedené zmény 1 jejich vyznam jsem posal v kapitole 3.3.

V dobé psani této prace se program FaFSIA UV-VIS nachézel ve verzi 0.6.
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4.2 Testovani systému
4.2.1. Kalibra¢ni piimka bromthymolové modii
Systém jsem otestoval vytvofenim kalibra¢ni pfimky modré formy bromthymolové

modii (BTM).

Pouzil jsem tyto koncentrace roztoktit BTM (viz. kapitola 3.2.2.1):

Koncentrace BTM [10”-mol-1"'] 0,5 2.0 4,0 6,0 8,0 10,0

Pro vytvotfeni dostateCné¢ zasaditého prostfedi jsem pouZil roztok tetraboritanu

sodného o koncentraci 0,01 mol-1" (viz. kapitola 3.2.2.2).

U vSech méteni jsem pouzil stejné nastaveni detektoru (viz. kapitola 3.4.1) a stejny

program ovladajici SIA analyzator (viz. kapitola 3.4.2).

Vysledky méfeni jsou piehledné uvedeny v tabulkach ¢. 1 a ¢.2 . V tabulce €. 1 jsou
zaznamendny vySky piku tii po sobé jdoucich méteni (jeden cyklus programu) pro dané
koncentrace BMT, v tabulce ¢.2 jsou uvedeny plochy pod kfivkou vypocitané modulem
Peak detection u stejnych méfeni. Pii sestavovani grafu kalibracni pfimky jsem nebral
v tivahu vysledky méfeni ziskané pro koncentraci BTM 0,5-107 mol-I™", protoZe byly piili§
odchylené od piimky. Je moZné, Ze se tak stalo, protoze hodnota odezvy piku byla mensi
nez 0,2, kdy se jiz mohl projevit Sum zdkladni linie. Kalibra¢ni piimka podle vysky piku je
uvedena v grafu €.1, kalibracni pfimka podle plochy pod kiivkou piku je uvedena v grafu
¢.2 . Na obr. €. 11 je zachycena ukdzka vysledkt tak, jak ji vidi uZivatel na panelu

Measure UV-VIS.
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Tabulka €. 1: Vyska piku odezvy detektoru méfena jako absorbance podle koncentrace BTM:

Vyska piku [A]
Meéfeni ¢
koncentrace BTM Prumér RSD [%]
[10°mol-T"] 1 2 3
0,5 0,209 0,188 0,192 0,1961 4,64
2,0 0,293 0,301 0,291 0,2948 1,50
4,0 0,564 0,537 0,500 0,5337 4,89
6,0 0,727 0,807 0,803 0,7788 4,74
8,0 0,995 0,979 0,999 0,9912 0,88
10,0 1,214 1,143 1,226 1,1944 3,06
Tabulka €. 2: Plocha pod ktivkou piku podle koncentrace BTM:
Plocha pod kfivkou piku
koncentrace BTM Méfeni &.-
[10°.mol.I"] Primér | RSD [%]
1 2 3
0,5 0,95295 0,89840 0,84995 0,900433 4,67
2,00 1,56829 1,47701 1,47959 1,508297 2,81
4,00 3,32220 2,84699 2,81052 2,993237 7,79
6,00 4,35890 4,39573 4,57293 4,442520 2,10
8,00 5,66666 5,56302 5,83765 5,689110 1,99
10,0f  7,72960 7,70610 7,77641 7,737370 0,38

RSD - relatvni smérodatna odchylka.

37




Graf ¢. 1:

Kalibra¢ni pfimka BTM podle vysky pika
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Graf €. 2:
Kalibra¢ni pfimka BTM podle plochy pod kfivkou piku

(0]
J

7,737370 &
y =0,7479x
7 R2 = 0,0933

¢ 5,689110

plocha pod kfivkou piku

4,442520

3 - 2,993237

1,508297

0 I I I I I I I I I 1
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0 9,0 10,0

koncentrace BTM [10™°.mol.I""]




i Measure UV=-VIS 18 [=] S

||» araf

START ;
Open |
Save |
Toolz ﬂ

_ o )

Pocet mereni

i éﬂgg@n]; |F'r0gram | oo

Obr. ¢. 11: Ukdzka vysledku tak, jak je vidi uZivatel na panelu MeasureUV-VIS. ,,Schod“

na zacdtku mereni vznikl nastavenim referencni hodnoty.

4.2.2 Reprodukovatelnost méi‘eni
Zméfil jsem devétkrat stejnou koncentraci (0,8-10” mol-I"") roztoku BTH. (tfi cykly
programu kalibr.prg — viz kapitola 3.4.2). Z hodnoceni jsem vyloucil sedmé méfeni, pro

jeho velkou odchylku od priméru. Vysledky jsou shrnuty v tabulce €. 3.

Tabulka €. 3 : Reprodukovatelnost méfeni.

Méieni ¢. Vyska piku [A] Plocha pod krivkou piku
1 0,995 5,66666
2 0,979 5,56302
3 0,999 5,83765
4 0,933 6,34762
5 0,898 5,75288
6 0,915 5,61300
7 1,141 5,90340
8 0,997 5,80683
9 0,973 5,89322

Pramér 0,9613 5,810110

RSD [%] 3,90 3,95
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4.3 MozZnosti dalSiho vyvoje programu FaFSIA UV-VIS

Samoziejmé se mi nepodafilo odstranit vSechny nedostatky, které program ma.
Napiiklad se mi nepodafilo odstranit problém se synchronizaci casovani pii frekvenci 4
Hz. Bohuzel pro AD kartu detektoru USB 2000 neexistuje piikaz pro automatické
odesilani dat pocitaci pii zadané frekvenci. Karta sice dva ¢asovace m4, ale ty jsou vyuzity
pro jiné prostfedky detektoru. Proto je potieba piikaz pro zisk dat zaddvat vzidy znovu
v pozadované frekvenci. Vyuzil jsem k tomu casova¢ karty AT-MIO-16E10, nicméné mé
feSeni pfenosu spoustéciho signdlu se pfi dané frekvenci nesetkalo s dplnym uspéchem,
protoze tidici pocitac je dost zatizen a diky tomu ne vzdy dokdZe vcas ,,stisknout spoust™.
Jako dalsi cestou se jevi vyuziti moznosti tzv. ,hardware triggering* mezi kartou AT-MIO-
16E10 a detektorem.

Pii tvorbé jsem pouzil mimo jiné také knihovny s .vi ovladajici detektor, které
dodava firma Ocean Optics. Nicméné aZz pifi psani této prace jsem nalezl Uplnou
dokumentaci k detektoru, ve které jsem se docetl, Ze s detektorem Ize komunikovat i pfimo
pomoci jednoduchych textovych piikazi, coz nabizi mnohem S§ir§Si moZnosti neZ
zminovana .vi. Napftiklad 1ze uZ na drovni detektoru z celého spektra vybrat jen malou ¢ast
ateprve tu poslat pocitaci, tudiz program poté nemusi zpracovavat celé spektrum, coz
samoziejm¢ sniZi ndroky na pocitac a zvysi stabilitu systému, zvlasté, kdyZ ptivodni modul
Measure dokaZze pracovat jen s jednou hodnotou.

Déle by se mohlo naprogramovat, aby se hodnoty ,dark spektrum® a ,reference
spektrum* daly zadat jako piikaz pro analyzétor, stejn¢ jako naptiklad otoCeni ventilu,
popt. vlozit je do panelu ,,Nastaveni UV-VIS*. Nicmén¢ pro takové zmény by se musela
zmgénit struktura programu.

Také by mohlo byt uzite¢né pfidat funkci porovnavéani dvou (vice) hodnot vinovych
délek.

Dalsi sméry vyvoje programu se jisté jest¢ ukazi v pribéhu jeho pouzivani.
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4.4 Instalac¢ni CD

Jako pfilohu této prace jsem vytvoiil CD, které obsahuje:

v
v

soubor ctime.txt

tuto praci ve forméatu PDF

program FaFSIA UV-VIS v 0.6. Nicmén¢ pro spusténi je potieba mit
nainstalovano prostiedi LabVIEW firmy National Instruments ve verzi
alesponl 5.1.

Podrobnou dokumentaci k detektoru USB2000 ve formatu PDF.

instalacni balicek programu Acrobat reader v 6.0; v tomto programu lze

oteviit dokumenty ve formatu PDF
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5. Zavér

Vytvoril jsem program FaFSIA UV-VIS, ktery umoznuje k SIA analyzatoru
vytvofenému na katedie analytické chemie v ramci diplomové préice” piipojit diode array
(DA) spektrofotometr USB2000 firmy Ocean Optics pro oblast UV a VIS.'" Pomoci
grafického rozhrani na oddéleném panelu lze nastavit zdkladni parametry detektoru pro
méfeni, jako naptiklad vlnovd délka (USB2000 je sice DA spektrofotometr, ale jadro
programu dokdZe pracovat jen s jednou hodnotou), méd méfeni, frekvence sbéru dat, atd.
a odeslani naméfenych dat zpét do zdkladniho programu pro jeho dalSi zpracovani.
Vychazel jsem z programu FaFSIA v 1.0 (vznikl také v rdmci jiz zminované diplomové
pra’\cel)), ktery je ur€en pro ovlddani analyzatoru, ale neni schopen komunikovat s danym
typem detektoru. Z tohoto diivodu jsem musel do programu zasdhnout. Pfi tom jsem vyuZil

i ovladaci programy (vi) doddvané vyrobcem detektoru.

V soucasné verzi 0.6 program FaFSIA UV-VIS obsahuje vSechny funkce pivodniho
programu FaFSIA 1.0 kromé funkce méfeni pomoci detektorti pfipojenych ke kart¢ AT-
MIO-16E10. Soubory programu (*.prg) a namétenych dat (*.sia) z pavodni FaFSIA jsou
plné kompatibilni s FaFSIA UV-VIS a naopak.

Cely systém jsem otestoval vytvofenim kalibracni piimky modré formy

bromthymolové modii (BTM). Pouzil jsem tyto roztoky:

BTM o koncentracich 0,5; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0 -10”> mol-1"".

Tetraboritan sodny (pH = 9,2) o koncentraci 0,01 mol-1.

Parametry detektoru byly pro v§echna méfeni stejné:

Vlnova délka [nm] 616
Vypocitana vinova délka [nm] 616,04
Vzorkovani [Hz] 2
Integrac¢ni ¢as [ms] 100
Box car smoothing 0
Bodt do priméru 1
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Pro vSechna méfeni jsem pouZil stejny program pro ovladani SIA analyzatoru (viz
kapitola 3.4.2).

Spolehlivost linearity byla pro kalibracni piimku zaloZenou na vySce piku
R* = 0,9870; pro kalibrani pfimku zaloZenou na velikosti plochy pod kiivkou piku
R?=0,9930. P vypo¢tu obou spolehlivosti jsem nebral v dvahu hodnoty naméifené

u koncentrace BTM 0,5-10™ mol-1I"! pro jejich statisticky vyznamnou chybu.

Reprodukovatelnost méteni jsem ovéfil srovndnim deviti naméfenych hodnot
u stejné koncentrace BTM (0,8-:10° mol-1""). Jedno méfeni jsem z hodnoceni vylou¢il pro
jeho statisticky vyznamnou chybu. Relativni smérodatnd odchylka byla pro vysku pikt

3,90% a pro plochu pod kiivkou piku 3,95%.

Na dalSim vyvoji programu FaFSIA UV-VIS chci pokracovat vramci svého

doktorandského studia.
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