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1  Uvod

O vyuziti spektralnich metod ve vyzkumech, pti kontrole technologickych procest, ve
farmacii jist¢ neni pochyb. Kazdy chemik, iucitel chemie, by mél byt s principem
spektralnich metod obeznamen, a pokud bude mit i pfilezitost si takovou metodu
vyzkouS$et pfimo na laboratornim piistroji a nikoliv jen na zjednoduseném modelu, mél
by ji ptijmout. Od roku 2007 jsou, postupné podle etap atypt skol, skoly v Ceské
republice povinné tvorit Skolni vzd&lavaci programy (SVP) podle Ramcovych
vzdélavacich programt (RVP). RVP jsou vydané Ministerstvem Skolstvi, mladeze
a télovychovy [1]. V Ramcovém vzdélavacim programu pro obor vzdélavani 28-44-
M/01 Aplikovana chemie je jednim z uvedenych uciv v obsahovém okruhu ,,analyticka
chemie® ucivo ,,spektralni metody* [2]. Zminény dokument ptedpoklada, ze zak ziska
odbornou kompetenci pracovat s pfistroji, stroji a zafizenimi. Pokud se tedy od Zzaku
ocekavaji uvedené znalosti a kompetence, méli by ucitelé chemie byt schopni splnit
alesponl ty pozadavky, které kladou na Zdky. Proto je cilem této diplomové prace
predstavit UV/VIS spektrofotometrii a poukazat na moznosti jejiho vyuziti v ramci
vzdélavani ucliteli chemie, ato vybranim a vypracovanim uloh pro kvantitativni

a kvalitativni stanoveni vybranych latek.



2 Teoreticka ¢ast

2.1 Princip optickych metod

Optické metody patii mezi fyzikalné-chemické analytické metody, které jsou zalozené
na interakci elektromagnetického zareni s hmotou. Nékteré optické metody pracuji na
zakladé¢ méfeni absorbovaného nebo emitovaného =zafeni, jiné sleduji prichod

elektromagnetického zafeni hmotou [3].

Protoze vSechny optické metody jsou zalozené na interakci hmoty
s elektromagnetickym zafenim, je soucasti této kapitoly zakladni shrnuti informaci

0 tomto zafreni.

2.1.1 Elektromagnetické pole

Nejlépe prostudovanym z fyzikalnich poli je elektromagnetické pole. Jeho vlastnosti
jsou dany dualistickym charakterem. Elektromagnetické pole ma jednak vlastnosti

vInéni, ale taktéZ se chova jako proud ¢astic — vV tomto piipadé castic fotonil.

Vlastnosti viny elektromagnetického zaieni

Elektromagneticka vlna se sklad4d ze dvou slozek, ato ze slozky elektrické a slozky
magnetické. Na Obr. 1 je slozka elektrickd znazornéna vektorem elektrické intenzity E

a slozka magnetickd charakterizovana vektorem magnetické indukce B. Vektory jsou na
sebe navzijem kolmé ataktéz jsou oba vektory kolmé na smér Sifeni paprsku.

Elektromagnetické vinéni je tedy vinéni pfi¢né [4, 5, 6, 7].



Obr. 1. Elektromagnetické vinéni. Pfevzato dne 25. 3. 2016 z: [3]

K popisu elektromagnetického vinéni se pouziva nékolik zakladnich veli¢in:

Frekvence

Frekvence neboli kmitocet (v) udava pocet opakovani periodického déje, kmita,
za sekundu. Frekvence zustaiva neménna pii prechodu z jednoho latkového
prostiedi do jiného. Jednotkou frekvence je Hertz (Hz)[3, 8].

Vinova délka

Vlnovéa délka je vzdalenost, 0 kterou postoupi vlna za dobu jednoho kmitu.
Oznacuje se feckym pismenem lambda (1) a jeji zakladni jednotkou je metr (m).
Kmitocet je pfevracenou hodnotou vinové délky 1 [3, 8].

1
~_ 1 1
V=7

Kde 7" = kmitocet, A = vlnovéa délka.

Rychlost zareni

Rychlost zéafeni je definovana jako vzdalenost, kterou urazi vlna za casovou
jednotku (sekundu) a znaci se pismenem c. Rychlost elektromagnetického zafeni
ve vakuu je 2,99792458 * 108 m/s [9]. Rychlost svétla mimo vakuum
V normalnim prostiedi je nizsi z diivodu interakce fotond s atomy ¢i molekulami

latek tvorfici dané prostfedi. Toto vzajemné pisobeni fotoni s atomy



popi. molekulami je mozné popsat indexem lomu latky n. Index lomu latky lze

vypocitat podle rovnice 2 [8, 10].]

c
n= — 2
V)

Kde ¢ = rychlost svétla ve vakuu, v; = rychlost svétla 0 ur¢ité vinové délce v latkovém prostiedi,
n = index lomu.

Vlastnosti Castice elektromagnetického zareni

Energie elektromagnetického zatreni je vyzarovana po urcitych kvantech. Nositelé téchto
kvant jsou fotony a jejich energii je mozné vyjadfit matematickou rovnici 3 Maxe

Plancka, kde energie fotont je pfimo umérna frekvenci [6, 11]

E=h=x*xv

Kde E = energie fotonu; h = Planckova konstanta (h = 6,626 *1073* J s); v = frekvence svétla.
Pro fotony plati de Broglieho vztah 4 jenz pfifazuje pohybujici ¢astici urcitou vlnovou
délku [3].

a= " 4
mxv

Kde h = Planckova konstanta, m = hmotnost ¢astice, v = rychlost ¢astice.

rov

K popisu vlastnosti ¢astic elektromagnetického zafeni se pouzivaji nasledujici zakladni
veliiny:
o Zarivy tok
Zativy tok ¢ a odpovida zativé energii, ktera projde urcitou plochou za jednotku
Casu [12].
e Intenzita zareni
Intenzita zafeni méa znacku | a pfedstavuje zafivy tok, ktery je vysilan pficnym

prufezem plochy zdroje [8].



2.1.2 Elektromagnetické spektrum

Elektromagnetické spektrum zahrnuje zafeni vSech vlnovych délek, saha od vlnovych
délek v iadu 107 m po vinové délky v fadu 108 m [13]. Rozlisuje se nékolik oblasti
Vv elektromagnetickém kontinuu podle vlnovych délek ¢i frekvenci [5]. Druhy
elektromagnetického spektra s odpovidajicimi vlnovymi délkami a kmitoctem

znazornuje Obr. 2.
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Obr. 2. Elektromagnetické spektrum. Pievzato dne 20. 3. 2016 z WWW: <https://commons.wikimedia.org
wiki/File:EM_spectrum.svg>. Autorem obrazku je Philip Rhonan.

2.2 Rozdéleni optickych metod

Podle zplisobu interakce elektromagnetického zéafeni s hmotou se optické metody
rozdéluji do dvou hlavnich skupin, a to na metody spektralni a nespektralni. Spektralni
metody jsou zaloZeny na faktu, Zze dochazi k vyméné energie mezi hmotou a zatrenim.
Naopak nespektralni metody vyuzivaji piipadu, kdy hmota a zafeni energii nevyménuji,

ale hmota ovlivituje prochazejici zafeni [3, 8].


https://commons.wikimedia.org/wiki/File:EM_spectrum.svg
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:EM_spectrum.svg

2.2.1 Nespektralni metody

U nespektralnich metod jsou sledovany zmény vlastnosti zafeni (zmény rychlosti zafeni,
staCeni roviny polarizovaného svétla, rozptyl zafeni) pfi interakci s prostiedim. Jako
ptiklad téchto metod se mize uvést polarimetrie, refraktometrie, turbidimetriec a

nefelometrie [3, 8].

e Polarimetrie
Princip polarimetrie spociva v pfevedeni nepolarizovaného svétla na svétlo
lincarné polarizované. Svétlo je mozné polarizovat odrazem, lomem nebo
prichodem dvojlomnymi krystaly. Latky, které obsahuji chiralni centrum, jsou
schopné stacet rovinu linedrné polarizovaného svétla. Podle sméru staceni
roviny tohoto svétla se opticky aktivni latky rozd€luji na pravotoéivé (+)
a levotocCivé (—). PravotoCivé latky staci rovinu polarizovaného svétla po sméru
chodu hodinovych rucic¢ek a levotocivé latky staci rovinu polarizovaného svétla
proti sméru chodu hodinovych ruci¢ek. Smér staceni polarizovaného svétla je

sledovan proti postupu svétla [8, 14, 15]. Schéma polarimetru je znazornéné na

Obr. 3.
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zafeni rovinné polanizované
zafeni
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3‘. ."- ! R
- ‘ }
.- -
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méfeny vzorek pozorovatel

Obr. 3. Schéma polarimetrie. Pievzato dne 17. 3. 2016 z: [16] a z davodu ¢itelnosti byl
poupraven text.

Uhel, 0 ktery je pootoena rovina polarizovaného svétla lze vyjadiit rovnici
5[3].



a=[aljl*c 5

Kde [a]} = specificka otagivost pii teploté t a vinové délce 2, | = tloustka kyvety,
¢ = koncentrace vzorku.
Specificka otacivost, kterou lze polarimetricky zméfit, je pro méfenou latku

charakteristicka.

Refraktometrie

Refraktometrie je metoda zalozend na méfeni indexu lomu svétla. Lom svétla
nastava pii priachodu paprsku svétla z jednoho optického prostiedi do druhého.
Pokud nejsou opticka prostiedi stejnd, méni se smér priniku paprsku a jeho
rychlost. Rychlost Sifeni svétla optickym prostiedim je obtizné métitelna a proto
se vyuziva Snellova zakona [3, 7, 14, 15]. Snelliv zédkon popisuje pomér thlu
dopadu svételného paprsku k Gthlu odrazu (lomu) svételného paprsku podle
rovnice 6 [9]. Lom paprsku monochromatického zafeni na rozhrani dvou

prostiedi graficky vyjadiuje Obr. 4.

sina vy 6
— = —=n
sinf  vg AB

Kde a =tuhel dopadu paprsku ke kolmici rozhrani obou prosttedi; £ =thel odrazu (lomu)
svételného paprsku ke kolmici rozhrani obou prostiedi;

Va = rychlost Sifeni svételného paprsku v prostiedi A; vg =rychlost Sifeni svételného paprsku
v prostfedi B; nag = index lomu pfi pfechodu svételného paprsku z prostiedi A do prostiedi B.



Prostredi A Prostfedi B

N rozhrani
svételny paprsek

kolmice

Obr. 4. Lom paprsku monochromatického zafeni na rozhrani dvou prostiedi

Turbidimetrie a nefelometrie

Podstatou turbidimetrie i nefelometrie je rozptyl svétla po prichodu disperzni
soustavou. Castice obsazené v disperzni soustavé ovliviiuji rozptyl svétla
a intenzitu nerozptyleného svétla. Turbidimetrie sleduje intenzitu svétla, které
proslo disperzni soustavou, a proto je detektor umistén ve sméru prochazeni
primarniho paprsku zatreni. Detektor u nefelometrie je umistén kolmo na smér
prochazeni primdrniho paprsku, nebot' nefelometrie méfi intenzitu svétla

rozptyleného [3, 8 17] (Obr. 5).
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Obr. 5. Turbidimetrie a nefelometrie

Intenzitu nerozptyleného svétla lze vyjadiit matematicky rovnici 7.

I =1, exp(—I1) v

Kde | = intenzita nerozptyleného svétla, lo = intenzita primarniho svazku, | = tloustka kyvety,
7 = velikost rozptylu — turbidita.

2.2.2 Spektralni metody

Principem vyuZiti spektralnich metod je méfeni energetické zmény, ktera nastane pfi
prichodu zéfeni latkou (prostiedim). Tyto metody jsou zalozené na skute¢nosti, Ze
atomy a molekuly se mohou nachazet v riznych energetickych stavech. Za normalnich
podminek se atomy a molekuly nachazi v zakladnim stavu, tj. stavu, ve kterém ma atom
atomy nebo molekuly piejit do energeticky vysSiho stavu, tento stav se nazyva
excitovany. Latka ve vys$sim energetickém stavu miize vyzafit Kvantum energie a piejit
do energeticky niZ§iho stavu. Mnozstvi vyménéné energie je popsano Bohrovym-—

Einsteinovym vztahem 8 [4, 18, 19].



AE:EZ_E]_:h*V

Kde: E = energie fotonu; h = Planckova konstanta (h = 6,626 *10°%* J s); v = frekvence
elektromagnetického zafeni.

Z uvedené rovnice 8 vyplyva, ze rozdil mezi pocatecni energii E» a konecnou energii E1
se rovna vymeénéné energii 4E. Tato vyménéna energie se rovna kvantu zareni, které
bylo potieba, aby latka piesla do vyssiho energetického stavu nebo se rovna kvantu
zateni, které bylo vyzafeno latkou pii prechodu z vysSsiho energetického stavu do
nizsiho.

Ve spektroskopii se vice vyuziva obménéné Bohrovy-Einsteinovy rovnice 10, kde
frekvence zafeni je vyjadfena jako souin rychlosti zafeni avlnoétu viz
rovnice 9 [3, 4, 19].

c

v===c¢cV 9

Kde v = frekvence elektromagnetického zateni, 1 = vlnova délka, ¢ = rychlost elektromagnetického
zatfeni, V = vlnodet.

Kde 4E = vyménéna energie, E» = pocate¢ni energie, E; =koneéna energie, h = Planckova konstanta,
¢ = rychlost elektromagnetického zateni, ¥ = vinocet.

Spektrometrické metody 1ze rozdélit do tii skupin:

1. na zakladé pohlceni ¢i vyzafeni kvanta fotond latkou na absorp¢ni a emisni
metody

2. podle toho, zda absorpce nebo emise zafeni probihd na trovni atomd nebo
molekul na metody atomové a molekulové

3. podle oblasti vlnovych délek na rentgenovou, ultrafialovou, viditelnou,

infracervenou spektrometrii [3].
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Absorp¢ni spektroskopie

Absorp¢ni spektroskopie je zaloZzena na principu pohlceni energetickych kvant fotont
latkou (vzorkem). Pohlcenim zafeni se zvySi energie latky 0 energii absorbovaného

kvanta fotont, tento d&j je vyjadieny schématem 1.
X+h*xv-X"

Schéma 1
Schéma 1 X = latka v zakladnim stavu, h * v = energie fotont, X" = latka v excitovaném stavu
Po absorpci zafeni se energiec muze spotfebovat na prechod elektront tvoficich
chemické vazby nebo se energie spotifebuje ke zvySeni vibracni energie chemickych

vazeb ¢i ke zvySeni rotacni energie molekuly [3, 7, 20].

Na prechod elektronti tvoficich chemické vazby jsou potiebna velka energetickd kvanta
zateni Vrozmezi od 150 kJ/mol do 627 kJ/mol, coz odpovida vlnovym délkam
v rozmezi 190-800 nm (ultrafialova a viditelnd oblast elektromagnetického zéteni). Ke
zvyseni vibra¢ni energie chemickych vazeb je nutna energie v rozmezi od 5 kJ/mol do
150 kJ/mol. Této energii odpovida elektromagnetické zateni 0 vinovych délkach 0,8
30 pum (infracervena oblast). A pro zvySeni rota¢ni energie molekuly je potiebné dodat
energii od 0,01 kJ/mol do 4 kJ/mol, coz je pfiblizné energie zateni o vinovych délkach
30-10 000 um (infracervena a mikrovinna oblast) [3, 20].

Podle velikosti namétené absorpce Ize kvantitativné stanovit mnozstvi absorbujici latky
ve vzorku apodle hodnoty frekvence absorbovaného zafeni lze provést kvalitativni
analyzu vzorku.

Zikladni veli¢iny uzivané v absorp¢ni spektrometrii

e Transmitance
Transmitance neboli propustnost T je vyjadiena jako pomér zafivého toku, ktery
prosel latkou k zafivému toku, ktery do latky vstupoval. Transmitanci lze
vyjadfit nasledujici rovnici 11.

T=— 11

Kde: ¢ = zétivy tok vystupujici z latky; ¢ = zafivy tok vstupujici do latky.
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Hodnoty transmitance se nachazeji v intervalu < 1; 0 > [3].

e Absorbance
Absorbance se oznacuje pismenem A. Absorbanci Ize charakterizovat jako
zaporny logaritmus hodnoty transmitance. Tento vztah je vyjadfeny rovnici 12.
Hodnoty absorbance se nachazi v intervalu < 0; « >[3, 21].

A= —logT=log% 12

Kde: A = absorbance, T = transmitance, ¢, = intenzita svételného toku pted prichodem
vzorkem, ¢ = intenzita svételného toku po pruchodu vzorkem.

Zavislost mezi absorbanci na koncentraci absorbujici latky je vyjadfena
Bouguerovym-Lambertovym-Beerovym zakonem, ktery je mozZzno zapsat
matematickou rovnici 13 [18].

A=¢cx*xcx*xd 13

Kde: A = absorbance, ¢ = molarni absorpéni (extinkéni) koeficient, ¢ = latkova koncentrace,
d = délka kyvety.

Emisni spektroskopie

Principem emisni spektroskopie je méteni energie odpovidajici uvolnéni energetickych
kvant fotont. Aby mohlo dojit k uvolnéni zareni, musi byt latka nejprve excitovana —
musi Se nachazet ve vy$§im energetickém stavu. Pravé pii prechodu latky z vyssiho
energetického stavu do nizSiho energetického stavu dojde k emisi zafeni. Emisi zéafeni

vyjadiuje schéma 2.
X*>X+hx*xv

Schéma 2 X" = latka v excitovaném stavu; h * v = energie fotonti; X = latka.

Na principu emise zafeni je zalozena atomova emisni spektrometrie (AES) v oblasti

rentgenového nebo ultrafialového a viditelného zafeni [3, 17].
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Atomova spektroskopie

Atomova spektroskopie sleduje chovani individualnich atomd v plynném stavu
a zaznamenava emitované nebo absorbované zafeni, které odpovidd zméné
energetického stavu elektronti v atomech latky. Podle toho, zda je zaznamenavano
emitované nebo absorbované zafeni, se atomova spektroskopie rozdéluje na atomovou
emisni spektroskopii (AES) a na atomovou absorp¢ni spektroskopii (AAS). Vysledkem
atomové spektroskopie je ¢arové spektrum. Kazda spektralni ¢ara je charakteristicka pro

dany prvek a obsah prvku ve vzorku je tmérny intenzité spektralni ¢ary [3, 17].

Molekulova spektroskopie

Molekulova spektroskopie sleduje, V jakych strukturach se atomy v molekulédch
nachdzeji. Pti ultrafialové, viditelné a infracervené spektrometrii dochazi pii absorpci
zateni ke zméné energetického stavu celé molekuly. Molekulovou spektroskopii je
elektronového, vibraéniho arotaéniho stavu molekuly nebo pouze zménou jejich

vibra¢niho a rota¢niho stavu [3].

2.3 UVIVIS spektroskopie

Mezi metody UV/VIS spektroskopie patii metody vyuzivajici absorpci
elektromagnetického zafeni latkami v oblasti ultrafialového a viditelného spektra.
Jednotlivé metody se 1iSi pfistrojovym vybavenim a mirou pfesnosti. Mezi metody

UV/VIS spektroskopie patii kolorimetrie, fotometrie a spektrofotometrie [3, 8].

2.3.1 Kolorimetrie

Jednou z nejstarSich a nejjednodusSich fyzikalné-chemickych metod, ktera vyuziva

absorpci zatfeni latkami ve viditelném spektru je optickd metoda kolorimetrie. Tato
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metoda nevyuziva pristrojové vybaveni, detekce absorpce je provadéna subjektivné —

zrakem [3].

Vnimani barev lidskym okem

Lidské oko je schopné detekovat pouze malou oblast z elektromagnetického spektra,
tato oblast se nachazi v rozmezich vlnovych délek 380-760 nm a nazyva se viditelnym
zatenim [22]. Viditelné svétlo se sklada znékolika barev rozdélenych

a charakterizovanych vinovymi délkami viz Obr. 6 [23].

o
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)
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Obr. 6. SloZeni viditeIného svétla podle barev. Pievzato dne 30. 3. 2016 z WWW:
<https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Linear_visible_spectrum.svg>. Autorem je uzivatel Gringer.

Schopnost vnimat barevnost objektl je dana vlastnostmi objektu, resp. svételnym
zafenim, ktery objekt pohlcuje a fotoreceptory lidského oka (Cipky), které barvu
detekuji. Pokud dany objekt absorbuje ¢ast viditelného zéateni, lidské oko nevidi barvu
tohoto absorbovaného zateni, ale absorpce se navenek projevi barvou komplementarni.
Obr. 7 vyjadfuje komplementaritu zafeni (barev) pohlcenych a viditelnych.
[7, 13, 14, 24].
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Obr. 7. Komplementarita barev. Prevzato dne 3. 6. 2016 z WWW:
<http://www.realcolorwheel.com/rcwplotter. htm>. Autorem je Donald A. Jusko.

Zdravé lidské oko obsahuje tii typy Cipku citlivych na viditelnou oblast zateni, pfi¢emz
maximalni citlivost ¢ipkt je pii vlnové délce 550 nm. Této vinové délce odpovida barva
zeleno-zluta [24]. Na Obr. 8 je znazornéna citlivost lidského oka v zavislosti na

vlnovych délkach viditelné oblasti elektromagnetického spektra.
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Obr. 8. Citlivost zdravého lidského oka na vinové délce. Pievzato dne 3. 6. 2016
z WWW:<http://www.microdesignum.cz/clanky/Polovodicove-lasery-a-LED-ky.HtmI>. Autory ¢lanku, ze
kterého byl obrazek pievzat, jsou: Ing. Robert Krejéi, Doc. Ing. Eduard Hulicius, CSc.
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Urceni koncentrace kolorimetricky

Pii urCeni koncentrace latky kolorimetricky je porovnavan vzorek 0 neznamé
koncentraci se $kalou roztokti 0 znamych koncentracich — standardt. Touto srovnavaci

metodou se s vyuzitim nasledujici rovnice 14 ur¢i neznama koncentrace latky pfiblizné
[3. 7].

Cl ll = CZ lz 14

Kde: c; = koncentrace standardu, I; = tloust'ka absorbujici vrstvy, €2 = neznama koncentrace I, = tloustka
absorbujici vrstvy.

Avsak jak jiz bylo feceno V ptedchézejicich odstavcich, tato metoda je zavisla na

schopnosti vnimani barev abarevnych odstini okem pozorovatele, aproto neni

objektivni a Ize ji pouzit pouze pro odhad koncentrace.

2.3.2 Fotometrie

Fotometrie je fyzikdlné-chemickd metoda vyuZivajici absorpci latek ve viditelném
spektru elektromagnetického zafeni. Fotometricky je méfeno zeslabovani intenzity toku
svételného paprsku kyvetou se vzorkem. Podle zpusobu detekce se rozliSuje metoda
subjektivni, kdy je detektorem lidské oko, a metoda objektivni, kdy je detektorem
ptistroj — fotometr [3, 12].

2.3.3 Spektrofotometrie

Spektrofotometrie je objektivni metodou, jejiz ptistrojové vybaveni umoziuje zméfit

zateni, které vzorek pohlti. Podrobnéji se této metodé vénuje kapitola 2.4.
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2.4 UVIVIS spektrofotometrie

UV/VIS spektrofotometrie je fyzikdlné-chemickd metoda, kterd se fadi mezi
molekulovou absorpéni spektrometrii. Rozsah vinovych délek, pii kterych UV/VIS
spektrofotometrie pracuje je v rozmezi 200-800 nm [3, 4, 19].

2.4.1 Princip UV/VIS spektrofotometrie

UV/VIS spektrofotometrie pracuje na principu méfeni energie pohlcené vzorkem
(latkou) pfi prachodu zafeni. Méfenim jsou ziskana absorpéni spektra, kterda jsou
graficky vyjadfena jako zdvislost absorbance na vlnové délce. Absorpci
elektromagnetického zareni molekulou dojde ke zméné elektronového stavu dané latky
(molekuly) — dojde k elektronovym ptechodim. Jinymi variantami spekter jsou
zavislosti transmitance nebo extinkéniho koeficientu na vinové délce. Nejcastéji se
vyuziva méfeni absorbance, pficemz zavislost absorbance na koncentraci a tloustce
kyvety je popsana matematicko-fyzikalni rovnici 15 plynouci z Bouguerova—
Lambertova—Beerova zakona (zkracené¢ Lambertova—Beerova zakona). Platnost
Lambertova—Beerova zakona je omezena na ziedéné roztoky, protoze tvrzeni, ze
extink¢ni koeficient je nezavisly na koncentraci latky pii dané vinové délce, se vztahuje
pouze na ziedéné roztoky do koncentrace 1072 mol dm™. U roztoki s koncentraci nad
102 mol dm™ je extinkéni koeficient zavisly na indexu lomu roztoku, a tudiZz neni

koeficientem [8, 18]. Extink¢ni koeficient je pro rtizné latky charakteristicky.

Kde: A = absorbance, ¢ = molarni absorpéni (extinkéni) koeficient, ¢ = latkova koncentrace,
d = délka kyvety.

2.4.2 Elektronové prechody

Jak jiz bylo uvedeno, za normalnich podminek se molekuly nachéazeji v zédkladnim

elektronovém stavu 0 energii Eo. Energie zakladniho elektronového stavu je definovana
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souctem zakladni elektronové energie Ee, vibra¢ni energie Ey a energie rotacni E;. Jejich

vztah je vyjadien rovnici 16 [25].

Ey=E, +E, +E, 16

Kde Eo = energie zakladniho elektronového stavu, Ee = zakladni elektronové energie, Ey = vibra¢ni
energie, E; = rotaéni energie.
Pohlcenim ur¢itého kvanta fotond piejde molekula ze zakladniho stavu do stavu
excitovaného. Pokud dojde k absorpci kvant fotonl za ptestupu do vyssi energetické
hladiny, hovoti se 0 absorpci. Jestlize dojde k vyzareni kvant foton pti piechodu
z vyssi energetické hladiny na nizsi, hovoti se 0 emisi zafeni. Schéma absorpce a emise

je vyobrazené na Obr. 9.

emise

absorpce

Obr. 9. Absorpce a emise. Pievzato dne 5. 3. 2016 z [3]

Excitovany stav je energeticky bohat$i atudiz ma krat§i dobu Zivotnosti nez stav
zékladni. Doba Zivotnosti excitovanych stavli se udava v fadech 10~ °s [3]. Molekuly

prechazi z excitovaného stavu do stavu zakladniho deexcitaénimi ptfechody. Energie,
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kterou molekula pfijala K pfechodu ze zakladniho do excitovaného stavu, se rovna
energii, kterou dana molekula pfedala, aby se vratila zpét na zakladni hladinu. Tento dé&j

je popsan obménénou Bohrovou-Einsteinovou rovnici 17 [4].

AE = E, — E; = hv = AE, + AE, + AE, 17

Kde: AE = zména energie, E;= excitovany elektronovy stav, E, = zakladni elektronovy stav,
AEe = zména zakladnich elektronovych energii, AE, = zména vibra¢nich energii, AE; = zména rotacni
energie.
Elektronové prechody vyvolané absorpci svétla mohou probihat z rtiznych vibrac¢nich

a rotacnich stavii zékladniho elektronového stavu do libovolnych vibra¢nich a rotac¢nich

stavu elektronoveé excitovaného stavu.

Energie, ktera je potfebnd na piechod mezi elektronovymi stavy je mnohem vétsi
(AEe ~ 150-600 kJ/mol) nez energie, ktera je vyZzadovana na piechody mezi vibra¢nimi
stavy (AEy~2-60 kJ/mol) arota¢nimi stavy (AE; ~ 3 kJ/mol). Proto pokud dojde
k pfechodu mezi elektronovymi stavy, tak zaroven dojde k excitaci vibracnich
a rota¢nich hladin molekuly (Obr. 10). Vysledné absorp¢ni ultrafialové spektrum latky

ma charakter pasovy, protoze jednotlivé pfechody nelze vétSinou rozlisit [6, 25].

19



-k
-fr3

=*§Tz
?

ed o
{

Obr. 10. Schéma energetickych hladin. Pfevzato dne 5. 3. 2016 z [6].

Elektronové prechody organickych sloucenin

Ke znazornéni excitovanych polyatomovych molekul se pouziva Jablonskiho diagram
(Obr. 11). Jejich struktura je tak komplikovana, Ze ji nelze zndzornit Morseovymi
kiivkami, viz Obr. 12. Vng&jsi atomy organickych molekul vétSinou mivaji sudy pocet
elektronti. V zdkladnim stavu jsou elektrony sparované, tento stav se oznacuje jako
singletovy So. Absorpci svétla nemusi dojit ke zméné spinu a timto pochodem vznika
excitovany singletovy stav Sp. U excitovaného singletového stavu muze dojit k inverzi
spinu za vzniku tzv. tripletového stavu Tn. V tripletovém stavu jsou spiny obou
elektronii shodné, tudiz jsou nespdrované. Pfechod mezi singletovym a tripletovym
stavem je spinové zakdzany a poskytuje pasy s nejmensi intenzitou (max ~ 10°). Naopak

pasy s nejvétsi intenzitou (Emax ~ 104-10° I/mol*cm) tvoii spinové dovolené piechody.
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Jako spinové dovolené prechody se oznacuji ptfechody ze singletového stavu do
singletového stavu, nebo piechody =z tripletového stavu do tripletového stavu. Na
Jablonskiho diagramu jsou vlnitymi Sipky demonstrovany spinové dovolené a spinové
zakézané prechody. Ptikladem spinové dovolené¢ho prechodu mize byt napi. prechod
z Sz do S; a ptikladem spinové zakazaného piechodu mize byt piechod z S; do T.. Na
Obr. 11 je jesté znazornéna fosforescence (—h * vp) a fluorescence (—h * vf). Lze tedy
vycist, ze fosforescence je emise svétla pii pfechodu z prvniho tripletového stavu do
stavu zakladniho a fluorescence je emise svétla pii pfechodu z prvniho singletového

stavu do stavu o zakladni energii [6, 26].
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Obr. 11. Jablonskiho diagram. Pievzato dne 5. 3. 2016 z [6].
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Obr. 12. Morseovy kiivky. Pfevzato dne 5. 3. 2016 z [6]

Intramolekulirni elektronové prechody organickych sloucenin

Organické slouceniny obsahuji 3 typy elektrond, a to elektrony typu o, = a nevazebné
elektrony n. Jednotlivé typy elektronti se rozlisuji podle toho, v kterém molekulovém
orbitalu se nachazeji. A tyto molekulové orbitaly lezi v riznych energetickych

hladinach, jak je znazornéno na Obr. 13.

Obr. 13. Energie hladin molekulovych orbitald
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Pti

absorpci zafeni v UV nebo VIS oblasti mize dojit ke ctyfem typim

prechodu [3, 25].

1.

Prechod z vazebného orbitalu ¢ do antivazebného orbitalu ¢”

Aby doslo k ptfechodiim elektronti z vazebného orbitalu ¢ do antivazebného
orbitalu ¢”, je nutné dodat velkou energii. Tento typ pfechodu lze pozorovat pfi
absorpci kratkovinného zafeni — vakuové oblasti pod 200 nm. Uhlovodiky
s jednoduchymi vazbami se proto pouzivaji v UV/VIS spektrofotometrii jako
rozpoustédla pro méfeni spekter jinych latek [3, 4, 27, 28].

Piechod z nevazebného orbitalu n do antivazebného orbitalu ¢

Pro ptechod latek z nevazebného orbitalu n do antivazebného orbitalu ¢ je
nutné, aby latka obsahovala atom s volnymi elektronovymi pary. Na excitaci
volnych elektronovych parti z nevazebného atomu neni potfeba dodani takové
energie, jaké je potieba k excitaci vazebnych o elektronti. Vzniklé pasy maji
absorp¢ni maxima kolem 200 nm. U latek, které obsahuji siln¢ elektronegativni
atomy, je absorpce opét pod 200 nm aneda se pomoci UV/VIS spektrometrie
zméfit [3, 4, 27 28].

Piechod z vazebného orbitalu 7 do antivazebného orbitalu z*

Pfechod z vazebného orbitalu 7z do antivazebného orbitalu 7" je typicky pro
slouéeniny obsahujici ve své molekule nasobné vazby. Cim ma latka vice
konjugovanych vazeb, tim je absorpéni maximum posunuto K del§im vinovym
délkam, nebot’ U latek s konjugovanymi dvojnymi vazbami dochézi ke zvySeni
energie nejvyssiho vazebného orbitalu ake snizeni energie nejnizSiho
antivazebného orbitalu. Tim dojde ke snizeni rozdilu energie, ktera je potiebna
k ptechodu mezi nimi. U aromatickych slou¢enin obsahujici vétsi pocet
konjugovanych nenasycenych vazeb je rozdil energie mezi hladinami z-7* tak
maly, Ze jejich absorpcni maxima se nachazeji pti vinovych délkach, které nalezi
do viditelné oblasti [3, 4, 27, 28]

Piechod z nevazebného orbitalu n do antivazebného orbitalu 7

Pokud molekula obsahuje kromé& dvojnych vazeb iatomy s volnym

elektronovym parem dojde k ptfechodu elektronit mezi hladinami n-z*. Prechod
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je mén¢ energeticky naro¢ny, nez je tomu U piechodu z-7* a absorpcni maxima
lezi v oblasti delsich vinovych délek. Pfitomnosti atomu s volnym elektronovym
parem je ovlivnén i pfechod z-7* nebot’ nékteré atomy ¢i skupiny s volnym
elektronovym parem, které lezi mezi nasobnymi vazbami, znemozuji

konjugaci [3, 4, 27, 28].

Elektronové prechody v komplexech kovi

Komplexy kovi jsou tvofeny iontem kovu M a ligandy L. Vazba v komplexech kovi je
klasifikovana jako vazba kovalentni polarni. Ligand se chova jako Lewisova baze — je
darcem, donorem, elektronového paru a centrdlni atom je piijemcem, akceptorem,
elektronového paru, tedy Lewisovou kyselinou. Absorpéni pasy komplexi jsou zavislé
na povaze vazby mezi M aL [29]. Zkoumanim absorp¢nich spekter komplexi kovi
byly zjisténo, ze existuji tii typy zakladnich elektronovych prechodi, které se mohou

uskutecnit mezi iontem kovu a ligandem [3].

1. Elektronové piechody d-d
U tohoto typu pfechodu hraje roli tzv. teorie krystalového a ligandového pole.
Ruzné ligandy maji riiznou schopnost $tépit hladiny orbitall d centralniho atomu
v komplexech kovii. Mira schopnosti §tépit tyto hladiny je dana predevsim
mirou kovalentni interakce s centrdlnim atomem. Podle vybérovych pravidel
jsou elektronové ptrechody d-d formalné zakazané a maji proto velmi nizkou
intenzitu absorpcnich past (¢ ~ 10-200 pro jednoelektronové piechody, & < 10

pro dvouelektronové piechody) [3, 30].

2. Charge-transfer piechody

Charge-transfer pfechody probihaji u dvojic latek, z nichz jedna se chova jako
donor adruha jako akceptor elektronti. Mezi donorem D aakceptorem A
dochazi k ptenosu elektronu zjedné casti molekuly na druhou za vzniku
donor-akceptorového komplexu D-A. Jestlize donor-akceptorovy komplex
absorbuje svételné zateni, tak se v jeho absorpénim spektru ukaze tzv. CT-pas

(charge-transfer pas), ktery vznikl piechodem elektronu ze zakladniho
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vazebného m orbitalu nebo nevazebného n orbitalu donoru na antivazebny orbital
akceptoru n*. Tento typ piechodu je energeticky méné naro¢ny, nez by tomu
bylo pii samostatném piechodu elektroni donoru nebo akceptoru. Stejné tak
absorpéni maximum CT-pasi lezi v oblasti jinych vinovych délek, nez by lezelo
absorp¢ni maximum donoru nebo akceptoru. Z hlediska intenzity je intenzita
CT pfechodii mnohem vy3§i (absorpéni pas ma hodnotu &~ 10%-10%) nez
u piechodu d-d [3, 4].

3. Prechody v ramci ligandu

Absorpéni pasy komplexi spojené s elektronovymi ptechody v ligandech jsou
velmi intenzivni, jejich intenzita nabyva hodnot &~ 103-10° a je zavisla na

povaze vazby v komplexu [3].

2.4.3 Instrumentace

Existuje mnoho riznych typa UV/VIS spektrofotometri lisicich se pouzitymi

soucastmi. Experimentalni uspotadani je vSak stejné.

Nehledé na typ UV/VIS spektrofotometru musi kazdy UV/VIS spektrofotometr
obsahovat: zdroj zateni, monochromator, absorbujici prostiedi (kyveta se vzorkem),

detektor zafeni a vystupni ¢i fidici zafizeni (pocitac) [3, 31].

Zdroje zareni

UV/VIS spektrometry maji zdroj, ktery emituje elektromagnetické zafeni v rozsahu od
190 do 900 nm. Ngkteré ptistroje umoziiuji kromé viditelné a ultrafialové oblasti méfit

I v blizké infracervené oblasti (NIR).

UV/VIS spektrofotometry nejcastéji disponuji dvéma zdroji zateni, jeden zdroj pro

viditelnou oblast a druhy pro ultrafialovou oblast.
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Zdroje zateni pro viditelnou oblast

Jako zdroj zafeni pro viditelnou oblast (330-900 nm) se pouzivaji wolframové nebo
halogenové lampy. Nevyhodou wolframové lampy je jeji nizSi zivotnost, kterd je
zpisobena vys$s$i pracovni teplotou wolframové civky anéslednym odpafovanim
wolframu. Odpateny wolfram se srazi na sténé chladngjsi sklenéné banky a zpusobi
snizeni vyzarované energie (pohlti ¢ast emitovaného zatreni). Tento problém je feSitelny
pouzitim halogen-wolframové zarovky. Halogen je piidany do sklenéné banky
s wolframovym vlaknem. Po zahiati se za¢nou uvoliovat pary halogenu (jodu), ktery s
odpaienym wolframem vytvofi jodid wolframnaty. Pti styku s wolframovou civkou se
jodid wolframnaty srazi na wolframové civce, nikoliv na jen na sklenéné baice.
Tloustka wolframové civky proto zustava téméf stejna a kondenzace odpateného
wolframu na sklenéné bafice je znaéné sniZena. Zivotnost wolfram-halogenové lampy je

tedy zhruba dvojnasobné vyssi, nez tomu je U Zarovky wolframové [18, 19, 23].

Zdroje zareni pro ultrafialovou oblast

Pro ultrafialovou oblast (pod 350 nm) jsou nejvice pouzivany vodikové nebo deuteriové
vybojky (viz Obr. 14). Ob¢ vybojky emituji zafeni 0 vinovych délkach v rozsahu od
160 do 375 nm. Ob¢ zarovky obsahuji wolframovou civku, kterd je upevnéna na
tenkosténnou kiemennou vybojku a je pouzivana jako kladna elektroda — anoda. Jako
zaporna elektroda — katoda slouzi dvojita wolframova civka, ktera je namontovana
bo¢n¢. Barnka je naplnéna vodikem nebo deuteriem pii nizkém tlaku (cca 10 Torr).
Vyboje mezi anodou a katodou jsou omezovany prostfednictvim kovu s vysokym
bodem tani (molybden), ve kterém je maly prifez (1 mm?). Omezenim vyboje dochazi

ke zlepSeni vynosu zafeni [8, 18, 19, 32].
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Obr. 14. Deuteriova lampa.
Prevzato dne 16. 2. 2016 z WWW: http://www.spectralproducts.com/files/attach/images/190/190/41af6ce

37f45e9267d13cdfb68fba8ba.jpg

Zdroj zaieni pro viditelnou a ultrafialovou oblast

Celé kontinuum zateni od ultrafialové oblasti do blizké infracervené oblasti jsou
schopny emitovat xenonové vybojky (180-2500 nm). Tyto vybojky poskytuji vysoky
vykon zéfeni, vyrabi se od vykonu 75 W az po nékolik kW. Pro sviij vysoky vykon
zateni byvaji vyuzivany ve fluorescencéni a luminiscenéni spektroskopii. Takové
vybojky obsahuji kfemennou banku, ktery je naplnéna xenonem pii vysokém tlaku.
Tlak uvnitf baniky jesté roste pfi provozu vybojky, a proto je tloustka kiemenné banky
vétsi, nez je tomu U deuteriovych ¢i vodikovych vybojek. Vyhodou xenonovych
vybojek je, Ze nevyzaduji ¢as pro zahtati lampy pied samotnym méfenim, coz byva u
deuteriovych lamp zhruba 1-2 hodiny, a dosahuji plného vykonu ihned po zapnuti. Tato

jejich piednost je vSak kompenzovana jejich vyssi cenou [18, 19, 32].

Monochromator

Monochromator je optické zafizeni, které slouzi k vymezeni ur€ité spektralni casti
a pomoci monochromatoru se z polychromatického zateni zisk4 zafeni o0 jedné vinové

délce.
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Monochromator se skldda ze vstupni a vystupni $térbiny, z disperzniho prvku (miizka,
hranol) a z pomocné optiky (¢oc¢ka, zrcadla). Polohu stérbiny nelze zménit, pozadované
vlnové délky je dosazeno otacenim disperzniho prvku. K rozkladu svétla se pouziva
miizka nebo hranol, Castéji byva ve spektrometrech uzivana miizka kvili lepsi

rozliSovaci schopnosti. Schéma monochromatoru je uvedené na Obr. 15.

vstupni $térbina
pomocna optika

a L
I -

| -

disperzni prvek

vystupni Stérbiny

Obr. 15. Schéma monochromatoru. Pievzato dne 12. 4. 2016 z WWW:<
http://search.newport.com/?x2=sku&q2=CS260-RG-2-FH-A> a poupraveno z diavodu nutnosti popisu
obrazku v ¢eském jazyce.

Spektrofotometry lze rozdé€lit na dvoupaprskové a jednopaprskové podle toho, kolik
monochromatort obsahuji. Jednopaprskové pfistroje maji jeden monochroméator
a dvoupaprskové dva. Vyhodou dvoupaprskovych pfistroji je ptitomnost délice
paprskli, pomoci n¢hoz se svétlo rozdéli do dvou paprski od sebe vzdalenych 10—
15 cm. Jeden paprsek prochazi kyvetou srovnavaci (referen¢ni, blank) obsahujici pouze
rozpoustédlo nebo vzduch a druhy paprsek prochazi kyvetou se vzorkem rozpusténym
v odpovidajicim rozpoustédle. U jednopaprskovych spektrofotometrti je nutné zméfit
nejprve referen¢ni vzorek (blank) a poté teprve zmétit zkoumané vzorky [3, 18, 19, 31].
Ziskand spektra je pak nutné matematicky odecist. Schéma zakladnich c¢asti
jednopaprskového spektrofotometru je uvedeno na Obr. 16, schéma dvoupaprskového je
na Obr. 17.
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Obr. 16. Schéma zakladnich ¢asti jednopaprskového spektrofotometru

—
Blank
Zdroj zatfeni Monochromator Detelktor
L
Vzorek

Obr. 17. Schéma zakladnich ¢asti dvoupaprskového spektrofotometru

Pomocna optika

Mezi pomocnou optiku se fadi zrcadla, ¢oc¢ky a clony. Zrcadla se rozliSuji na rovinna
akulova. Vétsi vyuziti v UV/VIS spektrometrii maji zrcadla rovinna. Zrcadla slouzi
Kk odrazeni svételného toku zafeni — paprsku. Funkci zaostfovani svételného zafeni plni
dalsi ¢ast pomocné optiky — cocky. K usmérnéni, vymezeni a odstinéni svazku paprski

slouzi clony [3, 19, 31].

r

Absorbujici prostiedi — nadoby vhodné k méreni

Absorbujicim prostiedim je kyveta se vzorkem. Kyvety se rozlisuji podle velikosti na

makro-kyvety, semimikro-kyvety, mikro-kyvety, ultramikro-kyvety. Dale se kyvety
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rozlisuji podle délky optické drahy a v neposledni fadé se rozliSuji podle typu materialu,
z kterého jsou kyvety vyrobené na sklenéné, plastové a kiemenné. Kyvety mohou byt
vyrobené z obycejného skla (draselno-sodného) nebo z plastu (akrylatu). Akrylatové
kyvety jsou postacujici pro méteni ve viditelné oblasti, avsak jsou nevhodné pro méieni
v ultrafialové oblasti kvili materidlu, z nichz jsou vyrobeny. Obycejné sklo a akrylat
absorbuji zafeni v ultrafialové oblasti. Kyvety vhodné pro méfeni jak v ultrafialové tak

ve viditelné oblasti jsou kyvety kiemenné a specialni plastové [19, 32].

Dale se kyvety daji rozdélit podle doby zivotnosti na kyvety na jedno pouziti a na
kyvety, které lze po dukladném omyti a oschnuti opétovné pouzit. Pro ¢isténi kyvet se
doporucuje pouzit detergentni piipravek, omyti vodou a ptipadné pouzit chromsirovou
smés [19, 32]. Pro bézné Cisténi je vSak dostacujici omyt sklenéné kyvety detergentnim
pfipravkem a oplachnout acetonem, U plastovych kyvet se na <¢isténi pouziva

detergentni piipravek a oplachnuti kyvet ethanolem.

Detektory

Detektory jsou zafizeni slouzici ke sledovani paprsku zateni, které proslo kyvetou.
Principem detektor je pfeména energie svételného zafeni dopadajici na detektor na
elektricky signal. Detektory vyuZzivané ve spektrofotometrii jsou fotodiody, foto¢lanky,
fotonasobice, detektory CCD (charge-coupled device), soustavy fotodiod (photodiode
arrays) [3, 19, 43].

Mezi nejvice pouzivané detektory v UV/VIS spektrometrii patii fotodioda kiemikova,
ktera pracuje v rozsahu vinovych délek od 350 nm do 1100 nm. Z fotonasobi¢t jsou
nejvice vyuzivané fotonasobice pouzivajici fotokatodu tvotfenou indiem, galiem c¢i
arsenem. Dokonalejsi zpusob sledovani svételného zafeni =zajistuji detektory
s diodovym polem (Obr.18) tzv. photodiode arrays, vtomto piipadé je signal
detekovany fadou citlivych fotodiod [3, 23].
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Obr. 18. Detektor s diodovym polem. Ptevzato S laskavym svolenim Hamamatsu Photonics K. K dne
31. 3. 2016 z WWW: < http://www.hamamatsu.com/jp/en/product/alpha/P/4105/S4111-46Q/index.html>

2.4.4 Vyuziti spektrofotometrie

UV/VIS spektrofotometrie nachazi své vyuziti v kvantitativni i v kvalitativni analyze.
Touto metodou Ize analyzovat latky anorganické i organické. Analyza pomoci UV/VIS
spektrofotometrie se uziva piedev§im Vv Iékafstvi, v biochemii, v klinickém testovani
1€¢iv, v potravinaistvi pii kontrole jakosti ¢i v ekologii pii kontrole latek pfitomnych
Vv zivotnim prostiedi. Vyhodou spektrofotometrie oproti jinym analytickym metodam je
snadnost, rychlost, dostate¢na citlivost méteni a nizka finanéni nakladnost. To se tyka
pfistroji pro bézna pouziti v akreditovanych laboratofich, kde se pofizovaci cena
piistroje s prislusenstvim pohybuje od 200 do 700tis. korun. Vice je tato metoda
vyuzivana pro kvantitativni analyzu. Kvalitativni analyza neni obvykle jednoznac¢na
ak identifikaci latek je nutné pouzit jesté dalsi metody (IC, NMR, hmotnostni
spektroskopie) [3, 8, 31, 32].

Kvalitativni analyza

Poloha a vyska absorpénich pasu zavisi na elektronovych piechodech dané latky pii

absorpci zareni. Absorp¢ni pasy jsou ovlivnény jak strukturou latky, tak pouzitym
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rozpoustédlem. Kvalitativni analyza spoc¢iva ve zméreni absorpcniho spektra zkoumané
latky a nasledného porovnani tohoto spektra s knihovnou absorpénich spekter ¢istych
latek. Této metody se vyuziva predevSim pii posuzovani Cistoty rtiznych organickych
latek. Pro jednoznacnou identifikaci latek neni UV/VIS spektrofotometrie dostacujici,
protoze analyzovand latka se vétSinou objevuje ve smésich, které ovliviuji absorpéni
spektrum. Ziskané spektrum vSak napovi fadu informaci o charakteru struktury
zkoumané¢ latky a poté lze vhodné zvolenou metodou jednoznacné zkoumanou latku

stanovit [3, 34].

Kvantitativni analyza

Nejvétsi vyuziti ma UV/VIS spektrofotometrie pro kvantitativni analyzu — stanoveni
latek pti platnosti Lambertova—Beerova zakona. V kapitole 2.4.1 byl jiz tento zakon
diskutovan. Zakon plati pro ziedéné roztoky do koncentraci 1072 mol/dm3. Pro stanoveni
koncentrace analyzované latky se vyuziva predev§$im metody kalibra¢ni kiivky nebo

metody standardniho pfidavku.

Metoda kalibraéni krivky

Metoda kalibra¢ni kiivka predstavuje universalni zplisob stanoveni koncentrace analytu.
Tato metoda je pomérn¢€ Casoveé narocnd, protoze pro vytvoreni kalibracni zavislosti je
nutné piipravit dostateény pocet standardnich roztokt (roztokd o znamé koncentraci).
Pro tvorbu Kalibra¢ni kiivky je potiebné zméfit absorp¢ni spektrum analyzované 1atky,
ze kterého lze vycist hodnotu absorpéniho maxima (vlnova délka v nm) €1 urcit jinou
vlnovou délku, kterd je pro méfeni absorbance vhodnd. Z hodnot absorbanci ziskanych
zméfenim standardnich roztoku je sestavena kalibraéni kiivka, ktera vyjadiuje zavislost
absorbance na koncentraci analytu pii zvolené vinové délce. Mnohé spektrofotometry
jsou schopné kalibra¢ni kiivku vytvofit pomoci zadaného regresniho modelu
I s vypoctem regresniho koeficientu. Regresni koeficient (nékdy nazyvan jako index
spolehlivosti) zna¢i miru odchylek od kalibraéni zavislosti. Pokud néktery ze standarda

(standardnich roztokil) vykazuje vysokou miru odchylky, je vhodné tento standard
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eliminovat. Spektrofotometry, které jsou schopny vytvofit kalibraéni zavislost
s regresnim koeficientem, vétSinou disponuji funkci deaktivace odlehlych standardi.
Teprve po sestaveni kalibra¢ni zavislosti s regresnim koeficientem blizicim se hodnoté
1,0 (vysoky index spolehlivosti) je mozné prejit k méfeni vzorkll obsahujicich dany
analyt. Ze ziskané hodnoty absorbance se na kalibracni kiivce odecte odpovidajici

koncentrace analytu ve vzorku [3].

Metoda standardniho pridavku

Metoda standardniho piidavku je vhodna v ptipadé, kdy kromé stanovovaného analytu
absorbuje zafeni inéktera dalsi ¢ast vzorku. Pfi stanoveni se postupuje tak, Ze se
pfipravi sada odmérnych banck, do kazdé bainky je odméfen vzdy stejny objem
analyzovaného roztoku. Do prvni barnky se roztok standardu neptidava, ale do dalsich
banék se pfidavaji objemy roztoku standardu tak, aby jejich ptidavané objemy tvoftily
aritmetickou fadu. Odmérné barky jsou doplnény po rysku rozpoustédlem a u takto
ptipravenych standardt je zmétena jejich absorbance. Koncentrace analyzované latky

ve vzorku se vypo¢ita za pouziti vztahu uvedenou rovnici 18 [3].

& _Ax 18
CS AS

Kde: ¢ = koncentrace analytu, ¢s = koncentrace standardu, Ax = absorbance analytu, As = absorbance
standardu.

Riizné typy a vyuziti spektrofotometrickych stanoveni jsou uvedena dale.
Jednoslozkova analyza

e Spektrofotometrické stanoveni kovii pomoci komplexotvornych ¢inidel
Kationty kovi, které neabsorbuji svétlo ve viditelné oblasti, nebo ho absorbuji
velmi malo, lze pfevést na tzv. silné barevné slouCeniny pomoci
komplexotvornych ¢inidel. Jako siln€¢ barevné slouceniny se oznacuji barevné
slouceniny, jejichz absorpcni pasy maji extinkéni koeficient vetsi nez

10% I mol™ cm™. Mezi vhodné komplexotvorné latky patii difenylthiokarbazon,
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1-(2-pyridylazo)-2-naftol, 8-hydroxychinolin, formaldoxim, 1,10-fenantrolin,
2,2’-bipyridyl, N-benzoyl-N-fenylhydroxylamin, morin a thiokyanaty ion.
Komplexotvorna ¢inidla mohou tvofit komplexy s velkym mnozstvim kovi,
nejsou tedy selektivni, natoz specificka. Selektivita barevnych reakci zavisi na
zvoleném reak¢nim Cinidle, oxida¢nim c¢isle kovu, na hodnoté¢ pH a predevsim
na konstanté stability vznikajictho komplexu. Pomoci vhodné zvolenych
podminek jsou ze vzorku vylouéeny prvky (latky), které nejsou schopny tvofit
s ¢inidlem komplex. A za vyuziti tzv. maskovacich ¢inidel jsou eliminovany
dalsi nezadouci prvky, které vytvori komplex s maskovacim cinidlem, a tento
komplex uz neni schopen dale reagovat s pouzitym komplexotvornym ¢inidlem.
Azobarviva, reprezentujici organické slouceniny, jsou pocetnou slozkou latek
schopnych tvofit komplexy sionty kovi. Takovy komplex milize byt poté
extrahovan vhodnym organickym rozpoustédlem a vznikly extrakt je pouzit pro
spektrofotometrické méteni. Timto se zabyva extrakéni spektrofotometrie.
Nékteré nizko-rozpustné ionty asociované s barvivem nemohou byt extrahovany
organickym rozpoustédlem s nizkou dielektrickou konstantou, protoze se srazeji
na vlocky. Rozpoustédlo a vodny roztok lze oddélit dekantaci nebo filtraci
asrazeninu  poté  rozpustit. Krozpousténi  srazeniny se  obvykle
pouziva aceton nebo alkohol. Tento postup popisuje  flota¢ni
spektrofotometrii [18, 35, 36].

Spektrofotometrické stanoveni aniontd

Anionty je mozné stanovit pomoci metody, ktera se taktéZ zaméfuje na pireménu
aniontd pomoci vhodnych reakci do formy kone¢ného barevného sledovatelného
produktu. Stanoveni bromidt a jodidu tvofi vyjimku, protoze jejich koncentrace
muze byt stanovena pifimo v organickém rozpoustédle po oxidaci bromidovych
resp. jodidovych iontd na brom ajod. Ostatni anionty lze stanovit nepfimou
metodou, kdy jsou anionty pfevedeny na malo rozpustné srazeniny. Vznikly

barevny koloidni roztok lze poté spektrofotometricky analyzovat [18, 36].

34



Spektrofotometricka analyza vody

Pti analyze vody se stanovuji nékteré prvky ¢i ionty ve vodé. Existuje mnoho
metod pro fotometrické stanoveni prvkd, aniontli a kationt ve vodé. Nékteré
firmy  distribuujici  spektrofotometry  nabizeji  moznost  dokoupeni
tzv. ready-to-use Kits. Ready-to-use Kits jsou soupravy obsahujici ¢inidla pro
fotometrické stanoveni latek. Vyhodou jejich pouziti je, ze nékteré spektrometry
maji v softwaru predprogramované metody a kalibracni kiivky pro dana
stanoveni za vyuziti pravé téchto Ccinidel, coz urychli cely proces

stanoveni [18, 37].

Spektrofotometrické stanoveni organickych latek

Organické latky, které ve své struktuie obsahuji chromofory (seskupeni atomd,
které absorbuji elektromagnetické zéafeni) absorbuji elektromagnetické zareni
Vv ultrafialové nebo viditelné oblasti. Obvykle jsou zndama katalogizovana
absorpéni spektra organickych latek, ale velkd pozornost se musi vénovat
pouzitému rozpoustédlu a hodnoté¢ pH. Obtiznost identifikace jedné organické
latky spociva v pritomnosti i dalSich latek v analyzovaném vzorku. Absorpéni
spektra slozek se mohou piekryvat aneni mozné uréit koncentraci daného
analytu podle Lambertova—Beerova zakona. V tomto ptipadé je provadéno
rozdéleni smési na slozky nebo je provadéno stanoveni latky pomoci
viceslozkové analyzy. To vSak lze uskutecnit v piipad€, pokud jsou znama
absorp¢ni spektra kazdé jednotlivé slozky ve vzorku. Situace je jesté ztizena,
pokud jedna z organickych slozek ma nizkou hodnotu extinkéniho koeficientu
nebo pokud se absorpéni maximum analytu nachazi v oblasti pod 300 nm.
Nizkou hodnotu extinkéniho koeficientu maji napfi. ketony, aldehydy,
karboxylové kyseliny ajeji derivaty. V piipadé, kdy se absorpéni maximum
latky nachazi v oblasti pod 300 nm, se vyuziva bathochromniho posunu, coz je
posun absorpéniho maxima k del§Sim vinovym délkam vhodnou modifikaci

molekuly [18].
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Spektrofotometricka analyza enzymi a enzymova Kinetika

Enzymaticka analyza je vyuzivana v analyze potravin a v biochemické analyze.
Mnohé firmy vyrébéjici spektrofotometry pfidaly do softwarti dodavanych
K piistrojim zafizeni a software pro méfeni enzymové kinetiky. S vyuzitim
znalosti reak¢ni a enzymové kinetiky a s vyuzitim Lambertova—Beerova zakona
Ize stanovit koncentraci reagujici latky nebo aktivitu enzymu [18]. Fotometricka
detekce nartistu koncentrace absorbujicich produkti reakce ¢i ubytku
koncentrace absorbujicich reaktantd je vhodnou metodou i pro sledovani
prabéhu fady dalsich chemickych reakci. Z méteni je mozné vypocitat rychlostni
konstantu reakce. M¢feni se provadi za pouziti termostatu, pokud je piistroj

vybaven modulem pro jeho pfipojeni a temperovani kyvet.

Viceslozkova analyza

Viceslozkova analyza vyuzivajici linearnich rovnic

Jestlize se analyzovana latka nachdzi v analyzovaném vzorku s dal$imi latkami,
které maji absorpéni maximum ve stejné oblasti vinovych délek, je jejich
vysledna absorbance pfi zvolené vinové délce souctem absorbanci téchto latek.

Tuto skute¢nost Ize vyjadrtit rovnici 19.

Ai=(5i1C1+ Ei2C2+£i3C3+...)d 19

Kde A = absorbance, € = extinkéni koeficient, d = tloustka kyvety, i = index oznadujici
ptislusnou vinovou délku, j = index oznacujici pfislu$nou latku (j nabyva hodnot od 1 do n).
Aby bylo mozné urcit koncentrace latek ve smési, je nutné zmeéfit absorbanci
analyzovaného vzorku pfi vhodné& zvolenych vlnovych délkach. Vinové délky
jsou voleny podle absorpénich maxim jednotlivych slozek ve smési. Poté
nasleduje zjisténi extinkénich koeficientu roztoku ¢istych jednotlivych slozek ve

smési pii vhodnych vlnovych délkach. Timto postupem se ziskd soustava
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linearnich rovnic ajejim vyfeSenim jsou Stanoveny koncentrace jednotlivych

analyti ve smési [18].

Viceslozkova analyza vyuzivajici derivaci experimentalni krivky

Viceslozkova analyza vyuzivajici derivaci experimentalni kiivky je taktéz
zndma pod pojmem derivacni spektrofotometrie. Tato metoda se pouziva ke
zvyraznéni prekryvajicich se absorpcnich past. Pro kvantitativni analyzu plati,
jak jiz bylo uvedeno v piedchozich kapitolach, Lambertiv—Beeruv zakon (viz
rovnice 20), ktery je ovSem derivovan podle vinové délky. Prvni derivaci
Lambertova—Beerova zakona se ziskd matematicky vztah ve tvaru, ktery je

uvedeny rovnici 21.

Kde: A = absorbance, ¢ = molarni absorpéni (extinkéni) koeficient, ¢ = latkova koncentrace,
d = délka kyvety.

—=cd — 21

Kde: A = absorbance, A = vinova délka, ¢ = koncentrace, d = tloustka kyvety, &€ = extinkéni
koeficient.
K ziskani pfistupnéjSiho spektra je mozno vztah derivovat vicestupnové. Na
Obr. 19 je znazornéno, jak vypada Gaussovsky pik apik piekryvajiciho se
spektra po jeho zderivovani. Derivovat Ize nejen podle vinové délky, ale i podle

jinych derivaénich ¢lentd (napf. podle ¢asu) [3, 18].
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Prekryvéni dvou
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Gaussovsky pik Dvojpik

Obr. 19. Gaussovsky pik a dvojpik po zderivovani. Pievzato dne 8. 4. 2016 z [3].
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3 Cil prace

Cilem mé diplomové prace bylo vyvinout postup pro kvantitativni a kvalitativni
spektrofotometrickou analyzu vhodnych latek a pro tyto analyzy vypracovat metodiku.
Vystupem tedy mély byt konkrétni detailni navody pro praci v laboratornich cvicenich
uréené posluchac¢im Pedagogické fakulty Univerzity Karlovy v Praze oboru chemie.
Metodika méla byt podle moznosti ovétena piimo posluchaci v predmétu Instrumentalni

metody.
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4 Experimentalni ¢ast

Pouzité pristroje, chemikalie a materialy
Pouzité pristroje:
Analytik Jena SPECORD 210 PLUS (dvoupaprskovy UV/VIS spektrofotometr

s rozsahem vlnovych délek od 190 do 1100 nm) dodavany se softwarovym programem
WInASPECT PLUS

Analyticka vaha KERN ABT 220-5DM

Pouzité chemikalie:

Acetonitril ¢isty — Avondale Laboratories

Hydroxid sodny — Lachner

Chlorid sodny — Lachner

Chloroform ¢isty — Lachner

Ibuprofen — Spolana Neratovice, teplota tani 70 — 73 °C
Kofein — neznamy (zakoupen od Kutilov.cz http://www.kutilov.cz/), teplota
tani 203 — 205 °C

Methanol p.a. — Lachema, n.p. Brno

Modra skalice — Lachema, n.p. Brno

Pouzité materialy:

¢erny ¢aj, mleta zrnkova kava
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4.1 Uloha ¢&. 1 - spektrofotometrické stanoveni koncentrace kofeinu

ve vzorku.

4.1.1 Priprava zasobniho roztoku a roztoki kalibra¢nich

Zasobni roztok byl pfipraven navazenim 10 mg kofeinu, ktery byl kvantitativné

pteveden do odmérné barky (100ml) a po rysku doplnén smési MeOH/voda 1:1.

Kalibra¢ni roztoky 0 koncentracich 50,0 mg/l, 42,5 mg/l, 35,0 mg/l, 25 mg/l, 12,5 mg/I,
abmg/l byly pfipraveny fedénim zasobniho roztoku (100 mg/l) rozpoustédlem
(MeOH/H20 1:1). V tabulce 1 jsou uvedené objemy zasobniho roztoku a objemy
rozpoustédla, které byly pouzity na ptipravu kalibra¢nich roztokd (standardi) o vyse
uvedenych koncentracich. Roztoky byly pfipraveny piimo do kyvet urCenych pro
UV/VIS spektrofotometrii.

Tabulka 1. Redéni kalibraénich roztoki (kontrolni materiél pro ugitele)

Kalibracni Koncentrace Vzisobni roztok [pl] Vrozpoustedio [pl]
roztok ¢. kofeinu [mg/l]
Standard 1 50,0 1000 1000
Standard 2 42,5 850 1150
Standard 3 35,0 700 1300
Standard 4 25,0 500 1500
Standard 5 12,5 250 1750
Standard 6 50 100 1900

Zdsobni roztok kofeinu 100 mg /1, rozpoustédlo MeOH/voda 1:1.
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4.1.2 Priprava vzorku — roztoku kofeinu

Prvni vzorek (NZ1) byl pfipraven navazenim 0,45 mg Ccistého kofeinu a jeho
rozpu$ténim ve smési (MeOH/H20 1: 1) na celkovy objem 25 ml. Koncentrace takto

pfipraveného roztoku byla 18,0 mg/I.

Druhy roztok (NZ2) byl pfipraven navazenim 0,75 mg c¢istého kofeinu a jeho
rozpu$ténim ve smési (MeOH/H20 1: 1) na celkovy objem 25 ml. Koncentrace takto

pfipraveného roztoku byla 30,0 mg/I.

Tyto vzorky slouzici k ovéfeni spravnosti feSeni lohy byly rovnéz pouzity jako vzorky

o nezndmé koncentraci kofeinu pro studenty.

4.1.3 Vyhledani absorpéniho maxima a kalibra¢ni kiivka

Do prvni pozice autosampleru spektrofotometru byla vlozena kyveta obsahujici 2 ml
rozpoustédla a do dalSich pozic autosampleru byly vlozeny kyvety s pfipravenymi
kalibracnimi roztoky. Absorpéni spektrum bylo vytvofeno zméfenim absorbance
standardu ¢. 1 v oblasti spektra srozsahem vinovych délek od 190 do 1100 nm. Pii
vlnové délce odpovidajici absorpénimu maximu byly zméfeny absorbance vSech
standard a byla vytvotena kalibra¢ni kiivka. Absorpéni maximum bylo nalezeno pfi

275 nm.

4.1.4 Stanoveni koncentrace kofeinu ve vzorku

Do prvni pozice autosampleru byl umistén referen¢ni vzorek (blank) a do druhé pozice
autosampleru spektrofotometru byla vlozena kyveta obsahujici neznamy vzorek. Poté
byla zméfena jeho absorbance pii vinové délce odpovidajici absorpénimu maximu

a s vyuzitim vytvorené kalibra¢ni kiivky byla uréena jeho koncentrace.
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4.1.5 Ovéreni a komentar Kk dloze

Uloha byla né&kolikrat ovéfovana. Nize jsou uvedené vysledky ze dvou mnou
provadénych stanoveni. Pii prvnim i druhém stanoveni byly pouzity stejné koncentrace
zasobniho roztoku (100 mg/l) i stejné koncentrace standardd (50,0 mg/l, 42,5 mg/l,
35,0 mg/l, 25,0 mg/l, 12,5 mg/l, 5,0 mg/1). Na ovéfeni spravnosti postupu vyuzivajiciho
metodu kalibra¢ni kiivky byly pfipraveny vzorky o znamé koncentraci podle postupu
uvedeného v kapitole 4.1.2. Na tyto vzorky se pohlizelo jako na vzorky o koncentraci

neznamé.

Absorpéni maximum bylo nalezeno pti 275,0 nm. Na Obr. 20 je absorpéni spektrum
kofeinu zpracované v programu WinAspectPlus.

L1

D00 oopppopoppp 222422222 UNRENNENN WULBULLUD B

L R L R R N . R I P TR R TN R

[={=T=] =z5 =50 =rs [El=T=] EEC] =50 Er=] EY=T=] E=T as0 Er= s00
Absorbance

Obr. 20. Absorp¢ni spektrum kofeinu Standardu 1. Koncentrace kofeinu Standardu 1. byla 50,0 mg/l,
pouzitym rozpoustédlem byl: MeOH/H,O 1 : 1.

V tabulce 2. jsou uvedeny koncentrace a absorbance kalibracnich roztokt z prvniho

i druhého stanoveni a regresni koeficienty stanoveni.
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Tabulka 2. Absorbance kalibra¢nich roztoki (kontrolni material pro uditele)

Kalibra¢ni roztok Koncentrace Absorbance Absorbance
kofeinu [mg/l] prvni stanoveni druhé stanoveni
Standard 1 50,0 2,4474 2,3473
Standard 2 42,5 2,0963 2,0097
Standard 3 35,0 1,7442 1,7042
Standard 4 25,0 1,2616 1,2081
Standard 5 12,5 0,6385 0,5929
Standard 6 5,0 0,2495 0,2132

Rozpoustédlo MeOH/voda 1:1. Regresni koeficient u prvniho stanoveni R1 = 0,9987, u druhého stanoveni
R> =0,9997.

Téz prikladam obrazky kalibra¢nich kiivek (Obr. 21 a Obr. 22) Modrou barvou jsou
vyznaceny body, znazoriujici naméfenou hodnotu absorbance u kalibrac¢nich roztoki.

Bod, jenz je zndzornény ¢ervenou barvou, oznacuje roztok o ,,neznamé* koncentraci.

Kalibracni krivka

R =0,9997

2,5

2
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I

215
2
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1
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0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55

koncentrace [mg/1]

Obr. 21. Kalibraéni k¥ivka kofeinu 7 prvniho stanoveni.
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Obr. 22. Kalibraéni kiivka kofeinu 7 druhého stanoveni.

Tabulka 3. Porovnani koncentraci ptipravenych a nalezenych u NZ1 a NZ2.

Stanoveni ¢. Pripravena Nalezena Hodnota
koncentrace NZ1  koncentrace NZ2 regresniho
koeficientu
Stanoveni ¢. 1. 18,00 mg/I 17,89 mg/I R =0,9997
Stanoveni ¢. 2. 30,00 mg/I 31,32 mg/l R =0,9987

4.2 Uloha &.2 — spektrofotometrické stanoveni koncentrace kofeinu

(teinu) ve vyluzich mleté kavy a Cerného caje.

4.2.1 Priprava zasobniho roztoku a roztoku kalibraé¢nich

Zasobni roztok 1 roztoky kalibrac¢ni byly pfipraveny stejnym zplsobem, jaky je uvedeny

v kapitole 4.1.1.
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4.2.2 Priprava vzorku Cerného Caje a kavy

Na analytickych vahach bylo odvazeno 1,0 g umleté zrnkové kavy a 1,0 g cerného caje.
Odvazena mnozstvi umleté zrnkové kavy i Caje byla kvantitativné pifevedena do
kadinky a prelita 50 ml vrouci destilované vody. Po péti minutach byly smési kavy
a Caje prefiltrovany do Cistych kadinek. Po uplném vychladnuti byly filtraty prevedeny

do odmérnych banék (100ml) a doplnény po rysku destilovanou vodou.

4.2.3 Vyhledani absorp¢niho maxima a kalibraéni krivka

Postup vyhledani absorpéniho maxima a sestaveni kalibrac¢ni kiivky byl jiz popsan

v kapitole 4.1.3.

4.2.4 Stanoveni koncentrace kofeinu (teinu) ve vyluzich ¢erného c¢aje a
mleté kavy

Do prvni pozice autosampleru byl umistén referenéni vzorek (blank). Do druhé pozice

byla vlozena kyveta obsahujici 100 ul vyluhu ¢erného ¢aje a 1900 pl rozpoustédla

(MeOH/H20 1:1). Bylo zméfeno jeho absorpéni spektrum, a poté pomoci piedem

sestavené kalibracni kiivky (viz 4.1.3) byla stanovena koncentrace kofeinu 1 (teinu) ve

vyluhu vzorku Cerného caje (stejné jako u vzorku kofeinu o neznamé koncentraci —

NZ1, NZ2). Stejnym zplsobem byla stanovena koncentrace kofeinu ve vyluhu mleté

0 CHs
Y/,
o)\ril N

CH;
1

kavy.
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4.2.5 Ovéreni a komentar k uloze

Nejprve bylo stanoveni provedeno v nefedéném vyluhu c¢erného caje. Vzhledem
k prili§ vysokym hodnotam absorbance bylo nutné vzorek pro stanoveni ziedit. Proto
bylo do kyvety odpipetovano 100 pl vyluhu ¢aje a 1900 ul destilované vody, a poté bylo
stanoveni opakovano. Hodnota absorp¢niho maxima byla nelezena opét pii 275,0 nm,
coz odpovidalo absorpénimu maximu nalezeného v pfipadé¢ Cistého kofeinu. Stanoveni
hodnoty absorpéniho maxima u vzorku mleté zrnkové kavy probihalo stejnym
zpusobem, a absorpéni maximum bylo nalezeno pii stejné vinové délce, jako u vzorku
mleté kavy.

Ve ziedéném vzorku Cerného Caje bylo nalezeno 32,70 mg/l kofeinu, v ziedéném
vzorku kavy pak 32,90 mg/l. Po ptepocitani bylo zjisténo, ze vyluh cerného caje

obsahuje 654 mg/l kofeinu a vyluh mleté kavy 659 mg/l kofeinu.

4.3 Uloha ¢&. 3 - kolorimetrické a spektrofotometrické stanoveni

koncentrace siranu méd’natého ve vzorku

4.3.1 Priprava zasobniho roztoku a roztoku standardii

Byl pfipraven zasobni roztok siranu méd’natého o koncentraci 100 g/l. Na piipravu
tohoto roztoku bylo odvazeno 31,25 g modré skalice, ktera byla kvantitativné ptevedena
do odmérné baiky (200ml) a po rysku doplnéna destilovanou vodou. Roztok byl pted
pouzitim pftefiltrovan a zbaven tak pfipadnych nerozpustnych necistot. Z tohoto roztoku
byly ptipraveny kalibra¢ni roztoky o koncentracich 80 g/l, 60 g/l, 40 g/l, 20 g/l a 10 g/I.

V tabulce 4 je uvedeno fedéni pro jejich pripravu.
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Tabulka 4. Redéni kalibraénich roztoki (kontrolni materiél pro ugitele)

Kalibracni Koncentrace Vzasobni roztok [ml] Vrozpoustédlo [ml]
roztok CuSO4q4 [g/1]

Standard 1 80,0 8 2

Standard 2 60,0 6 4

Standard 3 40,0 4 6

Standard 4 20,0 2 8

Standard 5 10,0 1 9

Zasobni roztok siranu médnatého o koncentraci 100 g/l. Pouzité rozpoustédlo: destilovana voda.

4.3.2 Priprava vzorku — roztoku siranu méd’natého o neznamé
koncentraci

Jako vzorek o neznamé koncentraci byl pfipraven roztok (Cul) o koncentraci 30 g/l.

Roztok byl pfipraven fedénim ze zasobniho roztoku o koncentraci 100 g/l.

4.3.3 Kolorimetricka stupnice a kolorimetrické stanoveni koncentrace
ve vzorku
Do stojanu na zkumavky bylo vloZeno 6 zkumavek. Do péti zkumavek byly odméfeny

3 ml kazdého kalibraéniho roztoku, do posledni zkumavky pak 3 ml roztoku zasobniho.

Roztok o neznamé koncentraci byl poté porovnavan s kolorimetrickou stupnici.

4.3.4 Vyhledani absorp¢niho maxima a kalibraéni krivka pro
spektrofotometrické stanoveni

Absorp¢ni maximum bylo nalezeno podle postupu, ktery je uveden v kapitole 4.1.3. pro

praci s kofeinem. Jako referen¢ni vzorek (blank) byla pouzita destilovana voda.

Hodnota absorpéniho maxima byla nalezena ve viditelné oblasti spektra pii vinové

délce 600 nm. Pfi vlnové délce odpovidajici absorpénimu maximu byly zméfeny
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absorbance vSech standardi (do kazdé kyvety byly odpipetovany 2 ml ze zasobniho
standardniho roztoku) a z naméfenych hodnot absorbance byla sestavena kalibra¢ni
kiivka.

4.3.5 Stanoveni koncentrace siranu méd’natého ve vzorku

Postup pfi stanoveni koncentrace v neznamém vzorku byl stejny jako postup, ktery je

popsan v kapitole 4.1.4 pro praci s kofeinem.

4.3.6 Ovéreni a komentar k uloze

Roztok o neznamé koncentraci siranu méd’natého Cul byl nejprve porovnavan
s kolorimetrickou stupnici a poté byla jeho koncentrace stanovena spektrofotometricky.
Bylo zjisténo, Ze tento vzorek obsahuje 30,11 g/l siranu méd’natého, coz zcela odpovida
koncentraci vypocitané pii jeho piipravé (30 g/l). Tuto Glohu jsem ovéfovala sama
a nésledné byla zatazena jako pilotni do pfedmétu Instrumentalni metody pro studenty

bakalétského studijniho programu. NiZe jsou uvedené vysledky z mého stanoveni.

Absorpéni maximum bylo nalezeno pii 600 nm. Na Obr. 23 je absorpéni spektrum

siranu méd’natého.
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Obr. 23. Absorpéni spektrum siranu méd’natého. Pouzit Standard 2 o koncentraci siranu médnatého

60 g/l, rozpoustédio destilovand voda.

V tabulce 5 jsou uvedeny koncentrace a absorbance kalibra¢nich roztoki.

Tabulka 5. Absorbance kalibraénich roztokti (kontrolni material pro ucitele)
Kalibra¢ni roztok  Koncentrace CuSOa Absorbance

[9/1]
Standard 1 80,0 0,5015
Standard 2 60,0 0,3904
Standard 3 40,0 0,2654
Standard 4 20,0 0,1287
Standard 5 10,0 0,0661

Regresni koeficient R = 0,9996.
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Ptilozen je obrazek kalibra¢ni kiivky (Obr. 24). Modrou barvou jsou vyznaceny body,

znazornujici naméienou hodnotu absorbance u kalibracnich roztokli. Cerveny bod

oznacuje roztok 0 ,,neznamé* koncentraci.

absorbance
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0,25
0,2
0,15
0,1
0,05

Kalibracni krivka

R =0,9996
.- @
I S
o
10 20 30 40 50 60 70

koncentrace [g/l]

Obr. 24, Kalibraéni ki‘ivka pro stanoveni CuSOx.

4.4 Uloha ¢&. 4 — spektrofotometrické stanoveni koncentrace

ibuprofenu v tableté Ibuprofenu a v krému Ibalginu

4.4.1 Priprava zasobniho roztoku a priprava kalibra¢nich roztoku

Zasobni roztok byl pfipraven navazenim 500 mg Ccistého ibuprofenu 2 ajeho

rozpusténim v methanolu na objem 100 ml. Z tohoto roztoku bylo odpipetovano 50 ml

do 100ml odmérné baiiky, a ta byla doplnéna po rysku methanolem. Koncentrace takto

pfipravené¢ho zasobniho roztoku ¢inila 2500 mg/l. Pro sestaveni kalibra¢ni kiivky bylo

pfipraveno 6 standardl (standardnich roztokd) o koncentracich 2000 mg/l, 1600 mg/I,

1000 mg/l, 800 mg/l, 400 mg/l, 200 mg/l. V tabulce 6 jsou uvedené objemy zasobniho

roztoku a rozpoustédla potiebné k ptiprave standardl o uvedenych koncentracich.
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Tabulka 6. Redéni kalibraénich roztoki (kontrolni materiél pro uditele)

Kalibra¢ni roztok Koncentrace V zésobni roztok [l] V rozpoustedio [l]

é. ibuprofenu [mg/l]

1 2000 1600 400
2 1600 1280 720
3 1000 800 1200
4 800 640 1360
5 400 320 1680
6 200 160 1840

Zdsobni roztok ibuprofenu 0 koncentraci 2500 mg/l. Rozpoustédio methanol.

4.4.2 Priprava vzorki

Priprava vzorku z ¢istého ibuprofenu (I-1)

Jako vzorek o neznamé koncentraci byl pfipraven roztok (I-1) o koncentraci 600 mg/I.

Roztok byl ptipraven fedénim ze zasobniho roztoku o koncentraci 2500 mg/I.
Piiprava vzorku z tablety Ibuprofenu 400 (T-1)

Tableta ibuprofenu (400 mg) byla kvantitativné pfevedena do 100ml odmérné banky
arozpusténa v methanolu. Ztohoto roztoku bylo odpipetovano 50 ml do 250mi
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odmérmé banky aodmémé banka byla po rysku doplnéna methanolem. Takto

ptipraveny roztok mél koncentraci 800 mg/I.
Piiprava vzorku z krému Ibalginu (K-1)

Na analytické vaze bylo odvazeno 1,0 g krému lbalginu (vyrobce deklaruje 5 g
ibuprofenu ve 100 g krému), ktery byl rozpustén v nékolika mililitrech methanolu pfi
zahfivani na vodni lazni (cca 60 °C). Po uplném rozpusténi krému byla kadinka
s roztokem vlozena do lednice na 10 minut a ztuhly tuk byl odfiltrovan pfes obycejny
filtr. Filtrat byl v odmérné 50ml baice doplnén po rysku methanolem. Pfedpokladala
jsem, ze takto ptipraveny roztok mél koncentraci 1000 mg/I.

4.4.3 Vyhledani absorp¢niho maxima kalibra¢ni krivka

Vyhledani absorpéniho maxima a sestaveni kalibraéni kfivky probéhlo stejnym
postupem, jaky uvedeny v kapitole v kapitole 4.1.3. Pro vyhledani absorpéniho maxima

slouzil standard ¢. 1.

4.4.4 Ovéreni a komentar k uloze

Absorpéni maximum bylo nalezeno pii vinové délce 264 nm. Na Obr. 25 je absorpéni

spektrum ibuprofenu.
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Obr. 25. Absorp¢éni spektrum ibuprofenu Kalibraéniho roztoku €. 1 (koncentrace 2000 mg/l).

Pouzitym rozpoustédlem byl methanol.

V tabulce 7 jsou uvedeny koncentrace a absorbance kalibra¢nich roztokd.

Tabulka 7. Absorbance kalibraénich roztokti (kontrolni material pro ucitele)

Kalibracni roztok Koncentrace Absorbance

¢. ibuprofenu [mg/l]

1 2000 2,6213
2 1600 2,1906
3 1000 1,3824
4 800 1,1083
5 400 0,5474
6 200 0,3061

Koeficient spolehlivosti R = 0,9993.
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Na Obr. 26 je kalibracni kiivka, kde modra barva znazoriiuje standardy, zelena barva
odpovida vzorku I-1, rizovo-Cervena odpovidéa vzorku T-1 a fialovad zndzoriuje vzorek
K-1 po jeho ziedéni.

Kalibraéni kFivka R=09993

2,5
2,25 ®

L T S
1,5 ..........
1,25 ——mF— L e

absorbance

0,75
0,5
0,25 L

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

koncentrace [mg/I]
Obr. 26. Kalibra¢ni kiivka ibuprofenu.

Nejprve byla tloha ovéfena pro stanoveni koncentrace ibuprofenu ve vzorku I-1. Ve
vzorku bylo naméteno 600,45 mg/l ibuprofenu, coz dobie koresponduje s vypoctenou
koncentraci ptipravené¢ho vzorku. V ptipad¢ tablety byla zjisténa koncentrace roztoku
T-1 845,73 mg/l, ale méla c¢init pouze 800 mg/l. U vzorku krému stanovovaného
z ptipraveného roztoku, kde byla ocekavana koncentrace 1000 mg/l, koncentrace vibec
nemohla byt zméfena, protoze absorbance tohoto roztoku K-1 byla vyss$i nez 3, coz
nevyhovuje platnosti Lambertova—Beerova zakona. Roztok byl tedy ziedén (bylo
odpipetovano 250 ul roztoku K-1 a 1750 pl methanolu ptimo do kyvety). Méfenim bylo
zjisténo, Ze tento ziedény roztok obsahuje 586,32 mg/l ibuprofenu namisto ocekavanych
125 mg/l. Ovéfovanim jsem tedy zjistila, Ze metodu kalibra¢ni kiivky lze spolehlivé
pouzit pouze pro stanoveni vzorku cistého ibuprofenu nikoliv ibuprofenu v tableté ¢i

krému.

Kalibra¢ni kiivka sestavend z absorbanci naméfenych pro roztoky cistého ibuprofenu
(Obr. 26) nevykazuje zadné odchylky, jeji koeficient spolehlivosti je 0,9993. Z toho lze

predpokladat, Zze spravnému stanoveni brani dalSi latky pfitomné v pfipravenych
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vzorcich ztablety a krému, které absorbuji ve stejné oblasti. Proto jsem se rozhodla

vyzkouset pro toto stanoveni metodu standardniho ptidavku.

Standardni roztok ibuprofenu pro metodu standardniho ptidavku byl piipraven
navazenim 0,1 g Cistého ibuprofenu a jeho rozpusténim v methanolu v 25ml odmérné
baiice. Absorpéni maximum bylo zjiStovano ze vzorku, ktery byl pfipraven navézenim
5,4 mg cistého ibuprofenu do 10ml odmérné baiiky a doplnén po rysku acetonitrilem.
Opcét byla zjisténa hodnota absorpéniho maxima pii 264 nm. Vzorek krému Ibalginu
(K-2) byl pfipraven navazenim 1,0 g krému a jeho rozpusténim v methanolu v 50ml
odmérné bance. Déle byly pfipraveny 4 roztoky pro meétfeni metodou standardniho
ptridavku (kapitola Vyuziti2.4.4). V tabulce 8 jsou uvedena mnozstvi roztoku standardu
a roztoku vzorku krému, ktery byl odpipetovan do odmérnych ban€k. Vsechny
4 odmérné 10ml baiikky byly doplnény po rysku acetonitrilem. Z téchto banck byly
odpipetovany 2 ul do kyvet a byly zméfeny jejich absorbance (tabulka 8).

Tabulka 8. Ptiprava roztoki pro metodu standardniho ptidavku a jejich naméfena absorbance

Baiika ¢. V vzorek krém V standard Zmérena
absorbance
1 1ml Oml 0,4803
2 1ml 0,25 ml 0,5908
3 1ml 0,5 ml 0,7201
4 1ml 0,75 ml 0,8226

Standardni roztok pro Fedéni o koncentraci 4 g/l. Absorbance mérena pri 264 nm.

Na Obr. 27 je grafické znazornéni metody standardniho ptidavku této ulohy.
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Metoda standardniho pridavku y=0,1156x + 0,48
R?=0,9982
0,9

0,8 -9

absorbance
&
S

5 T4 3 2 1 94 0 1 2 3 4
pridavek standard [mg/10ml]

Obr. 27. Grafické vyjadieni metody standardniho piidavku.

Z uvedenych hodnot bylo zjisténo, ze vzorek K-2 obsahuje 421 mg/l ibuprofenu misto
oc¢ekavanych 1000 mg/l.

Dalsi metodou stanoveni ibuprofenu v masti bylo opét stanoveni metodou kalibra¢ni
ktivky, ale odlisnych podminek. Ibuprofen 2 je karboxylova kyselina — kyselina 2-(4-(2-
methylpropyl)fenyl)propanova, tudiz jsem se pokusila zlepsit jeji rozpustnost
Vv polarnich rozpoustédlech jako je voda, methanol nebo acetonitril pfevedenim na jeji
sul. Pfipravila jsem smésny zasobni roztok hydroxidu sodného o koncentraci
0,5 mol/dm? a chloridu sodného o koncentraci 1 mol/dm?® v 500ml odmérné barice. Poté
jsem priipravila roztok soli kyseliny ibuprofenu navazenim 0,112 g ibuprofenu, jeho
prevedenim do 50ml odmémé baiky, doplnénim po rysku zasobnim roztokem
hydroxidu sodného a chloridu sodného. Z tohoto roztoku bylo odpipetovano 1,5 ml do
25ml odmérné banky, ktera byla nasledné doplnéna po rysku zdsobnim roztokem
hydroxidu sodného a chloridu sodného. Ziskala jsem roztok ibuprofenové soli
o koncentraci 6*10~* mol/dm?3. Slepy vzorek (blank) byl pifipraven navazenim 0,5 g
vazeliny, ktera byla rozpusténa v 25 ml chloroformu. Tento chloroformovy roztok byl
extrahovan tfikrat 25 ml zasobniho roztoku hydroxidu sodného a chloridu sodného.
Vodné podily byly pfevedeny do 100ml odmérné baiiky a odmérna barika byla doplnéna
po rysku zasobnim roztokem hydroxidu sodného a chloridu sodného. Do referencni

kyvety bylo odpipetovano 200 pl takto ptipraveného roztoku a 1800 ul zasobniho
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roztoku hydroxidu sodného a chloridu sodného. Absorpéni maximum bylo nalezeno
zméfenim absorpce vzorku ¢&. 6 (koncentrace ibuprofenu 6*10* mol/dm?3). Vzorek
krému lIbalginu (K-3) byl piipraven navazenim 0,5 g krému, ktery byl rozpustén
v 25 ml chloroformu, apo rozpusténi extrahovan tfikrat 25 ml zasobniho roztoku
hydroxidu sodného a chloridu sodného. Vodné podily byly pievedeny do 100ml
odmérné banky a odmérna barnka byla doplnéna po rysku zasobnim roztokem hydroxidu
sodného a chloridu sodného. Koncentrace ibuprofenu v takto piipraveném roztoku byla
25 mg/l.

Kalibracni série byla sestavena ze Sesti vzorka (viz tabulka 9) a pro kalibra¢ni kiivku

byla zvolena linearni regrese ve tvaru rovnice 22.

Tabulka 9. Objemy zasobniho roztoku a objemy sodné soli ibuprofenu potiebné k piipravé kalibra¢ni
série a zmétfend absorbance kalibracnich vzorkd.

Vzorek Koncentrace V sodnasitibuprofenu  V zisobni roztok [pul] Aborbance

[ [mol/I] [ul]

1 0 0 2000 —0,1058

2 1,2*104 400 1600 —0,0477

3 2,4*10* 800 1200 0,0086

4 3,6*10°4 1200 800 0,0548

5 4,8*10 1600 400 0,1095

6 6,0*10 4 2000 0 0,1895

Roztok sodné soli ibuprofenu o koncentraci 6,0*10—4 mol/l. Zasobni smésny roztok hydroxidu sodného a
chloridu  sodného o  koncentraci ¢ (NaOH)=05mol/ a c(NaCl)=1mol/l. Koeficient
spolehlivosti R = 0,9922.

Absorbance u kalibra¢nich roztoku ¢. 1 a ¢. 2 byla zaporna, tudiz tzn., ze vzorkem bez

ibuprofenu — blankem proslo méné svétla nez u kalibra¢nich roztokt. Taktéz pii
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zméfeni kyvety se vzorkem masti Ibalginu doSlo k chybé, nebot’ absorbance tohoto
roztoku byl zcela mimo kalibra¢ni piimku. Je ziejmé, ze doSlo k hrubé chybé —
K nespravnému upofadani pokusu, atento postup nebyl vhodny pro kvantitativni
stanoveni koncentrace ibuprofenu v masti Ibalginu, Z ¢asovych divodu jsem se jiz dale
zmén¢ usporadani pokusu nevénovala, nicméné toto téma je oteviené a mize byt dale

dopracovano tak, aby tloha mohla byt zafazena do vyuky.

45 Uloha ¢&. 5 — Kvalitativni analyza neznamych vzorku.

4.5.1 Priprava vzorki — standardi

Byl piipraven standardni roztok kofeinu (SK) o koncentraci 30 mg/l rozpusténim
¢istého kofeinu v rozpoustédle (MeOH/H.O 1 :1). Standardni roztok ibuprofenu (SI)
o0 koncentraci 1463 mg/l rozpusténim Ccistého ibuprofen v methanolu. A standardni
roztok siranu méd’natého (SCu) o koncentraci 43,5 g/l. rozpusténim modré skalice ve

vodé.

4.5.2 Priprava vzorki na kvalitativni stanoveni

Byly pfipraveny tfi vzorky. Vzorek roztoku siranu médnatého (Cul) ve vodé
o koncentraci 30 g/l, vzorek kofeinu (K)v rozpoustédle (methanol : destilovana voda
v poméru 1 : 1).methanolu o koncentraci 15 mg/l a vzorek ibuprofenu (I) v methanolu

0 koncentraci 720 mg/I.

4.5.3 Kbvalitativni analyza vzorki

Nejprve byla zméfena absorpéni spektra standardt (viz kapitola 4.1.3), a poté byla
zméfena absorpcni spektra vzorki (Cul, K al). Podle =zrakové analyzy
a spektrofotometrické analyzy a tvaru absorpcnich spekter a jejich vzijemnym

porovnanim byly k vzorkiim pfifazeny standardy znamych latek.
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4.5.4 Ovéreni a komentar k uloze

Pro kvalitativni analyzu byly pfipraveny roztoky ibuprofenu, kofeinu a siranu
méd’natého o vhodnych koncentracich a byly ptipraveny zroztokd pouzitych pfi
kvalitativni analyze, viz kapitoly 4.1.1, 4.3.1, 4.4.1. U roztokl standardnich latek byla

zmeétena absorpéni spektra.

Absorpéni spektra vzorka byla porovnana s absorpénimi spektry standarda. Na Obr. 28
jsou spektra vzorku SK a K (kofein). Na Obr. 29 je absorp¢ni spektrum SCu a Cul

(siran méd’naty). Absorp¢ni spektra Sl a | (ibuprofen) jsou uvedena na Obr. 30.

200 Fra] 20 i 00 7.} o s 00
Abgorbarce

Obr. 28. Absorp¢ni spektra kofeinu
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Obr. 29. Absorp¢ni spektra siranu méd’natého
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Obr. 30. Absorpéni spektra ibuprofenu
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Pro tuto lohu je vhodné pfipravit vzorek siranu méd’natého o nizké koncentraci, a to
proto, aby modré zbarveni roztoku nebylo pozorovatelné a nedoslo k prozrazeni

vysledku doptfedu. Spektra vSech tii latek jsou dobfe porovnatelnd a uloha je tedy

pouzitelna pro vyuku.
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5 Vysledky a diskuse

Cilem této diplomové prace bylo podat ucelené informace o spektralnich metodach
s diirazem na UV/VIS spektrofotometrii a poukdzat na moznosti jejiho vyuziti v rdmci
vzdélavani uciteld chemie. Cilem byl i vhodny vybér tuloh, jejich instrumentace
a oveéieni moznosti jejich zatazeni do vyuky. Soucésti zavedeni do vyuky bylo také
vypracovani podrobného navodu pro feseni uloh a praci se spektrofotometrem. Byly
vybrany ulohy jak pro kvalitativni tak pro kvantitativni analyzu. S ohledem na praktické
aplikace spektrofotometrie jsem vybrala prace tykajici se analyzy kofeinu a ibuprofenu,

pro jednoduchost pak analyzu siranu méd’natého.

Navody k vybranym tloham byly sestaveny pro praci se spektrofotometrem Analytik
Jena, SPECORD 210 PLUS, ale samoziejmé je lze vyuzit ipro praci s jinymi
spektrofotometry, pouze obménénim navodu k ovladani softwaru, ktery byva dodavan
spole¢né s piistroji.

Pro kvantitativni analyzu byly vybrany tfi Glohy, pro kvalitativni analyzu byla vybrana

jedna tloha.

Pro kvalitativni analyzu bylo vybrano stanoveni ¢istého kofeinu v nezndmém vzorku
a stanoveni kofeinu (teinu) v kavé a caji. Obé ulohy byly ovéfeny jiz v predmétu
Instrumentalni metody, jejich vysledky jsou dobie reprodukovatelné. Ulohu lze jests
roz8ifit o analyzu instantni kdva a instantni bezkofeinové kdvy, coz by mélo byt pro
studenty zajimavé, pfipadné porovnat vyluhy ¢erné¢ho a zeleného Caje. Tato tiloha navic
navazuje na kvalitativni a kvantitativni analyzu kofeinu metodou HPLC. Stanoveni

jednotlivymi metodami lze tedy porovnavat a komplexné propojovat.

Kolorimetrické 1 spektrofotometrické stanoveni koncentrace siranu médnatého
Vv roztoku se rovnéz prokdzalo jako pouZitelné a bylo ovéfeno studenty opét v predmétu
Instrumentalni metody. I tato tloha poskytuje dobfe reprodukovatelné vysledky a navic
kombinuje  subjektivni = metodu  kolorimetrickou s objektivni =~ metodou

spektrofotometrickou.
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Uloha pro kvalitativni analyzu je rovndz dobie reprodukovatelna, a a¢koliv nebyla

ovéfena ve vyuce, poskytuje dobré vysledky. Do vyuky ji lze tedy zaradit.

Jediny problém predstavuje tloha tykajici kvantitativni analyzy ibuprofenu. Dobré
vysledky byly ziskany pfi analyze ¢istého ibuprofenu, pii analyze tablety i krému jsem
zjistila, ze je tieba dopracovat cely postup. V tableté i krému se nachazeji dalsi pridavné
latky, které stanoveni rusi a ani po pfevedeni ibuprofenu na jeho sodnou stl jsem nebyla
schopna predevsim z ¢asovych divodua tlohu piipravit tak, aby mohla byt zafazena do
vyuky. Tato Cast tedy piedstavuje prostor pro dalsi praci a vypracovani nové a lepsi

metodiky.

Prace se spektrofotometrem mohou byt rovnéz rozsifeny o ulohy na kinetiku, coz by

mohlo pfedstavovat dalsi samostatné téma pro feseni diplomové prace.

Rovnéz jsem vypracovala detailni ndvody jak pro jednotlivé ulohy, tak pro samotnou

praci se spektrofotometrem (viz ptilohy).
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6 Zavér
V ramci feSeni diplomové prace bylo sestaveno celkem 5 uloh pro zatazeni do vyuky

Instrumentalnich metod, konkrétné UV/VIS spektrofotometrie.

Ulohy pro kvantitativni analyzu (stanoveni koncentrace kofeinu, stanoveni koncentrace
kofeinu v kav¢ a ¢aji, stanoveni koncentrace ibuprofenu a stanoveni koncentrace siranu
médnatého) byly ovéfeny a mohou byt pro dobrou reprodukovatelnost a spravné
vysledky zatfazovany do vyuky. Rovnéz tloha pro kvalitativni analyzu byla ovérena

a muze byt zafazena do vyuky.
Uloha pro stanoveni koncentrace ibuprofenu v tableté Ibuprofenu a krému Ibalginu
neposkytla dobré vysledky a je tieba piepracovat jeji uspotadani a podminky stanoveni.

Pro vSechny tulohy byly vypracovany podrobné navody, podle kterych pracovali
studenti v pfedmétu Instrumentalni metody. Navody slouzi jako podklad pro praci
studenttl 1 jako kontrolni materidl ucitele. RovnéZ byl vypracovan podrobny navod pro

praci s UV/VIS spektrofotometrem Analytik Jena, SPECORD 210 PLUS.
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8 Seznam pouzitych zkratek

AAS
AES
CCD
CT

IC

NIR
NMR
uv
UVIVIS
VIS
NZ1
NZ2

Cul

T-2

K-1

K-3
SK
Sl

SCu

Atomic Absorption Spectroscopy (atomova absorp¢ni spektroskopie)
Atomic Emission Spectroscopy (atomova emisni spektroskopie)
Charge Coupled Device (zafizeni citlivé na elektricky naboj)
Charge Transfer (pienos naboje)

Infracervena

Near Infrared (blizkd infracervend)

Nuclear Magnetic Resonance (nuklearni magneticka rezonance)
Ultraviolet (ultrafialova)

Ultaviolet/Visible (ultrafialova a viditelnd)

Visible (viditelnd)

Neznamy vzorek kofeinu (ckofein = 18 mg/l)

Neznamy vzorek kofeinu (ckofein = 30 mg/l)

Neznamy vzorek siranu médnatého (Csiran mednay = 30 g/1)
Neznamy vzorek ¢istého ibuprofenu (Cibuprofen = 600 mg/l)
Neznamy vzorek tablety Ibuprofenu 400 (Cibuprofen= 800 mg/I)
Neznamy vzorek krému Ibalginu (cibuprofen= 1000 mg/I)
Neznamy vzorek krému Ibalginu (Cibuprofen= 1000 mg/l)
Neznamy vzorek krému Ibalginu (Cibuprofen= 25 mg/l)

Standardni roztok kofeinu (ckofein= 30 mg/l)

Standardni roztok ibuprofenu (Cibuprofen= 1463 mg/l)

Standardni roztok siranu méd’natého (Csiran medmaty = 43,5 g/1)
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9 Piilohy
Priloha ¢. 1

Uloha ¢. 1 — stanoveni koncentrace kofeinu v neznamém vzorku

Q  CH
HaC N
N
A
o] r~|4 N
CHs kofein

Pouzité pomicky:

analyticka vaha, mikropipeta (nastavitelny objem 100 — 1000 ul), kiemenné kyvety pro
UV/VIS spektrofotometrii, kadinky, odmérné banky (100ml, 25ml), nalevka, filtra¢ni
papir

Pouzité chemikalie:

kofein, methanol, destilovana voda, sypany ¢erny ¢aj, umletd zrnkova kava

Ukoly:

e Zjistéte, pti které vlnové délce se nachdzi absorpéni maximum kofeinu
e Vytvorte kalibracni kiivku pro stanoveni kofeinu

e Zjistéte koncentraci kofeinu ve vzorku
Postup:

e Piipravte referen¢ni vzorek (objem roztoku v kyvetach je 2 ml)

e Do 100 ml odmérné baiky pripravte zasobni roztok kofeinu o koncentraci
100 mg/l a z ného kalibrac¢ni roztoky o koncentracich 50,0 mg/l; 42,5 mg/l;
35,0 mg/l; 25,0 mg/l; 12,5 mg/l; a 5,0 mg/l. K fedéni pouzijte roztok methanolu
avody 1: 1. K odméfeni pouzivejte mikropipety a dbejte na to, abyste Spi¢ky od

mikropipet spravné ménily a nedoSlo ke kontaminaci zasobniho roztoku nebo
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standardniho roztoku Vv kyveté (dostatené mnozstvi roztoku k pipetovani si
odlijte do kadinky).

o Zjistéte, pri které vinové délce se nachazi absorpéni maximum kofeinu

e Vytvoite kalibra¢ni kiivku

e Zjistéte koncentraci kofeinu v neznamém vzorku

Navod:

Vyhledani absorpéniho maxima

Objem roztoku v kyvetach €ini 2 ml, proto odpipetujte do kyvety s referencnim
vzorkem 2 ml rozpoustédla (MeOH/voda 1:1). Poté si pfipravte kalibracni roztok
o koncentraci 50,0 mg/l. Nesahejte na ¢ast kyvety, kterou bude prochazet paprsek
(hladké prihledné stény), aby méfeni nebylo ovlivnéno, pfipadné necistoty odstaiite
buni¢inou. Ob& kyvety uzaviete vickem avlozte do autosampleru UV/VIS
spektrofotometru. Referenéni vzorek vlozte do pozice 1, a kalibra¢ni vzorek vlozte do
pozice 2. Pti vkladani kyvet do pfistroje se nebojte mirné zatlacit na vicko kyvety.

Kyveta by neméla piesahovat o vice nez 1 cm nad troven autosampleru.

Pro ovladani spektrofotometru Analytik Jena SPECORD 210 PLUS slouZi softwarovy
program WinAspect Plus. Po kazdém prvnim zapnuti spektrofotometru a pocitace je
nutné provést inicializaci spektrofotometru se softwarovym programem. To lze provést
kliknutim na polozku Initialize Device, ktera se nachazi v menu Measurement nebo
klavesovou zkratkou Ctrl+G. Pokud je inicializace spravné provedena, v programu se
objevi nasledujici informacni hlaska ,,Selfcheck — o.k. Device is ready“. Pokud jiz

nékdo pted vami inicializaci provedl, neni potfebné tento krok provadét.

V tomto programu se parametry méfeni nastavuji kliknutim mysi na polozku Set
parametres, ktera se nachazi na panelu Measurement. Po kliknuti na polozku Set
Parameters se otevie okno, kde se zaddvaji parametry méteni. Protoze hledate, pti které
vlnové délce vzorek absorbuje nejvice zateni, je potfebné nastavit méfeni absorbance.

V podokné¢ Display tedy oznacte moznost Absorbance.
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Abyste ziskali spektrum samotného vzorku, nikoliv spektrum roztoku vzorku
v rozpoustédle, musi se zméiit kyveta obsahujici pouze rozpoustédlo (referencni
vzorek). Zméteni referen¢niho vzorku navolte v podokné Correction, kde zatrhnéte
moznost Reference. Nyni je tfeba vybrat oblast spektra, ve kterém se bude méfit. Oblast
spektra zvolite v zalozce Mode, kde v Meas. Mode vyberte moznost Spectral scan.
Nejvy$si mozny rozsah vinovych délek je u tohoto piistroje od 190 nm do 1100 nm. Pro
vzorek, u kterého nevite, pfi jakych vinovych délkach bude lezet absorpéni maximum,

je nejlepsi moznosti nechat zméfit vzorek v celém tomto rozsahu vinovych délek.

V zalozce Accessories zadejte pocet vasich vzorkd, které jste umistili do autosampleru
spektrofotometru. Referencni vzorek byste méli mit vlozeny v pozici ¢.1, proto
nezapomefite zaskrtnout moznost 1t position reference. Po zadani vSech potiebnych
udajii potvrd’te tyto udaje kliknutim na tlacitko OK. Vlastni méteni spustite kliknutim
na moznost Start Measurement. Tuto moznost lze najit jednak v menu Measurement,
nebo Ize pouzit rychlejsi zptlisob, a to vyuzitim postranniho panelu Measurement, ktery

se objevi po navoleni kritériich méfeni.

Po  zméfeni  vzorku  program  vytvoii  jeho  absorpéni  spektrum.
Z vytvoteného absorpéniho spektra vyctéte, pti které¢ vinové délce se nachazi absorpéni
maximum. Pfi hledani absorpéniho maxima nezapomente brat v uvahu Bouguertiv—
Lambertiv—Beeruv zakon (tzn., aby se hodnoty absorbance nachazely v rozmezi hodnot

<0, 3>).

Kalibraéni krivka

Referen¢ni vzorek vlozte opét do prvni pozice autosampleru ve spektrofotometru, do
dalsich pozic autosampleru vlozte kyvety s kalibra¢nimi roztoky (Standard €. 1 — €. 6).
Navolte vhodné parametry méfeni v polozce Set parametres, ktera se nachazi na panelu
Measurement. Hodnotu vami zjisténého absorpéniho maxima (v nm) zadejte v zalozce
Mode, kde poupravte rezim méfeni na méfeni pii urcité vinové délce nebo délkach:
Meas. Mode: wavelengths. Po navoleni rezimu ze Spectral Scan na rezim Wavelengths
se objevi podokno. Jestlize je v podokn¢ zadand hodnota jind, nez je vaSe hodnota
absorp¢niho maxima, piepiSte tuto hodnotu kliknutim na tla¢itko Edit. Nezapomerite

v zalozce Accessories prekontrolovat a popi. navolit spravné vSechny potiebné tdaje
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méfeni (zkontrolujte, zda odpovida pocet vzorku, které mate v autosampleru s poctem
vzorkl, které mate zadané pravé v zalozce Accessories anezapomeite zaSkrtnout
moznost referencniho vzorku v prvni pozici, jestlize ho mate v autosampleru). Vsechny
vase zmeény potvrd'te kliknutim na tlacitko — panel OK.

K vytvofeni kalibraéni kiivky slouzi polozka Calibration, ke které se dostanete
kliknutim na menu Quant a vybérem polozky Lab. Po kliknuti na polozku Calibration
se otevie okno, kde navolite parametry kalibrace. Jedna se o kalibracni kiivku, proto
zvolte regresni model Regression Model: y = B * x (linearni) Po zkontrolovani dalSich
udajt, jako jsou odpovidajici jednotky, odpovidajici vinova délka ¢i odpovidajici pocet
standardd, pouzijte tlaCitko Standards. Objevi se dalsi okno, kde do sloupce Conc.
vepiste koncentrace vasSich standardi, a poté za¢néte méefeni kliknutim na panel Start.
Po skonceni méfeni, které mulize trvat par minut, nez se ukdzi naméfené hodnoty
absorbance va$ich standardd a teprve po kliknuti na panel OK, program WinAspect
vytvori z naméfenych udaji a vami zadanych koncentraci kalibra¢ni kiivku. Vzniklou
kalibra¢ni ktivku ulozte (kliknutim na panel File avybérem polozky Save as...)

a pojmenujte nasledovné: kofeinSx (x=¢islo skupiny piipadné vase inicialy apod.).

Zijisténi koncentrace kofeinu v neznamém vzorku

Neznamy vzorek (pfeda vam ho vyucujici) odpipetujte do kyvety (2 ml) a vlozte do
spektrofotometru do pozice €. 2. V pozici €. 1 musi byt umistén referencni vzorek.
Oteviete si v programu WinAspectPlus vami ulozenou kalibraéni kiivku kofeinSx
(kliknutim na panel File a vybérem polozky Open). Otevie se vybrany soubor
s kalibra¢ni kfivkou a s nim i1 podokno, kde se parametry méteni nastavuji kliknutim na
polozku Measurement parameters nachazejici se na panelu Edit. Otevie se okno
S parametry méfeni, které uz bylo popsano vyse. VSechny uvedené udaje zkontrolujte.
M¢éteni koncentrace neznamého vzorku spustite kliknutim mySi na panel To
concentration, a poté kliknutim na tlacitko OK. Po zméfeni vzorku pfistrojem se objevi
tabulka, kde je na zdkladn¢ zavislosti absorbance na koncentraci ukdzand namétena
koncentrace. Vami zjisténou koncentraci nezndmého vzorku zapiste.

Pokud koncentrace nezndmého vzorku nesedi na kalibrac¢ni kiivce a je pfili§ vysoka,

vzorek zied’te rozpoustédlem nejprve 1: 1, v pfipadé nutnosti i vicekrat, dokud po
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zméteni vzorku nebude koncentrace nalezena na kalibracni kiivce. Redéni nezapomerite
zohlednit ve vypoctu koncentrace v nefedéném vzorku.
Po dokonc¢eni méreni Kkyvety opatrné, ale diukladné vymyjte vodou. Poté je

oplachnéte acetonem a nechte vyschnout.
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Priloha ¢. 2

Uloha &. 2 — spektrofotometrické stanoveni koncentrace kofeinu (teinu) ve vyluzich

mleté kavy a ¢erného Caje

D CH
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CHs kofein

Pouzité pomicky:

analyticka védha, mikropipeta (nastavitelny objem 100 — 1000 pl), kiemenné kyvety pro
UV/VIS spektrofotometrii, kddinky, odmérné batniky (100ml, 25ml), nélevka, filtra¢ni
papir

Pouzité chemikalie a materialy

kofein, methanol, destilovana voda, sypany ¢erny ¢aj, umleta zrnkova kava
Ukoly:

e Zjistéte, pti které vlnové délce se nachazi absorpéni maximum kofeinu
e Vytvorte kalibracni kiivku pro stanoveni kofeinu

e Zjistéte koncentraci kofeinu (teinu) ve vyluzich mleté kavy a cerného cCaje.

Postup:

e Pripravte referencni vzorek (objem roztoku v kyvetach je 2 ml)

e Do 100 ml odmérné banky pripravte zasobni roztok kofeinu o koncentraci
100 mg/l a z ného kalibra¢ni roztoky o koncentracich 50,0 mg/l; 42,5 mg/l;
35,0 mg/l; 25,0 mg/l; 12,5 mg/l; a 5,0 mg/l. K fedéni pouzijte roztok methanolu
avody 1: 1. K odméfeni pouzivejte mikropipety a dbejte na to, abyste Spi¢ky od

mikropipet spravné ménily a nedoslo ke kontaminaci zasobniho roztoku nebo
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standardniho roztoku v kyveté (dostatené mnozstvi roztoku k pipetovani si
odlijte do kadinky).
Pripravte vyluh kavy a ¢erného ¢aje. Na analytickych vahach nejprve odvazte
1,0 g umleté zrnkové kavy, kvantitativné jej preved'te do kadinky a pielijte cca
50 ml vrouci destilované vody. Po péti minutdch louhovani smés prefiltrujte do
kadinky. Po uplném vychladnuti pieved’te roztok do odmérné banky (100ml)
a doplnte po rysku destilovanou vodou. Totoznym zplisobem pfiipravte vzorek
¢erné¢ho Caje.

o Zjistéte, pri které vinové délce se nachazi absorp¢éni maximum kofeinu

e Vytvoite kalibra¢ni kfivku

o Zjistéte koncentraci kofeinu kofeinu (teinu) ve vyluzich mleté kavy

a ¢erného caje.

Navod:

Vyhledani absorpéniho maxima

Objem roztoku v kyvetach €ini 2 ml, proto odpipetujte do kyvety s referencnim
vzorkem 2 ml rozpoustédla (MeOH/voda 1:1). Poté si piipravte kalibracni roztok
o koncentraci 50,0 mg/l. Nesahejte na ¢ast kyvety, kterou bude prochazet paprsek
(hladké prihledné stény), aby méfeni nebylo ovlivnéno, ptipadné necistoty odstaite
buni¢inou. Ob& kyvety uzaviete vickem avloZzte do autosampleru UV/VIS
spektrofotometru. Referen¢ni vzorek vlozte do pozice 1, a kalibracni vzorek vlozte do
pozice 2. Pfi vkladani kyvet do pfistroje se nebojte mirné zatlacit na vicko kyvety.

Kyveta by neméla ptesahovat o vice nez 1 cm nad uroven autosampleru.

Pro ovladani spektrofotometru Analytik Jena SPECORD 210 PLUS slouZi softwarovy
program WinAspect Plus. Po kazdém prvnim zapnuti spektrofotometru a pocitace je
nutné provést inicializaci spektrofotometru se softwarovym programem. To lze provést
kliknutim na polozku Initialize Device, ktera se nachazi v menu Measurement nebo
klavesovou zkratkou Ctrl+G. Pokud je inicializace spravné provedena, v programu se
objevi nasledujici informacni hlaska ,,Selfcheck — o.k. Device is ready“. Pokud jiz

nékdo pted vami inicializaci provedl, neni potfebné tento krok provadét.
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V tomto programu se parametry méfeni nastavuji kliknutim mysi na polozku Set
parametres, ktera se nachazi na panelu Measurement. Po kliknuti na polozku Set
Parameters se otevie okno, kde se zadavaji parametry méteni. Protoze hledate, pii které
vinové délce vzorek absorbuje nejvice zafeni, je potiebné nastavit méfeni absorbance.

V podokné Display tedy oznacte moznost Absorbance.

Abyste ziskali spektrum samotného vzorku, nikoliv spektrum roztoku vzorku
v rozpoustédle, musi se zméiit kyveta obsahujici pouze rozpoustédlo (referencni
vzorek). Zmétenim referenéniho vzorku navolte v podokné Correction, kde zatrhnéte
moznost Reference. Nyni je tfeba vybrat oblast spektra, ve kterém se bude méfit. Oblast
spektra zvolite v zalozce Mode, kde v Meas. Mode vyberte moznost Spectral scan.
Nejvyssi mozny rozsah vinovych délek je u tohoto pfistroje od 190 nm do 1100 nm. Pro
vzorek, u kterého nevite, pii jakych vinovych délkach bude lezet absorpéni maximum,

je nejlepsi moznosti nechat zméfit vzorek v celém tomto rozsahu vinovych délek.

V zalozce Accessories zadejte pocet vaSich vzorkd, které jste umistili do autosampleru
spektrofotometru. Referencni vzorek byste méli mit vloZeny v pozici ¢.1, proto
nezapomefite zaskrtnout moznost 1t position reference. Po zadani vSech potiebnych
udaji potvrd’te tyto udaje kliknutim na tlacitko OK. Vlastni méteni spustite kliknutim
na moznost Start Measurement. Tuto moznost lze najit jednak v menu Measurement,
nebo lze pouzit rychlejsi zplsob, a to vyuZitim postranniho panelu Measurement, ktery

se objevi po navoleni kritériich méfeni.

Po Zméteni vzorku  program  vytvoii  jeho absorp¢éni spektrum.
Z vytvoteného absorpcniho spektra vyctéte, pti které vinoveé délce se nachazi absorpéni
maximum. Pfi hledani absorpéniho maxima nezapomeiite brat v ivahu Bouguertiv—
Lambertiv—Beertv zékon (tzn., aby se hodnoty absorbance nachazely v rozmezi hodnot

<0,3>).

Kalibraéni krivka

Referencni vzorek vlozte opét do prvni pozice autosampleru ve spektrofotometru, do
dalSich pozic autosampleru vlozte kyvety s kalibraénimi roztoky (Standard ¢. 1 — €. 6).
Navolte vhodné parametry méfeni v poloZce Set parametres, ktera se nachazi na panelu

Measurement. Hodnotu vami zjisténého absorpéniho maxima (v nm) zadejte v zalozce
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Mode, kde poupravte rezim méfeni na méteni pii urité vinové délce nebo délkach:
Meas. Mode: wavelengths. Po navoleni rezimu ze Spectral Scan na rezim Wavelengths
se objevi podokno. Jestlize je v podokné¢ zadand hodnota jind, nez je vase hodnota
absorp¢niho maxima, piepiSte tuto hodnotu kliknutim na tla¢itko Edit. Nezapomerite
v zalozce Accessories prekontrolovat a popi. navolit spravné vSechny potiebné udaje
méfeni (zkontrolujte, zda odpovida pocet vzorku, které mate v autosampleru s poctem
vzorkl, které mate zadané pravé v zalozce Accessories anezapomeite zaSkrtnout
moznost referencniho vzorku v prvni pozici, jestlize ho mate v autosampleru). Vsechny
vase zmény potvrd'te kliknutim na tlacitko — panel OK.

K vytvofeni kalibraéni kiivky slouzi polozka Calibration, ke které se dostanete
kliknutim na menu Quant a vybérem polozky Lab. Po kliknuti na polozku Calibration
se otevie okno, kde navolite parametry kalibrace. Jednd se o kalibra¢ni kiivku, proto
zvolte regresni model Regression Model: y = B * x (linearni) Po zkontrolovani dalSich
udajt, jako jsou odpovidajici jednotky, odpovidajici vinova délka ¢i odpovidajici pocet
standardt, pouzijte tlacitko Standards. Objevi se dalsi okno, kde do sloupce Conc.
vepiste koncentrace vaSich standardi, a poté zacnéte méefeni kliknutim na panel Start.
Po skonceni méteni, které mize trvat par minut, nez se ukazi naméfené hodnoty
absorbance va$ich standardd a teprve po kliknuti na panel OK, program WinAspect
vytvoifi z naméfenych Gdaji a vami zadanych koncentraci kalibra¢ni kiivku. Vzniklou
kalibra¢ni ktivku ulozte (kliknutim na panel File avybérem polozky Save as...)

a pojmenujte nasledovné: kofeinSx (x=¢islo skupiny pfipadné¢ vase inicialy apod.).

Zjisténi koncentrace kofeinu (teinu) ve vvluzich mleté kavy a éerného ¢aje.

Odpipetujte do kyvety 100 pl vyluhu kavy a 1900 ul rozpoustédla (methanol/voda 1 : 1)
a vlozte do spektrofotometru do pozice ¢. 2. Do pozice €. 3 vlozte kyvetu obsahujici
100 pl vyluhu ¢erného caje a 1900 ul rozpoustédla (methanol/voda 1 : 1). V pozici €. 1
musi byt umistén referencni vzorek. Oteviete si v programu WinAspectPlus vami
ulozenou kalibracni kiivku kofeinSx (kliknutim na panel File a vybérem polozky Open).
Otevie se vybrany soubor s kalibra¢ni kfivkou a S nim i podokno, kde se parametry
meéteni nastavuji kliknutim na polozku Measurement parameters nachazejici se na

panelu Edit. Otevie se okno s parametry méteni, které¢ uz bylo popsano vyse. Vsechny
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uvedené udaje zkontrolujte. Méteni koncentrace nezndmého vzorku spustite kliknutim
mysi na panel To concentration, a poté kliknutim na tla¢itko OK. Po zméfeni vzorku
pristrojem se objevi tabulka, kde je na zdkladné zavislosti absorbance na koncentraci
ukdzana namétfena koncentrace. Vami zjiSténou koncentraci zapiSte a nezapomeiite
spocitat koncentraci kofeinu ve vzorku pted zfedénim.

Po dokonc¢eni méreni kyvety opatrné, ale diukladné vymyjte vodou. Poté je

oplachnéte acetonem a nechte vyschnout.
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Piiloha &. 3

Uloha ¢&. 3 — kolorimetrické a spektrofotometrické stanoveni koncentrace siranu

méd’natého

Pouzité pomicky

Odmérné banky (200ml), kyvety, stojan se zkumavkami, odmérny valec, mikropipeta

(nastavitelny objem 100 — 1000 pl), pipeta, filtracni papir, nalevka

Pouzité chemikalie

Modra skalice, destilovana voda

Ukoly

e Pfipravte kolorimetrickou stupnici z roztokt siranu méd’natého a kolorimetricky

urcete jeho koncentraci v neznamém vzorku.

e Pomoci UV/VIS spektrofotometrie vytvoite kalibracni kiivku z roztoki siranu

médnatého a urcete jeho koncentraci v neznamém vzorku.

Postup:

Protoze pro obé metody budete potifebovat roztoky siranu méd’natého o koncentracich

100 g/l, 80 g/l, 60 g/l, 50 g/, 40 g/l, 30g/l, 20 g/l a 10g/1, je lepsi si ptipravit roztoky

0 uvedenych koncentracich najednou.

e Piiprava roztoki

o Pripravte zasobni roztok siranu méd’natého o koncentraci 100 g/l do

200ml odmérné bariky, pro piipravu roztoku pouzijte modrou skalici
a destilovanou vodu. Roztok pfed pouzitim zbavte nerozpustnych
necistot filtraci.

Ze zasobniho roztoku pripravte roztoky siranu méd’natého
o0 koncentraci 80 g/l, 60 g/l, 50 g/l, 40 g/I, 30 g/l, 20 g/l a 10 g/l. Kazdy
roztok by mél mit objem alespoii 10 ml, nejlépe vSak 25 ml. (Roztoky
budete potiebovat na UV/VIS spektrofotometrii a kolorimetrii).

K odméteni pouzivejte mikropipety a dbejte na to, abyste Spicky od
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mikropipet ménily a nedoslo k vzajemné kontaminaci pfipravenych
kalibra¢nich roztokl. Roztoky k pipetovani si vzdy odlijte do malé
kadinky, neodebirejte pfimo z odmérné banky.

e Vytvoieni kolorimetrické stupnice roztoki siranu méd’natého

e Urceni koncentrace siranu méd’natého ve vzorku o neznimé koncentraci

metodou kolorimetrie

e Urceni absorp¢éniho maxima siranu méd’natého

e Vytvoreni kalibra¢ni krivky pomoci UV/VIS spektrofotometrie

e Urceni koncentrace siranu méd’natého ve vzorku o neznimé koncentraci

metodou kalibracni primky za vyuziti UV/VIS spektrometrie

Navod k pripravé Kkolorimetrické stupnice roztoku siranu méd’natého a ke

kolorimetrickému uréeni koncentrace siranu méd’natého v neznamém vzorku:

Pfipravte si stojan se zkumavkami ado kazdé zkumavky odpipetujte vzdy 3 ml
z jednoho z vasich ptipravenych roztokt. (Do kolorimetrické stupnice zahrite i roztok
o koncentraci 100 g/1). Do posledni zkumavky odméite 3 ml roztoku o0 neznamé
koncentraci. Porovnéavejte intenzitu zbarveni roztoku o neznamé koncentraci s vasi
kolorimetrickou stupnici. (Nejlépe se intenzita zbarveni pozoruje pfi mirném dennim
osvétleni a proti bilému papiru). Na zakladé¢ podobnosti intenzity zbarveni odhadnéte

koncentraci vzorku 0 neznamé koncentraci a zapiste.

Vyhledani absorpéniho maxima

Objem roztoku v kyvetach €ini 2 ml, proto odpipetujte do kyvety s referencnim
vzorkem 2 ml rozpoustédla (destilované vody). Poté si do kyvety odpipetujte kalibracni
roztok o koncentraci 80 g/l. Nesahejte na ¢ast kyvety, kterou bude prochazet paprsek
(hladké prihledné stény, aby méfeni nebylo ovlivnéné atudiz nepiesné, piipadné
necistoty odstraiite buni¢inou. Ob¢ kyvety uzaviete vickem a vlozte do autosampleru
UV/VIS spektrofotometru. Referencéni vzorek vloZte do pozice 1 a jakykoliv vami

zvoleny kalibra¢ni vzorek vlozte do pozice 2. Pfi vkladani kyvet do autosampleru
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ptistroje se nebojte mirné zatlac¢it na vicko kyvety, kyveta by neméla ptesahovat o vice

nez 1 cm nad Groven autosampleru.

Pro ovladani spektrofotometri Analytik Jena SPECORD slouzi softwarovy program
WinAspect Plus. Po kazdém prvnim zapnuti spektrofotometru a pocitace je nutné
provést inicializaci spektrofotometru se softwarovym programem. To lze provést
kliknutim na polozku Initialize Device, ktera se nachazi v menu Measurement nebo
klavesovou zkratkou Ctrl+G. Pokud je inicializace spravné provedena, v programu se
objevi nasledujici informac¢ni hlaska ,,Selfcheck — o.k. Device is ready*. Pokud jiz

n¢kdo pred vami inicializaci provedl, neni potfebné tento krok provadét.

V tomto programu se parametry méteni se nastavuji v polozce Set parametres, ktera se
nachazi na panelu Measurement. Po Kliknuti na polozku Set Parameters se otevie okno,
kde se zadavaji parametry méfeni. V této tloze je jednim z ukoli najit absorpéni
maximum dané latky, proto je potfebné oznacit méfeni absorbance. V podokné Display

tedy oznacte moznost Absorbance.

Abyste ziskali spektrum samotného vzorku, nikoliv spektrum roztoku vzorku
vV rozpoustédle, musi se zméfit kyveta obsahujici pouze rozpoustédlo (referencni
vzorek). Zméteni referenéniho vzorku se navoli v podokné Correction, kde zatrhnéte
moznost Reference. Nyni je tieba vybrat oblast spektra, ve kterém se bude métit. Oblast
spektra zvolite v zalozce Mode, kde v Meas. Mode vyberte moznost Spectral scan.
Nejvyssi mozny rozsah vinovych délek je u tohoto pfistroje od 190 nm do 1100 nm. Pro
vzorek, u kterého nevite, pfi jakych vinovych délkach bude lezet absorpéni maximum,

je nejlepsi moznosti nechat zméfit vzorek v celém rozsahu vinovych délek.

V zalozce Accessories zadejte pocet vasich vzorkd, které jste umistili do autosampleru
spektrofotometru. Referen¢ni vzorek by mél byt vloZzen v pozici €. 1, proto
nezapomefite zaskrtnout moznost 1t position reference. Po zadani vSech potiebnych
udaju potvrd’te tyto udaje kliknutim na tlac¢itko OK. Vlastni méteni spustite kliknutim
na moznost Start Measurement. Tuto moznost lze najit jednak v menu Measurement,
nebo lze pouzit rychlejsi zplsob, a to vyuzitim postranniho panelu Measurement, ktery

se objevi po navoleni kritériich méfeni.
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Po ptfeméfeni vzorku program vytvoii jeho absorpéni spektrum. Z vytvofeného
absorp¢niho spektra vyctéte, pii které vinové délce se nachazi absorpéni maximum. Pii
hledani absorpéniho maxima nezapomenite brat v uvahu Bougueriv—Lambertav—Beertv

zakon (tzn., aby se hodnoty absorbance nachazely v rozmezi hodnot <0, 3 >).

Kalibraéni krivka

Referencni vzorek vlozte opét do prvni pozice autosampleru ve spektrofotometru, do
dalsich pozic autosampleru vlozte kyvety s kalibra¢nimi roztoky (Standard ¢.1 — €. 7).
Navolte vhodné parametry méfeni v polozce Set parametres, ktera se nachazi v panelu
Measurement. Hodnotu vami zjisténé¢ho absorpéniho maxima (v nm) zadejte v zalozce
Mode, kde poupravte rezim méfeni méfeni pii urcité vinové délce nebo délkach: Meas.
Mode: wavelengths. Po navoleni rezimu ze Spectral Scan na rezim Wavelengths se
objevi podokno. Jestlize je v podokné zadana hodnota jina, nez je vaSe hodnota
absorp¢niho maxima, piepiSte tuto hodnotu kliknutim na tla¢itko Edit. Nezapomerite
v zalozce Accessories piekontrolovat a popf. navolit spravné vSechny potiebné udaje
méfeni. (Zkontrolujte, zda odpovida pocet vzorki, které mate v autosampleru s poctem
vzorkl, které mate zadané pravé v zalozce Accessories. Nezapomefite zaSkrtnout
moznost referenéniho vzorku v prvni pozici, jestlize ho mate v autosampleru.) VSechny
va$e zmény potvrd'te kliknutim na tlacitko — panel OK.

K vytvofeni kalibra¢ni kfivky slouzi polozka Calibration, ke které se dostanete
kliknutim na menu Quant a vybérem polozky Lab. Po kliknuti na polozku Calibration
se otevie okno, kde navolite parametry kalibrace. Jednd se o kalibracni kiivku, proto
zvolte Regression Model: y = B * x (linearni). Po zkontrolovani dalSich udaju, jako jsou
odpovidajici jednotky, odpovidajici vlnovd délka ¢i odpovidajici pocet standardd,
pouzijte tla¢itko Standards. Objevi se dalsi okno, do sloupce Conc. vepiste koncentrace
vasich standardt, a poté zacnéte méteni kliknutim na panel Start. Po skonc¢eni méteni se
ukazi namétené hodnoty absorbance vasich standardii a teprve po kliknuti na panel OK
program WinAspect vytvoii znaméfenych udaji avami zadanych koncentraci

kalibraéni kiivku. Vzniklou kalibra¢ni kiivku ulozte (kliknutim na panel File a vybérem
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polozky Save as...) a pojmenujte nasledovné: SiranSx (x=¢islo skupiny ptipadné vase

inicialy apod).

Zjisténi koncentrace siranu méd’natého v neznamém vzorku:

Neznamy vzorek (pfedd vam ho vyucujici) si odpipetujte do kyvety (2 ml) a vlozte do
spektrofotometru do pozice €. 2. V pozici ¢. 1 musi byt umistén referencni vzorek.
Oteviete si v programu WinAspectPlus vami ulozenou kalibra¢ni kiivku SiranSx
(kliknutim na panel File avybérem polozky Open). Otevie se vybrany soubor
s kalibra¢ni kiivkou a S nim i podokno, kde se parametry méteni nastavuji kliknutim na
polozku Measurement parameters nachazejici se na panelu Edit. Otevie se okno
S parametry méfeni, které uz bylo popsano vyse. Parametry méfeni prekontrolujte.
Me¢feni koncentrace neznamého vzorku spustite kliknutim mySi na panel To
concentration, a poté kliknutim na tla¢itko OK. Po zméfeni vzorku piistrojem se objevi
tabulka, kde je na zdkladé zavislosti absorbance na koncentraci ukdzana nameétfena
koncentrace. Vami zjisténou koncentraci neznamého vzorku zapiste.

Pokud koncentrace nezndmého vzorku nesedi na kalibracni kiivce a je pfili§ vysoka,
vzorek zted'te rozpoustédlem nejprve 1:1, v pfipad€ nutnosti 1 vicekrat, dokud po
zméteni vzorku nebude koncentrace nalezena na kalibra¢ni kiivce. Redéni nezapometite
zohlednit ve vypoctu koncentrace v nefedéném vzorku.

Po dokonceni méfeni kyvety opatrné, ale diikladné vymyjte vodou. Poté jej oplachnéte
acetonem anechte vyschnout. (V ptipad¢, Ze pouzivate plastové kyvety, jenZ jsou
urené pro méfeni latek ve viditelné oblasti elektromagnetického spektra, vymyjte
kyvety dilkladné¢ vodou apoté jej oplachnéte ethanolem (pokud byste pouzili na
plastové kyvety aceton, kyvety by se znicily).
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Priloha ¢. 4
Uloha & 5 — Kvalitativni analyza neznimych vzorkéi — (material pro studenty

a uditele)

Pouzité pomiicky:

Odmérné banky, mikropipeta (nastavitelny objem 100 — 1000 ul), kyvety

Pouzité chemikalie:

Kofein, methanol, modra skalice, destilovana voda, ibuprofen
Ukoly:

e pripravte vzorky standardid slouzici pro kvalitativni analyzu neznamého
vzorku

e Zmérte absorpcni spektra standardi a neznamych vzorka UV/VIS
spektrofotometrem

e Porovnianim ziskanych absorpénich spekter urcete, které latky obsahuji

neznamé vzorky.
Postup:

Priprava standarda

Aby bylo mnozstvi navazené latky vhodné, je nutné brat do ivahy rozpustnost latek
a platnost Bouguerova—Lambertova—Beerova zakona a pohybovat se v koncentracich do

1072 mol dm3.

Ptipravte standardni roztok kofeinu o vhodné koncentraci navazenim vypocteného
mnozstvi kofeinu ve smési methanol/voda v poméru 1 : 1. Standardni roztok ibuprofenu
o vhodné koncentraci pfipravte navazenim vypocteného mnozstvi ibuprofenu
Vv methanolu. Standardni roztok siranu médnatého o vhodné koncentraci pfipravte

rozpusténim vypocteného mnozstvi modré skalice v destilované vode.

V nasledujici tabulce 10, jsou uvedené rozpustnosti a relativni molekulové hmotnosti

modré skalice, kofeinu a ibuprofenu.
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Tabulka 10. Rozpustnosti a relativni molekulové hmotnosti modré skalice, kofeinu a ibuprofenu.

Latka Rozpustnost pii teploté v Mr (g/mol)
rozmezi 20 °C — 25 °C

Modra skalice 100 mg/ml ve vod¢ 249,7
Kofein 15-20 mg/ml ve vodé 1942
Ibuprofen 50 mg/ml v methanolu 206,3

Rozpustnosti a relativni molekulové hmotnosti modré skalice, kofeinu a ibuprofenu. [38, 39, 40, 41]

Navod:

Zméreni absorp¢niho spektra

Protoze jsou pouzity rizna rozpoustédla, referenénim vzorkem bude kyveta obsahujici
pouze vzduch. Do druhé pozice autosampleru spektrofotometru vlozte Kyvetu
obsahujici 2 ml prvniho standardu a zméite jeho absorbanci v rozsahu vinovych délek
od 190 do 1100 nm. Stejné postupujte se zbyvajicimi standardy. Nesahejte na cast
kyvety, kterou bude prochazet paprsek, méteni by tim bylo ovlivnéné a tudiz neptesné.
(Pokud se otisky prstii ¢i neCistoty nachazi na vné&jsi strané kyvety v ¢asti, kterou bude
prochazet paprsek, ocistéte kyvetu bunicinou.) Pfi vkladani kyvet do autosampleru
pfistroje se nebojte mirné zatlacit na vicko kyvety, kyveta by neméla piesahovat o vice

nez 1 cm nad Groven autosampleru.

Pro ovladani spektrofotometrit Analytik Jena SPECORD slouzi softwarovy program
WinAspect Plus. Po kazdém prvnim zapnuti spektrofotometru a pocitace je nutné
provést inicializaci spektrofotometru se softwarovym programem. To lze provést
kliknutim na polozku Initialize Device, ktera se nachazi v menu Measurement nebo

klavesovou zkratkou Ctrl+G. Pokud je inicializace spravné provedena, v programu se
objevi nasledujici informacni hlaska ,,Selfcheck — o.k. Device is ready“. Pokud jiz

n¢kdo pted vami inicializaci provedl, neni potfebné tento krok provadét.
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V tomto programu se parametry métfeni se nastavuji v polozce Set parametres, kterd se
nachazi na panelu Measurement. Po kliknuti na polozku Set Parameters se otevie okno,
kde se zadavaji parametry méfeni. V této uloze je ukolem vytvofit absorpcni spektrum
dané latky, proto je potiebné oznacdit méfeni absorbance. V podokn¢ Display tedy

oznadte moznost Absorbance.

Aby bylo ziskano spektrum samotného vzorku, nikoliv spektrum roztoku vzorku
V rozpoustédle, musite zméfit kyvetu obsahujici pouze rozpoustédlo (referen¢ni vzorek),
reference muze byt 1 vzduch. Zméfeni referencniho vzorku se navoli v podokné
Correction, kde zatrhnéte moznost Reference. Nyni je tieba vybrat oblast spektra, ve
kterém se bude méfit. Oblast spektra, zvolite v zalozce Mode, kde v Meas. Mode
vyberte moznost Spectral scan. Nejvy$s§i mozny rozsah vinovych délek je u tohoto
ptistroje od 190 nm do 1100 nm. V zalozce Accessories zadejte pocet vasSich vzorkd,
které jste umistili do autosampleru spektrofotometru. Referenéni vzorek by mél byt
vlozen v pozici €. 1, proto nezapomeite zaSkrtnout moznost 1%t position reference a ve
druhé pozici byste méli mit kyvetu obsahujici standard. Po zadani vSech potifebnych
udajii potvrd’te tyto udaje kliknutim na tlacitko OK. Vlastni méteni spustite kliknutim
na moznost Start Measurement. Tuto moznost lze najit jednak v menu Measurement,
nebo Ize pouzit rychlejsi zptlisob, a to vyuzitim postranniho panelu Measurement, ktery
se objevi po navoleni kritériich méfeni. Po zméteni vzorkl pfistrojem program vytvori
absorpéni spektrum. Ziskané absorpéni spektrum si ulozte a postupujte obdobné

u zbylych standardti i U neznamych vzorkd.

Po dokonceni méteni kyvety opatrné, ale dikladné vymyjte vodou. Poté jej oplachnéte

acetonem a nechte vyschnout.
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Piiloha ¢&. S

Obecny popis stanoveni neznamé koncentrace metodou Kkalibraéni primky

v programu WinAspect Plus

Aby bylo mozné tlohy modifikovat a nebylo potfebné znovu tvofit ndvod pro praci se
softwarovym programem WinAspectPlus, byl vytvofen obecny popis pro stanoveni
koncentrace metodou kalibra¢ni kiivky, ktery kromé textu obsahuje 1 snimky

Z pocitacové obrazovky vytvoiené pomoci klavesy Printscreen.

Navod pro praci se softwarovym programem WinAspect Plus

Pro ovladani spektrofotometrit SPECORD slouzi softwarovy program WinAspect Plus.
Po kazdém prvnim zapnuti spektrofotometru a zapnuti pocitace je nejprve nutné provést
inicializaci spektrofotometru se softwarovym programem. To lze provést kliknutim na
polozku Initialize Device, ktera se nachazi v menu Measurement nebo klavesovou
zkratkou Ctrl+G.

& winaseect puS
File Quant  Kinetics Data handling Bic

B| Initialize Device Strg+G

= Peasurement
Reference Measurement

Serial measurement

Set Parameters

Open Parameter File

WView current parameters
Measurement configuration

Standard Correction

Basic Correction

1"1

Pokud je inicializace spravné provedena, v programu se objevi nasledujici informacni

hlaska ,,Selfcheck — o.k. Device is ready*.
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Selfcheck - o.k.
Device is ready

V tomto programu se parametry méfeni se nastavuji v polozce Set parameters, ktera je

soucasti menu Measurement.

@ winaspect PLUS
File IMaasuren'bent Quant Kinetics Data handling Bic

El Inttialize Device Strg+G
Measurement Strg+ M

Reference Measurement

Senal measurement

Set Parameters
Open Parameter File

View current parameters

PMeasurement configuraticn

Standard Correction

Bazic Correction

Po kliknuti na polozku Set Parameters se otevie okno, kde se zadavaji parametry
méfeni. V této uloze je jednim z ukoll najit absorpcni maximum dané latky, proto je

potiebné oznacit méfeni absorbance. V podokné Display se tedy oznaci Absorbance.
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JX‘E‘:#EI‘?FE

Ok Cancel Mew Open Save Save as... Help Frint

Settings |Device I Mode I Accessuries|

Title

Operator

Cycle Mode Display Correction
@ Mone @ Transmittance Mo
1 Marmal ) Absorbance (") Standard
() Automatic & @ Feference

) Time contralled () Special

Mumber :
Interval time :

Hint

Zmefeni referenéniho vzorku se navoli v podokné Correction, kde se zatrhne moznost

Reference.

v’X‘E‘iEI‘?

Ok Cancel M e Open Save Saveas.. Help

Settings |Device I Mode IAccessulies|

Title |

Operator

Cycle Mode Display Correction
@ Mone () Tranzmittance Mo
1 Manual @ Absorbance (1 Standard

) Autornatic ) Erergy @ Reference

) Time contralled Feflectance () Special

Mumber : Min: 0.0
Interval time : Max: 30

not saved
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Oblast spektra, ve kterém se bude mé&fit, se mnavoli v zalozce Mode.

JJ(‘E&EI‘?FE

ak. Cancel M e Open Save  Save asz.. Help Pririt

| Settings I Device | Mode -::-::essuries|

Meaz:. mode [Spectral Scan "]

Spectral Scan

Range [nm] 190 - 1100

Delta lambda [nm]
Speed [nms]

|mtegration time [z] 0.0

not saved

V této zalozce pii vybéru Meas. Mode Spectral Scan je mozné zadat rozmezi vinovych
délek, ve kterém se bude méfit. Nejvyssi mozny rozsah vinovych délek je u tohoto
ptistroje od 190 nm do 1100 nm. Pro vzorek, u kterého se nevi, pii jakych vlnovych
délkach bude lezet absorpéni maximum, je nejleps§i moznosti nechat zméfit vzorek

V nejvysSim mozném rozsahu vinovych délek.

V zalozce Accessories se zadava pocet vzorkd, které jsou umistény v autosampleru
spektrofotometru a které jsou pozadovany na zméfeni. Pti pouziti referen¢niho vzorku
je nutné vlozit referen¢ni vzorek do pozice ¢. 1 v autosampleru a v zalozce Accessories

zaSkrtnout moZnost 1% position reference.
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v X EﬁEI‘?%

k. Cancel =T Open Save Saveasz.. Help Prirt

Settings | Device | Mode | Accessories

8-cell changer

First zample
Last zample | Paoz. +1

1zt pozitioh reference Adjustment
Marwal Start

Slow time zcan Farking

not saved

Navolené a zadané parametry méteni se potvrdi kliknutim na panel s napisem OK.

Vlastni méfeni se spusti kliknutim na mozZnost Start Measurement. Tuto moZnost lze

najit jednak v menu Measurement, nebo lze pouzit rychlejsi zplsob, ato vyuzitim

postranniho panelu Measurement, ktery se objev po navoleni kritériich méfent.

Measurement |2
CEY

Parameters

W

Reference

i

Start measurement"""—-.__

&

Serial meazurement

Po pfeméfeni vzorkli pfistrojem program vytvoii graf, z kterého by mélo byt mozné

vycCist absorpéni maxima. Pfi hleddni absorpéniho maxima je nutné brat do tvahy

Boguer—Lambert-Beertv zakon (hodnoty absorbance byly v rozmezi hodnot < 0, 3 >).
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Vytvoreni kalibraéni krivky

Referenéni vzorek je nutné vlozit do prvni pozice autosampleru ve spektrofotometru, do

dalsich pozicich se vkladaji kyvety s kalibra¢nimi roztoky. Vhodné parametry méifeni se

navoli v polozce Set parametres, ktera se nachazi v panelu Measurement. Hodnota

zjisténého absorpéniho maxima se zadava v zalozce Mode, kde se poupravi rezim

méfeni Meas. Mode na zméfeni vinové délky Wavelengths.

g. Specord 210 PLUS - ..ocuments\Analytik Jena\WinASPECT PLUS\Para\untitledl.par Iﬂ

v ESEI‘?FE

Ok, Cancel | Mew Open Save  Saveas.. Help Print

| Settings I Device | Mode |Accessnlies|

Meaz. mode ‘Spectral Scan "

Time Scan
W avelengths

Spectral S5can

Range [nm] 250 aciin]

Delta lambda [nim]
Speed [nms]

Intearation time [¢] 0.02

saved

Po navoleni rezimu ze Spectral Scan na rezim Wavelengths se objevi podokno. Jestlize

se v podokn¢ ukaze hodnota jina, nez je hodnota nalezeného absorpéniho maxima, Ize

tuto hodnotu jednoduse piepsat a poté kliknout na tla¢itko Edit.

94



a Specord 210 PLUS - ..ocuments\Analytik JenaA\WinASPECT PLUS\Para\untitledl.par ﬁ

‘JX|I1‘|EI%?%

(] 4 Cancel Hew Open Save Saveas.. Help Print

| Settings | Device | Mode | Accessories

Meas. mode [Wavelmgﬁls "’]

1 wavelengths

not saved

V zalozce Accessories je potiebné jesté spravné zadat pocet kyvet v autosampleru
a nezapomenout na zaSkrtnuti moznosti referencniho vzorku. Po pfekontrolovani vSech
udajii se zmény potvrdi kliknutim na panel OK. K vytvofeni kalibra¢ni kiivky slouzi
polozka Calibration, ke které se lze dostat cestou na polozku Lab. ptes kliknuti v menu
na Quant a poté prejetim kurzoru mysi.

% WinASPECT PLUS -

3 File Edit View Measurernent | Quant | Kinetics Data handling Bic Color measurems

=g o o ele @ Lab b Calibration
Routine Concentration
Samples AQA-Cards [rosoTareET
Sample 1
Formula

Po kliknuti na polozku Calibration se otevie okno, kde se navoli parametry kalibrace.

Protoze se jedna o kalibra¢ni pfimku, je nutné zvolit Regression Model:y =B * x.

Po zkontrolovani dalSich udajt, jako jsou jednotky, vinova délka, rezim méfeni, pocet

standardu se pouzije tlacitko Standards.
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Calibration

B & | e

General | Calculation|

Desgnalion:

Regression Model
Cabbrabon Model

Wavelength 1

Calbration L nit:
Ordriste:
Cel FPathlength:

Mo, of Standards:

Meazre standands
Parameter File:

in

File Edit ToCone,  Close

=B -

Measured vahe M(x1) - Acquire Stﬂ'l!ﬂdl'd le.res:

275.0 y and proceed vath calculatio
‘ | e Inhaledi'.'al Bt

mg/ml Standards

Absorbance -

1 [em]

B

l

urtkled par ] Browse

C:AU zershPublichD ocument s\dnabtik Jena\WindSPECT PLUS\Pa

Objevi se dal$i okno, ve kterém se navoli koncentrace pfipravenych standardi.

Koncentrace standardl se vpisuji po kliknuti do dané buniky. Méteni se zacne kliknutim

na panel Start.

F 8
% Standards

= | S| -

v X | & E 5 /"
Ok Cancel Start! Reference [Delactivate

Standard | Conc. y |

Standard 1 0.00 o

Standard 2 0.00

Standard 3 0.00 |

Standard 4 0.00

Standard 5 0.00

Standard B 0.00
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Po skonceni méteni, které miiZe trvat par minut, se ukdzi namefené hodnoty absorbance
ateprve po kliknuti na tlacitko OK program WinAspect vytvoii z namétenych tdaji

a vami zadanych koncentraci kalibracni kiivku.

g Standards [ = | = H-r
v x | o = =
Ok Cancel Start! Reference [Delactivate

Standard | Conc. |.-'1'-. |

Standard 1 a0 2.3473

Standard 2 425 2.0097

Standard 3 35 1.7042

Standard 4 25 1.2031

Standard 5 0.5923

Standard B n.2132

. 5

Vytvofenou kalibra¢ni kiivku lze ulozit kliknutim na panel File a vybérem polozky

Save as..., (tento panel se objevi spolecné s vytvorenim kalibra¢ni kiivky).

g i
File E dit ToConz.  Clogse

Mew

Open

Copy to clipboard
Export to ASCI-File
Print

Save /
Save as...

Close

Zjisténi koncentrace neznamého vzorku metodou kalibraéni krivky

Ponévadz je objem roztoku v kyvetach 2 ml, je nutné odpipetovat do kyvety 2 ml z
neznamého vzorku (vzorek oneznamé koncentraci je pfipraven v zasobni lahvi

s ptisluSnym oznacenim). V prvni pozici autosampleru je nutné mit referencni vzorek
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aneznamy vzorek se vkladd do dalSich pozic, vtomto piipadé do druhé pozice

v autosampleru.

Nyni je potfeba oteviit si soubor s kalibra¢ni kiivkou, to Ize kliknutim na panel File
a vybérem polozky Open, nebo pokud toto podokno neni vyvolané, lze jej oteviit

kliknutim na menu File a opét vybérem Open.

= 1
File E dit ToConc. Cloge

PRCEETS [

File Measurernent Quant Kinetics ' Open

Otevie se vybrany soubor s kalibra¢ni kiivkou a s nim i podokno, kde se parametry

méfeni nastavuji kliknutim na polozku Measurement parameters nachézejici se na

panelu Edit.
g il
File: Edit TaConhc.  Cloze /
Measurement parameters
e ficie R . ent of determin
y=B" A= 0.0000 F. [adiust] =0.99¢
B =0.0475
C = 0.0000

Otevie se okno s parametry méfeni, které uz bylo popsano vyse.

Me¢fteni koncentrace neznamého vzorku se spusti kliknutim mySi na panel To

concentration a poté kliknutim na tla¢itko OK.

Sample data by measurement Iﬁ

Selected zample:

Dezignation MNaminal value|
1. Sample 1 - T

V/EIK >< Cancel |
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Po zméteni vzorku prfistrojem se objevi tabulka, kde je vypsdna naméfend koncentrace.

B i) | =] D bz i

File E dit Start [Fike] Stat [Meas.] Reference Cloze
Parameters | Concenbiations  Calibration Data |
Moo Sample narme D ate/Time ]Ennc:.
1 24 2 2016 11:04:15 .32

/
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