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Abstrakt

Tato bakalarskd prace se zabyva re-
alizaci UV-VIS spektrofotometru pro
analyzu tekutin pomoci zarizeni STS-
UV Microspectrometer jako detektoru.
Abychom toto zafizeni mohli postavit,
museli jsme se seznamit s problematikou
optické spektrometrie, zejména moleku-
lové absorpéni spektrometrie v UV-VIS
oblasti. Teoreticka ¢ast prace shrnuje po-
znatky o zdkladnich fyzikalnich principech
spektroskopie, metodach spektrometrické
analyzy a k tomu potrebné instrumen-
taci. Vyuzitim veskerych nabytych zna-
losti, v praktické ¢asti navrhneme a rea-
lizujeme UV-VIS spektrofotometr a pro-
vedeme jeho testovani na vybranych te-
kutinach. Vystupem této prace je funkéni
spektrometricky pristroj, ktery umoznuje
provadét kvantitativni, pripadné kvalita-
tivni analyzu v UV-VIS spektralni oblasti.

Klicova slova: UV-VIS spektrometrie,
spektrofotometr, analyza tekutin

Skolitel: Ing. Adam Boufa, Ph.D.
Praha, Technicka 2, B2-s141b
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Abstract

This bachelor’s thesis deals with the real-
ization of UV-VIS spectrophotometer for
fluid analysis using STS-UV Microspec-
trometer as a detector. In order to con-
struct it, we had to get acquainted with
the problematics of optical spectrometry,
particularly with UV-VIS molecular ab-
sorption spectrometry. The theoretical
part of this thesis summarizes basic phys-
ical principles of spectroscopy as well as
spectrometric analytical methods and in-
strumentation. Using the acquired knowl-
edge we have designed and implemented
the UV-VIS spectrophotometer, that have
been tested on selected fluids afterwards.
The result of this bachelor’s thesis is a
functional spectrometric device that en-
ables qualitative and quantitative analysis
in the UV-VIS spectrum range.

Keywords: UV-VIS spectroscopy,
spectrophotometer, fluid analysis

Title translation: UV-VIS
spectrophotometer for fluid analisys
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Kapitola 1
Uvod

O prinosu spektrometrickych metod pro stale se rozvijejici svét kolem nas
nemuze byt pochyb. Méreni spekra hraje vyznamnou roli, napiiklad, ve vzniku
soucasné teorie stavby atomu a studiu sloZeni vzdalenych objekttd ve vesmiru.
V soucasné dobé se analytické techniky vyuzivaji prakticky ve vSech védéckych
oborech: v astronomii, chemii, mediciné, stejné jako v geologii, archeologii a
kriminalistice.

Abychom ruznéd meéfeni mohli provadét, pouzivame pristroj obvykle na-
zyvany spektrometr, jenz ma za ucel detekovat a vyhodnocovat dopadajici
zareni. Metodu spocivajici v hodnoceni absorpce analytu v ultrafialové a
viditelné (UV-VIS) oblasti spektra nazyvame spektrofotometrie. Odpovidajici
této technice pristroje jsou oznacovany jako spektrofotometry.

Cilem této prace je seznamit ¢tendre se zaklady molekulové absorpcéni
spektrometrii v UV-VIS oblasti, provest podrobnou resersi komponent spek-
trometrickych piistroji a na zdkladé ziskané informace navrhnout, realizovat
a overit funkénost UV-VIS spektrofotometru pro analyzu tekutin.






Kapitola 2
Zakladni fyzikalni principy

B 21 Elektromagnetické zareni

Elektromagnetické zareni definujeme jako pri¢né postupné vinéni. Sklada se z
elektrického a magnetického pole, jenz jsou neoddélitelné spjaté. Elektricka
slozka je predstavena vektorem intenzity elektrického pole E. Magneticka
slozka je tvorena vektorem magnetické indukce B. Vektory E a B jsou na
sebe navzajem kolmé a jsou navic kolmé ke sméru siteni viny.

Velic¢ina ktera popisuje amplitudu a smér siteni elektromagnetické viny se
nazyva Poyntingtuv vektor. Poyntingtv vektor svym smérem predstavuje smér
toku energie a svoji absolutni hodnotou - plosnou hustotu vykonu prenaseného
elektromagnetickym polem. Znac¢ime ho pismenem S, ma jednotku % aje

dén rovnici [

T
S=—-ExB=ExH (2.1)
Ho

kde konstanta jg = 47 - 1077 % je permeabilita vakua. [2] Mira silovych
uc¢inkt magnetického pole je popsana vektorovou veli¢inou, kterou nazyvame
intenzita magnetického pole. Oznacuje se pismenem H a mé jednotku %.

Plati, Ze obé slozky, elektrickd a magneticka, jsou ve fazi. To znamena, ze
oni nabyvaji svych nejvyssich hodnot ve stejném casovém okamziku. Jinymi
slovy, maji stejnou frekvenci v definovanou rovnici 2.2}

v=— (2.2)

kde konstanta ¢ = 3 - 10® ™ je rychlost svétla ve vakuu. [2] VInova délka A
je nejmensi vzdalenost mezi dvéma korespondujicimi body, tj. body které v
daném casovém okamziku jsou ve fazi.
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2. Zakladni fyzikalni principy

Electromagnetic Wave

Propagation
Electric Direction

—_—

Field (E)

Magnetic
Field (B}

Obrazek 2.1: Elektromagnetickd vina [36]

Rovnice 2.3| [2] udavéd vztah pro hustotu energie elektromagnetického pole,
pokud okamzité hodnoty elektrického a magnetického pole jsou respektivé E
a H:

1 1
W= We + Wy, = §€0E2 + §,u0H2 (2.3)

kde konstanta ey = 8.854 - 10712 % je permitivita vakua. Veli¢ina w je
energie, ktera je uloZena rovnomeérné mezi elektrickym a magnetickym polem
v jednotkovém objemu.

Nehledé na to, ze elektromagnetické zareni po celém spektru ma stejny
matematicky popis, obvykle rozdélujeme ho podle vinové délky. Hranice mezi
jednotlivymi druhy zareni nejsou ostré, ale souvisejici s nimi molekularni
procesy jsou zcela odlisné. Od nejvyssi do nejnizsi vinové délky rozlisujeme:

® Radiové zareni

Mikrovlny

Infracervené zareni

Viditelné svétlo

Ultrafialové zareni

Rentgenové zareni

Zéareni gama



2.2. Kvantova teorie a kvantovani energie
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Obrazek 2.2: Spektrum elektromagnetického zéfeni [3]

B 2.2 Kvantova teorie a kvantovani energie

Zavedené Isaacem Newtonem zakony klasické mechaniky byly velice tispésné
pouzity pti popisu chovani planet ¢i objektu, se kterymi se clovék setkava
bézné kolem sebe. OvSem, s rostoucim poctem experimentédlnich dat na konci
19. stoleti se ukazalo, ze klasickd mechanika selhdva pii popisu subatomarnich
castic.

Na zacatku 20. stoleti némecky fyzik Max Planck odvodil teorii zareni
c¢erného télesa a postuloval, ze atomy a molekuly mohou nabyvat pouze
diskrétnich hodnot energie. Toto omezeni se nazyva kvantovani energie. Na
prvni pohled to lezi v protikladu k kazdodennimu pozorovani jevi ve svété
kolem nas. Nicméné, je chybou fict, ze zakony kvantové a klasické mechaniky

jsou ve sporu. [6][7]

7 kvantového hlediska svétlo povazujeme za tok castic, které nazyvame
fotony. Kazdy foton mé energii hv, kde h = 6.626 - 10734 Js je Planckova
konstanta a v je frekvence. Energie, ktera je nutna pro prechod molekuly z
nizsi energetické hladiny E; do vyssi Eq je ddna vztahem [7]:

_ he

hv = T = E2 - E1 (24)

Pokud energie je emitovana ve formé zdfeni, rovnice 2.4|stale plati. Molekula
spadd na nizsi energetickou hladinu a vyzaruje foton o piislusné frekvenci.






Kapitola 3

Molekulova spektroskopie

Spektroskopie je oblast fyziky, kterd se zabyva studiem spektra elekromagne-
tického zareni. Pod timto pojmem si také muzeme predstavit obor, studujici
interakci mezi zarenim a hmotou. Spektroskopické metody jsou zalozené na
meéfeni absorbovaného, emitovaného nebo rozptyleného zareni. Spektrum
tedy predstavuje zobrazeni intenzity zareni v zavislosti na parametréch, které
charakterizuji energii fotonu.

Ruzné typy spekter maji nékteré spolecné vlastnosti. V emismi spektrosko-
pie molekula podléhé prechodu z vyssiho energetického stavu Fo do nizsiho Ef,
pricemz prebytek energie je emitovavan jako foton. Sledujeme tedy zavislost
toku emitovaného zareni na vinové délce.

Objektem absorpc¢ni spektroskopie je studium ¢isté absorpce dopadaji-
ciho zafeni. Rikdme ¢istd protoze uvazujeme skutecénost, ze pokud je analyt
ozarovan, probéhne nejen absorpce ale i emise. Detektor tedy méri rozdil
mezi absorbovanym a emitovanym zarenim. V tom pfipadé, kdy vinova
délka emitovaného zareni je odlisna od délky zareni excita¢niho, jedna se o
fotoluminiscencéni spektroskopie.

Po interakci zareni a vzorku muzeme sledovat zménu sméru toku fotonu v
dtsledku odrazu nebo pruzného rozptylu. Nékteré interakci vedou k nepri-
znému rozptylu, jindk receno, ke zméné vinové délky fotoni. V Ramanové
spektroskopii sledujeme zménu energetického stavu molekul prostrednictvim
pozorovani frekvenci fotont, rozptylenych molekulami. V ptipadé kdyz do-
padajici foton néjakou energie molekulé preda, a pak je pozorovan pri nizsi
energie, mluvime o Stokesové rozptylu. Naopak, pokud fotony od molekuly
energii prijiméaji, objevuje se zareni o vyssi frekvenci. Toto zafeni oznacujeme
jako anti-Stokestv rozptyl. Pokud je zareni rozptyleno bez zmény frekvence,
mluvime o Rayleighové rozplylu. [5] [6]

7



3. Molekulova spektroskopie

(@) (b) ()

excited
1 state
............................................................ virtual
state
=
20
Q
=]
o
vibrational ground
states ' state
Rayleigh scattering Raman scattering Raman scattering
(Stokes) (anti-Stokes)

Obrazek 3.1: Typy rozptylu [4]

Metody spektrometrie se da rozdélit podle riznych kritérii:

® 7 hlediska oblasti elektromagnetického zareni (ultrafialové zareni, vidi-
telné svétlo, infracervené zéreni atd.)

® 7 hlediska métici techniky (emisni, absorpéni, Ramanova atd.)
® 7 hlediska ¢éstic, které interaguji s zarenim (atomovd, molekulova)

V ramci této bakalarské praci pro nas ale nejvyssi vyznam bude mit
molekulova absorpéni spektrometrie v UV-VIS oblasti.

B 31 Absorpcni spektroskopie

Kazdy analyt je schopnen absorbovat elektromagnetické zareni na urcitych
vinovych délkach. Vyhodnotit absorpci mizeme tedy tim zpusobem, Ze po-
rovname intenzitu vnéjsiho zafeni pred a po pruchodu méfenym vzorkem.
Intenzita proslého zareni zavisi na latkové koncentaci ¢ a délce vzorku absor-
bujiciho analytu b. Podle Lambertova-Beerova ziakona:

A = ¢be (3.1)

kde € je molarni absorpéni koeficient, obvyklé mé jednotku L mol'em™.[7]

Transmitance T neboli propustnost je ddna vztahem:
1
=T

kde Iy je intenzita zareni pred interakci se vzorkem a I je intenzita proslého
zéreni (také se tomu fika zarivy tok). [7]

T (3.2)

8



3.1. Absorpcni spektroskopie

Absorbance A je logaritmicky vztazena k transmitanci:

I I
A=—1logT = —log — = log —> (3.3)

Iy I
Lambertuv-Beeruv zakon se také pouziva pro analyzu n-slozkové smeési.
Celkova absorbance je sou¢tem prispévkt vSech komponentil systému na

jedné vlnové délce [7]:
Ay =A1+As + ... + A, = e1bey + egbey + ... + gpbey, (3.4)

V skute¢nosti platnost Lambertova-Beerova zdkona muze byt omezena
kvili ¢astym odchylkdm od primé imeérnosti mezi absorbanci a koncentraci.
Nékteré odchylky jsou fundamentalni a predstavuji realni omezeni platnosti
absorpéniho zdkona. Kromé toho, nepresnost miuze byt zpusobena podmin-
kami experimentu, napiiklad:

® Lambertiv-Beertuv zakon plati vyhradné pro méfeni s monochromatickym
zdrojem zareni. Polychromatické zdroje zafeni se pouzivaji v kombinaci
s mfizkou nebo filtrem.

® Nastaveni vinové délky je nutno provadét s vélkou presnosti, nebot
dokonce i mald chyba miize zpiisobit zna¢nou nepresnost v stanoveni
absorpce. Nejlépe proto je zvolit vlnovou délku v maximu absorpcéniho
pasu, v némsz je nejmensi zména molarniho absorpéniho koeficientu.
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Obrazek 3.2: Utinek polychromatického zafeni na platnost Lambertova-Beerova
zékona [8]



3. Molekulova spektroskopie

Dalsi nepresnosti mohou byt vyvolany vlastnostmi analytu, naptiklad:
B Vzijemna interakce slozek analytu
m Ucast v asociaci, disociaci nebo reakei s rozpoustédlem

® Zména indexu lomu v zavislosti na koncentraci.

Absorpéni spektrum je zavislost absopbance piipadné transmitance na
vlnové délce nebo na jinych parametrech dopadajiciho zareni. Graf molarniho
absorp¢niho koeficientu € jako funkci vinové délky je nezavisly na koncentraci.
Kazdéd molekula ma sviij priznac¢ny spektrum a to se pouziva k identifikaci
zkoumaného vzorku.

Atomova absorpéni spektra maji ¢arovy charakter, tj. jednotlive prechody
se ve spektru projevuji jako velmi uzké cary. Naptiklad, kdyz ozarime néjaké
medium s atomy plynu polychromatickym zarenim, tak vysledné absorpéni
spektrum bude tvoreno velmi tizkymi izolovanymi liniemi. Pfechody mezi
dvéma ruznymi orbitaly nazyvame elektronové prechody. Mereni atomovych
absorp¢nich spekter jsou instrumentalné slozité, k tomu se pouzivaji velmi
uzké monochromatické zdroje zareni.

Molekulova absorpéni spektra jsou tvorend pasy, které se ¢asto vzajemné
prekryvaji. V molekulach se kromé elektronovych prechodu projevuji vibraéni
a rotacni prechody diky vétsimu poctu energetickych hladin. Vibra¢ni stavy
souviseji s chemickou vazbou ktera spojuje atomy do jedné molekuly. Ve
dojde k elektronovému prechodu, za¢nou na jadra pusobit jiné sily a ty
budou vibrovat kolem svych novych pozic rovnovahy. Vibra¢ni a rotacni
strukturu spektra elektronovych prechodu mtzeme pozorovat jen v plynném
stavu. Rozdil energie mezi vibra¢nimi stavy je podstatné mensi nez mezi
elektrickymi hladinami. U plynt miiZeme také rozlisit jemnou strukturu
rota¢nich prechodi. Celkova energie F souvztazena s jednou molekulou je
déana vztahem:

B = Eelektronové + Evib'raéni + Erotaéni (35)

kde Egjertronova j€ energie prechodu elektront na excitovanou elektronovou
hladinu, Eyiprecni je energie atomovych vibraci molekuly, E,oiqeni je energie
souvztazena s rotaci molekuly kolem svého gravitacniho centru. [5][6][7][20]

Bl 3.1.1 Molekulava absorpéni spektroskopie v UV-VIS oblasti

Absorpce v ultrafialové (UV), viditelné (VIS) a infracervené (IR) oblasti
spektra je Siroce pouzivana k identifikaci oranickych, neorganickych a bio-
chemickych latek. UV-VIS absorpé¢ni spektroskopie je jedna z nejbéznéjsich
technik kvantitativni analyzy v chemickych a klinickych laboratorich.
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3.1. Absorpcni spektroskopie

Molekulova absorpéni spektrometrie v UV-VIS oblasti je spojena s prechody
valen¢nich elektront na excitovanou elektronovou hladinu. Mezi molekulovymi
orbitaly jsou ale povolené pouze vybrané prechody.

Energy

ﬁ n.'* [anti-bonding)

o* (anti-bonding)

N (non-bonding)

7T (bonding)

O (bonding)

Obrazek 3.3: Diagram elektronovych piechodu [9]

Rozlisujeme zékladni 4 typy elektronovych prechodi:

Prechody o — o* predstavuji nejvétsi rozdil energie mezi vazebnymi a
antivazebnymi elektrony. Diky tomu se v absorpcénim spektru projevuji
ve vakuové UV oblasti (pod 180 nm). Prakticky nepouzivané vzhledem
ke kratkym vlnovym délkam (nutno pracovat ve vakuu).

Prechody n — o muzZeme pozorovat ve slouceninach obsahujici neva-
zebné elektrony, napriklad atomy N, S, Br, I (kolem 200 nm).

Prechody m — 7% vyskytuji u funkcnich skupin obsahujicich 7 elektronu,
napt. konjugované systémy dvojnych vazeb. Polohy absorpéniho maxima
se s rostouci konjugaci dvojnych vazeb posouvaji k vétsim vinovym
délkam.

Prechody n — m+ objevuji se ve spektru pro elektrony nevazebnych
elektronovych part, napr. karbonylova skupina. Energie prechodu n — 7
je silné ovlivnéna typem atomu nesoucim elektronovy par. [5][20]
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Kapitola 4

Instrumentace v optické spektrometrii

Zéakladni ¢asti pristroju pouzivanych pro spektroskopickd métfeni v UV-VIS a
IR oblasti jsou si velmé podobné. Tyto ¢asti jsou oznacovany jako optické
pristroje i presto, ze lidské oko detekuje pouze zareni ve viditelné oblasti.
Zakladni ¢asti spoleéné pro absorpéni, emisni a luminiscenéni méfeni jsou:

8 Zdroje zareni

® Disperzni soustavy
B Kyvety

8 Detektory zareni

® Jednotky pro zpracovani elektrického signalu

z slit
Collimator
(Wavelength selector) Detector
m (Photocell)
— = A s
‘ ‘ — g ‘ I lo I
i | Digital Display
Monochromator Cuvette
Light Source (Prism of Grating) (Sample solution)

Basic Instrumentation of a Spectrophotometer

Obrazek 4.1: Spektroskopické piistrojové vybaveni [10]

B 21 Zdroje zareni

Zdroje zareni obecné musi spliiovat dvé podminky. Prvni je casova stabilita
emitovaného zareni. Druha je dostatecné velka intenzita v pozadované oblasti
vlnovych délek. Tyto pozadavky splnuje velké mnozstvi raznych zdroju, z
nichz se omezime na ty nejcastéji pouzivané v UV-VIS spektrometrii.
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4. Instrumentace v optické spektrometrii

B 4.1.1 Zdroje zafeni v UV-VIS oblasti

® Wolframové zarovky

Emituji pii teplotach kolem 3000 K spojité zatfeni v rozsahu 350 az 3500
nm s maximem intenzity v blizké IR-oblasti (= 1200 nm). Vyuzivaji se
pro spektrometrickd méreni ve viditelné (pfipadné blizké infracervené)
oblasti spektra. [5][7]
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Obrazek 4.2: Emitované spektrum wolframové zarovky [11]

® Halogenové zarovky

Halogenova zarovka je specidlni zarovka, kterda spolu s wolframovym
vldknem obsahuje také slouc¢eninu halového prvku (nejcéastéji jodu), uza-
vienych v batice z kfemenného skla. Tato zarovka ma oproti bézné zarovce
vyssi teplotu vldkna a tedy vyssi intenzitu zativych toku. Kiemenné sklo
na rozdil od kremicitého propousti ultrafialové zareni a to od vlnové
délky cca 240 nm. [5][7]
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Obrazek 4.3: Halogenové zarovky [13]
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4.1. Zdroje zareni

® Xenonové vybojky

Jako altenativni zdroj zafeni se pouzivaji xenonové vybojky, které po-
kryvaji celou UV-VIS spektralni oblast (190 az 1000 nm). Zarivy tok se
vytvari vznikem vyboje mezi dvéma elektrodami, které jsou uzaviené v
bance z kiemenného skla naplnéné inertnim plynem (xenonem). [5][7][20]

8 Deuteriové a vodikové vybojky

Jako zdroj spojitého zareni v UV-VIS oblasti se pouzivaji deuteriiové
a vodikové vybojky. Produkuji zarivy tok v spektralnim rozsahu 160-
380 nm. Césto se pouzivaji v kombinaci s jinymi zdroji pro pokryti
celého UV-VIS spektra. V soucasnosti se deuteriové vybojky vyuzivaji
vice nez vodikové jelikoz maji mnohem vyssi intenzitu zareni. Sestavaji
ze kovové elektrody a oxidem pokrytého vlakna mezi nimiz probiha
elektricky vyboj. Vybojem dochazi k excitaci molekuly deuteria D», jeji
naslednému stépeni a emisi fotonu o prislusné vlnové délky. [5][7][20]

Obrazek 4.4: Deuteriovd vybojka [12]

Vyse uvedené zdroje produkuji spojité zareni v sirokém spektralnim rozsahu,
avsak ve spektrometrickych mérenich se také pouzivaji ¢arové zdroje zareni.
Produkuji omezeny pocet uzkych spektralnich éar. Jsou to napiiklad:

® Rtutové vybojky (maji prevlddajici emisni ¢adru na 254 nm). [7]

® Vybojky s dutou katodou

Nejcastéji pouzivanym zdrojem primarniho zareni v atomové absorpcéni
spektrometrii je vybojka s dutou katodou (angl. hollow cathode lamp).
Duta valcova katoda je vyrobena z ¢istého kovu, k jehoz stanoveni se
vybojka pouziva. V piipadé kovt s vysokou teplotou tani miize byt katoda
vyrobena z jiného materidlu pokrytého tenkou vrstvou stanovovaného
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4. Instrumentace v optické spektrometrii

prvku. Anoda se obvykle vyrabi z wolframu nebo jiného kovu s vysokym
bodem téni. Vybojka je plnéna inertnim plynem (argon, neon) o tlaku
100-200 Pa. Mezi katodou a anodou vlozenim napéti dochézi k ionizaci
plynu. Kationy plynu bombarduji povrch katody s energii dostate¢nou k
uvolnéni atomi kovu a tim vytvari oblako atomi. Tento proces se nazyva
rozprasovani. Atomy kovu nachdzejici v excitovaném stavu vyzaruji foton
a postupné se vraceji zpét do zakladniho stavu. [5][7][20]

hv
T (TWINDOW
1+——(2)GRADED GLASS SEAL
——(3)BULB
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Obrazek 4.5: Schéma vybojky s dutou katodou [14]

8 Bezelektrodové vybojky

Bezelektrodova vybojka (angl. electrodeless-discharge lamp) produkuje
uzké spektralni ¢ary s intenzitou o jeden rad vyssi nez vybojky s dutou
katodou. Tato vybojka se skladd z uzavirené trubice naplnéné vhodnym
mnozstvim stanovovaného prvku nebo jeho halogenidu ve smési s inert-
nim plynem. Okolo trubice je navinuté civka, kterd generuje intenzivni
radiofrekvenc¢ni nebo mikrovlnné zareni. Pisobenim elektromagnetického
pole se urychluji ionty plynu a dochézi k excitaci atomu kovu. Bezelek-
trodové vybojky se vyuzivaji predevsim pro prvky, jejichz emisni ¢ary
jsou v oblasti pod 220 nm (napt. selen, arsen). [5][7][20]

® Lasery

Lasery (z angl. Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation)
maji radu specifickych charakteristik, které umoznuji jejich vyuziti ve
vyzkumnich projektech. Produkuji monochromaticky, koherentni, uzky
svazek s vysokou intezitou zareni. Princip laseru spociva v zesilovani
optického zafeni. Prvni podminkou je, aby vyssi energetickd hladina
byla obsazend vice nez nizsi energetickd hladina. V termodinamické
rovnovaze to plati pravé naopak, a proto musime dosahnout popula¢ni
inverze, tj. takového stavu kdy se do vyssiho energetického stavu dostalo
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4.1. Zdroje zareni

vice molekul. Splnime-li tuto podminku, pak bude system chovat jako
zesilovac optického zareni. Prostiedi s populac¢ni inverzi oznacujeme jako
aktivni prostredi.

Ve skutecnosti lasery potfebuji minimalné tii nebo 1épe ¢tyti energetické
hladiny k dosazeni populac¢ni inverze. Proces se oznacuje jako buzeni
(z angl. pumping) a dosahuje se pusobenim elektromagnetického zafeni,
chemickou reakci nebo vyuzitim elektrického proudu. V ptipadé t¥ihladi-
nového laseru elektrony jsou buzenim excitovany do prechodniho stavu
2, nezarivym prechodem zapliuji metastabilni (s dostatacné dlouhou
dobou zivota) hladinu 3 a mezi hladinami 3 a 1 se ustavuje popula¢ni
inverze.

Pumped state Pumped state
2 r 2
3
3 L) Metastable state
4 Metastable state
"’
Pump __,::.f Pump LASER
i
// LASER 4
i
ry
."'I-"II.l
.f'J-“"
1 U 1 .
Ground state Ground state
3-Level LASER 4-Level LASER

Obrazek 4.6: Trihladinovy a ¢tythladinovy laser [15]

Toto schema je nevyhodné tim, zZe laserovy prechod konéi v zakladnim
stavu, ktery je vzdy silné obsazeny. Proto potiebujeme bud vétsi energii
buzeni nebo pouzijeme ¢tyrhladinové usporadani, ve kterém nad zaklad-
pocatku, a tedy pfi mensim buzeni dojde k populac¢ni inverzi mezi hladi-
nami 3 a 4. Kromé toho, populac¢ni inverzi mizeme udrzet za podminky
rychlého vyprazdnéni dolni laserové hladiny 4. Diky tomu ¢tyrhladinové
schéma je vhodné pro spojité pracujici lasery.

Existuje velké mnozstvi dostupnych typu lasert, které se dé rozdélit
podle nékolika kritérii. Podivame se na nékteré typy lasert lisicich se
materidlem aktivniho prostredi. [5][6][7]]20]

Pevnolatkové lasery

Pevnolatkové lasery predstavuji skupinu s fadou pouzitelnych cha-
rakteristik. Maji kompaktni rozméry, vysokou hustotu aktivnich
castic a dobrou laditelnost vystupniho zareni. Mezi lasery s pev-
nolatkovym aktivnim prostredim patii napt. rubinovy laser, jehoz
aktivnim mediém je krystal Al;O3 (korund) s pifmesi Cr3+. Nej-
rozsitenéjsi pevnolatkové lasery soucasnosti jsou Nd:YAG lasery.
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4. Instrumentace v optické spektrometrii

Emituji zafeni v NIR (blizké infracervené oblasti) ale mohou také
generovat zafeni o vlnové délce 532 nm. [6][7]

Plynové lasery

Dalsi skupinu tvori plynové lasery, které jako aktivni prostiedi maji
smés plynovych komponent, z nichz pouze jedna je aktivni. Bézné
pouzivany je He-Ne laser, jehoz buzeni probiha mezi hladinami
neonu, helium slouzi k vytvoreni elektrického vyboje. Emituji zafeni
o vlnové délce 633 nm, coz odpovida cervené barvé viditelného
svétla.

Argonovy iontovy laser jako aktivni medium obsahuje argon, kterym
prochazi elektricky vyboj. Ionty Ar?T a Art pfechodem na nizsi
energetickou hladinu emituji tvrdé ultrafialové zafeni o 72 nm.
Kromé toho se ve spektru projevuji emisni ¢ary o 488 a 514 nm.

Dusikovy laser pracuje v pulsnim rezimu a ma velkou ucinnost
stimulovaného prechodu. Generuje zareni o vlnové délce 337 nm,
coz odpovida blizké ultrafialové oblasti.

Obrazek 4.7: Dusikovy laser MNL 330 [16]

Excimerové lasery pouzivaji smés dvou vzacnych plynu, ve kterych
elektrickym vybojem vznikd takzvany excimer. Excimer je spojeni
dvou atomu do molekuly, kterd okamzité po vyzareni disociuje. Mezi
excimerové lasery patfi napriklad XeCl* laser generujici zdfeni o
308 nm., KrF* laser s vlnovou délkou 249 nm. nebo ArF* laser s
vlnovou délkou 193 nm. [6][7]

Polovodicové lasery

Polovodicové lasery jsou zalozeny na vytvoreni populacni inverze
na rozhani p-n polovodicové diody. Tento typ lasertt ma vysokou
ucinnost a miniaturni rozméry v porovndni s jinymi laserovymi
zdroji. Generuji zafeni pfevazné v NIR oblasti a maji nejvyssi
uplatnéni v Ramanové spektroskopii. [6][7]
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4.2. Detektory zareni

B a2 Detektory zareni

Detektory zareni slouzi k detekci zarivého toku propusténého nebo emitova-
ného vzorkem. Tyto zafizeni detekuji a prevadi energii zafeni v jinou formu
energii. Dnes je to nejcastéji energie elektricka, protoze lze je velice presné
mérit a pak zpracovavat. Idealni detektor musi spliiovat nasledujici podminky:

B Vysoka citlivost, tj. schopnost detektoru reagovat na malé zatrivé toky.

® Siroky pracovni rozsah, tj. rozsah vinovych délek, ve kterych detektor
poskytuje vyznamnou odezvu na dopadajici zafeni.

® Nizkd uroven elektrického Sumu. Sumem nazyvimé nezadouci ¢asové
proménny signal, jenz detektor poskytuje i bez ozarovani. Mize byt
zpusoben napriklad nahodnymi vlivy indika¢niho obvodu. Pomér stredni
hodnoty vystupiho signdlu k smérodatné odchylce Sumu oznacujeme
zkratkou SNR (angl. signal-to-noise ratio).

Vystupni veli¢inu S (obvykle napéti nebo elektricky proud) vyjadiujeme
vztahem

S =kl (4.1)

kde k je citlivost detektoru, tj. odezva detektoru na jednotkovy dopadajici
zérivy tok I. [7]

Existujé rizné typy detektori pouzivanych ve spektrometrickych mérenich.
Ty se da rozdélit podle mnoha kriterii, pro nase tucely ale bude vhodnéjsi
vydélit dvé zakladni skupiny [5][7][20] :

8 Fotonové detektory

Princip teto skupiny detektori je zaloZen na fotoelektrickém jevu (emi-
tace elektroni povrchového materidlu v dusledku dopadu fotoni) nebo
také na fotovodivosti (excitace elektronu do vyssiho energetického stavu
zpusobujici vodivost materidlu). Fotonové detektory se bézné vyuzivaji k
detekci zateni v UV-VIS a NIR oblasti, proto se na né nize zaméiime.

8 Tepelné detektory

Detektory teto skupiny méfi zménu teploty materidlu (nékdy zménu
objemu plynu) v dusledku absorpce elektromagnetického zareni. Patii sem
naptiklad pyroelektrické detektory, termoclanky a bolometry. Jelikoz
tepelné detektory pracuji pouze v IR oblasti, nemaji pro nase ucely
prakticky vyznam.

B 4.2.1 Detektory zafeni v UV-VIS oblasti

® Fotondasobice

Fotonasobice jsou zalozeny na vnéjsim fotoelektrickém jevu. Jejich kon-
strukce se sklada z fotokatody, anody a serii dynod, umisténych uvnitt
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4. Instrumentace v optické spektrometrii

kifemenné nebo sklenéné barky. Dopadem fotonu na fotokatodu se z ni
uvolnuji elektrony, které pak vyrazeji sekundarni elektrony z povrchu
dynody. Urychlovacim napétim (kolem 90-100 volti) pokracuji sekun-
darni elektrony k dalsi dynodé. Mezi katodou a anodou vznika elektricky
proud, ktery je pak elektricky zesilen a zpracovan. Vysledné zesileni
obvykle byva 10% nebo vyssi. Materidl fotokatody je nejéastéji bud z
oxidu Ag-O-Cs (UV-VIS-NIR oblast, vysoky Sum), ze slou¢eniny dvou
alkalickych kovi (angl. bialkali), napt. Sb-Rb-Cs a Sb-K-Cs (UV-VIS
oblast, vysoka citlivost, nizky Sum) nebo ze slouceniny tiech alkalickych
kovi (angl. multialkali), napt. Na-K-Sb-Cs (UV-VIS-NIR oblast).[7][20]
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Obrazek 4.8: Fotondsobi¢e spole¢nosti Hamamatsu [17]

8 Kremikové polovodic¢ové detektory

Princip ¢innosti polovodi¢ovych detektora je zalozen na vnitfnim foto-
elektrickém jevu. Patii sem napriklad:

Kremikové fotodiody

Spojenim polovodi¢i typu p (prevladaji nosice kladného naboje) a
n (prevladaji nosice kladného nédboje) vznika takzvany p-n pfechod,
na némz jsou zalozeny fotodiody. Kremikova fotodioda je zapojena
v zadvérném sméru, coz znamend, ze jeji p-konec a n-konec jsou
pripojeny prislusné k zapornému a kladnému polu napétového zdroje.
Zapojeni v zavérném sméru umoznuje pouziti diody jako detektoru
zarivého toku. Fotony z UV-VIS oblasti pfi dopadu na rozhrani p-n
prechodu generuji volné nosice naboje. Tyto nosice vytvari proud,
jehoz velokost je pfimo umeérna zarivému toku. Kfemikova fotodioda
ma pracovni rozsah 190 az 1100 nm. [7][20]
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Obrazek 4.9: Zapojeni fotodiody do obvodu [18]

Detektory s diodovym polem

Detektory s diodovym polem (angl. diode-array detektors) predsta-
vuji spojeni mnoha kifemikovych fotodiod na jediném mikrocipu.
Mezi vyhody téchto detektoru patii kompaktni rozméry (v fadé
jednotek mm) a velmi rychld odezva, avsak v porovnani s fotondso-
bi¢i maji nizsi citlivost. Nachézeji uplatnéni ve spektrofotometrii,
skenerech a polohovych senzoréch. [7][20]

Detektory CTD

Detektory CTD (angl.charge-transfer device) jsou plosné detektory,
které poskytuji informaci o spektru ve dvou dimenzich. Jednotlivé
detekéni elementy jsou na ¢ipu umistény ve fadcich a sloupcich. Maji
vysokou kvantovou tcinnost, nizky Sum a pokryvaji celou UV-VIS
oblast (0,1 az 1100 nm.). V soucasnosti se uplatnuji v mikrosko-
pii, optickych dalekohledech a dalsich zobrazovacich technologiich.

711200

B 4.3 Selektory vinovych délek

Spektrometry v ultrafialové a viditelné oblasti spektra jsou obvykle vyba-

veny dispenznim nebo nedisperznim systémem, jenz je zakladni optickou

soucasti pristroju. Tento systém se sklada z jednoho ¢i vice prvku, které slouzi
k prostorové separaci zareni o urcité vinové délce. Diky tomu se vyrazné
zlepsuje selektivita a citlivost spektrometru. Kromé toho, vybérem uzkého
spektralniho pasma snizujeme riziko odchylky od Lambertova-Beerova zédkona.
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4. Instrumentace v optické spektrometrii

U kvalitnich pristroju je toto spektralni pasmo tak uzké, ze zafeni povazujeme
za monochromatické.

B 4.3.1 Monochromatory

Monochromator je disperzni pristroj vybaveny difrakéni mrizkou a vyuziva se
k rozlozeni polychromatického zareni na jednotlivé vinové délky. Sklada se s
vstupni Stérbiny, difrakéni miizky (v starsich pristrojich se pouzival hranol) a
vystupni Stérbiny. Rotaci miizky muzeme ménit vilnovou délku prochazejici
vystupni stérbinou. Efektivni sitka pdsu udava rozmezi vlnovych délek na
vystupni stérbiné. Tato hodnota pohybuje kolem 20 nm pro levnéjsi a kolem 1
nm pro drazsi pristroje. Diky jednoduchosti se kterou muzeme ménit vinovou
délku jsou pristroje s monochromatorem vyuzivané ke snimani spekter na
konstantich vinovych délkéach.

input slit S

Obrazek 4.10: Monochromator typu Czerny-Turner vyuzivajici difrakéni mrizku

21]

Kvalitu monochromatoru popisuji 4 zakladni parametry:

B Spektralni cCistota
Popisuje jak je vystupujici svazek ovlivnén zarenim, které neodpovida
nastaveni pristroje. Pri¢inou tohoto zareni muze byt parazitni zareni
nebo rozptyl zareni (napf. zpusobeny prachem v monochromatoru).

® Disperzni charakteristika
Popisuje disperzni schopnost difrakéni mrizky. Pro uhlovou disperzi
miizky D, plati [5]:

ag |m|  sina + sing

Da:ﬁ:dcosﬁ_ Acos 8

(4.2)
kde « je tihel dopadajiciho a § uhel difraktovaného paprsku vzhledem k
normale mrizky, A vlnova délka, d mrizkova konstanta a m rad difrakce.

® RozliSeni monochromatoru

Rozliseni A\ je ddno dvojnasobkem geometrické spektralni sitky svazku:

AN =254 = 2Rqw (4.3)
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4.3. Selektory vinovych délek

kde R; je rozliseni monochromatoru a w je sitka Stérbiny. [5]

® Opticka propustnost

Tok zareni prochézejici vystupni stérbinou je umérny ¢tverci geometrické
sirky Stérbiny w?.

Difrakéni mrizky v modernich monochroméatorech sestavaji z optického
lesténého povrchu, do kterého jsou specidlnim nastrojem vyryty husté a
soubézné orientované vrypy. Pro UV-VIS oblast nejbéznéjsi hustota vrypi je
1200-2400 na 1 mm. [5][7][20]

B 4.3.2 Polychromatory

Polychroméator obsahuje vétsi pocet vystupnich stérbin, coz umoznuje pro-
vadét méfeni pti vétsim poctu vinovych délek soucasné. Typicka konstrukce
polychrométoru je zalozena na Rowlandové kruhové montézi. Nachézeji uplat-
néni v emisni spektroskopii. [5][7]

B 4.3.3 Filtry

Filtry zareni slouzi k izolaci urc¢itého pasu vinovych délek. Rozlisujeme dva
zakladni typy filtri, absorpcni a interferencni filtry.

® Absorpcni filtry

Absorpéni filtry jsou levnéjsi nez interferenéni filtry ale jejich funkénost se
omezuje jen na oblast viditelného zafeni. Jsou to nejcastéji obarvena skla,
které propoustéji zareni pozadované barvy a absorbuji vinové délky jinych
barev. Maji znac¢nou polositku (50 az stovky nm). Opakem takovych
filtra jsou "notch'filtry, které absorbuji zareni jen v uzkém intervalu.
Spektralni pasy absorpcnich filtru jsou obyklé od 30 az po 250 nm,
pri¢emz se zménsovanim intervalu klesd i trasmitance. [5][7]

#8 Interferencni filtry

Interferencni filtry se pouzivaji v UV-VIS-IR oblasti az do vlnové délky
14 pm. Na rozdil od absorpc¢nich filtra propoustéji zarivy tok o vyssi
intenzité, nejsou omezeny jen na VIS oblast a maji uzsi sitku propusténého
pasu. Ve téchto filtrech je mald mezera mezi odraznymi plochami vyplnéna
transparentnim dielektrikem s malym indexem lomu. Tato vrstva je
oboustranné potazena kovovym filmem. VInova délka propousténého
interferenc¢nim filtrem A, zafeni se pocita podle vzorce:

2tn

)\max =

(4.4)

kde t je tloustka dielektrika, n je index lomu dielektrika a n je tad
spektra. [7]
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4. Instrumentace v optické spektrometrii

Vyhody fitri spoc¢ivji v jejich jednoduchosti a nizké cené. Nevyhodou je
ze filtr izoluje pouze jeden spektralni interval. Pro méreni v jiném rozmezi
vlnovych délek je tedy potteba filtr vyménit. Pouzivaji se ve spektrometrech
kde neni tfeba ¢asto ménit vlnovou délku. [5][7]

Light beam

Reflections

7

Coatings

Different coating thicknesses
with A/4 and different
refraction indices

© Vison-Doctor.com Le ns glass

Outgoing
light beam

Obrazek 4.11: Princip interferen¢niho filtru [22]

B a4 Kyvety

Spektrometrickd méteni vzorkl se provadi ve specialnich nadobéach, které
nazgyvame kyvety. Existuje velké mnozstvi komercéné dostupnych kyvet pro
absorp¢ni spektrometrii v UV-VIS oblasti. Mohou se lisit podle velikosti,
tvaru a tloustky absorbujici vrstvy. Standardni tloustka je 10 mm, ale bézné
dostupné jsou také kyvety 1 az 100 mm. Pro specifické ticely se pouzivaji
prutokové kyvety, kyvety se zmensenym vnitinim objemem, cylindrické kyvety
atd.

Obrazek 4.12: Priklady komercéné dostupnych kyvet [23]

Hlavnim parametrem ovSem je material, ze kterého je vyrobena kyveta.
Tento material musi byt vzdy propustny v pozadovaném spektralnim intervalu.
V UV-VIS spektrometrii Siroké vyuziti ma kiemenné sklo (taveny SiOg)
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4.5. Spektrometry v oblasti UV-VIS

propustné v UV-VIS-NIR oblasti (180 nm az 3 um). Sklenéné a plastové
(akrylatové) kyvety jsou vyrazné levnéjsi oproti kifemennym ale jejich pouziti
je omezeno na VIS-NIR oblast (375 nm az 2 um). Ve videtelné a blizké
infracervené oblasti se obcas pouzivaji kyvety z polymernich materiala, napf.
NaCl a KBr ale jejich nevyhodou je rozpustnost v nékterych rozpoustédlech.

Kvalitu a presnost méreni mize ovlivnit nevhodné zachézeni pri praci s
kyvetou. Naznac¢ime zdkladni pozadavky pro presnd méreni [5][7]]20] :

® Stény kyvety (vstupni a vystupni okénka) musi byt paralelni a kolmé na
svazek dopadajiciho zareni.

® Kyvetu je nutno vzdy pred pouzitim peclivé ocistit a pfi manipulaci
vyvarovat se dotyku optickych okének.

8 Okénka musi mit ploché a vysoce lesténé povrchy. Ztraty zptsobené
odrazy na zakriveném povrchu mohou negativné ovlivnit kvalitu namére-
nych dat.

® Musime se vyhybat prilis horkému prostredi, aby se nezménily rozméry
kyvety.

B a5 Spektrometry v oblasti UV-VIS

Existuje fada komercéné dostupnych pristroji pro absorpéni méteni v UV-
VIS oblasti. Lze je rozdélit podle riznych kritérii, napr. podle tcelu pouziti
(vyzkumné nebo provozné), velikosti, portability (pfenosné nebo stacionarni),
vybavy atd. Dle vnitfniho usporadani zédkladnich prvki rozliSujeme jednopa-
prskové a dvoupaprskové spektrometry.

B 4.5.1 Jednopaprskové spektrometry

Jednopaprskové pristroje jsou jednodussi, jejich vyhodou je nizka cena a
snadné obsluha. Obvykle jsou vybaveny monochromatorem a fotondsobicem.
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Diffraction Grating

(Excitation Monochromator)

Obrazek 4.13: Schema jednopaprskového spektrometru [20]
V tomto usporadani kyvetou s ¢istym rozpoustédlem po nastaveni vlnové

délky projde svazek zareni a dopadne na detektor. Zmérenému fotoelektric-
kému proudu pritadime nulovou hodnotu absorbance. Pak vlozime kyvetu se
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4. Instrumentace v optické spektrometrii

vzorkem a zméfime jeho absorbance. Timto postupem odstranujeme efekty,
které maji vliv na intenzitu prochazejiciho svazku a nesouvisi s pritomnosti
vzorku v rozpoustédle.

Vétsinou jsou tyto pristroje vhodné pro urcovani koncentrace vzorkl pfi
méfeni na jedné vlnové délce. Nicméné, pti méfeni celého spektralniho in-
tervalu se muze projevit chyba v disledku casové nestability zdroje. Tuto
nevyhodu nemaji napiiklad spektrometry s diodovym polem. [5][7][20]

B Spektrometry s diodovym polem

Podskupinu jednopaprskovych spektrometru tvori simultanni spektrometry
s diodovym polem. V nich je jeden detektor nahrazen stovkami citlivych
fotodiod s rozlisovaci schopnosti kolem 0,5 nm. Monochromator nebo po-
lychromator je v tomto usporadani umistén za kyvetu a signaly vsech vlnovych
délek se detekuji vsemi fotodiodami soucasné. Takovy systém umoznuje mérit
rychlé zmény spektra v dinamickych métrenich. Kromé toho, uplatnuji se v ki-
netickych mérenich ke stanoveni zavislosti absorbance na casu ve viceslozkové

analyze. [5][7][20]

Shutter

Tungsten
lamp

Deuterium
lamp

Grating

1024-element
diode array

Obrazek 4.14: Schema diode-array spektrometru [24]

B 4.5.2 Dvoupaprskové spektrometry

Dvoupaprskové spektrometry jsou vybaveny zrcadlem, které rozdéluje svazek
zafeni na dva paprsky. Jeden paprsek prochézi kyvetou se vzorkem, druhy
prochazi referencéni kyvetou s ¢istym rozpoustédlem. Tyto paprsky dopadaji
na vlastni detektor a jejich odezvy jsou pak zesileny. Logaritmus jejich poméru
odpovidé vysledné hodnoté méreni.
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Obrazek 4.15: Schema dvoupaprskového spektrometru [25]

V novejsim usporadani dvoupaprskového spektrometru je svazek pomoci
rotujiciho zrcadla stridavé smérovan do mérné a referencéni kyvety. Pak jsou
oba pulsy pomoci hiebeného zrcadla spojeny do jednoho paprsku, ktery
dopadé na detektor. Toto zapojeni umoznuje méfeni s jednym detektorem a
proto je preferovano v modernich spektrometrech.

Mezi vyhody dvoupaprskovych spektrometri patii kompenzace kolisani in-
tenzity zdroje a moznost kontinudlniho zdznamu absorpéniho spektra. [5][7][20]
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Kapitola 5

Aplikace UV-VIS spektrometrie k
kvalitativni a kvantitativni analyze

Molekulova absorpéni spektrometrie v UV-VIS oblasti nachéazi analytické
vyuziti jak v organické, tak i v anorganické analyze. Absorpce ultrafialo-
vého a viditelného zareni mize podat informaci o pritomnosti v molekule
latky typickych funkénich skupin, které nazyvame chromofory. Identifikace
téchto chromofort slouzi ke kvalitivhimu posouzeni struktury latek a jejich
naslednému stanoveni.

B 51 Absorbujici specie a interpretace spektra

Spektrum latky se sklada z jednoho nebo vice elektronovych absorpénich
pasu. Absorpéni pasy se mohou bud vzajemné prekryvat, nebo byt oddélené
mezi sebou. Sestaviji z mnozstvi diskretnich car, které vznikaji v disledku
prechodu elektronu ze zakladniho energetického stavu do vyssi excitované
hladiny. Vibra¢ni a rotac¢ni stavy maji podobnou energii a tedy jejich absorpcni
cary nejsou znacné vzdalené od sebe.

® Absorpce organickymi slou¢ninami

Elektrony v chemickych vazbach mohou byt poutdny riznou energii a
pravé na teto energii zavisi jakou vlnovou délku bude mit absorbované za-
feni. Jednoduché vazby typu uhlik-vodik a uhlik-uhlik jsou vazany velmi
pevné a k jejich excitace je potfebné ozarovani vakuovym ultrafialovym
zarenim o vlnové delce kratsi nez 180 nm. Na techto vinovych délkach
uz absorbuji zafeni atmosferické plyny (napf. kyslik) a bézne optické ma-
teridly (napf. kfemécité a kiemenné sklo). Vznikd tedy nutnost provadét
méfeni ve vakuu s pouzitim propustnych materialu (napt. LiF'). Kvuli
témto experementdlnim problémium neni vzdalena ultrafialova oblast pro
analytické tcely vyznamné vyuzovana.

Mensi energii jsou svazany elektrony ve dvojnych a trojnych molekulo-
vych vazbach. Chromofory, které vykazuji charakteristickou absorpci v
UV-VIS oblasti jsou napiiklad konjugované dvojné vazby, aromatické
sloucCeniny atd. VInové délky absorp¢nich maxim a ptislusné molarni
absorpéni koeficienty jsou tabelovany pro velké mnozstvi organickych a
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. Aplikace UV-VIS spektrometrie k kvalitativni a kvantitativni analyze

anorganickych latek. Obrazek (5.1) uvadi ptiblizné vlnové délky maxim
vybranych chromofori.

Chromofor, priklad slou€eniny | Prechod A may (DUID)

H:0 T—a 183

C-CaC-H, CH, O cca 170, 173

C-X, CH,OH, CH;NH,, CH,]I n—g" 180-260, 187, 215, 258
C=C, H.C=CH; A—T 160-190, 162
H;C=CH-CH=CH; AT 217

C=0, H—CH=0 n—a", m—x* | 270, 170-200, 270, 185
H,C=CH-CH=0) n—a, m—at | 328, 208

C=N n—a®, n—a | 190, 300

N=N n—a" 3440

C=5 n—m" 500

N, n—m" 420-450

N=() n—sm" 630-700

Obrazek 5.1: Absorpéni maxima vybranych chromofora [27]

Hodnotu absorpéniho maxima A4, nebo molarniho absorpéniho koefici-
entu €) chromofor mohou ovlivnit takzvané auxochromy. Je to skupina
atomu s volnym elektronovym parem, ktery v konjugaci s m-elektronovym
chromoforem posouva Apq; k vySsim vinovym délkam. [5][7][20]

® Absorpce spojena s CT prechody

U nékterych typu komplexnich slouc¢enin dochazi k vyrazné absorpci
UV-VIS zéareni spojené s prenosém néboje (angl. charge transfer). Tyto
komplexy obsahuji dvojici anorgonickych i organickych latek, z nichz
jedna je funkéni skupina s nadbytkem elektronti, druhé se chova jako
akceptor elektronii. Jeslize komplex s prenosem naboje piijme foton,
pak dojde k prenosu elektronu z orbitalu donoru na orbital akceptoru.
MizZeme tedy nahlizet na to jako produkt redoxniho déje uvniti komplexu.
Ptislusny absorpéni pas mé jiny absorpéni maximum nez to maji samotné
slozky komplexu a muze se to projevit naptiklad v zabarveni ptivodné
nebarevného roztoku.

Vyraznost absorpcniho pasu znacné ovliviiuje rozpoustédlo. Preferovany
jsou rozpoustédla s nizkou polaritou, v nichz jsou CT pésy prehlednéjsi.
Diky vysoké citlivosti stanoveni kovi v CT komplexu je tato techika
vyznamnd pro kvantitativni analyzu. [5][7]]20]

® Absorpce spojena s prechody v komplexech koviu

Vznik absorpcénich pasu ve VIS oblasti spektra u zabarvenych roztokt
prechodnych kovil vysvétlujeme na zakladé teorie krystalového a ligando-
vého pole. Ligandy v téchto komplexech jsou predevsim anionity slabych
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5.2. Vliv rozpoustéd|a

organickych kyselin. K absorpci dochézi pti prechodu elektronti mezi
d-orbitaly a potrebna energie zivisi na pozici v periodické soustave,
navazanych ligandech a oxida¢nim ¢isle prvku.

Lanthanoidy a aktinoidy obsahuji zodpovédné elektrony v zanorenych
orbitalech 4f a 5f. Jejich spektrum se sklada z uzkych absorpc¢nich past,
na jejichz pozici uz nemaji vliv navézané ligandy. [5][7][20]

B 5.2 Viiv rozpoustédia

Polohu absorpéniho pasu ovliviuji fyzikalné-chemické zmény v disledku
vlivu prostredi. Vliv rozpoustédla se projevuje u prechodu n — 7*, kde je
zakladni stav polarnéjsi nez excitovany. Dipol-dipolové interakce v polarnich
rozpoustédlech vedou k zvyseni energie prechodu a posouvaji Apax ke kratsi
vlnové délce.

Maxima absorpénich pasu m — 7™ prechodu jsou v polarnich rozpoustédlech
naopak pozorovany pii délsi vlnové délce. V téchto prechodech je excitivany
stav zpravidla polarnéjsi nez stav zakladni a tedy dipol-dipolové interakce
zpusobuji snizeni energie prechodu.

Polérni rozpoustédla (napf. voda a alkoholy) maji tendenci stirat jemnou
vibracni strukturu a tedy neumoznuji zachovani detaili spektra. Nepolarni
rozpoustédla (napf. cyklohexan) naopak umoznuji pozorovat podstatnou ¢ést
jemné struktury spektra a tyto spektra jsou podobné spektrim v plynné fazi.

Absorpéni hrana rozpoustédla je hodnota vinové délky, pri které v kyveté o
tloustce 1 cm prekroci absorbance hodnotu 1 vici vodé. Obrazek (5.2) shrnuje
nejcastéji pouzivana rozpoustédla v UV-VIS absorpéni spektromerii. Presna
hodnota muze byt zna¢né ovlivnéna ¢istotou rozpoustédla. [5][7][20]

Rozpoustédlo Spodni mez | Rozpoustédlo Spodni mez
A (nm) 4 (nm)
acetonitril, voda 190 chloroform 2440
1sooktan, cyklohexan 195 ethylacetat 260
hexan 201 dimethylformamid 270
methanol, ethanol 205 octova kys. 270
1. 4-dioxan 215 benzen 280
diethylether 220 toluen 285
glycerol 230 pyridin 300
dichlormethan 233 aceton 330

Obrazek 5.2: Absorpéni hrany riznych rozpoustédel [27]
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B 53 Kuvalitativni analyza

Porovnanim spektra analytu se spektrem molekul obsahujicich chromofory
muzeme ziskat informaci o pritomnosti ruznych latek. Nicméné, obvykle tato
spektra obsahuji malo detailti, totiz nemaji dostate¢né jemnou strukturu k
jednoznacné identifikaci latky. Pro spolehlivé posouzeni struktury molekuly
je potfeba vyuzit data ziskand jinymi metodami (napf. infracervenou spek-
trometrii, NMR spektrometrii a hmotnostni spektrometrii). Teto techniky
méreni se casto vyuziva pri posuzovani ¢istoty organickych latek, coz nachazi
uplatnéni v biochemii a farmakologii. [5][7][20]

B 5.4 Kuvantitativni analyza

Nejveétsi aplikaci nachazi UV-VIS molekulova absorpéni spektrometrie v
kvantitativni analyze. Pro stanoveni latky se pouziva Lambertova-Beerova
zakona. Jedna se o metodé, kterd ma nasledujici vliastnosti:

® Jednoduchost

Meéreni spekter se provadi velice rychlym a jednoduchym zptsobem, ktery
miizeme nasledné automatizovat.

® Velka presnost

Typické smérodatné odchylky méfeni se nachdzi v intervalu 1 az 5% ale
lze je snizit az na desitiny procenta.

B Velka citlivost

Citlivost spektrometrického stanoveni je nejmensi detekovatelna koncent-
race latky v analytu. Typické hodnoty pohybuji v rozmezi 104 az 10
mol dm™, coZ jsou velmi nizké koncentrace.

B Velky pocet aplikaci

Diky absorpci v UV-VIS oblasti muzeme stanovit velké mnozstvi organic-
kych a anorganickych latek. Kromé toho, neabsorbujici specie mizeme
chemickou reakci prevest na absorbujici derivaty a nasledné provést je-
jich stanoveni. Na principu UV-VIS absorpéni spektrometrii je zalozeno
napiiklad stanoveni biologickych markert v klinické analyze. Aplikace
této metody se vSak dotykaji skoro kazdé oblasti, kde je pozadovana
kvantitativni informace. [5][7][20]

B 5.4.1 Metoda kalibraéni k¥ivky a vybér vinové délky

Lambertuv-Beertuv zdkon predpokladé linedrni vztah mezi absorbanci a kon-
centraci pro zvolenou vlnovou délku. K nalezeni optimalni vilnové délky se
vyuziva metoda kalibrac¢ni kiivky, jez je universalnim zpusobem stanoveni
koncentrace latky v analytu. V této metodé se do grafu vynési zavislost
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5.4. Kvantitativni analyza

absorbance Ay na koncentraci ¢ pri konstantni tloustce absorbujici vrstvy b a
zvolené vlnové délce A.

Obvykle je preferovana Ap,q; absorpéniho pasu. Pfi vybéru maxima do-
chazi k nejmensi zméné molarniho absorpéniho koeficientu € a tedy nebude
vyznamné i odchylka od Lambertova-Beerova zédkona. Navic, vybér Apaz
umoznuje nejvyssi citlivost stanoveni.

Pro vytvoreni kalibra¢ni kiivky potfebujeme pripravit sadu roztoki stan-
dardu (roztoku o zndmé koncentraci) ve sledovaném koncentraénim rozsahu.
Pak kalibra¢ni krivku ziskame na zdkladé hodnot absorbance zavislych na
znamé koncentraci latky v analytu. Optiméalni vinovou délkou bude ta, pro
kterou je dosazen nejvyssi koeficient determinace R? (max. hodnota 1) a tedy
nejvyssi linedrita zavislosti absorbance na koncentraci.

Teprve poté muzeme prejit k méreni vzorku s nezndmou koncentraci. Ze
ziskané hodnoty absorbance ve zvolené vinové délce se pak z kalibracni kiivky
odecte odpovidajici koncentrace latky. [5][7][20]

10 —=
—— Ahsorbance of
[ ) Unknown=0.7
sps 08—/

0.6 — ' This equatestoa
' concentration of
0.4 — i 3.5a/L
i
0.2 — :
i
| | | ¥ | .
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1 2 3

3
Concentration (/L)

Obrazek 5.3: Typickd kalibracni kiivka zavislosti absorbance na koncentraci [28]

V ptipadé, kdy mize signél analytu ovlivnit néjaka dalsi ¢ast vzorku, je
vhodné tyto vlivy ¢asteéné kompenzovat metodou standardniho pridavku.

B 5.4.2 Metoda standardniho pfidavku

V UV-VIS absorpéni spektrometrii se nejcastéji pouzivd metoda nasobnych
pridavku. V této metodé se k sadé banék se stejnym objemem vzorku pridava
razné objemy roztoku standardu. Koncentraci je potieba volit tak, abychom
pohybovali v linedrni ¢asti kalibracni kiivky. Do prvni banky roztok standardu
nepiiddvame a do dalSich ban¢k pridavamé ruzné mnozstvi roztoku standardu
o predem znamé koncentraci. Roztoky v odmérnych bankach nasledné nare-
dime rozpoustédlem na stejny objem a zméfime jejich absorbance.

Predpoklddame identické objemy vzorku V, o nezndmé koncentraci c,,
proménny ale zndmy objem roztoku standardu Vi o koncentraci cs a celkovy
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5. Aplikace UV-VIS spektrometrie k kvalitativni a kvantitativni analyze

objem po doplnéni rozpoustédlem V.. Za podminkou platnosti Lambertova-
Beerova zakona muiizeme vztah mezi absorbanci a koncentraci jednotlivych
roztoku vyjadrit rovnici [7]

el(Vyey + Vics)

As =
Ve

= k(Vycy + Vscs) (5.1)

kde konstanta k = el/V..

Zavislist absorbance roztokd na pridanych objemech standardu mizeme
vyjadrit vztahem:
A =mVy+b (5.2)

kde m = kcs je smérnice primky a b = kV,c, je tsek.

Jednoduchymi tpravy dospéjeme ke vztahu pro neznamou koncentraci:

beg

Cy —

i (5.3)

B 5.4.3 Viceslozkova analyza

V pripadech smési vice analytu absorbujicich v stejném spektralnim intervalu,
jejich vysledna absorbance pii libovolné vinové délce je podle rovnice 3.4
sou¢tem absorbanci jednotlivych slozek roztoku.

Za prvé, potfebujeme provést méreni absorbance pii rtznych vinovych
délkach Ay az \,, nebot kazda latka ma jiny absorpéni maximum. Obvykle
se zvoll \jqe jednotlivych slozek. Pak pii téchto vinovych délkéch je nutno
predbézné zmérit hodnoty molarnich absorpcnich koeficientti ¢istych roztoku
jednotlivych ldtek. VyuZitim zndmych hodnot €11, €12 pro latku 1 a €91, €22
pro latku 2 na vlnovych délkach A; a Ay sestavime soustavu rovnic o dvou
neznamych c; ca:

A>\1 = 61,1b01 + 52711)02 (5.4)

A)\Q = 61,2501 + 62,2602 (5.5)
kde b je tloustka absorbéniho prostiedi.

Teoreticky mtizeme timto zpusobem pocitat koncentrace i pro trojslozkové a
viceslozskové smeési pridanim odpovidajiciho po¢tu rovnic. Ovsem, s nartstem
poctu méreni absorbance roste nejistota stanoveni. Nicméné, moderni pocitace
snazi tento problem Tesit mérenim pifi mnohem vétsi poctu vlnovych délek
nez je slozek v analytu. [5][7]]20]
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Kapitola 0

Komercné dostupné UV-VIS
spektrofotometry

V této kapitolé si ukdzeme nékteré z komercné dostunych spektrofotometrii a
uvedeme jejich dulezité vlastnosti.

B 61 Spektrofotometry firmy Metash

Firma Metash Instruments vznikla v roce 2008, vyrabi laboratorni a védécké
pristroje. Poskytuji sirokou nabidku spektrofotometru, zejména VIS nebo
UV-VIS, jednopaprskové nebo dvoupaprskové spektrofotometry. Produkty
firmy Metash se uplatnuji v potravinarském, kosmetickém, chemickém a
farmaceutickém prumyslech.

B 6.1.1 UV-6100 UV/VIS

Spektrofotometry fady UV-6100 kombinuji nejlepsi vlastnosti jednopaprsko-
vych pristroji. Mezi fotometrickymi mody vyrobku patii skenovani pti jedné
vinové délce, kinetika (kineticky rezim, v némz se méri zména absorbance na
¢asu), méfeni pri vice vlnovych délkach, testy DNA /proteinu.

Opticky system Jednopaprskovy
Zdroj svétla Wolframova lampa a deuteriova lampa
Rozsah vinovych délek [nm)] 190 - 1100
Piesnost vlnové délky [nm)] +0.3
Efektivni Sifka pasu [nm] 1.8
Fotometricka presnost [%T] +0.3
Fotometricky rozsah -0.3-3A; 0-200%T; £0-9999C
Detektor Ktemikova fotodioda
Displej 320%240 LCD
Rozméry [mm)] 625 x 430 x 206
Hmotnost [kg] 28

Tabulka 6.1: Parametry spektrofotometru UV-6100 UV /VIS [29]
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6. Komercné dostupné UV-VIS spektrofotometry

Obrazek 6.1: UV-6100 UV /VIS Spectrophotometer [31]

B 6.1.2 UV-8000ST Double Beam UV/VIS

Jedna se o dvoupaprskové spektrofotometry s kvalitnim disperznim systémem,
nizkym vlivem bludného zareni a vysokou presnosti méreni. Tyto pristroje
jsou vybaveny modernim dotykovym displejem, vestavénou paméti 32 Gb a
podporou Bluetooth.

Opticky system Dvoupaprskovy, mrizka 1200 vrypt
Zdroj svétla Wolframova lampa a deuteriova lampa
Rozsah vinovych délek [nm)] 190 - 1100
Piesnost vlnové délky [nm)] +0.1 (D2 na 656.1nm), +0.3
Efektivni Sifka pasu [nm] 0.5, 1.0, 2.0, 4.0
Fotometricka presnost [%T)] +0.2
Fotometricky rozsah -4.0-4.0A; 0-200%T; £0-9999C
Detektor Dualni kfemikova fotodioda
Displej 800*480 touch screen
Rozmeéry [mm)] 630 x 430 x 210
Hmotnost [kg] 28

Tabulka 6.2: Parametry spektrofotometru UV-8000ST Double Beam UV /VIS [30]

B 6.2 Spektrofotometry firmy Thermo Scientific

Firma Thermo Fisher Scientific Inc. je jednim z nejvétsich svétovych doda-
vateltl laboratorni techniky. Pisobi v farmaceutickém, biotechnologickém,
ekologickém, klinickém a dalsich oborech.
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6.2. Spektrofotometry firmy Thermo Scientific

B 6.2.1 Genesys 10S UV-Vis

Spektrofotometr Genesys 10S UV-Vis je velmi oblibeny mezi pracovniky
védeckych a vyukovych instituci. Tento pristroj umoznuje skenovani spekter v
celém rozsahu vinovych délek az do rychlosti 4200 nm/min. Xenonova vybojka
produkuje zateni o vysoké intenzité zejména v UV oblasti, coz umoznuje
méfeni s vysokou citlivosti v nejrtiznéjsich oborech. Jeho disperzni systém
tvori stérbina s optickou sitkou 1,8 nm, coz vyhovuje prisnym pozadavkim a
zajistuje vysokou hodnotu SNR.

Opticky system Dvoupaprskovy
Zdroj svétla Xenonova vybojka
Rozsah vinovych délek [nm] 190 - 1100
Presnost vlnové délky [nm)] *+1
Efektivni Sifka pasu [nm)] 1.8
Fotometricka presnost [%T)] +0.005
Fotometricky rozsah -0.5-5.0A; -1.5-125%T; £0-9999C
Detektor Dualni kifemikova fotodioda
Displej 9.7x 7.1 cm LCD
Rozméry [mml] 300 x 400 x 250
Hmotnost [kg] 8.6

Tabulka 6.3: Parametry spektrofotometru Genesys 10S UV-Vis [31]

Obrazek 6.2: Genesys 10S UV-Vis Spectrophotometer [31]
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6. Komercné dostupné UV-VIS spektrofotometry

B 6.2.2 Evolution 350 UV-Vis

Dvoupaprskovy spektrofotometr Evolution 350 UV-Vis je kvalitni laboratorni
pristroj, ktery zajistuje vysokou presnost méreni v pokrocilych aplikacich.

vvvvv

tak pro nejpresnéjsi farmaceutické analyzy v oblasti kontroly kvality. Vybaveni
xenonovou vybojkou v kombinaci s proménnou sitkou stérbiny od 0,5 do 4,0
nm umoznuje provadét méreni s maximalni rozliSovaci schopnosti. Vyuzitim
softwaru Thermo Scientific Insight ziskavame ptistup k vycerpavajici nabidce
programt pro sbirani, zpracovani a vyhodnoceni dat.

Opticky system

Dvoupaprskovy, miizka 1200 vrypu

Zdroj svétla

Xenonova vybojka

Rozsah vinovych délek [nm)]

190 - 1100

Presnost vlnové délky [nm)]

+0.2 (Hg na 546.07 nm), £0.3

Efektivni Sifka pasu [nm)]

0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 4.0

Fotometricka presnost

1A: £0.004A; 2A: £0.004A; 3A: £0.006A

Fotometricky rozsah >4A
Detektor Duélni kfemikova fotodioda
Displej neni
Rozméry [mm)] 610 x 530 x 380
Hmotnost [kg] 22

Tabulka 6.4: Parametry spektrofotometru Evolution 350 UV-Vis [32]

Obrazek 6.3: Evolution 350 UV-Vis Spectrophotometer [32]
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Kapitola 7

Navrh a realizace UV-VIS
spektrofotometrii

Hlavnim cilem této prace byl navrh a realizace zarizeni, které by umoznilo
kvalilativni (pfipadné kvantitativni) analyzu vybranych tekutin v ultrafialové
a viditelné oblasti spektra vyuzitim detektoru STS-UV Microspectrometer.

V této kapitole podrobné popiseme proces vybudovani mechanického uspota-
dani a zdivodnime vybér zakladnich soucastek na zakladé ziskanych poznatka
v oblasti molekulové absorpéni spektrometrii v UV-VIS oblasti.

B 7.1 Detektor STS-UV Microspectrometer

Jako detektor zareni jsme pouzili zarizeni STS-UV Microspectrometer spolec-
nosti Ocean Insight. Nehledé na kompaktni rozméry, tento vyrobek poskytuje
fotometrické charakteristiky srovnatelné s drazsimi alternativami.

Obrazek 7.1: STS-UV Microspectrometer [33]

Diky vysoké citlivosti CMOS detektoru a vysoké hodnoté SNR je to univer-
zalni Teseni pro méreni nizkych koncentraci. Vybérem sitky vstupni Stérbiny
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7. Navrh a realizace UV-VIS spektrofotometrii

muzeme regulovat efektivni $itku pasu (pouziva se také termin optické rozli-
Seni) v zdvislosti na zvolené aplikaci. PTi méfenich s vysokou intentitou zareni,
nejvyssiho optického rozliseni dosahneme volbou nejmensi sitky Stérbiny. Na-
opak, v aplikacich s nizkou intenzitou je vhodné zvolit vétsi sitku stérbiny,
aby do spektrometru proslo co nejvice svétla.

Typ detektoru 1024-pixel linear CMOS

Typ monochromatoru

Asymmetric crossed Czerny-Turner

Mrizka

600 vrypti/mm

Vstupni Stérbina [um]

10, 25, 50, 100, 200

Rozsah vinovych délek [nm)] 190-650
Cas integrace 10 us - 10°s
SNR >1500:1
Temny proud ~50 counts/sec at 35°C
Efektivni Sifka pasu [nm)] 1, 1.5, 6, 12
Bludné zafeni <0.25%
Rozméry [mm)| 40 x 42 x 24

Hmotnost [g] 60
USB 2.0, 12 Mbps

Pozhrani

Tabulka 7.1: Parametry detektoru STS-UV Microspectrometer [33]

Vyuzitim softwaru OceanView od firmy Ocean Insight mtizeme piimo
ovladat spektrometrem a ménit jeho nastaveni v zavislosti na pozadavanych
vysledcich. Podrobné se budeme praci v programu zabyvat v dalsi kapitole.

B 7.2 Vvybér zdroje zateni

Zakladni soucasti spektrofotometrického pristroje je zdroj zareni, na jehoz pa-
rametrech zavisi, zda je tento zdroj vhodny pro nasé tcely. Jak uz bylo feceno
v odstavci |[4.1, podminku vysoké intenzity a stability splnuje vétSina znamych
typl zdroji a tedy pro nase konecné rozhodnuti jsme museli prozkoumat
emitované spektrum vybranych zdroju svétla.

B 7.2.1 Chirana Sirius R02

Jednou z moznosti bylo pouziti zarice Chirana Sirius R02, jehoz zdkladni
soucastkou je rtutova vybojka Tesla RVK 125W. Jednd se o kombinovany UV
a IR zaTi¢ s moznosti nastaveni rezimu prepinacem. Podle typu produkovaného
spektra je to typicky ¢arovy zdroj zareni s dominantnimi piky na 313, 365,
405, 436, 546 a 578 nm, coz presné odpovidéd tabulkovym hodnotam.
Pusobenim kratkovlnného UVB zéfeni (280 az 315 nm) na molekuly kysliku
vznika ozon, ktery mizeme hned zaregistrovat kvili intenzivnimu pachu. V

lidkém téle tento plyn zpusobuje tvorbu volnych radikala, pro ¢lovéka je
karcinogenni a ve vysokych koncentracich jedovaty.
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7.2. Vlybér zdroje zareni

Obrazek 7.2: Z4ri¢ Chirana Sirius R02 [34]

Ptsobeni UVB zafeni ma zhoubné tcinky pro lidsky organismus. Pii mani-
pulaci s timto zdrojem zafeni je nutno pouzivat ochranné bryle a vyvarovat
se dlouhému pusobeni na kiazi, nebot mutze dojit ke jeji spaleni.

Vzhledem k vysSe uvedenym negativnim zdravotnim uc¢inktim a ¢arovému
charakteru emitovaného spektra, coz neumoznuje provadét kvalitativni ana-
Iyzu latek, tuto variantu jsme fesili v ramci této bakalaiské praci nepouzivat.
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Obrazek 7.3: Emisni{ spektrum rtutové vybojky
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7. Navrh a realizace UV-VIS spektrofotometrii

B 7.2.2 Navrh a realizace LED driveru

Jednou z moznosti realizace zdroje zareni byla deska plosnych spoji, ktera
by predstavovala paralelni zapojeni péti LED diod se stabilizatory napéti.
Barvy jednotlivych LED volime tak, abychom ve vysledku méli maximalni
pokryti UV-VIS oblasti. Za timto tcelem jsme si vybrali ultrafialovou, modrou,
zelenou, ¢ervenou a bilou LED diody.

Pro navrh desky plosnych spoji jsme pouzili aplikaci Autodesk Eagle.
Tento software poskytuje uzivatelsky privétivé rozhrani s moznosti schema-
tického zachyceni, rozmisténi a propojeni soucastek ve fyzické vstvé pomoci
autorouteru.

Elektronické schéma obvodu se dvéma LED ukazuje obrazek Stejné
tak se paralelné zapoji ostatni tii LED. Velikost proudu jednotlivymi diodami
zavisi na odporu rezistoru R1 (pfip. R3, R5, R7, R9) o velikosti 682 a
zapojeného do série potenciometru R2 (ptip. R4, R6, R8, R10), kterym budeme
regulovat intenzitu svétla. Jako stabilizator napéti jsme pouzili soucastku
LM317, hodnotu kapacitoru jsme zvolili 10 pF a cely obvod budeme napéajet
stejnosmérnym signdlem z laboratorniho zdroje. Fyzické usporadani desky
ukazuje obrazek [7.5.

et -Bi LED1
OF " N OUT B'lT' A E 10
1 gl — 2
O ADJ b " O
vccl T - =
GNDGND
GND
R4
LED?
A3 Pl 32 T
N -OUT = L0
ADJ $8 " O
1c2
BND

Obrazek 7.4: Zapojeni obvodu se dvéma LED

42



7.2. Vlybér zdroje zareni

Obrazek 7.5: Rozmisténi soucastek a jejich propojeni

Samotny vyrobni proces desky neni slozity, ale vyzaduje trpélivost. Motiv
spoje zrcadlové vytiskneme na prihlednou félii ve dvou exemplarich. Tyto
stejné motivy navrstvime pfes sebe a prilozime k svétlocitlivé cuprextitové
desce. Do oteviené krabice pro UV osvit vlozime desku s motivem, zavieme
viko a pockame cca 2 minuty. Osvicenou desku pak nechame plavat na hladiné
leptaciho roztoku (v nasem pripadé roztok chloridu zelezitého) motivem dolu.
Leptani trva cca 20 minut, ke konci miizeme vidét prosvitani motivu. Nakonec,
stéteckem nanéseme ochranny lak aby nedoslo k oxidaci médi. Vyvrtame
vSechny diry, pripdjime soucdstky a mame hotovo. Finalni tvar LED driveru
ukazuje obrazek |7.6l Podrobny popis vyroby desky najdete v priloze Al

Obrazek 7.6: LED driver
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7. Navrh a realizace UV-VIS spektrofotometrii

B 7.3 Navrh a realizace mechanického usporadani

Vzhledem k pouziti jednoho detektoru jsme se rozhodli realizovat nas spek-
trofotometr v jednopaprskovém usporadani s moznosti pouziti filtru jako
selektoru vlnovych délek.

Za timto tucelem bylo potreba navrhnout 3D model kostry spektrofotometru,
ktery bychom néasledné mohli vytisknout pomici 3D tiskdrny v laboratofi na
katedre mikroelektroniky. K vytvoreni 3D modelu jsem pouzil multifunkéni
modelovaci néstroj FreeCAD, ktery je vhodny jak pro zkusenéjsi konstruktéry,
tak i pro uplné zacatecniky.

Konstrukce spektrofotometru se sklada ze dvou zakladnich c¢asti, které se
mezi sebou spoji optickym vldknem.

B 7.3.1 Blok s optickou cestou a detektorem

Na obrazku 7.7 mtzete vidét 3D model bloku s optickou cestou a detektorem
v systému FreeCAD. Zleva doprava jsou nésledujici ¢asti v poradi: hrana
se vstupem pro optické vlakno, drzdk filtru, drzak kyvety a nakonec drzak
detektoru. Uvedeme jejich dilezité parametry:

® Typ konektoru a priamér optického vlakna - SMA 905, 3.2 mm
= Sitka filtru - 2 mm
® Rozméry kyvety - 27 x 27 mm

® Rozméry detektoru - 40 x 42 x 24 mm

Obrazek 7.7: 3D model bloku s optickou cestou a detektorem

Optickou cestu musime zabrdnit vnéjsim vlivim okolniho svétla. Cely
prostor mezi vstupem a detektorem bychom tedy méli pii méreni piikryt. 3D
model krytu ukazuje obrazek
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7.3. Navrh a realizace mechanického usporadani

Obrazek 7.8: 3D model krytu

Vytvotfené 3D modely jsme prevedli do formatu STL a vytiskli na 3D
tiskarné s presnosti tisku 0.2 mm. Celkova doba tisku presdhla 10 hodin.
Vysledek tisku muzete vidét na obrazku [7.9

s

Obrazek 7.9: Vytistény blok s optickou cestou a detektorem
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7. Navrh a realizace UV-VIS spektrofotometrii

B 7.3.2 Blok se zdrojem zareni

Na obrazku muzete vidét 3D model bloku s zdrojem zareni v systému
FreeCAD. Rozméry desky plosnych spoji jsou 68 x 101 mm. Chceme maxi-
mélné nasmeérovat svétlo na vstup optického vldkna, a proto jsme LED driver
posunuli o cca 30 mm od predni hrany. Zboku jsme udélali otvor pro napajeci
kabel.

Obrazek 7.10: 3D model bloku s zdrojem zafeni

3D model krytu zdroje ukazuje obrazek

Obrazek 7.11: 3D model krytu zdroje

V vytisténém bloku jsme pak provrtali otvory a pripevnili LED driver
pomoci sroubt a matic. Museli jsme také prodlouzit vyvody LED diod o cca
4 cm, aby na vstup optického vlakna dopadalo zareni o nejvyssi intenzité.
Rozmisteni zdroje v vytisteném bloku ukazuje obrazek
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7.4. Vybér kyvety

Obrazek 7.12: Vytistény blok se zdrojem zareni

B 7.4 Vybér kyvety

Vybér kyvety byl znacné ovlivnén nejen optickymi vlastnostmi materialu, ale
i financénim kritériem. Z sekce 4.4 vyplyva, Ze nejlepsi variantou pro UV-VIS
absorpcéni méteni jsou kyvety z kfemenného skla. Nicméné, maloobchodni
cena takovych vyrobku obvykle pohybuje v intervalu 2 az 3 tisice korun.
Kromé toho, pouziti jedné kyvety je vhodné spise pro kvalitativni méreni, kde
si vystacime pouze s jednim roztokem. Pro kvantitativni analyzu, zejména
pro metody kalibraéni kfivky a standardniho pridavku, potfebujeme nékolik
roztoku standardt, a tudiz vice nez jednu kyvetu.

7 vyse uvedeného vyplyva, ze v ramci této bakalaraské praci kompromisnim
FeSenim by bylo finan¢né dostupné baleni kyvet z materidlu, propustného v
maximalnim rozsahu vlnovych délek.

Tyto pozadavky splnuji, napriklad, spektrofotometrické kyvety z polyme-
thylmethakrylatu (PMMA). Dany material je propustny v rozsahu 280 az 800
nm, coz je pro nase tcely dostacujici. Kyvety z tohoto materidli se obvykle
prodavaji v stokusovych balenich za relativné nizkou cenu.

Kyvety byly zakoupeny na e-shopu spolecnosti P-LAB E| Kyvety maji
optickou drdhu 10 mm a objem 4,5 ml.

'Odkaz na e-shop - |https://www.p-1ab.cz/|
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7. Navrh a realizace UV-VIS spektrofotometrii

]L«;—i.,,-f

Obrazek 7.13: Spektrofotometrické standardn{ kyvety objemem 4,5 ml [35]

B 75 Vybér chemikalii a rozpoustédia

K ovéfeni funkénosti spektrofotometru bylo potieba otestovat vybrané roztoky
absorbujicich specii. Jak uz bylo zminéno v sekci [5.1, v UV-VIS spektrélni
oblasti absorbuje velké mnozstvi jak organickych, tak i neorganickych latek.

Rozhodli jsme tedy nase feSeni otestovat na siranu médnatém. Je to anorga-
nicka latka (sumdrni vzorec CuSQy), nejbéznéjsi slouc¢enina médi s trividlnim
nazvem modra skalice.

Jako typické polarni rozpoustédlo jsme zvolili vodu (sumérni vzorec HoO).
Distilovand voda byla zakoupena na e-shopu spole¢nosti P-LAB.

48



Kapitola 8

Testovani

Cilem této ¢asti prace je ovéreni funkénosti naseho spektrofotometru (kom-
pletni usporadani najdete v priloze C na obrizku na vybranych tekuti-
nach vyuzitim softwaru OceanView od firmy Ocean Insight. Detektor STS-UV
Microspectrometer jsme tedy prostrednictvim rozhrani USB 2.0 pripojili k
laboratornimu pocitaci a zpustili program.

Nejprve bylo nutné zmérit emitované spektrum zdroje a nastavit polohu
jednotlivych LED diod tak, abychom meéli co nejvyssi intenzitu zareni a
maximalni pokryti UV-VIS spektralni oblasti. OvSem se ukézalo, ze ve spektru
znacné prevlada slozka té LED diody, kterd je nejvic nasmérovand na vstup
optického vldkna. Projevit se tedy ve spektru mohou maximalné 2 az 3 LED
diody, jez musime rozmistit vedle sebe a stejné daleko od konektoru vlakna.
Spektrum LED driveru s prevladajicimi slozkami bilé a ultrafialové LED diod
ukazuje obrazek

Wies o
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Obrazek 8.1: Specktrum LED driveru

Na obrazku mutzeme rozlisit slozku bilé LED, jez pokryva interval od 400
do 750 nm, a slozku UV LED se spektralni ¢drou na 400 nm.
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8. Testovani

® Méreni absorpéniho spektra

Meéreni absorpce spociva v porovnani naméreného spektra referencéni
kyvety s rozpoustédlem a kyvety se vzorkem.

V programu OceanView si nejdriv zvolime rezim méfeni absorpce. Pak
nastavime vhodnou integracni dobu spektrometru a pocet méfeni pro
prumérovani signalu. Vlozime referencéni kyvetu s rozpoustédlem a ulo-
zime jeji spektrum. Vypneme zdroj zareni a ulozime rovnéz temny proud
detektoru. Znovu zapneme zdroj a po vlozeni kyvety se vzorkem se pak
v programu zobrazi jeho absorbance.

Podrobny ndvod k méfeni absorpéniho spektra najdete v priloze Bl
Na obrazku miizete vidét absorpéni spektrum vody. Je ziejmé, ze
voda neabsorbuje ve viditelné oblasti spektra, vykazuje vsak absorpci
v blizké infracervené oblasti. Obrazek ukazuje absorpéni spektrum
roztoku siranu médnatého s koncentraci ¢=50 g/L rozpusténého ve vodé.
Maximum absopce muzeme pozorovat na hranici VIS a NIR oblasti.

c+Hl e «oliRaENS < XS LB Q9

ety )

Obrazek 8.2: Spektrum vody

P

«t+|RQQ30 «mADSENS «RXDr@Am @

Obrazek 8.3: Spektrum roztoku siranu médnatého s koncentraci 50 g/L ve vodé
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8. Testovani

® Metoda kalibrac¢ni krivky

Zpusob stanoveni koncentrace neznamého roztoku pomoci metody kalib-
racni kfivky jsme podrobné probirali v podsekci Pro tcely naseho
méreni jsme zhotovili 3 roztoky standardu se zndmou koncentraci siranu
meédnatého rozpusténého ve vodé. Na obrazku jsou zleva doprava
nasledujici roztoky standardu s koncentraci v poradi: 50 g/L, 100 g/L,
150 g/L. Navrhli jsme také a pak vytiskli na 3D tiskdrné vhodny pro
tyto kyvety drzak.

i
I

T

Obrazek 8.4: Roztoky siranu médnatého o ruzné koncentraci

Zacneme tim, ze v programu OceanView zvolime rezim sestaveni kalib-
ra¢ni kiivky z roztokt o zndmé koncentraci. Stejné jako v predchozim
méreni nejdriv ulozime referencni spektrum a temny proud. Pak zvolime
vlnovou délku, na které bychom chtéli mérit absorpce, a zaéneme popo-
radé vkladat jednotlivé roztoky standardu. U kazdého roztoku uvedeme
jeho koncentraci a zméfime absorbanci. Program z nameérenych bodu
sestroji graf zavislosti absorbance na koncentraci a prolozi kalibra¢ni
krivku. V nasem pripadé koeficient determinace vysel skoro roven 0.992,
coz je pomeérné vysoka mira spolehlivosti.

Ze ziskané kalibra¢ni kiivky s koeficientem R? blizicim se hodnoté 1 mii-
zeme s velkou presnosti stanovit koncentraci latky v nezndmém roztoku.
Kalibra¢ni kiivku vytvorenou v programu OceanView muzete najit v
ptiloze B na obrézku
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Kapitola 9

Vysledky méreni a navrh dalsich vylepSeni

Jelikoz se jedna o prvni prototyp zarizeni, muzeme diskutovat o moznostech
vylepseni naseho spektrofotometru v budoucnosti. Uvedme aspon par z nich:

®8 Pouziti jiného zdroje zareni
V réamci této bakalarské prace jsme se predevsim zamérili na viditelnou
oblast spektra, nebot i pouzitda UV LED produkuje spektralni ¢aru na
hranici UV a VIS oblasti. Vzhledem k tomu, neméli pro nase méfeni

vyznam latky absorbujici prevazné v UV oblasti (napt. aceton a kofein,
jejichz spektrum jsme také chtéli zméfit).

Jako alternativu LED driveru bychom mohli pouzit xenonovou vybojku,
ktera by pokryvala celou UV-VIS oblast a produkovala zafeni s vysokou
intenzitou.

® MozZnost provedeni analyzy plyni

Funkcionalita spektrofotometru by se také mohla rozsitit o analyzu
plynt. Rada latek v plynném stavu absorbuji UV-VIS zafeni. Jsou to,
napiiklad, pary rtuti, chlor a oxid siri¢ity. Méfreni koncentrace bychom
mohli provadét vyuzitim mikropumpy nebo mikroventilatoru, které by
umoznovali proudéni plynu skrz specialni kyvetu na méfeni plynt s vétsi
délkou absorbujici vrstvy.
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Kapitola 10
Zaveér

Hlavnim cilem této bakalarské praci byl navrh a realizace spektrofotometru,
ktery by umoznil analyzu tekutin.

Teoreticka Cast prace predstavuje komplexni pohled na problematiku mole-
kulové absorp¢ni spektrometrii v UV-VIS oblasti. V této ¢asti jsme nejdiiv
meéli za ucel pochopit fyzikalni principy interakce hmoty a zafeni, na nichz je
zalozen obor spektroskopie. Vyuzitim poznatkti v daném oboru, velkou pozor-
nost jsme pak vénovali popisu spektrometrické instrumentaci, véetné zdroju
a detektorti zareni, optické cesty a typu usporadani jednotlivych spektrome-
tri. Nakonec, provedli jsme resersi vyuziti spektrofotometrii ke kvalitativni
a kvantitativni analyze latek. Na konci teoretické ¢asti jsme sumarizovali
parametry komercéné dostupnych spektrofotometri.

V praktické ¢asti prace jsme na zakladé nabytych znalosti navrhli a nasledné
pomoci 3D tiskarny vytiskli kostru naseho pristroje, jehoz optické cesta byla
realizovana v jednopaprskovém usporadani. Jako zdroj zafeni jsme pouzili
vlastné vyrobenou desku plosnych spoju s péti LED diody a moznosti ménit
jejich intenzitu. Nakonec, zvolili jsme vhodné pro nase ucely optické materialy,
chemikélie a rozpoustédlo.

Realizovany spektrofotometr jsme otestovali vyuzitim softwaru OceanView
na vybranych tekutinach. Hlavnim vystupem z provedené analyzy je plné
funkéni zarizeni, které splnuje pozadavky na méreni jak absorpéniho spektra,
tak i stanoveni koncentrace vybranych latek.

Dalsim krokem ve vyvoji spektrofotometru by mohla byt implementace
navrzenych vylepseni uvedenych v kapitole 9.
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Ptiloha A
Vyroba desky plosSnych spojii

Obrazek A.1: Vytistény motiv spoje
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A. Vyroba desky plosnych spojii

Obrazek A.2: Krabice pro UV osvit

Obrazek A.3: Osvicena deska
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A. Vyroba desky plosnych spojii

Obrazek A.5: Proces péjeni
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P¥iloha B

Méreni absorpce a kalibracni krivka
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Obrazek B.2: Vybér rezimu méfeni absorpce
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B. Méreni absorpce a kalibracni krivka

A

Aagaapel|l
I =

 sehema Wi

7] Set hcquistion Parameters )

Vo Cortros pdemare Convot

SribmLang T o

ntagraton Tre: Aot

10072] e

L
,—-—‘fl

o
t

[
b

EEEEE

Obrazek B.3: Nastaveni parametri méreni
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Obrazek B.4: Ulozeni spektra referen¢niho vzorku
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B. Méreni absorpce a kalibracni krivka
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Obrazek B.6: Kalibra¢ni kiivka siranu mednatého
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P¥iloha C

Kompletni usporadani spektrofotometru

Obrazek C.1: Kompletni usporadani spektrofotometru
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