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Teoreticka cast:

Spektrofotometr SPECORD 40

Spektroskopie je fyzikdlné-chemicka disciplina, ktera se zabyva
vznikem a vlastnostmi vSech druh( spekter, interakcemi mezi

hmotou a elektromagnetickym zarenim. Zkoum#d zavislosti absorpce, e

emise nebo rozptylu elektromagnetického zareni jako funkce vinové 15 A
délky nebo frekvence. Vysledkem zkoumani je kfivka zvana spektrum B /\
latky, jejiz interpretaci mlzeme ziskat informace o kvantité a kvalité 12 iy

zkoumanych latek. " ;
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UV/VIS spektroskopie a fotometrie jsou discipliny vyuZivajici i {

svétlo z UV oblasti (vinova délka 10-390 nm), viditelné oblasti us £ AN
(vinova délka 390-790 nm) a prilehlé infracervené e s / \
oblasti (vinové délka 770 nm-1 mm) ke zkoumani w2l 7 ‘--\_\ ’_},}// \
spektroskopickych viastnosti. e
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Spektrofotometrie je zalozena na interakci elektromagnetického zareni anteiin e
s analyzovanym roztokem, kdy je ¢ast zareni absorbovéna ¢asticemi Pfiklad absorp¢niho spektra

vzorku. Absorpci fotonu se méni energie molekuly a vznika excitovany

atom, kdezto ¢ast zareni projde roztokem a je nésledné detekovéna

pristrojem. Mnozstvi svétla propusténého, odrazeného nebo pohlceného jistou latkou je zavislé na vinové délce
zareni a na koncentraci zkoumané latky. Jelikoz je intenzita proslého svétla (lp) vzdy mensi nez intenzita svétla na
latku dopadajiciho (1), je zavedena veli¢ina transmitance (T) popisujici pravé toto zeslabeni. MiZe nabyvat hodnot
0 (veskeré zareni pohlceno) az 1 (veskeré zareni proslo; pri fluorescencnich latkdch mdze byt vétsi nez 1) a nékdy
se udava i v procentech:

T= |/|o

Ve spektrofotometrii se setkdvame dale také s veliCinou charakterizovanou zdpornym dekadickym logaritmem
transmitance nazyvanou absorbance (A). Absorbance je fyzikalni velicina, kterd zjednodusené receno
"vyjadruje schopnost molekul latky pohlcovat elektromagnetické zareni urcité vinové délky". Logaritmicka
funkce je ve vzorci pouzita z dlivodu exponenciélniho Gbytku intenzity svétla prlchodem latkou:

A=- |Oglo(|/|0)

Vysledkem spektrofotometrického méreni je tzv. absorpcni spektrum, které charakterizuje vlastnosti
prostredi. Jednd se o grafickou zavislost absorbance nebo energie na vinové délce. Zobrazené krivky jsou
charakteristické svym tvarem a polohou maxima. (Méreni absorpcnich spekter - viz Prakticka &ast -Uloha 1.)
Spektrofotometrie je zaloZzena na Lambert-Beerové zakoné, ktery popisuje vztah mezi koncentraci latky
v roztoku a jeji absorbanci:

A) = - log19(l/lg) = g).l.c = k.c

Vyplyvé z ného, Ze pfi dané vinové délice je absorbance pfimo Umé&rna koncentraci latky ¢ [mol.I'1] a tloustce
absorbujici vrstvy /[cm], tedy Sifce kyvety (obvykle 1 cm). Molarni extinkéni (absorpéni) koeficient ¢
[I.moll.cm™1] je konstanta Gmérnosti, kterd je specifické pro danou latku a vinovou délku. Jeho hodnoty
muzZeme zjistit z fyzikalné-chemickych tabulek nebo zméFenim absorbance roztoku o znamych
koncentracich a vytvoFenim kalibraéni k¥ivky (viz. Praktickd ¢dst - Uloha 2), ptipadné stanovenim
kalibra¢niho koeficientu.

Z tohoto vztahu rovnéz plyne, Ze pro méreni stejného analytu pfi stejné vinové délce a ve stejné kyveté
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mdzeme nahradit soucin (g,.1) konstantou k. Z namérené absorbance vzorku
a vypoctené konstanty klze poté urcit latkovou koncentraci nezndmého
vzorku: ¢, = A, /K.

Lambert-BeerQv zakon plati pri aplikaci monochromatického svétla, 0 1
konstantni délky kyvety, stejného rozpoustédla a konstantni koncentraci latky A -

béhem celého méreni. V praxi je platnost tohoto zdkona limitovana rozptylem c
svétla v disledku jemnych necistot ve vzorku, fosforescenci anebo

fluorescenci vzorku, malym mnozstvim prochazejiciho svétla pfi vysokych

koncentracich, zménami hodnot absorpcniho koeficientu a posunem \ ;
chemické rovnovahy zplsobenym vysokou koncentraci latky ve vzorku. ]

Dalsimi podminkami pro pouziti Lambert-Beerova zdkona jsou nizka
koncentrace latky (Fadové mensi nez 102 mol/l) a také, Ze studované latka se Absorpce svétla
neucastni chemické rovnovéahy.

Lambert-Beer(iv zékon nam v praxi pfi spektrofotometrickych méfeni umozfiuje zjistit neznamou
koncentraci roztoka latek. Ta se urcuje dvéma zpUsoby: metodou kalibraéni kfivky (viz Uloha 2) a metodou
standardniho pridavku.

= Metoda kalibra¢ni krivky je postup, kdy se zméri absorbance nékolika kalibra¢nich roztokd o rdznych
koncentracich, a to ve stejné kyveté a pri stejné vinové délce. Z pribéhu kalibraéni krivky mizeme ovérit
platnost Lambert-Beerova zdkona. Vyslednd zavislost by v idedlnim pripadé méla byt linearni,
prochazejici pocatkem - tzv. kalibracni prfimka. Tato metoda je ovsem pouzitelnd jen pro jednoduchou
matrici (napf. pitnou vodu).

= Metoda standardniho pridavku je postup, béhem kterého se zméfi absorbance neznamého vzorku A, a
pak se koncentrace latky ve vzorku zvysi definovanym pridavkem standardu a zméri se odpovidajici
absorbance roztoku. Touto metodou se da stanovit latka ve sloZité matrici (napf. v odpadni vodé), kdy
stanoveni metodou kalibracni kfivky by bylo pomérné slozité.

Vyuziti isosbestického bodu: Pokud latka, kterd ma urcité spektrum, se v priibéhu reakce méni na jinou
latku, kterd ma jiné spektrum, ale obé spektra se ¢aste¢né prekryvaji. Prikladem mohou byt spektra

NAD+ a NADH (stanoveni téchto koenzymU se vyuziva pri méreni aktivity rady enzym@ pomoci

tzv. Warburgova optického testu). V tomto pripadé jsou absorpéni maxima dostatecné daleko od sebe, takze
stanoveni jednotlivych forem koenzymu je jednoduché. UzZite¢nd vsak mize byt skute¢nost, Ze vdechna
spektra pro rtzné poméry NAD+/NADPH (pri konstantni celkové koncentraci) se kfizi. To je zplsobeno tim, ze
pfi vinové délce 281 nm ma NAD+ i NADH stejny extinkéni koeficient. Présecik spekter se nazyva isosbesticky
bod (z feckého woo¢ isos = stejny a oBevvuul sbennymi = zhdsim) a mérenim absorbance v tomto bodé
snadno zjistime celkovou koncentraci NAD+ a NADH, aniz bychom potrebovali znat aktualni pomér
koncentraci obou slozek.!]

Vyuziti v mediciné: Spektrofotometrie mozkomisniho moku se vyuziva v diagndze nahlych cévnich
mozkovych prihod predevsim pfi podezrfeni na krvaceni do subarachnoidalniho prostoru. Poskytuje informaci
o stari krvéaceni a o protrahovaném ¢i opakovaném krvaceni. Spektrofotometrické vysetieni mozkomisniho
moku ve viditelné ¢asti spektra umoznuje charakterizovat na zdkladé rozdilnych absorpcnich

maxim oxyhemoglobin, methemoglobin a bilirubin. Protoze pfri spektrofotometrickém méreni nedochazi k
poskozeni mérenych latek, vyuzivé se tato technika také velmi ¢asto v rliznych biochemickych experimentech
(napriklad s DNA/RNA a rliznymi proteiny), kdy tyto latky vétsinou neziskdvame ve velkych mnozstvich.

Spektrofotometry jsou technicky slozitéjsi a dokonalejsi pristroje plné ovladatelné pomoci pocitace pro
spektrofotometrickd stanoveni, které umoznuji vinovou délku monochromatického svétla libovolné nastavit
nebo mérit ¢ast absorpniho spektra v urditém Useku vinovych délek. Vyuzivaji se k méreni absorpcnich
spekter anebo ke stanoveni kvantitativnich méreni, ale umoznuji také méreni kinetiky jednoduchych, napriklad
enzymovych reakci. Nachazeji Siroké uplatnéni v oborech chemie, fyziky, biochemie, biologie i mediciny.

Spektrofotometry se déli podle poc¢tu paprskl na:

= Jednopaprskové spektrofotometry méri pouze vystupujici tok zareni, proto se nejprve musi provést
referen¢ni méreni rozpoustédla a teprve potom se mize méfit vzorek.

= Dvoupaprskové spektrofotometry méri jednim paprskem slepy vzorek, tzv. BLANK (rozpoustédlo bez
stanovované latky), zatimco druhym se méri zkoumany vzorek. Jednopaprskové spektrofotometry jsou z
konstrukéniho hlediska jednodussi a velikostné mensi a v nékterych pripadech se pfipojuji rovnou k
mikroskop@m.

Casti spektrofotometru:

phoLoresistos Cutput

1. Zdroj zareni - Zzarovka nebo halogenova lampa pro VIS

a deuteriova lampa pro UV oblast T* — | A 0260
2. Cocky a zrcadla - usmériuji paprsek svétla , SO amiter
3. Monochrométor - zafizeni propoustéjici pouze svétlo urcité Monozvomiser  Castte

vinové délky (vytvofi z polychromatického zareni Casti spektrofotometru
monochromatické); rozkladnym prvkem mdéze byt hranol nebo

optickd mrizka (pro viditelnou oblast spektra se nejcastéji

pouziva hranol ze skla)

4. Kyvetovy prostor - prostor pro vzorky v kyvetach; pouziva se sklenéna optika (pro VIS oblast),
kfemennd optika (pro UV oblast), solnd optika (pro IR oblast) nebo kyvety z plastu

5. Detektor - CCD kamera nebo fotodioda
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6. Vystupni zafizeni - software na analyzu dat

Na praktiku se pouziva Spektrofotometr SPECORD 40.Je to

Absorbini vineva | Barva abiorpeniho

jednopaprskovy spektrofotometr, ktery méfi v oblasti vinovych délek délka (nm) svétla Parvalide
190-1100 nm (pro 190-300 nm deuteriova lampa a pro 300-1100 nm {00432 Flavh Hukzeleal
halogenovéa lampa). Umozfiuje méfeni absorbanci v intervalu hodnot i e
A = (—3)-(+3). Lze ho ovladat z hlavniho panelu na pfistroji a také s ' —
pomoci programu WIinASPECT, ktery sou¢asné umoznuje S00- 360 Zelena Purpurovi
jednoduchou a rychlou analyzu dat. 560- 380 Zlutozelena Fialova

S80- 585 Modra
Roztoky se ndm jevi jako barevné, nebot absorbuji uréitou vinovou LS ] s e dplonamn Jrk
délku viditelného spektra. Barva roztoku je potom déna Lo Sy
komplementarni barvou k pohlcené barvé. Schopnosti pohlcovani Tabulka dopliikovych barev viditelného
urcitych vinovych délek elektromagnetického zareni ¢asticemi latky svétla

zndzorfiuje absorpcni spektrum latky. Na praktiku si vyzkousite

méreni absorpc¢nich spekter malachitové zelené a indigotinu

(indigocarminu). Malachitové zelen je organické barvivo temné zelené barvy, které se mimo jiné pouziva

k bakteriologickému barveni ¢i jako lokalni antiseptikum. Absorbuje v modré a ¢ervené oblasti spektra, a proto
se ndm jevi jako zelené. Indigotin (indigocarmin) je ndhrazka pfirodniho barviva indigo. Je to organické
barvivo, které absorbuje predevsim v ¢ervené oblasti spektra, proto se ndam jevi jako modré.

<mediaplayer width="500" height="300">https://www.youtube.com/embed/pxC6F7bK8CU</mediaplayer>

Prakticka cast:

Spektrofotometr SPECORD 40. Jednoparskovy spektrofotometr, ktery méri v oblasti vinovych délek 190-1100
nm (pro 190-300 nm deuteriova lampa a pro 300-1100 nm halogenova lampa). Umozhuje méreni absorbanci v
intervalu hodnot A = (-3)-(+3). Lze ho ovladat z hlavniho panelu na pfistroji a také pomoci programu WinASPECT,
ktery soucasné umoznuje jednoduchou a rychlou analyzu dat.

Malachitova zelen absorbuje v modré a Cervené oblasti spektra (oblasti viditeIného zareni).

Indigotin (Indigocarmin) absorbuje pouze v ¢ervené oblasti spektra (oblasti viditelného zareni).

Uloha 1: Mé&Feni absorpéniho spektra roztokd i D
malachitové zelené a indigotinu '

Ukolem prvni tlohy je zkoumat, jak latky absorbuji viditelné svétlo
(jejich absorbanci) v zavislosti na jeho barvé (vinové délce) a sestavit
graf této zavislosti (absorpéni spektrum). Tento graf nasledné
analyzujeme - stanovime vinovou délku, pfi které je namérena
absorbance nejvyssi, tudiz |atka elektromagnetické zareni absorbuje
nejlépe. Méreni je provadéno pro vinové délky v rozmezi 375-675
nm.

Ukladani soubort a jejich nazvy

VSechny soubory vytvorené béhem praktické ¢asti této Ulohy
ukladejte do adresare Praktikum_CZ (odkaz najdete na ploSe). Jako
nazev souboru vzdy uvadéjte nazev Vasi skupiny - prvnim znakem
je &islo Vaseho kruhu a druhym pak pismeno Vaseho tymu (napfr.
kruh 9 skupina C => néazev bude 9C).

Bezpecnostni upozornéni

* S roztoky pracujte v rukavicich, nevdechujte je ani
nepozivejte.

e Spektrofotometr je zafizeni citlivé na vihkost. S kapalinami pracujte
opatrné! Pri pripadném vyliti polity prostor okamzité osuste!
Chemikalie:

Roztoky KA4 a KB

Destilovana voda

Postup prace

1. Zapnéte spektrofotometr sitovym vypina¢em na zadni strané
pristroje

2. Zapnéte PC

3. Spustte program WInASPECT (START/PROGRAMY/WinASPECT/WinASPECT)

4. Po spusténi programu oteviete panel Measurement na hornim panelu a zvolte /nicialize device. Po potvrzeni
volby se objevi otdzka na pouziti UV lampy, kterou zamitneme. Spektrofotometr automaticky spusti inicializaci
a vnitrni kalibraci. Panel Settings

5. Po dokonceni inicializace nastavte parametry méreni. V nabidce Measurements zvolte moznost Set
Parameters. Objevi se panel nastaveni parametrd. Kliknete na New na panelu nastaveni parametrd.
Nastaveni parametru

V programu WIinASPECT nastavime parametry méreni. Interval méreni je 1 nm, co znamen4, Ze jsou
zaznamendany konkrétni hodnoty absorbance pro kazdou vinovou délku v nasem rozmezi s danym rozdilem
(pro 375, 376, ..., 675 nm). Rychlost méreni je 50 nm/s, tudiz méreni jednoho vzorku trvd pouhych 6 sekund.
Nékteré parametry jsou prednastavené. Pro spravné nastaveni méreni nastavte nasledujici:

Panel Settings: * V okné Title vyplite ndzev dle ndzvu Vasi skupiny (instrukce uvedené vyse).

o Funkce Cycle Mode deaktivovana vybérem moznosti None

ET ™ [ =
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o Funkce Display - vyberte moznost Absorbance

o Funkce Correction - vyberte moznost Reference

Panel Mode:

* V okné Meas. Mode vyberte moznost Scan Mode

» Nastaveni funkce Scan Mode nastavte nasledujici hodnoty:

o Range = 375- 675 nm (vybér Sirky sledovaného spektra)

o Delta lambda = 1 nm (vybér délky interval@ mérenf)

o Speed = 50 nm/s (vybér rychlosti méreni) (méreni jednoho vzorku
tedy trva jen 6s).

Po nastaveni parametr{ kliknéte na ikonu OK na panelu nastaveni méreni.
Objevi se okno moznosti ulozeni. Soubor uloZte do vyse uvedeného
adreséare pod ndzvem své skupiny. Po ulozeni zavrete okno nastaveni
méreni.

- 0 SPektrofotometr je nyni
Tl pripraven pro vlastni méreni.

Nyni je otevien
panel Measurement. Vyberte
moznost Serial measurement.

7.V programu WIinASPECT je
nyni aktivni oteviené okno Serial
Measurements. Pro nastaveni
parametrd méreni vyberte z
nabidky Editv panelu nastrojt
moznost Setup.

Panel Mode

Nastavte nasledujici parametry:

Panel Meassurement

e Panel General: Descriprtion:
zadejte nazev své skupiny.

 Panel Samples: Number of measurements: zadejte pocet vzork(
(v tomto pfripadé 2).

Cislo vzorku Nazev vzorku | Koncentrace
1 KA4
2 KB

8. Pfed mérenim vzorkl je nezbytné provést referenéni méreni pomoci
slepého vzorku, tzv. blanku (rozpoustédlo bez stanovované latky). Vzorky
- barviva - jsou rozpusténé v destilované vodé, proto pouZijte jako blank
destilovanou vodu. Do kyvety nalijte destilovanou vodu tak, aby jeji
hladina sahala do 1/2 kyvety (priblizné k vrcholu Gzké ¢asti). Pri méreni
vzorkd s r@iznou koncentraci je nejlepsi postupovat od nejzifedénéjsiho
roztoku po nejkoncentrovangjsi, nemusime pak vymyvat a vysouset — . —
kyvetu (napf. buni¢inou) po kazdém méfen. TREES /L'---’ff:'--
|

[ PoTvRZENT ZMEN

Kyvetu vzdy drzte za matné strany. Svételny paprsek prochazi
¢irymi stranami a jejich znedisténim (véetné otiskl prsti) muze
dojit ke zkresleni vysledkd méfeni. Proto kyvetu pfed méreni

otfete dosucha a souc¢asné setfete pripadné nedistoty a otisky prsta (napF. suchou bunié¢inou).

Serial Meassurement

9. Otevrete prostor na vkladani vzork(. Do drzdku na kyvety vlozte kyvetu s blankem(destilovanou vodou). Poté
zavrete dvirka prostoru pro vzorky. Kyvetu vklddame co nejtésnéji ke sténé drzaku, tak aby Cirymi
plochami mohl prochazet svételny paprsek. Dbejte, aby kyveta stala v drzaku kolmo!

Spektrofotometr je pristroj citlivy na vyliti kapalin. Pracujte proto opatrné. V pripadé vyliti kapaliny
opatrné vysuste polité misto!

10. Spustte referenéni méreni kliknutim na ikonu Reference v panelu nastroji okna Serial Measurement.
Spektrofotometr proméri absorpcni spektrum blanku.

11. Po provedeni referencniho méreni je spektrofotometr pripraveny pro méreni vzorkd. Méreni vzorkd spustte
kliknutim na ikonu Start. Do Cisté kyvety nalijte prvni vzorek (KA4) a umistéte kyvetu do drzdku kyvet (viz body 8 a
9). Pouzijeme nejkoncentrované;jsi roztoky barviv, protoze dle Lambert-Beerova zdkona je koncentrace primo
Uumeérna absorbanci, a tedy vysledna krivka spektra bude vyraznéjsi. Zavrete viko spektrofotometru a v programu
potvrdte vlozeni vzorku (,, OK*). Spektrofotometr proméri absorpéni spektrum prvniho vzorku.


https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Panel_Settings.png
https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Panel_Mode.jpg
https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Panel_Measurement.jpg
https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Okno_Serial_Measurement.jpg
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12. Po ukonceni méreni prvniho
vzorku vlozte do kyvety druhy
vzorek a opét potvrdte viozeni.

Rl i

B ;! €3 ke T L] "
Rbvmsis B £

SoUPRA D510 008 SEaN

13. Po zméreni vsech vzorkl se

o zobrazi tabulka obsahujici
L charns namérené hodnoty absorbance
-;.:':‘”:‘I.” pfi dané vinové délce

(panel Table) nebo grafické
zobrazeni hodnot v tabulce
(panel Grafic).

POTVREDIME
VLOZENI
VZORKLU

. | =l
Obrdzek k bodu ¢. 11

14. Kliknutim na moznost 7o
document na panelu nastrojd
okna Serial

measurements prevedte
vysledky do podoby dokumentu.
UlozZte jej pod ndzvem své
skupiny. Dokument umoznuje
prohlizeni hodnot v tabulce i
hodnot absorbance a
transmitance vztazenych

k vinové délce.

15. Urc¢ime ,idedIni” vinové délky
pro roztoky indigotinu a
malachitové zelené (vinové
délky, pfi kterych jsou jejich
namérené absorbance nejvyssi) a
absorpcni spektra vytiskneme.

‘ o le t
Obrazek k bodu ¢. 13

Uloha 2: Uréeni koncentrace neznamého vzorku a
Lambert - Beeruv zakon

Cilem druhé Ulohy je urcit nezndmou koncentraci roztoku jednoho
z barviv.Podle Lambert-Beerova zdkona je zavislost absorbance na
koncentraci v urcitém rozsahu koncentraci linedrni. Pfed mérenim
neznamych vzorkd je potrebné uréit koeficient tmérnosti. Proto
konstruujeme kalibraéni krivku pomoci méreni absorbance vzorkl o
zndmé koncentraci.

Postup prace:

Chemikalie:

Ctyfi roztoky indigotinu o réiznych koncentracich (roztoky KA1, KA2, KA3,
KA4), roztok o nezndmé koncentraci (NA).

Postup prace:

Kalibracéni krivka

islo vzorku Nazev vzorku Koncentrace [uM/I]

c
1
2 KA2
3
4
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I

Tisk obrazku
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Nejprve si sestavime kalibracni kfivku, kterd zobrazuje zavislost pristrojem namérené absorbance na koncentraci
roztoku. Pro jeji stanoveni potfebujeme Ctyri roztoky indigotinu o rliznych koncentracich (12,5, 25; 50, 100 uMyl).
Program na zakladé kalibra¢ni krivky vypocitd hodnoty potrebné pro vypocteni moldrniho extinkéniho koeficientu a

nakonec urci nezndmou koncentraci vzorku v kyveté.

1. V programu WiIinASPECT zvolte z nabidky Quant na panelu nastrojl
moznost Calibration.

2. Na obrazovce se zobrazi okno Calibration pro nastaveni parametr(
meéreni.

Plocha General:
* Nazev skupiny (Designations): ndzev Vasi skupiny
* Model regrese (Regresion Model): zvolte moznost: y = A + B*x

e VInova délka (WAVELENGHTI (nejvhodnéjsi spolecnd pro roztoky KA4 a
KB): zvolte na zdkladé namérenych hodnot v Ukolu 1.

* Jednotky koncentrace (Calibration Unit): zvolte podle jednotek
uvedenych na vzorcich

* Mérena veliCina (Ordinate): absorbance

« Sitka kyvety (Cell Pathlenght): zméftte $ifku kyvety

 Pocet standard( (No. of Standards): 4 pro KA

e Parameter file: 9C.par (priklad - 9 - devaty kruh, C - tym C)

3. Na panelu Mode z nabidky Meas. mode vyberte moznost Wavelenghts.
Vhodnou vinovou délku zvolite klinknutim na moznost Edit. Nasledné
napiste hodnotu vinové délky a pro potvrzeni opét kliknéte na ikonu Edit.
Kliknutim na ikonu OK se vratite do nabidky Calibration.

4. Po navratu do nabidky Calibration a zadani vyse uvedenych parametrd
klikneme na ikonu Standards.

5. Po kliknuti na ikonu Standards se otevre okno; vyplnte koncentrace
jednotlivych standardd v pfislusnych jednotkach.

Standard: vyplnte ndzvy standardd
Conc.: do prislusnych poli vyplite hodnoty koncentraci

Source: hodnota zadand automaticky

I Standards X
' X 2] |23
[1]4 Cancal Starl Fiafarenc: Statiztics
Standard |Emc |Soulce | A |
Slandard 1 0,091 Measure: SKUFINA CI [0.0000
[Slandsed2 | 0.0363 Measure: SKUFINA CI | 0.0000
Stndad3d 0.364 Measure: SKUFINA C |0.0000

Selected standard: Standacd 2 +7 [Delactivate
Messure: SKUFINA CISLO3O0C 0L & Souce

lkona Standards

Kalibra¢ni krivka indigotinu

L WinASPECT

Fil= Measurement EeTEV8 Daka handing Extras ‘Window Help

= Routine Concentration

Formula

Kalibrace

Ploha General

Specond 80 - ussied par (=X
v X O = H T &
DX Cwesl | Mew  Open  Save Sswear | Hebh P

Settings | Device Mode | Accessesses |

Mean. mode | Wanslerth =
Wavelenithi
[ Tisw | |
i3]
Intgration v 1] [0 =)

[inee 1arved

Edit - Panel Mode

6. Zmérte absorbanci referencniho vzorku (blank). Kyvetu naplnénou destilovanou vodou viozte do drzaku kyvet a

kliknutim na ikonu Reference provedte referencni méreni.

7. Kliknéte na ikonu Start a vlozte vzorek KA1l. Poté zmérte vzorky KA2, KA3, KA4 v poradi udaném v tabulce. Po

ukoncéeni méreni véech vzorkd kliknéte na ikonu OK.

8. Otevre se okno Calibration s grafickym zndzornénim kalibrac¢ni kfivky a rovnici regresni prfimky.

9. Soubor ulozte pres File a Save as pod ndzvem své skupiny. Kalibra¢ni krivku vytisknéte pres File a Print. Pri
kliknuti na Print se vam zobrazi okno Print - Calibration. V okne méjte zasSkrtnuté jenom prvni ¢tyri moznosti
(Calibratiion curve, Parameters, Standards a Statistics). Pokud je posledni moznost Audit trail zaskrtnuta, tak ji
odsSkrtnéte. Vlastni tisk spustite kliknutim na ikomu Print v okné Print - Calibration.


https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Kalibracni_krivka.jpg
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Kalibra¢ni kfivku je mozné ulozit i po kliknuti na ikonu 7o Conc.
Urceni koncentrace neznamého vzorku (pro vzorek NA)

10. Po uloZeni program automaticky otevre okno Concentration, které umoznuje stanovit koncentrace neznamych
vzork® na zékladé kalibra¢ni krivky.

11. Pro méreni koncentraci nezndmého vzorku vlozte vzorek v kyveté do

drzaku kyvet a kliknutim na ikonu Start (Meas.) pfistroj zméfi absorbanci a D
na zakladé koeficientl kalibra¢ni krivky vypocitd koncentraci nezndmého o )
vzorku. f oo S
I —
12. Po ukonceni méreni se hodnoty koncentrace zobrazi v tabulce. — 5
Cadlastion - Fie o_Li
Tabulka - méreni koncentrace neznamého vzorku [ 2
s e Koncentrace

Pasameters Concenlioliont | Calis ation Dista |
™ |$r-v'vw-v Jn.wrn

1 oo 1 ETNM1I0I0  G0E
H S e 2 MR NI E B8

[Pom veb ied vahm Joan it e |

Tabulka méreni koncentrace neznadmého
vzorku

13. UloZte dokument pod ndzvem své skupiny a hodnotu zmérené koncentrace si zapiSte do protokolu.
UloZeni dokumentu

14. Po ukonceni méreni pouzité kyvety oplachnete destilovanou vodou ze stricky.

Videotutorial

<mediaplayer width="500" height="300">https://www.youtube.com/embed/KXJ7gXPpoo0</mediaplayer>
Vypocet linedrni regrese

Nakonec pomoci rovnice kalibra¢ni kfivky (rovnice neboli modelu regrese) a zjisténé koncentrace vypocitame
teoretickou velikost absorbance vzorku, kterou porovname s absorbanci namérenou pfristrojem. Jednotlivé
koeficienty rovnice regrese interpretujeme a zhodnotime rozdil absorbanci.

y = a + b * x Linearni regrese

Vzorec obecné rovnice linearni regrese vychazi z Lambert-Beerova zakona. Obsahuje dvé proménné (x, y) a
dva regresni koeficienty (a, b). Obé proménné mizeme snadno nahradit veli¢inami z grafu kalibraéni krivky,
kterd nam vyjadruje zavislost absorbance na koncentraci. Tudiz x znamena koncentraci (c) a y absorbanci (A).

A=a+b*c

Nyni uz ndm jen zbyva vysvétlit si oba regresni koeficienty. Regresni koeficient a vyjadruje moznou
systematickou chybu méreni (pripadné odchylky zplsobené necistotami na stené kyvety apod.). Tim, Ze
predpokladame jeho existenci, tyto chyby "odfiltrujeme".

Linedrni ¢len b * c jiz odpovida "Cistému" Lambert-Beerovu zdkonu. Podle néj je absorbance roztoku rovna A
= g * I* ¢ . Koncentrace vystupuje v obou vyrazech, proto mlzeme fici, Ze koeficient regrese b se rovna
soucinu moldrniho extinkéniho koeficientu a Sifky kyvety. Tento prvek ndm v rovnici regrese vyjadruje
smérnici prfimky.

b=¢g*l.

Odtud uréime molarni extink¢ni koeficiente = b /1.

Musime vsak dat pozor na jednotky, nebot k koncentrace je uddna v mikromolech na litr (uMol/L), zaimco Sirku
kyvety mdme zmérenou v centimetrech.
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