Priloha Il

Navod pro realizaci stanoveni koncentrace zelezitych kationti ve vodé DSLR
spektrofotometrii vytvofeny na zaklad¢ predlozené prace, jejiz je ptilohou.
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Struény uvod
Tato metodika vznikla jako jeden z vystupt ro¢nikové prace béhem studia na niz§im stupni Gymnazia Ptirodni $kola.

Prace se zabyvala hledanim optimalniho uspofadani metody stanoveni koncentrace Zeleza ve vodach, pii které je
vyuzivan digitalni zrcadlovy fotoaparat.

Koncentrace Zelezitych kationtl ve vzorcich je stanovovana pres kalibra¢ni zavislost koncentrace udané v mg/l a intenzit
modré nebo zelené barvy z RGB spektra na stupnici od 0 do 255.

Vzorek obsahujici Zelezo totiZ po reakci s vhodnym &inidlem zméni svou barvu na &ervenou. Cerveny komplex poté
pohlcuje modrou a zelenou slozku viditelné Casti elektromagnetického zafeni. Intenzita barvy komplexu je dana
mnozstvim barevné aktivniho analytu ve vzorku. Tedy kdyz bude vzorek hodné koncentrovany, tak po reakci s danym
¢inidlem zméni barvu na velmi intenzivni Cervenou a bude pohlcovat velké mnozstvi modré a zelené barvy zateni —
intenzita barev bude mensi. Kdyz bude naopak vzorek malo koncentrovany, komplex barvu téméf nezméni a uréené
intenzity modré a zelené barvy budou vysoké.

Pomiicky

Pro odbér vzorku

Odmérny valec o objemu min. 100ml, 1ékové sklenéné lahvicky s vickem o objemu 100 ml (pocet zavisi na mnozstvi
vzorki), nastavitelna automaticka pipeta o objemu davkovani 100 — 1000 pl + $picky, fedéna kyselina dusi¢na (HNO3)
v poméru 1:1, latexové rukavice a ochranné bryle, uzaviratelna nadoba na odpad, popisova¢ na lahvi¢ky (ne vodou
omyvatelny), chladici box

Priprava kalibra¢nich standardu a pfiprava vzorka k analyze

3x 5ml, 6x 25ml a 12x 10ml odmérné bariky se zatkou na kalibra¢ni standardy + dalsi 3x S5ml odmérna barika na kazdy
odebrany vzorek, zdsobni roztok dusi¢nanu Zelezitého (¢ = 1000 mg/l, Cistota p. a.), zasobni roztok thiokyanatanu
draselného (10% roztok, Cistota p. a.), destilovana nebo deionizovana voda, n€kolik rizné velikych kadinek, nékolik
plastovych kapatek, fixni automaticka pipeta o objemu davkovani 200 ul + $picky, nastavitelna automaticka pipeta o
objemu davkovani 100 — 1000 pl, sklenéna Sml délena pipeta + balonek, mikrotitracni desticka

Analyza vzorku

Mikrotitra¢ni desticka, LED videosvétlo s matnici (min. rozméry svétla jako rozméry mikrotitraéni desticky), digitalni
fotoaparat, stativ s vyositelnou stfedovou tyc¢i, pocita¢ s nainstalovanym programem Adobe Photoshop a tabulkovy
software (Microsoft Excel apod.)

Postup prace

Odbér vzorku

1) Pro odbér vzorku nejprve pouzijeme odmérny valec. Ten pied samotnym odbérem vzorku nékolikrat
proplachneme vodou, ze které bude vzorek odebiran.

2) Poté do valce odebereme 100 ml vzorku a pielijeme je do piipravené lahvicky, kterou piedem také
proplachneme vodou, ze které odebirame vzorek.

3) Po naplnéni lahvi¢ky vzorek zakonzervujeme 2 ml fedéné kyseliny dusi¢né. Kyselinu do lahvicky se vzorkem
pipetujeme automatickou nastavitelnou pipetou. Pii praci s kyselinou dusi¢nou pouzivame latexové rukavice a
ochranné bryle!

4) Po pfidani kyseliny dusi¢né lahvicku se vzorkem zavieme a nadepiSeme popisovacem. Z pipety sundame
pouzitou Spicku a vyhodime ji do nadoby urc¢ené na odpad.

5) Odebrany, zakonzervovany a nadepsany vzorek umistime do chladiciho boxu.



Kalibrace metody

1) Pro kalibraci metody z pfipravenych zasobnich roztokt sestavime kalibra¢ni standardy podle tabulky niZe.

V barice je poté doplnime destilovanou vodou po rysku a protfepeme. Kazdy standard ptipravime prave 3x.
¢islo standardu ¢ [mg/l] Veeaiog); [M] Visen [pl] Viaiy
¢ = 1000 mg/I ¢ =50 mg/I [mi]

0 (blank) 0,00 - 0,00 200 5,00

1 1,00 - 0,50 200 25,00

2 2,00 - 1,00 200 25,00

3 5,00 - 1,00 200 10,00

4 10,00 - 2,00 2000 10,00

5 20,00 - 4,00 200 10,00

6 50,00 0,5 - 200 10,00

2)

3)

Z kazdého standardu odlijeme jeho ¢ast do kadinky, ze které automatickou pipetou davkujeme 250 pl do jamek
mikrotitracni desticky.

Mikrotitraéni desticku spolu s matnici uchytime do stojanti (viz Obr. B). Pod desticku umistime LED
videosvétlo (viz Obr. A,B) (desti¢ku fotografujeme v mistnosti bez jiného zdroje svétla nez je videosvétlo, nebo
okolni svétlo odstinime napft. kartonovou krabici viz Obr. B) desticku vyfotime fotoaparatem uchycenym do
stativu podle Obr. C nastavenym podle nasledujici tabulky:

nastaveni

Délk: i
e, A expozice 1/125 sec

snimku
Clonové ¢islo /6.3
ISO (citlivost) 100

Co nejblizsi teploté barvy pouzivaného
WB «

svétla
Picture style S (standardni)
Ohniskova vzdalenost | 18 mm

4)

5)

6)

7)

8)

Fotografie poté importujeme do pocitace. Fotografie ve formatu
RAW prostfednictvim https://cloudconvert.com/ pfevedeme do
formatu PSD. Tento soubor otevieme v programu Adobe
Photoshop.

Fotografii vyhodnotime:

a. 'V programu Adobe Photoshop zvolime ,,nastroj kapatko
(klavesova zkratka ,,1*)

b. Mysi klikneme do jamky desticky na fotografii. Poté
otevieme okno ,,Nastavit barvu popredi“ — zde uvidime
intenzitu modré a zelené barvy (hodnoty od 0 do 255). .

€. V kazdé jamce se standardem intenzitu obou barev zjistime na 6 ruznych mistech — ZJlstene intenzity
modré i zelené barvy si zaznamenavame do tabulky v Excelu (popt. Origin — pro pokroc¢ilejsi)

Ze zjisténych Sesti intenzit od kazdé barvy vypocitame v Excelu median -> vybereme prazdnou bunku v listu,
zadame ,,=MEDIAN*, vloZime zavorku a do ni vybereme vsech $est intenzit od jednoho standardu. Potvrdime.
Takto median ur¢ime pro kazdy standard.

Z mediant poté vytvotrime bodovy graf, ktery prolozime ,,spojnici trendu. U té si poté nechame zobrazit
hodnotu koeficientu determinace R% Z bodového grafu pak ubirdme odlehlé hodnoty (zpravidla nejnizsi a
nejvyssi), aby byl R? >0,9900. V takovém ptipadé je kalibrace usp&sna.

Standardy po dokonceni kalibrace nechiavame pipetované v jamkach desticky.

Priprava vzorku a jejich analyza

1)

Vzorky ptipravujeme do Sml odmérnych banék podle tabulky niZe:
Vvzorku [MI] Vkscn [pl] Vbaiiky [MI]
4,00 200 5,00



https://cloudconvert.com/

2)

3)

4)

Kazdy vzorek pfipravime praveé 3x.

Z kazdého vzorku c¢ast odlijeme do kadinky a pipetujeme 250 pl do jamek v desticce vedle kalibracnich
standardd.

Desticku s kalibracnimi standardy i vzorky vyfotime jako pfi kalibraci a stejné jako pfi kalibraci vyhodnotime
— zjistime 6x intenzitu modré i zelené barvy v kazdém standardu/vzorku; vypocitime median; vytvorime
kalibra¢ni ptimku.

Pro analyzu vzorkid opét sestavime kalibrac¢ni kiivku.

Vypocet koncentrace

1)

2)

3)

Pro vypocet koncentrace analytu ve vzorku u kalibra¢ni kfivky zobrazime ,,rovnici regrese, ktera je ve formatu
y=ax+Db

Tu pro vypocet koncentrace upravime do formatu

-b
x=2=
a

Za y dosadime median daného vzorku, a a b pak dosadime z rovnice regrese zobrazené u grafu s kalibra¢ni
pfimkou.

Nyni jsme ziskali koncentraci Fedéného vzorku [mg/l]. Pro vypocet koncentrace tak koncentraci fedéného
vzorku vynasobime objemem baiiky v litrech, ve které jsme vzorek ptipravovali, tj. 0,005. To celé poté vydélime
objemem vzorku pipetovaného do banky (taktéz v litrech) — tedy 0,004. Pro vypocet koncentrace z koncentrace
v fedéném vzorku tedy pouzijeme

Cnefedéné = (Cfedéné * Vbaﬁky) / Vpipetovaného vzorku

Po dosazeni to tedy bude
Cnefedéné = (X*0,005)/0,004
Ted mame vypocitané 3 nefedéné koncentrace Zeleza v jednom vzorku. Tyto hodnoty statisticky vyhodnotime.

Statistické vyhodnoceni

1)
2)
3)

Pro statistické vyhodnoceni pouzijeme ptilozeny excelovy soubor.

V ném do tabulky, kde je sloupec pro t¥i hodnoty vlozime vypocitané koncentrace od nejmensi po nejvétsi.
Automaticky probéhne vypocet medidnu — to je ted’ vysledna koncentrace; vypocet Ly, 2, ktery udava, v jakém
rozsahu muze leZet nami hledana koncentrace (jelikoZz je méteni zatizeno urcitou chybou); vypocet Sr [%], ktera
Vv procentech udava chybu stanoveni.



