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Uvod

Velkou skupinou analytickych metod, jez vyuzivaji
interakce hmoty a elektromagnetického zafeni, jsou meto-
dy spektrometrické. Tyto metody lze rozdélit podle typu
interakce na metody nespektroskopické a spektroskopické.
O nespektroskopické metody se jedna v ptipadé, Ze sledu-
jeme zmény nékterych vlastnosti zafeni (napf. smér, rych-
lost, rovinu polarizace po prichodu zafeni hmotou). Pti
spektroskopickych metodach vétsinou sledujeme absorpci
zateni po prichodu hmotou. Spektrometrie se zabyva vzni-
kem, vlastnostmi a interpretaci spekter viech druhi'?.

Tato prace se zabyva navrhem zafizeni, které¢ vyuziva
jednu ze spektrometrickych metod.

Fotometrie umoznuje kvantitativni stanoveni urcité
latky v roztoku na zékladé absorpce svétla o dané vlnové
délce (), pticemz u spektrofotometrie je zkoumana ab-
sorpce prochazejiciho zéafeni pfi rliznych vlnovych dél-
kach" 2,

Pii prichodu optického zafeni absorbujicim prostie-
dim dochéazi ke snizovéani jeho intenzity. Velikost Gtlumu
monochromatické viny o frekvenci (v) se nejcastéji cha-
rakterizuje prostfednictvim absorbance A(}) (cit.)).

AQ) = log['(1)/ 1] (1)
kde I(}) je velikost intenzity zafeni monochromatické viny
o frekvenci v po priichodu latkou a () je jeji pocateéni
hodnota'.
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V optickém prostredi, které 1ze makroskopicky popsat
komplexnim indexem lomu, klesa intenzita exponencialné
s dréhou, kterou zafeni urazi. Tuto zavislost vyjadiuje tzv.
Lamberttv zakon.

Jednim z nejéastéjsich typd vzorki proméfovanych
v absorp¢éni spektrofotometrii ¢i fotometrii jsou ziedéné
roztoky  jednoho  druhu  absorbujicich  molekul
v neabsorbujicim rozpoustédle. Z toho vyplyva, ze dal§im
dilezitym parametrem pro fotometricka méfeni je molarni
koncentrace analytu'~. Koncentraéni zavislost absorpéniho
koeficientu vyjadiuje Beeriiv zdkon.

Vyse uvedené zakony jsou obvykle spojovany do tzv.
Lambertova-Beerova zikona®:

—log(I/Ip) = A(M) = (M) Cx (2)
kde &()) je molarni absorpéni koeficient, C je molarni kon-
centrace roztoku [mol '] a x je draha.

Tento zdkon vyjadiuje zavislost mezi absorbanci,
délkou drahy absorbujiciho prostedi a koncentraci absor-
bujici latky. JelikoZ je tato z4vislost pro siln¢ ziedéné roz-
toky jednoho druhu absorbujicich molekul
v neabsorbujicim rozpoustédle linearni, da se ji vyuzit ke
zjisténi neznamé koncentrace daného vzorku.

Pomoci fotometrie lze stanovit koncentraci vSeho, co
je barevné, tedy napt. roztoky médnatych, Zeleznatych,
zelezitych ionttl, krevniho barviva hemoglobinu ¢i bilirubi-
nu, coz jsou latky bézn¢ stanovované v biochemickych
a biomedicinskych laboratofich®.

Na trhu je dostupnych nékolik typd zafizeni umoziu-
jicich stanoveni fotometrickou metodou™®. Nejéastéji pou-
zivanym a zaroven nejdraz§im feSenim jsou spektrofoto-
metry, které se skladaji ze Ctyf zakladnich casti, zdroje
polychromatického zateni, monochromatoru, ktery slouzi
k vybéru pozadované vinové délky, absorpcniho prostiedi
— vzorku a detektoru, kterym je nejCastéji fotonasobic
(obr. 1). Spektrofotometry ndm umoziiuji ziskat komplexni
informaci o mife absorpce dané latky, a to nejcastéji ve
viditelné a ultrafialové oblasti vinového spektra. Z vysled-
né zavislosti absorbance na vlnové délce, tedy absorpcniho
spektra, je mozné urcit latkové slozeni neznamého vzorku.

Dal$im dostupnym typem jsou napf. jednoucelové
kapesni fotometry od Fisher Scientific nebo Hanna Instru-
ments>® atd. (obr. 2).

Nami navrzené zafizeni je 20krat levnéjsi nez nejlev-
n&j§i jednoticelové kapesni fotometry™®, piiGemz mize
dosahnout obdobnych vysledkt. Diky své jednoduchosti
anizké pofizovaci cené¢ by mohl tento pfistroj slouZit

Zdroj Monochromator—> Vzorek —>| Detektor

Obr. 1. Blokové schéma spektrofotometru
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Obr. 2. Komer¢éné dostupné fotometry, A — fotometr s wolfra-
movou lampou a interferenénim filtrem'®, B — fotometr s barev-
nou LED diodou"

k levné analyze vzorkil a piedevsim k vyuce zakladnich
fotometrickych principi pfi rznych laboratornich cvice-
nich.

Navrh a realizace fotometru pro vyuku

Hlavni myslenka vedouci ke zhotoveni jednoduchého
fotometru spociva v piimém pouziti monochromatického
zdroje  zafeni namisto polychromatického  zdroje
s monochromatorem. Aby vSak bylo mozné jednoduchy
fotometr pouzit, musime znat absorpcni spektrum nebo
alespofi absorpéni maximum dané latky kvuli vybéru mo-
nochromatického zdroje zafeni, kterym je LED dioda
s prislusnym emisnim maximem. V dnesni dobé je mozné
pofidit mnoho typi LED diod s riiznymi vinovymi délka-
mi emise’. Nejb&zn&jsi a nejlépe dostupné jsou LED diody
s emisnim maximem ve viditelné oblasti spektra, ale do-
stupné jsou i LED diody semisnim maximem
v ultrafialové i infracervené oblasti spektra7.

Navrzené zafizeni obsahuje pouze analogovou cast.
Sklada se z vypinace, LED diody, plastové kyvety a foto-
diody (obr. 3). Jako zdroj zafeni byla pouzita LED dioda
520PG2C s dominantni vlnovou délku 525 nm a vyzaio-
vacim thlem od 17° do 23° (cit.*). Tato LED dioda se dé
jednoduse zaménit za LED diodu s jinou dominantni vino-
vou délkou. Zafeni prochazi komorou délky 3 cm, ve které
je v kyveté umistény vzorek o max. objemu dle rozméra
kyvety 1 cm x 1 cm x 4,4 cm, tedy cca 3,5 ml. Detektor
tvoii fotodioda BPW21 schopna detekce zafeni v rozsahu
od 350 nm az 820 nm a s maximalni citlivosti na vlnové
délce 550 nm (cit.’). Vystupem je méfena hodnota napéti,
jako dusledek zafeni dopadajiciho na detektor (fadové od
0 az 400 mV). Vystup a vstup naSeho zafizeni je realizova-
ny pomoci DIN konektoru. DIN konektor je pfivedeny na
akviziéni jednotku — DAU (PowerLab 15T, ADInstru-
ments, Novy Zéland) pro nasledné zpracovani. PowerLab
15T umoziuje uklddani naméfenych hodnot do databéze.
Navrhované zatizeni je snadno modifikovatelné. Malymi
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Obr. 3. Blokové schéma navrzeného fotometru s akvizi¢ni
jednotkou PowerLab 15T; 1 — signalovy vstup, 2 — analogova
zem, 3 — signalova zem, 4 — napajeci napéti 5 VDC, 5 — vypinac,
6 — rezistor, 7 — LED, 8 — plastova kyveta, 9 — fotodioda, 10 —
DAU PowerLab 15T

upravami je mozno napajeni (vstup zafizeni) nahradit napf.
baterii, USB kabelem, vystup zafizeni pak muze byt sni-
man napf. bézn¢ dostupnym multimetrem, nebo pomoci
ruznych akvizi¢nich jednotek. Pro zvySeni piesnosti méfe-
ni je mozné zabezpecit konstantni intenzitu vyzafovani,
a to proudovym stabilizatorem.

Navrhované zafizeni je malé, kompaktni, pfenosné
a ulozené v oteviratelné krabicce o velikosti 6,5%4,5x8 cm.
Fotometr musi byt ulozen v svétlotésné krabicce, abychom

Obr. 4. Navrhnuté fotometrické zafizeni; 1 — analogova ¢ast,
2 — DIN konektor, 3 — obal
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zabrénili dopadu parazitniho zafeni na detektor. Takovéto
parazitni zafeni by zpisobilo vyznamnou chybu méfeni.
Zatizeni je napajeno zdrojem 5 VDC pres DIN konektor
z DAU (PowerLab 15T) (obr. 4).

Vzhledem k moZnosti vymeény zdroje zafeni uZivate-
lem (LED diody o jiné emisni vinové délce), je mozné toto
technické feSeni vyuzit pro celou fadu roztokd, které ab-
sorbuji jak ve viditelné, tak i v blizké ultrafialové i infra-
Cervené oblasti elektromagnetického spektra. Po vyméné
LED diody je dulezité jeji vycentrovani do optické osy.
Vycentrovani se provadi dle maximalni odezvy detektoru
pfi zapnuté LED diod¢é. Vyhodami je tedy moduldrnost,
jednoduchost konstrukce a rychlost méfeni.

Experimentalni ¢ast

Navrzené zatizeni slouzi pfedevsim k uréeni nezndmé
koncentrace znamého analytu. Standardni metodou pouZi-
vanou ve fotometrickych metodach ke zjiSt€ni nezndmé
koncentrace znamého vzorku je sestrojeni kalibracni ptim-
ky, tedy zavislosti absorbance stanovované latky na jeji
koncentraci. Pomoci naseho zafizeni ziskame zévislost
vystupniho napéti na koncentraci méfeného roztoku.

Testovaci méfeni jsme provadéli za laboratornich
podminek. Pro testovaci méfeni jsme pouzili manganistan
draselny (KMnO,), ktery absorbuje v oblasti vinovych
délek od 400 do 600 nm a jehoz hlavni absorpéni ma-
ximum je 525 nm (obr. 5).

Z tohoto diivodu jsme pro stanoveni této latky pouzili
v nami navrzeném zafizeni jako zdroj zafeni LED diodu
s emisnim maximem o dominantni vinové délce 525 nm.

Ke zhotoveni kalibraéni ptimky potfebné k uréeni
koncentrace neznamého vzorku jsme piipravili sadu kalib-
raénich roztokll o koncentracich 1; 0,5; 0,25; 0,1; 0,05;
0,025 a 0,001 mM KMnO,.
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Navrzené zafizeni bylo pfipojeno pfes DIN konektor
do akvizi¢ni jednotky PowerLab 15T, ktera byla zapojena
pres USB rozhrani do pocitace. Pro zobrazeni a méteni
vystupniho napéti jsme pouzili softwarové rozhrani La-
bTutor (ADInstruments, Novy Zéland).

Z naméfenych hodnot vystupniho napéti a pouzitych
koncentraci jsme sestrojili kalibra¢ni kiivku (obr. 6). Ka-
libra¢ni pfimku jsme ziskali proloZenim namétenych hod-
not linearni spojnici trendu (Microsoft Excel verze 2010).
Pro tuto modelovou kiivku jsme vypocitali jeji rovnici (3)
a koeficient determinace (R?), (Microsoft Excel verze
2010).

y=-41,152x+ 199,29 3)

Hodnota koeficientu determinace byla pro na§ model
rovna 0,9994.

Koncentraci vzorku KMnO,4 o neznamé koncentraci
uréime vypoctem z rovnice (3) naseho linearniho modelu
dosazenim naméfené hodnoty vystupniho napéti tohoto
vzorku.

Dalsim zpiisobem, jakym je mozné urcit koncentraci
vzorku o neznamé koncentraci z kalibra¢ni piimky, je gra-
ficka metoda (obr. 7).

Pfi nasem kontrolnim experimentu jsme zfedili vzo-
rek o 1 mM koncentraci KMnO,4 na koncentraci 0,2 mM.
Tento vzorek jsme povazovali za vzorek o neznamé kon-
centraci. Po proméfeni tohoto vzorku jsme ziskali hodnotu
vystupniho napéti fotometru 191,2 mV. Po dosazeni zmé-
feného napéti do rovnice linearniho modelu (3) jsme vypo-
¢itali hodnotu koncentrace 0,197 mM.

Stejného vysledku jsme dosahli i grafickou metodou
(obr. 7).
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Obr. 5. Absorpéni spektrum tii riiznych koncentraci roztoku KMnOy; absorpéni maximum KMnOy4 — 525 nm, (1) ¢erna ¢ara— 1 mM
roztok KMnOy, (2) tmaveé Seda ¢ara — 0,5 mM roztok KMnOQy, (3) Seda ¢ara — 0,25 mM roztok KMnQO4
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Obr. 6. Kalibra¢ni kiivka — zavislost vystupniho napéti na
koncentraci KMnO,

Zavér

Hlavnim cilem této prace bylo vytvofit ucelové, ceno-
vé dostupné, komplexni, malé a pfenosné zafizeni pro
fotometrickd méteni. NaSe navrzené zafizeni je hlavné
urceno pro urcovani koncentrace vzorkl a vyuku fotome-
trickych principii na stfednich popt. zakladnich Skolach.
Diky své moduldrnosti je vyuzitelné ve vice aplikacich.
Vystupy méfeni mizou byt jak analogové (zobrazeni vy-
stupu na osciloskopu, multimetru), tak digitalni (zobrazeni
vystupu na PC ptes DAU jednotku). Pomoci naseho zafi-
zeni je mozné stanovit vSechny bézné latky, které absorbu-
ji ve viditelné a blizké UV oblasti. Je mozné stanovit kon-
centraci napf. roztokli méd’natych, Zeleznatych, zelezitych
iontl, hemoglobinu a bilirubinu, coz jsou latky bézné pou-
zivané v chemickych i biomedicinskych laboratofich. Musi
se vSak znat jejich absorpéni spektrum nebo aspon hlavni
absorpéni maximum, aby bylo mozné spravné vybrat
a pouzit LED diodu s pfislusnym emisnim maximem.

Clanek je podporen v ramci projektu Institut environ-
mentalnich technologii, reg. ¢. CZ.1.05/2.1.00/03.0100
podporovaného Operacnim programem Vyzkum a vyvoj
pro inovace, financovaného ze strukturalnich fondii EU a
ze stdtniho rozpoctu CR. Ddle je podporen projektem SGS
SP2013/35 ,, Biomedicinské inzenyrské systemy IX* a pro-
jektem TACR SCADA systém pro Fizeni a monitorovani
procesii v redlném case TA01010632. Cast clanku je pod-
porena také z projektu IT4 Innovation Centrum excelence,
reg. ¢. CZ.1.05/1.1.00/02.0070, podporeny z operacniho
programu ,,Véda a vyvoj pro inovace” podporend ze
strukturalnich fondit a Evropské unie a statniho rozpoctu
Ceské republiky.
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Photometry enables determination of a substance in
solution based on the absorption of monochromatic light.
A simple photometer was designed, which can serve for
teaching the principles of photometry and photometric
determinations. The designed photometer is small, com-
pact, modular, portable and inexpensive.



