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ABSTRAKT

Klasické laboratorni i mobilni spektrofotometry jsou velmi drahé a pro fadu instituci
(napt. ZS, SS) tedy nedostupné. PiedloZzena prace se zabyva alternativni metodou
stanoveni koncentrace zelezitych kationtii ve vodach pomoci digitalniho zrcadlového
fotoaparatu (DSLR). V této metodé je koncentrace stanovovana stejné¢ jako pii
klasické spektrofotometrii pfes kalibraci a jeji rovnici, kde je jedna z proménnych
intenzitou modré (B) nebo zelené (G) barvy z RGB spektra na stupnici od 0 do 255.
Intenzita téchto dopliikovych barev je pfimo imérna koncentraci analytu ve vzorcich
— ¢im vétsi je koncentrace, tim mensi je intenzita danych barev. Hlavnim cilem prace
je proto hledani optimalniho uspotadani metody vyuzivajici DSLR, které poskytne
vysledky stanoveni co nejblizsi datim ze spektrofotometru.

V ramci této prace byl pro stanoveni pouzit DSLR Canon EOS 100D
s objektivem Canon Zoom Lens EF-S 18-55 mm f/3.5-5.6 IS STM, ktery byl
uchycen do stativu s vyosenou stiedovou tyc¢i. Fotoaparat pak byl kolmo umistén nad
mikrotitracni destiCku s kalibraénimi standardy a vzorky, kterd byla ze spodu
prosvicena LED videosvétlem. S timto uspofadanim bylo provedeno nékolik méfent,
pti kterych byly sestaveny kalibra¢ni kiivky, u kterych byla podle rovnice regrese
a indexu korelace ur¢ovana presnost.

Vliv problému s délkou optickych drah skrz mikrotitra¢ni desticku ke snimaci
fotoaparatu a s Sumem okolo jamek mikrotitracni desticky na kvalitu stanoveni byl
vyvracen. VIiv barevné reakce kobaltnatych slozek s thiokyanatanem draselnym byl
experimenty potvrzen, ale bylo navrZzeno feSeni metodou standardniho ptidavku. Na
zakladé téchto a dalSich méfeni bylo uspofddani metody upraveno a otestovano.
Koncentrace analytu v testovacim vzorku stanovena DSLR spektrofotometrii byla
7,43 mg/l, coz je hodnota velmi blizkd koncentraci stanovené spektrofotometrem

HP 8453 (7,31 mg/l). Dulezitym vystupem prace je navod pro realizaci stanoveni.

Klic¢ova slova: alternativni analytickd metoda, spektrofotometrie, uprava uspotadani,
optimalizace, DSLR, stanoveni koncentrace, Zelezité kationty, analyticka chemie,

didaktika chemie, laboratorni praktika
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1 Uvop

V roce 2017 probéhl na Gymnaziu Pfirodni Skola, o. p. s. vyzkum zabyvajici se
chemickou analyzou minerdlnich pramenti!. Price byla provadéna v ramci
vzdélavaciho projektu ,»Expedice* (www.prirodniskola.cz;
http://archiv.prirodniskola.cz/expedice/tepelsko2017.html).  Jednou  z pouzitych
metod bylo DSLR spektrofotometrické stanoveni koncentrace zelezitych kationtt ve
vodé, pii které byl spektrofotometr nahrazen digitalni zrcadlovkou v kombinaci se
softwarem pro vyhodnoceni dat (tabulkovy software a program schopny urcit
intenzitu zakladnich barev, na stupnici od 0 do 255, RGB spektra). Jednalo se
0 alternativni metodu k laboratornimu stanoveni koncentrace pomoci klasického
spektrofotometru. Detaily lze nalézt v Ptiloze IV.

Vysledky méfeni provadéného timto zpisobem byly zatizeny velkou chybou.
Nejmensi chyba v méteni, vyjadiena pomoci RSD byla 8,59 % [1]. RSD pro ostatni
vysledky byla vétsi nez 10 % [1]. Vznik téchto chyb ovlivnilo mnoho faktord mj.
i to, ze zvolena metoda byla autory vyuzita poprvé. Velky rozptyl dat a vysoké
hodnoty RSD tedy nebyly ptekvapenim.

V ramci prace, jejiz vysledky shrnuje tato zprava, byla provedena fada zmén
V uspotfadani metody oproti pivodnimu navodu (Pfiloha IV) podle kterého byla
realizovana méfeni v roce 2017 [1].

Predlozena prace se proto zabyva optimalizaci této metody. Mohla by totiz
byt obstojnou alternativou k laboratornim stanovenim a nasla by uplatnéni i ve vyuce
klasickém spektrofotometru, ale naklady jsou relativné nizké (nejlevnéjsi
spektrofotometry jsou stale v ifadech né¢kolika desitek tisic draz$i nez zakladni
zrcadlové fotoaparaty). DSLR spektrofotometrie by mohla poskytnout relativné
pfesné méieni tam, kde je vzhledem k vysoké pofizovaci cené nemozné provést
méfeni spektrofotometrem, (napt. jednoduché terénni stanoveni zakti ZS a SS).

Cilem prace je tedy testovani a optimalizace uvedené metody pro stanoveni

zelezitych kationtdl ve vodé, kde se ocfekavd zvySend koncentrace Zeleza.

! Zavére€na zprava z realizovaného vyzkumu dostupna z WWW:

<http://archiv.prirodniskola.cz/expedice/tepelsko2017/prameny-2017.pdf>. Prace je dale v textu
citovana jako [1]. Prace je pod samym Cislem uvedena v soupisu literatury na konci této zpravy
S patficnymi bibliografickymi udaji.



http://www.prirodniskola.cz/
http://archiv.prirodniskola.cz/expedice/tepelsko2017.html
http://archiv.prirodniskola.cz/expedice/tepelsko2017/prameny-2017.pdf

Za optimalni nastaveni je Vramci této prace nadale povazovano takové, S jehoz
pouzitim bude mozné dosahnout vysledkii S co nejmensi chybou stanoveni, nebo
vysledkii co neblizSich tém, které stanovi spektrofotometr. Pii tom plati, Zze za
piijatelné je mozné povazovat vysledky s RSD <10 % vcetng. Pro ovéfeni ziskanych
dat budou vSechna stanoveni paralelné provedena také na klasickém
spektrofotometru.

Dalsim cilem je zjistit mozné problémy pii stanoveni provadénych podle
Piilohy IV vroce 2017 [1], ovéfit je a urCit jejich vliv na stanoveni. V ramci
predlozené prace by mély byt ovéfovany a vyhodnocovany i dalsi problémy vyvstalé
béhem realizace predlozené prace. V ramci této zpravy nejsou separatné
vypracovany kapitoly ,,metodiky/postupu prace” a ,vysledkl s diskuzi“, a to
predevsim kviili pfehlednosti textu a jeho obsahlosti.

Kazdému problému tedy bude vénovan samostatny oddil, ve kterém bude

a. Mmetodika pouzita pii feseni konkrétniho problému,

b. vyhodnoceni méteni, kterym byl problém ovétovan,

€. zhodnoceni zjisténych vysledk s jejich diskutovanim.

Béhem testovani a optimalizace metody by se meélo podafit zodpovédét
nasledujici otazky:

a. Jaké je optimalni uspofadani metody stran fotoaparitu (nastaveni
fotoaparatu, dalsi ptislusenstvi)?

b. Jaka je optimalni prace s daty (do jakého formatu ukladat fotografie,
Vv ¢em a jakym zplisobem je vyhodnocovat)?

c. Je zadouci pii analyzovani pouZit podsviceny podklad? Jestlize ano
jaky, ptipadné jakého typu?

d. Do ¢eho je vhodné béhem meéfeni umistit analyzovany vzorek
(mikrotitracni desticka nebo kyveta)?

e. Jaky je linearni koncentracni rozsah metody pro stanoveni Zelezitych
kationtd? Lze metodu pouzit pro stanoveni koncentrace Zelezitych
kationtli ve vodach mineralnich pramend?

f. Jaké jsou mozné problémy pii stanoveni metodou DSLR
spektrofotometrie a co je zptsobuje?

Zasadnim vystupem prace by mél byt metodicky navod na provedeni DLSR
spektrofotometrického stanoveni. Za nadstandardni by v ramci této prace bylo mozné

povazovat piijeti ¢lanku na téma DSLR spektrofotometrie do Chemickych listt.
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2 TEORETICKY UVOD

2.1 Spektrofotometrie

Jedna se o metodu analytické chemie patiici mezi elektromagnetické spektroskopické
metody. Spektrofotometrie je analytickd metoda, zalozena na absorpci zafeni
ruznych vinovych délek spektra vzorkem. Koncentrace analytu ve vzorku je pfimo
umérnd dle Lambertova-Beerova zakona na pohlceném zareni.

Pii stanovovani koncentrace analytu? ve vzorku pomoci spektrofotometrie
analytu, je vzorek ozafen elektromagnetickym zafenim dané vinové délky o vstupni
intenzité. Toto zafeni je pohlcovano molekulami analytu. Zbylé =zafeni,
neabsorbované vzorkem, poté dopada na detektor. Plati, Ze intenzita proslého zareni
je niz8i, nez intenzita vstupniho zéafeni. Detektor odecitd intenzitu dopadajiciho
zateni od intenzity pocateéni. Mnozstvi absorbovaného zéfeni je pak idealné tmérné
koncentraci zjistované latky v analytu.

Spektrofotometricky lze tedy stanovovat koncentrace barevné aktivniho

analytu ve vzorku na zakladé miry absorpce svétla o urcité vinové délce (1).

2.1.1 Molekulova absorp¢ni UV/VIS spektrofotometrie
Uziva se pro méfeni koncentrace analytu podle absorbance zateni prochazejiciho
zkoumanym vzorkem podle Lambertova-Beerova zakona nebo Transmitance (viz
pododdil 2.1.2). Pfi znamém koeficientu absorpce méfené latky umoznuje zména
intenzity prochazejiciho zafeni stanovit jeji koncentraci v roztoku.

V UV/VIS spektrofotometrii Ize pracovat s ultrafialovym a viditelnym
zatenim o vlnové délce vrozmezi 10 az 800 nm [2]. Stanoveni provadéni VIS
spektrofotometrii pracuji s viditelnou casti spektra mezi 390 a 790 nm. UV spektrum
je d€leno na blizkou ultrafialovou oblast a vzdalenou ultrafialovou oblast. Blizka UV
oblast je mezi 200 a 400 nm. Vzdalena UV oblast je vrozsahu od 10 do

200 nm - tato oblast neni pro spektrofotometricka stanoveni bézné vyuzivana [2].

2Analyt- Konkrétni latka (prvek), jehoz pritomnost nebo mnozstvi je stanovovano metodami
analytické chemie.



2.1.2 Méfeni absorbance
Pomoci absorbance je nasledné mozné zjistit koncentraci analytu ve sledovaném
vzorku. Zjistovani koncentrace analytu ve zkoumaném vzorku je provadéno podle

jednoho z nize uvedenych vztahi.

Molarni absorpcni koeficient
Vyjadiuje schopnost latky absorbovat svétlo. Molarni absorp¢ni koeficient je pro
kazdou latku vlastni pii riznych vinovych délkach A.
Vypocitava se z rovnice (2.1). Pokud jsou veli¢iny ze vztahu (2.1) udavany

v souladu s IUPAC?, tedy koncentrace ¢ v mol/dm a délka absorbujiciho prostiedi
| v.em, uvadi se molarni absorpéni koeficient ¢ v I mol™ cm [2]. Je-li koncentrace
vyjadiena v jinych jednotkach, je ve vztahu (2.1) & nahrazen absorpénim
koeficientem a, jehoz rozmér zavisi na udani koncentrace [2].

Molarni absorpéni koeficient je vyuzivan pro stanoveni koncentrace analytu

Vv nésledujicich vztazich.

Lambertav-Beeriv zakon
Lambertiv-Beertv zakon (2.1) se vyuziva ke zjisténi absorbance analytu v komplexu
a naslednému stanoveni koncentrace daného analytu.

Vyjadiuje vztah mezi absorbovanym zafenim, délkou absorbujiciho prostiedi
a koncentraci analytu ve vzorku [2, 3] (Obr. 2.1), (2.1). Ze zdroje svétla vychazi
monochromaticky zafivy tok @®o. Ten prochazi absorbujicim prostiedim o tloust’ce
| anepohlceny zafivy tok & zprosttedi vychizi. Plati, 7e & <. Cast
neabsorbovaného zareni se také odrazi od prostiedi, ve kterém je zkoumany vzorek
(napt. od skla kyvety, kde odraz konkrétné tohoto viditelného zafeni mize Cinit az
4 % celkového zateni [2]).

Absorpce nezavisi pouze na tloust’ce absorbujiciho prostedi, ale také na
koncentraci (mnozstvi) latky nebo latek, zptsobujicich absorpci. Tento vztah mezi
tloustkou absorbujiciho prostfedi, koncentraci absorbujici latky a vlastni velikosti

absorbance definuje spojeny Lambertiv-Beertv zakon

A=1l-c-c¢ (2.1)

3IUPAC - International Union of Pure and Applied Chemistry (Mezindrodni unie pro ¢istou a uzitou chemii)


https://cs.wikipedia.org/wiki/Chemie

kde A je absorbance, ktera je pfimo umérna délce absorbujiciho prostredi | [cm],
kterym paprsek prochazi a koncentraci ¢ zjistované slozky ve vzorku [mol/dm] a ¢ je
molarni absorpéni koeficient [I mol™ cm™]. Molarni absorpéni koeficient je pro

kazdou latku vlastni.

o //¢

Obr. 2.1 Schéma absorpce zateni (upraveno podle [2]), kde @o je vstupni zativy tok, @ je vystupni
zativy tok (neabsorbované zéaieni), | je délka absorbujiciho prostfedi [cm] a ¢ je koncentrace
zjistované latky v absorbujicim prostiedi.

Viceslozkovy systém
Pouziva se v piipadé, kde je nutné podle Lambertova-Beerova zakona ke zjisténi
miry absorpce provést dvé analyzy pii riznych vinovych délkach (4), z divodu
piitomnosti vice absorbujicich slozek. Pokud se v analyzovaném vzorku vyskytuji
dvé absorbujici slozky a vice, plati aditivita dil¢ich absorbanci. Celkova namétena
absorbance je poté ddna vztahem
n
A= 12 £, 2.2)
i=1
kde A je zjistovana mira absorpce, | je délka absorbujiciho prostiedi [cm], ¢ je
molarni absorpéni koeficient [I mol™ cm™], ¢ je koncentrace [mol/dm] a n je pocet
absorbujicich slozek ve vzorku.
V ptipadé DSLR spektrofotometrie lze viceslozkovy systém nebo dvé
analyzy podle Lambertova-Beerova zakona nahradit stanovenim koncentrace analytu

metodou standardniho pridavku.

Transmitance
Tato veli¢ina taktéz hodnoti miru absorpce zéfivé energie. Definuje neabsorbované

mnozstvi zafeni po pruchodu absorbujicim prostfedim. Udava se vétSinou
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v procentech [2]. Je dana pomérem intenzitou zafeni vychazejiciho z absorbujiciho

prostiedi @ ke vstupni intenzité zafeni @o. Transmitance je tedy definovana

P

T=—
P

(2.3)

kde T je transmitance, @ je vystupni intenzita zafeni (nepohlcené zafeni) a &g je
vstupni intenzita.

Transmitance roztoku mj. zalezi na vlastnostech absorbujici latky, vinové
délce prochazejiciho svétla a mnozstvi absorbujici latky (c latky v roztoku a ).
Zavislost transmitance na téchto veliinach, pfi vyuziti monochromatického zareni,
je definovana

T=10""¢¢ (2.4)
kde T je transmitance, | je délka absorbujiciho prostiedi [cm], ¢ je molarni dekadicky

absorpéni koeficient [I mol™ cm™] a ¢ je koncentrace absorbujici latky [mol/dm].

2.1.3 Spektrofotometr

Zatizeni (Obr. 2.2) se pouziva pii kvantitativni analyze méfenim absorbance
a pripadné i ke kvalitativni analyze, pfi interpretacich spekter (absorpénich maxim
a minim). Jeho hlavni soucasti je zdroj zafeni, kterym je pro spektrofotometrii v UV
oblasti deuteriova lampa a pro méfeni ve VIS oblasti halogenova lampa. Svétlo je
VvV monochromatoru (diive hranol nebo pomoci filtrii, dnes Ccastéji miizka se
Stérbinou) rozlozeno idealné na pozadovanou vinovou délku. Zafeni vybrané vinoveé
délky poté prochazi nastavitelnou clonou, které usmériuje jeho tok. Zafeni nasledné
prochazi pfes kyvetu se zkoumanym analytem, kde je cast zafeni absorbovana.
Nepohlcené svétlo dopada na detektor. Pomoci softwaru je intenzita dopadajiciho
zéafeni porovnana s intenzitou zdrojového zafeni. ZjiStovana absorbance je pocitana

podle n¢kterého ze vztaht (2.3), (2.4).
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Obr. 2.2 Obecné schéma spektrofotometru s oznacenymi zakladnimi c¢astmi (upraveno podle
wikiskripta.cz), kde 1 je zdroj zafeni - Zarovka nebo halogenova lampa pro VIS a deuteriova
lampa pro UV oblast; 2 je monochromator - zafizeni propoustéjici pouze svétlo ur¢ité vinové
délky (vytvoti z polychromatického zafeni monochromatické); rozkladnym prvkem mutize byt
hranol, difrakéni miizka, filtry nebo opticka miizka (pro viditelnou oblast spektra se nejcastéji
pouziva difrakéni miizka); 3 je nastavitelna clona - umoziuje regulaci prochéazejiciho zafeni;
4 je kyvetovy prostor - prostor pro vzorky v kyvetach; pouZiva se sklenéna optika (pro VIS
oblast), kiemenna optika (pro UV oblast), solna optika (pro IR oblast) nebo kyvety z plastu; 5
je analyzovany vzorek; 6 je detektor — CCD kamera nebo fotodioda; 7 je zesilovaé signélu; 8
je vystupni zatizeni - software na analyzu dat; @o je vstupni zafivy tok o intenzité lo; @ je
vystupni zafivy tok o intenzité | - nepohlcené svétlo; Ax je polychromatické zafeni; A je
monochromatické zareni.

2.2 DSLR spektrofotometrické stanoveni koncentrace Fe3*
Stanoveni vlastnosti vzorku je provadéno digitalnim zrcadlovym fotoaparatem
v kombinaci se softwarem pro zjisténi intenzit zakladnich barev RGB spektra, coz
dohromady slouZi jako alternativa ke spektrofotometru.

Pti stanoveni koncentrace Zelezitych kationti je dileZitym aspektem intenzita
modré a zelené barvy. Po reakci zelezitych kationtl s thiokyanatanovym aniontem
totiz vznikd komplexni sloucenina cervené barvy, proto je sledovana intenzita
absorbované doplnkové barvy (modré a zelené). Na zakladé intenzit doplinkovych
barev a ptesné sestavené kalibrace je poté mozné zjistit obsah Zelezitych kationt ve
sledovaném vzorku. Podle Lambertova Beerova zakona plati, ze ¢im je koncentrace
zelezitych kationt vétsi, tim intenzivnéjsi je Cervena barva komplexu a tim padem
mensi intenzita modré a zelené barvy, jelikoz Cerveny komplex dané doplitkové
barvy absorbuje. Stanoveni koncentrace Zelezitych kationtd [mg/1] je pak provadéno

pfes rovnici regrese v kalibra¢ni piimce.

2.2.1 Nahrada spektrofotometru
Vstupni zdroj zateni (Obr. 2.3) je nahrazen
a. podsvicenym podkladem s matnici,

b. pfirozenym svétlem.


http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Halogenov%C3%A1_lampa&action=edit&redlink=1
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Deuteriov%C3%A1_lampa&action=edit&redlink=1
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Deuteriov%C3%A1_lampa&action=edit&redlink=1
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Monochrom%C3%A1tor&action=edit&redlink=1
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Polychromatick%C3%A9_z%C3%A1%C5%99en%C3%AD&action=edit&redlink=1

Nad zdrojem svétla je umistén analyzovany vzorek. Detektor
spektrofotometru je nahrazen snimacem fotoaparatu (Obr. 2.3). Fotoaparatem je
mikrotitraéni desticka vyfocena. Fotografie je poté nahrdna do pocitace, kde je dale
vyhodnocena podle sestavené kalibrace. Cely proces vyhodnocovani probiha
Vv pocitaci, kterym je nahrazeno vystupni zafizeni spektrofotometru (Obr. 2.3).

Pfi méfeni pomoci DSLR je né€kolik zasadnich rozdila (Obr. 2.3):

a. Pfi analyze neni zpolychromatického zéafeni nijak oddéleno
monochromatické (chybi monochromator, dand barva svétla je
vyhodnocena az softwarem).

b. Zateni dopadajici na detektor prochazi skrze vétsi mnozstvi Cocek
objektivu oproti fokusa¢ni optice ve spektrofotometru.

c. Pifi DSLR spektrofotometrii se pracuje s vétsi casti viditelného
spektra, protoze je porovnavano spektrum kalibra¢nich vzorki
a vzorkli neznamych. Protoze vstupni zéfeni je polychromatické,
nejsou vinové délky jakkoliv zohlediovany pii vypoctu vysledné
koncentrace, pokud ovS§em pomineme vypocty provadéné pii upraveé
obrazu samotnym c¢ipem fotoaparatu. Pfi vypoctu koncentrace tak
nejsou pouzity vztahy (2.1), (2.2), (2.3), (2.4). Koncentrace analytu
ve zkoumaném vzorku je provadéna pres kalibraéni zavislost

arovnici grafu, ve kterém je sestavena kalibracni pfimka.
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Obr. 2.3 Porovnani uspotradani pfistroju pii klasické spektrofotometrii (a) a uspotadani pfistroji pfi
DSLR spektrofotometrii (b), kde u a) 1 je zdroj zafeni; 2 je monochromator; 3 je clona; 4 je
kyveta se vzorkem 5; 6 je detektor; 7 je zesilovaé signalu; 8 je vystupni zafizeni; Ax je
polychromatické zafeni; A je monochromatické zateni; Po je vstupni zafivy tok a @ je
vystupni zafivy tok. U b) je 1 zdroj zafeni; 2 je kyveta se vzorkem 3; 4 je Cocka (Cocky)
objektivu; 5 je snimac fotoaparatu; 6 je vystupni zafizeni a Ax je polychromatické zafeni o
neznamé vinové délce A.

V uspotadani DSLR spektrofotometrie nelze nijak docilit rozdéleni
jednotlivych sloZzek svétla a ziskat monochromatické zéteni, aniz by byla ovlivnéna
barevnost fotografie. Jako feSeni se tedy nabizi zvolit takové zafeni, které je tomu
monochromatickému nejblizsi nebo zvolit zafeni se stalou a znamou vlnovou délkou.
Timto zdrojem zafeni by mohla byt LED (monochromatické zafeni) nebo laser jedné

barvy o ur€ité neménné vinové délce.

2.2.2 Rozdil oproti molekulové absorpéni UV/VIS spektrofotometrii
Pii analyze DSLR spektrofotometrii Ize pracovat pouze s VIS ¢asti spektra. UV
zéafeni je totiz absorbovano sklem, ze kterého jsou CoCky v objektivu fotoaparatu
vyrobeny.

Kdybychom chtéli pracovat pti analyze s fotoaparatem i v UV oblasti spektra,

musely by ¢oc¢ky objektivu byt z plastu nebo kiemenného skla.



2.2.3 Postup prace pouzity v roce 2017

Kalibrace metody

Pied kazdym meétenim byla provadéna kalibrace pro zjisténi kalibracni zavislosti
(odezva pristroje pro ptislusné koncentrace analytu [6]). Obecné plati, ze ¢im vyssi
koncentrace analytu ve vzorku, tim je vétSi absorbance zareni. V tomto piipadé
platilo, Ze ¢im v¢étsi koncentrace zelezitych kationti ve vzorku, tim mél komplex po
reakci s thiokyanatanem draselnym intenzivnéj$i ¢ervenou barvu, a tim mensi byla
pfi vyhodnoceni intenzita modré (B) a zelené (G) barvy.

Pro sestaveni kalibrace bylo pfipraveno nékolik kalibracnich roztokl
s rostouci koncentraci ¢. Téchto standardi by mélo byt >6 [6]. Diky tomu je mozné
pokryt velky koncentracni rozsah. Zaroven vyssi pocet standarda je lepsi pro vétsi
koncentra¢ni rozsah a pro presnéjsi kalibraci (diky vétsimu poctu standarda 1ze ovérit
zachovani linearity kalibracni pfimky). Nejniz$i a nejvyssi koncentrace kalibra¢nich
standardi by mély byt zvoleny v takovém rozmezi, aby zahrnovala piedpokladanou
koncentraci analytu ve zkoumaném vzorku. Jeden z kalibra¢nich roztokd byl blank,
(,,slepy vzorek*/blank = kalibra¢ni roztok o nulové koncentraci analytu, ktery by mél
ukazovat hodnoty pozadi).

Sedm standardi, v¢etné jednoho slepého vzorku, bylo ptipravovano v 5mi
odmérnych banikach. Kalibra¢ni standardy byly pfipravovany ze zasobnich roztokt
dusi¢nanu Zelezitého (10% roztok cistoty p. a., Lach-ner), thiokyanatanu draselného
(10% roztok cistoty p. a., Lach-ner) a deionizované vody. Podil jednotlivych ¢inidel

je znazornén v tabulce nize (Tab. 2.1):
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Tab. 2.1 Podil jednotlivych ¢inidel v kalibraénich standardech pouZitych pii méfeni v roce 2017 (upraveno podle

(11

oznadeni standardu ¢ [mg/l] Vrenos);  [1] Vksen [1l] Veelkem [MI]
1 (blank) 0,00 0 200 5,00
2 2,50 125 200 5,00
3 5,00 250 200 5,00
4 10,00 500 200 5,00
5 20,00 1000 200 5,00
6 40,00 2000 200 5,00
7 80,00 4000 200 5,00

Do kazdé 5Sml odmérné baiiky byl pipetovan dany objem zasobniho roztoku
standardu (dle Tab. 2.1), dale bylo pfidano 200 pl thiokyanatanu draselného a banka
byla doplnéna po rysku deionizovanou vodou a protiepana. Standardy pak byly
pipetovany do jamek v mikrotitraéni desticce v objemu 250 ul kvuli zachovani
jednotné délky absorbujiciho prostfedi. Stejnd tloustka vSech absorpénich prostredi,
ktera je v molekulové absorpéni UV/VIS spektrofotometrii dilezitym aspektem
(viz pododdil 2.1.2). Kazdy standard byl nanesen do tii jamek.

Vsechny kalibrac¢ni standardy byly vyfoceny soucasné. Fotografie byla
nahrana do pocitace, kde byla za pomoci programu vyhodnocena. Z jednotlivych
kalibra¢nich standardt na fotografii byly vyhodnocovany intenzity modré barvy (B)
a zelené barvy (G) z RGB spektra na stupnici od 0 do 255. Tim byly zjistény
intenzity barev pfislusici danym koncentracim analytu v kalibra¢nich standardech

Po vyhodnoceni byl vytvofen bodovy graf, ve kterém byly zaneseny
koncentrace analytu ve standardech v zavislosti na intenzité barvy. Body byly pak
proloZeny pfimkou (linedrni regrese). Kalibra¢ni ptfimka byla vytvofena pro kazdou
intenzitu (zelené 1 modré barvy) zvlast.

Presnost kalibrace byla urCovana pomoci indexu korelace R, ktery je
odmocninou koeficientu determinace R?. Kalibrace byla povazovana za piesnou,
pokud je R>0,9900.

Kalibra¢ni pfimku bylo nutné sestavit nejdiive pouze pro kalibra¢ni standardy

kvuli kontrole piesnosti kalibrace. Pti stanoveni neznamych vzorkt bylo ale potieba
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kalibraci stanovit vzdy znovu, a to z fotografie, na které byly soucasné zachycené
kalibracni standardy a analyzované vzorky. Tim Dbylo zajisténo, ze podminky

kalibrace odpovidaji podminkdm stanoveni z nezndmého vzorku.

Priprava vzorkt pro analyzu
Kazdy vzorek byl pfipraven v 5ml odmérné bance s potfebnymi cCinidly podle
tabulky Tab. 2.2. Po aplikaci ¢inidel byla banka doplnéna po rysku deionizovanou

vodou.

Tab. 2.2 Pipetovany objem vzorku a jednotlivych ¢inidel do 5ml ban&k pro analyzu pouzity b&hem méfeni
v roce 2017 (upraveno podle [1])

c [mg/l] Vvzorku [HI] Vksen [HI] Vcelkem [ml]

X 4500 200 5,00

Z banky byl pak pfipraveny vzorek pipetovan do tfi jamek mikrotitracni
desticky, vzdy vedle sebe (Obr. 2.40br. 2.4). Do kazdé jamky bylo pipetovano 250,00
ul vzorku, aby bylo dosazeno stejné tloustky vrstvy vSech vzorkd, jako u

kalibra¢nich standardua.

OO0 0O0
© 0 e OO0
© 0 e OO0
© 0 e OO0

X1 X2 X3

Obr. 2.4 Znazornéni nékolikanasobného pipetovani vzorku do mikrotitraéni desticky. X1 je prvni
vzorek; X2 je druhy vzorek; X3 je tfeti vzorek (pocet vzorkll neni pevné stanoveny, mize se
lisit u kazdého méfeni)

Zjisténi intenzity barvy a vypocet koncentrace
Po vyfoceni vzorkl byla fotografie nahrana do pocitace. Zde byla vyhodnocena

programem RGB Color (University of Nebraska, Medical Center), ktery mize urcit
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intenzitu barev z RGB spektra. V programu byla manualné¢ vybrana co nejvétsi
mozna plocha z jamky v mikrotitracni desti¢ce ve tvaru ¢tverce (Obr. 2.5). Program
pak automaticky urcil intenzitu modré (B) a zelené (G) barvy ztéto oblasti na

stupnici od 0 do 255 (Obr. 2.5).

13 RGE Color

Patraneflorwme

| B T T ——T

STARTRESET

WIOTH

Obr. 2.5 Snimek obrazovky programu RGB Color (University of Nebraska, Medical Center) pro
vyhodnoceni fotografie. Vlevo je s vyzna¢eno misto manudlniho vybéru bodu, ze kterého
budou uréovany intenzity barev. Nahofe vpravo je poté vyznaceno misto, kde se pod
pftislu§nou barvou zobrazuji automaticky uréené intenzity barev z bodu vybraného vlevo na
fotografii oteviené v programu.

Ze zjisténé intenzity vV kazdém vzorku byla poté pomoci rovnice kalibra¢ni
ptimky spocitana koncentrace zelezitych kationtti Rovnice regrese je ve tvaru

y=ax+b (2.5)

kde proménna y je intenzita modré (B) nebo zelené (G) barvy, proménna X je

koncentrace analytu v roztoku [mg/l], a je smérnice a b je usek. Proménné x a y jsou

k sobé piimo umérné. Koncentrace analytu byla pocitana pomoci vztahu

vychazejiciho z rovnice (2.5).

-b
x=2 (2.6)
a

Kazdy pipetovany vzorek byl vyhodnocovan zvlast podle intenzity modré (B)
a zelené (G) barvy. Cerveny komplex totiz pohlcuje modrou a zelenou barvu. Cim
vetsi je koncentrace zelezitych kationtii ve vzorku, tim ma komplex intenzivné;jsi

¢ervenou barvu - tim padem vice absorbuje modrou a zelenou barvu. Na zéakladé
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zjisténych intenzit barev bylo mozné podle vztaht (2.5) a (2.6) stanovit koncentraci
zelezitych kationtli ve vzorku.

Zjisténé obsahy analytu ve vzorcich byly statisticky zpracovany.

Statistické vyhodnoceni
Hodnoty, ze kterych bylo provadéno statistické vyhodnoceni, byly vzdy tii pro jeden
vzorek (Obr. 2.4). Bylo mozné, ze statistické vyhodnoceni bylo provadéno z mensiho
poctu zjisténych hodnot (<3) a to pokud byla néjaka z namétenych hodnot

a. zaporna (zpisobenou chybou v méteni),

b. velmi odlehla (posuzovano podle Deanova a Dixonova testu na

odlehlost vysledkt [3]).

Takova hodnota byla pak vyfazena a statistické vyhodnoceni bylo provadéno pouze
ze dvou. V piipadé mozného pouziti jen jedné hodnoty nebylo statistické
vyhodnoceni provadéno. Za odlehlou hodnotu byla oznacena ta, ktera se od ostatnich
lisila v fadu desitek.

Ze zjisténych hodnot obsahu zelezitych kationti ve vzorku byl vytvofen
median a zji$téna relativni smérodatna odchylka [%] spolu s intervalem spolehlivosti
na hladin€¢ vyznamnosti 95 %. K vypoctu byla pouzita metodika statistického
zpracovani podle [3].

Vypocitané mediany byly zaneseny do tabulek a zpracovany do sloupcovych
grafii, kde byly znazornény chybové useCky. Chybové usecky byly vytvoieny
Z intervali spolehlivosti.

Z vysledkli a pouzitych kalibracnich pfimek pro dané méfeni byly zpé&tné
stanoveny limity méteni (LOD a LOQ).

Presna metodika prdce pouzita v roce 2017 je prilozena v Priloze IV.

2.2.4 Zjisténé problémy ovliviujici stanoveni 2017 a jejich feSeni

Pii praci bylo vyzkouseno mnoho nastaveni a metoda byla upravena oproti
ptvodnimu uspotadani (Pfiloha IV). Piesto byly vysledky zatizené velkou chybou,
ktera byla nizsi nez 10 % jen v jednom pfipadé [1] a navzajem se mezi sebou velmi

lisily (prvni odbér v porovnani s kontrolnim a s vysledky z minulych let, viz [1]) [1].
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Rozdilné svételné podminky pri méreni

V pribéhu méfeni bylo ovéteno, ze rozhodujicim aspektem pii méteni je svétlo. To
béhem meéfeni nebylo stejné, protoze se ménily venkovni svételné podminky
anebylo zamezeno pfistupu venkovniho svétla ke vzorklim. Proto bylo nutné, po
ptresné kalibraci, fotit pfipravené vzorky spolu s kalibracnimi standardy. Po vyfoceni
se znové fotografie znovu vyhodnotila kalibra¢ni piimka, ze které se zjiStovaly
koncentrace Zelezitych kationtli ve vzorcich.

VIliv na ptesnost stanoveni dale mohla mit $patna kvalita fotografie, kterou
Spatnému svétlu v laboratofi. Tento problém byl na misté¢ feSen improvizovanym
svételnym podkladem. Pro tento podklad byly pouzity lampy Renkforce Merfy
s vykonem 8 W se svételnym zdrojem LED o teploté barvy svétla 4000 K, které byly
dostupné v laboratofi. Zvoleny zdroj svétla byl bodovy — to mohlo ovliviiovat
vysledky méteni. Bodové svétlo je totiz ostré a nepokryvéa tak velkou plochu. Proto
bylo nutné opatfit zdroj svétla matnici. Ta byla nahrazena papirem. Zvolena forma
matnice ale nevyhovovala kvili papiru, ktery po prosviceni vykazoval rtznou
hustotu a tedy i intenzitu bilé barvy.

Tento problém by mohl byt feSen dvéma zptsoby:

a. matnici, kterd dokaze rozptylit své€tlo — na podkladu nebudou vidét
prosvicené pigmenty a jednotlivé diody svétla,
b. svételnym zdrojem, ktery nebude pfili$ ostry nebo bodovy.

Spatny svételny podklad ale mize ovlivnit barevnost fotografie - coZ je
nezadouci (analyza se zakldda na intenzité barvy). Pti klasické spektrofotometrii se
pracuje s monochromatickym zarenim. V DSLR  spektrofotometrii  chybi
monochromator - neni mozné z polychromatického svétla ziskat monochromatické
zéafeni. Proto by bylo dobré, aby podsviceny podklad (zdroj zéteni) byl co nejblizsi

monochromatickému zafeni.

Pipetovani vzorku do mikrotitracni desticky

Dalsi aspekt, ktery ovliviioval vysledky méfeni, bylo pipetovani vzorku do
mikrotitracni desticky. V nékterych piipadech bylo pipetovani chybné, kvili
nespravné praci s pipetou. Vznikala tak rizné silnd vrstva vzorku v jednotlivych
jamkach desticky. VEétsi mnozstvi vzorku predstavuje delsi optickou drahu, kterou

paprsek svétla musi projit — vzorek vice absorbuje. To mélo jisté také za nésledek
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rozdilné hodnoty intenzity barvy vzorku pifi vyhodnocovani, nasledné pak neptesné
vysledky.
Tento problém by mohl byt feSen vyuzitim fixni automatické pipety, ktera

vzdy davkuje stejny objem vzorku a pfipadna chyba pipetovani je tedy vSude stejna.

Optimalni nastaveni fotoaparatu
Me¢éieni mohlo vyrazné ovlivnit nastaveni fotoaparatu. Vzhledem k tomu, Ze byly
vzorky foceny na podsviceném podkladu, méfeni a jeho vysledky mohlo velmi
ovlivnit nastaveni vyvéazeni bilé. Béhem analyzovani vzorkli byla vyzkouSena
vSechna prednastavend vyvazeni bilé (nebylo vyuzito mozné ,,uzivatelské nastaveni
vyvazeni bilé*.), kterymi u pouzitého fotoaparatu byla:

a. ,,Denni svétlo® pro svétlo o teploté barvy cca 5200 K,

b. ,,Stin“ pro svétlo o teploté barvy cca 7000 K,

c. ,,Zatazeno“ pro svétlo o teploté barvy cca 6000 K,

d. ,,Wolframové svétlo pro svétlo o teploté barvy cca 3200 K,

e. ,,Bilé zafivkové svétlo® pro svétlo o teploté barvy cca 4000 K,

f. L, AWB®.
Pti pouziti AWB uz ale mize dochazet k barevnym korekcim, které provadi sdm
ptistroj. Tim mutze dojit k nezddouci zmeéné barev na fotografii oproti skutecnosti.
Tento problém muize byt feSen manualnim nastavenim vyvazeni bilé -kalibrace podle
bilych, ¢ernych a Sedych kalibracnich desticek.

Vysledky analyzy vzorkli mohly byt ovlivnény také dal$im nastavenim
fotoaparatu. Tim byla pfedevsim délka expozice snimku, clona a ISO.

Pii vysoké cloné je nutné pouzit del$i expozini Cas, a to mize mit za
nasledek rozmazani fotografie (pii absenci stativu). Pfi delSich expozi¢nich casech
také muze dochazet k piehfivani Cipu, coz muize ovlivnit barevnost fotografie.
Kratsitho expozicniho Casu lze dosdhnout zvySenim citlivosti (ISO). To ma vSak
negativni dopad na vyslednou fotografii - barevny Sum a sniZeni kvality, ztrata
detail.

Jednim z faktord, které mohly také ovlivnit vysledky méteni bylo nastaveni
Sformatu fotografie. V piipad€, ze byl jako vychozi format fotografie pouzit format
JPEG (angl.. Joint Photographic Experts Group) dochazelo k masivni softwarové

uprave fotky (zejména barevnosti) samotnym fotoaparatem.
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Tomu Ize ptedejit zvolenim formatu RAW, ktery fotografii vytvoii ze vSech
dat zachycenych snimacem a neprovadi zadné softwarové upravy (dale viz

pododdil 2.3.2).

2.3 Zaklady prace s fotoaparatem

2.3.1 Expozice

Expozice snimku je vystaveni cipu fotoapardtu svétlu. Mj. expozice oznacuje
celkové mnozstvi svétla dopadajiciho na snimac€ a z oznaCeni sprdvnd expozice,
podexpozice, preexpozice lze odvodit, jak vypada vysledna fotografie, co se tyce
svétla. Udava se v EV (angl. Exposure Value). Expozice je ze strany fotoaparatu
ovlivnéna pouze tiemi parametry — délkou expozice snimku, citlivosti (ISO)

a clonou [7].

Preexponovana fotografie

Pteexponovanou fotografii byva ta, kterd je ptili§ svétlad — Cip zachytil ptili§ mnoho
svétla. Na této fotografii mj. prevlada obsah absolutni bilé, coZ ukazuji histogramy
fotografii. Mista s obsahem absolutni bilé jsou ta, kde chybi jakadkoliv informace,
kromé toho, Ze zde je absolutni bila. Piikladem pieexponované neboli piesvicené

fotografie je Obr. 2.6 vpravo.

Spravné exponovana fotografie
Za spravné exponovanou fotografii je obvykle oznaCovéana fotografie, kterd neni ani
prili§ tmava, ani pfili§ svétla. VéEtSina zachycené scény svou expozici odpovida

realité. Priklad spravné exponované fotografie viz Obr. 2.6 uprostied.

Podexponovana fotografie

Podexponovanou fotografii je obvykle oznacovana fotografie, kterd je ptili§ tmava
(k ¢ipu se nedostal dostatek svétla). Na této fotografii mj. prevlada obsah absolutni
cerné, coz ukazuji histogramy fotografii. Mista s obsahem absolutni ¢erné jsou ta,
kde chybi jakakoliv informace, kromé& toho, Zze zde je absolutni Cernd. Piiklad

podexponované fotografie viz Obr. 2.6 vlevo.

17



(SX$)

Obr. 2.6 Podexpozice, spravna expozice a preexpozice snimku a histogramy ukazujici obsah absolutni
bilé/Cerné ve fotografii.

Exposure Value (EV)

Pfi nastaveném expoziénim casu 1 s, ISO 100a cloné f/1.0 odpovidd 1 EV
(expozi¢ni stupeni/hodnota) 0 [8]. EV se mé&fi na zaporné logaritmické stupnici se
zakladem 2 [8]. ZvySeni o 1 EV odpovida poloviné propusténého svétla. EV lze

zjistit ze vztahu

2

EV = log, <a ) —log, (I1SO) (2.7)

t
kde EV je expozi¢ni stupen, a je clonové ¢islo, t je expoziéni Cas [s] a ISO odpovida

zvolené citlivosti - ¢iselné hodnoté nastavené na fotoaparatu [8].

2.3.2 Nastaveni fotoaparatu
Nastaveni fotoaparatu je jednim z faktort, které ovliviiuji vyslednou fotografii.
Fotografii mimo jiné ovliviiuji 1 objektivy a téla fotoaparati a jejich snimace.

Pfi nastavovani fotoaparatu je volen rezim fotografovani. Ten ovliviuje, jak
moc nastaveni fotoaparatu ovlivni fotograf nebo pfistroj. Pii zvoleném manudinim
rezimu vSe nastavuje fotograf sam. Nastaveni fotoaparatu muze byt voleno tak, aby
fotografie odpovidala realité nebo fotografickému zaméru. Mezi tato nastaveni, ktera
jsou odli$na u fotoaparati riiznych znacek i typt, patii tato zakladni:

a. délka expozice snimku,
b. clona,
c. IS0,
d. vyvazeni bilé,

rezim autofocusu,

@

f. picture style.
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Rezim fotografovani
Rezimy fotografovani byvaji standardn€é voleny na kruhovém voli¢i rezimt
(Obr. 2.7). V tom jsou vyse¢i odd€leny poloautomatické a plné manudlni rezimy od

plnée automatickych rezimii.

11-’!- ll?alizljjemautumaﬁck‘{' $a Kujinz M ll?E].Izljjemmznué!Di
(z) [Fotografovanibez Makro Ay Pricrita clony AE
Blesha ¥ v 3
Krestivni re¥im ':G.,_ Sport Ty  Friorita zivirky AE
a Poriréty SCMH Specidlni scéna P Program AE
Obr. 2.7 Voli¢ rezimt na fotoaparatu Canon EOS 100D s vysvétlivkami. (Tomas Kudlacek)

Nastaveni volena pri pIné manualnim rezimu

Délka expozice snimku

Expozi¢ni ¢as snimku (Cas/délka expozice) je udavan v sekundach nebo jejich
zlomcich. Expoziéni ¢as udava, jak dlouho je oteviena zavérka zafizeni - tedy jak
dlouho svétlo dopada na snimaé. Cas ovliviiuje podminky fotografovani - jestli je
mozné drzet fotoaparat v ruce nebo je nutné pouzit stativ. Délka otevieni zavérky
také ovlivilyje, jestli bude fotografie podexponovana (tmava), pieexponovana (pfilis
svétld) nebo jestli bude expozice spravna. Délka expozi¢niho ¢asu pro spravnou
expozici zavisi na mnozstvi svétla na fotografované scéné, cloné a citlivosti (1SO).
Delsi expozi¢ni ¢asy mohou v disledku ptehiivani ¢ipu zplsobovat vznik ndhodnych

chyb zdznamu.

Clona

ke snimaci fotoaparatu (uréuje svételnost objektivu®). Spolu s expoziénim Gasem
ovliviiuje to, jestli bude fotografie pfiliS tmavd (podexponovana), svétla
(pfeexponovana), nebo jestli bude svou expozici odpovidat realité. Pokud je nastaven

jeden expozicni Cas a je ménéna velikost clony, plati Ze ¢im vétsi clona (mensi otvor)

“Svételnost objektivu — Nejnizsi clonové &islo, které je mozné nastavit na objektivu. Svételnost u
objektivil s proménnou ohniskovou vzdalenosti se lisi pii riznych ohniskovych vzdalenostech.
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tim tmavsi fotografie a naopak. Clona ovlivituje hloubku ostrosti snimku - mira
rozostieni popiedi/pozadi (hloubku ostrosti mj. ovliviiuje ohniskova vzdalenost®)
(Tab. 2.3).

Tab. 2.3 Zména hloubky ostrosti pfi zméné jednotlivych parametri pii fotografovani (upraveno podle
fotoroman.cz)

parametr zvyseni hloubky ostrosti sniZeni hloubky ostrosti
clonové cislo 1 l
vzdalenost od objektu 1 !
ohniskova vzdalenost l 1

Velikost clony je udavéana clonovym c¢islem. To je zjistovano ze vztahu
F== 2.8)

kde F je clonové ¢&islo, f je ohniskova vzdalenost objektivu a d je primér otvoru
clony.

Vzajemna zavislost parametru je graficky znazornéna nize (Obr. 2.8).

‘o . f
Clonove Gislo F :iD Prarmer clony D = T

D ..promér clony
f.. ohniskovd vzdalenost

Obr. 2.8 Znazornéni veli¢in ze vzorce pro vypocet clonového &isla. (Pfevzato z fotoroman.cz)

Clona je umisténa v objektivu mezi ¢oc¢kami - neomezuje pak zorné pole.

Vétsinou se jedna o irisovou clonu, ktera se sklada z nékolika lamel (Obr. 2.9).

SOhniskova vzdalenost - Vzdalenost ¢ocky objektivu od jejiho ohniska. Jeji pomér s velikosti
snimace urcuje zorny thel zabéru. Ohniskova vzdalenost je udavana v milimetrech. Podle ohniskové
vzdalenosti jsou objektiv déleny do riznych kategorii.
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Obr. 2.9 Schéma lamelové (irisové) clony. (Pfevzato z kvd.zcu.cz)

ISO
ISO je citlivost obrazového snimaée na svétlo. Cim vyssi je ISO, tim vyssi je
citlivost snimae na svétlo a obracené. Vys§i citlivost byva pouzivana pii
fotografovani za zhorSenych svételnych podminek pti absenci stativu - vyssi citlivost
umoznuje pouziti kratSich expozi¢nich ¢ast. ZvySend hodnota ISO muze mit za
nasledek snizeni kvality fotografie - na fotografii se objevi Sum, dojde ke ztraté
detailt, ostrosti a ostrych barevnych ptechodi.

Ovlivnéni kvality fotografie zvySenim citlivosti zélezi na fotoaparatu a jeho
snimaci. U fotoaparatl s vét§imi snimaci s vétSim rozliSenim nema zvyseni citlivosti

za nasledek pfili§ velké zhorSeni kvality.

Vyvazeni bilé, picture style

Vyvazeni bilé a rezimy picture style ovliviiuji barevnost fotografie. Vyvazeni bilé
ovlivituje teplotu barev fotografie. Picture style ovliviiuje tonovani a podani barev
fotografie v¢€. kontrastu a ostrosti. Jedna se o ptedvolené sady parametrl - je mozné

I jejich uzivatelské upraveni.

Format pro ukladani fotografie
Existuje mnoho rtznych typi soubord, do kterych lze ulozit fotografii. Mezi

nejznamejsi a témef standardné vyuzivané formaty patii format JPEG a tzv. RAW.

JPEG

Jednd se o nejrozsifencjSi format, do kterého se fotografie ukladaji ztratovou
kompresi. Byl navrzen ptfedevsim pro publikovani fotografii na webu. Tim padem se
do n¢j fotografie ukladaji tak, aby mél vysledny soubor co nemensi moznou velikost.
Komprese muze vést ke zhorSeni kvality fotografie, obzvlast¢ pii opakovaném

ukladani jedné fotografie do JPEGu muze fotografie degradovat.
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Diky kompresi fotografie pak ztraci detaily a jednotlivé pixely mohou byt
spojovany ve veétsi - tim padem pak pixely s riznymi odstiny barev mohou byt

zkomprimovany do jednoho pixelu s jinym odstinem barvy.

RAW

RAW neni oznaceni konkrétniho typu souboru ale skupiny soubort, jejichz nazvy se
lisi dle vyrobce [9]. Tento soubor (fotografie) obsahuje minimalné zpracovana data
zachycena senzorem fotoaparatu a metadata snimku [10]. S formatem RAW nelze
pracovat v zadném programu a je proto nutné ho konvertovat do jiného formatu
(,,vyvolat ho®).

Od formatu JPEG se lisi tim, ze sdm o sob¢ pii ukladdni neprovadi v téle
fotoaparatu zadnou kompresi - tu provadi az uzivatel pfi zpracovani fotografie a ma
tedy nad kompresi/konverzi plnou kontrolu [9, 10]. Obecné RAW obsahuje vice
nezpracovanych dat oproti JPEGu a tim padem také umoznuje vétsi Upravy
fotografie v grafickém programu, nez je tomu u formatu JPEG [9, 10].

Format RAW ma navic v&t§i ,barevnou/bitovou hloubku®"

oproti
JPEGuU - vice zachycenych odstinti jedné barvy. Tyto barvy jsou bez komprese,
kterou JPEG provadi pii ukladani fotografie. Vzhledem k tomu, Ze RAW soubor neni

nijak komprimovany, je tim padem také vétsi, nez bézny JPEG.

®Bitova hloubka —Ng&kdy také ,barevna hloubka“ je &islo, vyjadfujici podet odstinli urdité barvy
ptitomné ve fotografii. Uvadi se jako mocnina ¢isla 2, tim padem 12 bitova fotografie obsahuje 4096
(2%?) odstinti jedné konkrétni barvy (v piipadé Sernobilé fotografie 4096 odstinhi sedé).
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pouzité chemikalie, nastroje a zafizeni
Pti méteni byly pouzity chemikalie
a. CRM’ dusi¢nanu Zelezitého v 0,5M kys. dusiéné o koncentraci
1000+2 mg/l (Merck KGaA),
b. 10% roztok thiokyanatanu draselného Cistoty p. a. (Penta),
c. chlorid kobaltnaty hexahydrat ¢isty p. a..
Tyto byly v nékterych ptipadech fedény na jiné koncentrace (viz tabulky pfilozené
K postupiim prace v konkrétnich ¢astech textu).

Pti ptipravé standardt pak bylo pouzito klasické laboratorni sklo a automaticka
nastavitelna pipeta o objemu davkovani od 100 ul do 1000 pl s piislusnymi
Spickami.

Stanovovani koncentraci bylo provadéno

a. spektrofotometrem HP 8453 (Hewlett Packard),
b. digitalnim zrcadlovym fotoaparatem Canon EOS 100D (Canon Inc.)
s objektivem s proménlivou ohniskovou vzdalenosti Canon Zoom
Lens EF-S 18 - 55 mm /3.5-5.6 IS STM (Canon Inc.),
C. mobilnim telefonem iPhone 5S (Apple Inc.)
v kombinaci se softwary Adobe Photoshop CS6 (Adobe Systems), RGB Color
(Universirty of Nebraska, Medical Center), Microsoft Office Excel 2016 (Microsoft
Corporation) a Origin 8 (OriginLab Corp.).

3.2 Hypotetické problémy provadéni stanoveni v roce 2017
Tato kapitola rozebird mozné problémy, definované béhem reSerSni ¢asti predlozené
prace, které mohly ovliviiovat stanoveni provadénd v roce 2017 a jejich vysledky.

Potadi uvedenych problému nijak nesouvisi s jejich vyznamnosti.

Sum okolo jamek mikrotitraéni desticky
Cip fotoaparatu snima kromé& plochy jamek s analyzovanym vzorkem také plochu

okolo jamek na mikrotitraéni desticce. Okolo jamek byva vétSinou Sum, ktery ve

"CRM - Certifikovany referen¢ni material
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vysledné fotografii miize ovliviiovat barevnost roztoku (napt. odraZzenim atp.). To by

mohlo mit za nasledek chybné vysledky.

Postup prace

Pro ovéfeni bylo pfipraveno celkem 6 standardti o riznych koncentracich v¢. blanku.
Standardy byly pfipraveny ze zasobniho roztoku dusi¢nanu Zelezitého, thiokyanatanu
draseln¢ho a z deionizované vody. Podil jednotlivych roztokli ve standardech viz
Tab. 3.1. Do pfislusné koncentrace standardu byl pak dusi¢nan Zelezity s 200 pl
thiokyanatanu draselného nafedén deionizovanou vodou po rysku v odmérné barce.
Aby mohl byt objem dusi¢nanu zelezit¢ého davkovan jednou pipetou (kvili
ptedpokladané chybé davkovani), byly roztoky ptipraveny podle Tab. 3.1 v rizné
velkych odmérnych baiikéach.

Tab. 3.1 Podil jednotlivych roztokii v pouzZitych standardech pii ovéfovani problému s Sumem okolo
mikrotitra¢ni destiCky

oznateni standardu c [mg/l] Veenos); [H] Visen [pl] Veelkem [MI]
0 (blank) 0,00 0 200 5,00
1 5,00 125 200 25,00
2 10,00 100 200 10,00
3 20,00 100 200 5,00
4 40,00 200 200 5,00
5 80,00 400 200 5,00

Od kazdého standardu poté bylo automatickou nastavitelnou pipetou
pipetovano 250 pl do jamek mikrotitracni desticky. Pod tu byl ze spodu pfilepen bily
papir jako matnice. Cela desti¢ka 1 s ,,matnici* byla uchycena do stojanu ve vysce
cca 10 cm od pracovni plochy, na které lezela LED svitilna - tou byla desticka
prosvicena. Nad mikrotitracni destickou byl umistén fotoaparat, ktery byl uchycen do
stativu s vyosenou stfedovou ty¢i. Standardy v jamkach poté byly vyfoceny

a. poprve s papirem zamaskovanymi okolnimi jamkami,
b. podruhé bez zamaskovanych okolnich jamek.
Fotografie byly vyfoceny v tésném sledu se stejnym nastavenim fotoaparatu (viz

Tab. 3.2)
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Tab. 3.2 Nastaveni fotoaparatu béhem ovéfovani problému s Sumem okolo mikrotitraéni desticky

parametr nastaveni

Délka expozice snimku 1/50 sec

Clonové ¢&islo /5.6

I1SO (citlivost) 100

wB Bil¢é zativkové svétlo (cca 4000 K)
Picture style F (vérny)

Ohniskova vzdalenost 55 mm

Obé¢ fotografie byly nasledné nahrany do pocitace, kde byla v programu RGB Color
z kazdého standardu v obou piipadech zjisténa desetkrat intenzita modré (B) a zelené
(G) barvy. Zjisténé hodnoty byly zprimérovany a byly z nich sestaveny ¢tyfii
kalibra¢ni pfimky - vzdy dvé za modrou (B) a zelenou (G) (jedna podle intenzit

z fotografie se zamaskovanym okolim a druha z fotografie bez zamaskovani.

Vyhodnoceni

Ze zjisténych intenzit barev (Tab. 3.3 a Tab. 3.4) byly sestaveny kalibra¢ni ptimky
podobné jako pii praci v roce 2017 (viz pododdil 2.2.3). Vyhodnoceni toho, zda je
lep$i pfi méfeni pouZit papir jako vymaskovani okoli jamek probihalo na zakladé¢
citlivosti® metody podle konkrétni piimky a podle indexu korelace R dané kalibragni
primky (citlivost Ize urcit ze strmosti kalibra¢ni piimky nebo ze smérnice a v rovnici

klaibrace).

8Citlivost je mira schopnosti detekéniho zafizeni (v tomto piipadé spektrofotometru nebo fotoaparatu
s pocitacem) zaznamenat rozdil v koncentraci analytu.
(https://web.vscht.cz/~poustkaj/APPP%20Charakteristiky%?20analytickych%20metod.pdf)
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Obr. 3.1 Kalibra¢ni ptimka sestavena podle intenzit modré (B) barvy zjisténych na fotografii potizené

s vymaskovanym okolim jamek desticky.
Index korelace R kalibra¢ni ptimky: 0,99463
Rovnice kalibrace: y = -9,0129x + 195,45
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Obr. 3.2 Kalibracni pfimka sestavena podle intenzit zelené (G) barvy zjiSténych na fotografii pofizené

s vymaskovanym okolim jamek desticky.
Index korelace R kalibra¢ni ptimky: 0,97259
Rovnice kalibrace: y = -7,1x + 197 4
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Obr. 3.3 Kalibra¢ni ptimka sestavena podle intenzit modré (B) barvy zjisténych na fotografii pofizené
bez vymaskovaného okoli jamek desticky.
Index korelace R kalibraéni pfimky: 0,992
Rovnice kalibrace: y = -8,2057x + 181,8
I
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Obr. 34 Kalibracni pfimka sestavena podle intenzit zelené (G) barvy zjisténych na fotografii pofizené

bez vymaskovaného okoli jamek desticky.
Index korelace R kalibra¢ni piimky:
Rovnice kalibrace: y = -6,2629x + 181,2
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Tab. 3.3 Zjisténé intenzity modré (B) barvy a jejich aritmetické priméry pii zamaskovaném okoli jamek a
nezamaskovaném okoli jamek

intenzita B, maskovani okolo jamky ANO

oznagent hodnoty/ 2" 1 2 3 4 5 6
1 133 149 100 18 6 2
2 127 161 101 17 5 3
3 141 155 90 18 6 2
4 133 148 99 19 5 2
5 129 163 93 19 5 2
6 143 157 97 16 5 3
7 128 159 101 18 4 2
8 135 158 101 19 5 2
9 146 160 94 18 6 2
10 138 148 96 17 4 2
primérna hodnota 135,3 155,8 97,2 17,9 51 2,2
intenzita B, maskovani okolo jamky NE
oznagent hodnoty/ 219 1 2 3 4 5 6
1 122 140 98 22 8 4
2 120 139 95 21 7 4
3 120 139 86 19 7 4
4 132 149 83 20 6 4
5 117 152 89 22 6 4
6 128 149 90 20 6 4
7 117 155 82 19 5 6
8 123 144 95 21 6 5
9 135 155 95 22 7 4
10 126 146 94 21 6 5
primérna hodnota 124 146,8 90,7 20,7 6,4 4.4
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Tab. 3.4 Zjisténé intenzity zelené (G) barvy a jejich aritmetické praméry pii zamaskovaném okoli jamek a

nezamaskovaném okoli jamek

intenzita G, maskovani okolo jamky ANO

oznagent hodnoty / 121987 1 2 3 4 5 6
1 104 145 142 56 17 4
2 100 159 146 15 14 4
3 112 151 134 52 16 4
4 108 144 146 59 13 3
5 101 160 140 58 13 3
6 113 153 138 51 15 4
7 100 156 137 51 12 4
8 106 154 143 59 13 3
9 116 158 141 51 14 3
10 109 141 144 53 13 3
primérna hodnota 106,9 152,1 141,1 50,5 14,11 35
intenzita G, maskovani okolo jamky NE
oznagent hodnoty / 121987 1 2 3 4 5 6
1 94 140 140 56 17 4
2 94 134 136 56 15 4
3 95 133 124 49 15 4
4 103 145 123 50 14 4
5 93 149 132 51 13 4
6 102 145 130 47 15 4
7 91 150 120 49 11 6
8 96 139 135 55 12 5
9 106 151 128 56 15 4
10 100 142 124 55 13 3
primérna hodnota 97,4 142,8 129,2 52,4 14 4.2
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Zhodnoceni a diskuze
Samotné zamaskovani okoli jamek na stanoveni vliv nemd. Papirem totiz béhem
méieni stale svétlo prochazelo. Papir kromé toho mohl svétlo odrazet do jamek, coz
by mohlo vysledky vice ovlivnit.
Tomu by bylo mozné zabranit pouzitim ¢erného papiru — tim by se eliminoval
Sum bil¢ barvy, ktery stanoveni teoreticky ovlivnit mize a zaroven by nedoslo
k moZznému odrazu svétla do jamek desticky.
Béhem ovétovani problému byly zjiStény problémy
a. se sestavovanim kalibra¢ni pfimky, a to zda-li jsou chyby pfi
sestavovani  kalibrace zplsobeny pfipravou standardi nebo
vyhodnocenim. Tento je feSen dale v oddilu 3.3.
b. suréovanim piesnosti kalibrace podle koeficientu determinace R?,

ktery byl pouzit v roce 2017 [1].

Draha svétla k Cipu fotoaparatu skrz jamky na okraji a uprostred
destiCky

Z Lambert-Beerova zakona (2.1) (viz pododdil 2.1.1) je patrné, ze zjisténi
koncentrace analytu ve vzorku zavisi na délce absorbujiciho prostiedi | [cm]. Pfi
méteni klasickou spektrofotometrii je vzorek umistén do standardnich kyvet. U nich
je tloustka zpravidla neménna. V ptipadé¢ DSLR spektrofotometrie je vzorek umistén
Vv jamkach mikrotitraéni desticky. Draha svétla skrz jamky se vzorkem k detektoru
(Cipu fotoaparatu) se ale lisi - draha svétla prochazejici skrz jamku uprostied desticky

je kratsi nez draha svétla prochazejiciho skrz jamku na kraji desti¢ky (Obr. 3.5).

snima fotoaparitu

o o

mikrotitradni destidka

Obr. 3.5 Schéma rozdilu délky drahy svétla mezi razné vzdalenymi jamkami v mikrotitra¢ni desti¢ce. |1 je draha
svétla skrz vzorek umistény uprostied desti¢ky naproti snimaci a |2 je draha svétla skrz vzorek umistény
na okraji desticky.
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Je mozné, ze tento problém neni pro méfeni zasadni z hlediska velikosti

moznych odchylek (pokud jsou zjistitelné DSLR spektrofotometrickym stanovenim).

Postup prace

Problém byl ovéfovan na standardnim roztoku pfipraveném v 5ml Dbaiice
0 koncentraci zeleza 10 mg/l. Standard byl pfipraven ze ziedéného zasobniho
roztoku dusi¢nanu Zzelezitého 0 vysledné koncentraci 50 mg/l, thiokyanatanu

draselného a z deionizované vody. Podil jednotlivych roztokt ve standardu viz Tab.

3.5:

Tab. 3.5 Podil jednotlivych roztokl ve standardu pouZitém pti ovéfovani problému s délkou drahy svétla skrz

jamky desticky
c [mg/l] VFe(N03)3 [HI] VkseN [HI] Vecelkem [ml]
10,00 1000 200 5,00

Standard byl nasledné rozdélen do tii spektrofotometrickych kyvet, tak aby
bylo ve vSech kyvetach pfiblizn¢ stejné mnozstvi standardu (na mnozstvi v tomto
pfipadé¢ nezalezelo, jelikoz byly kyvety fotografovany zboku, kde je tlouStka
neménnd, a ne Zvrchu, kde je tloustka absorbujiciho prosttedi podminéna
mnozstvim standardu). Kyvety poté byly umistény pred filtracni papir
v rozestupech 3, 404 cm (viz Obr. 3.6), coz je ve vysledku stejna vzdalenost jako
mezi krajnimi jamkami mikrotitra¢ni desti¢ky (od levého okraje kyvety 1 K pravému
okraji kyvety 3).

Usporadané kyvety byly vyfoceny, pficemz prostfedni z nich byla umisténa
pfimo naproti objektivu fotoaparatu ve vzdalenosti 14 cm od ptedni ¢ocky objektivu
(viz Obr. 3.6). Beéhem fotografovani nebyly kyvety podsviceny. Nastaveni
fotoaparatu bylo:
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Tab. 3.6 Nastaveni fotoaparatu béhem ovétovani problému s délkou drahy svétla skrz jamky destiky

parametr nastaveni

Délka expozice snimku 1/50 sec

Clonové ¢islo /3.5

I1SO (citlivost) 100

wB Bilé zativkové svétlo (cca 4000 K)

Picture style F (vérny)

Ohniskova vzdalenost 18 mm
| 10,325 cmn |
[ I

1 2 3

L = |

Obr. 3.6 Schéma vzdalenosti vzorkl v kyvetach od ¢ocky objektivu fotoaparatu a vzdalenost od vnéjsich okraji
krajnich kyvet.

Vyhodnoceni
Fotografie poté byla vyhodnocena v pocitaci. V programu RGB Color byla v kazdé
kyveté desetkrat odectena intenzita modré (B) a zelené (G) barvy.

Ze standardu v kazdé kyveté byla v programu RGB Color celkem desetkrat
zjisténa intenzita modré (B) a zelené (G) barvy. Ze zjiSténych hodnot byly vzdy dvé
aritmeticky zpramérovany. Tyto pruméry (5 hodnot) poté byly statisticky
vyhodnoceny (viz Tab. 3.7). Na zaklad¢ intervalu spolehlivosti byl zhodnocen vliv
na stanoveni pii fotografovani vzorkd v mikrotitracni desticce.

Zaroven byla vypocitdna optickd drdha skrze prostfedni a krajni kyvetu.

Pro vypocet byl vychozim nakres na Obr. 3.7
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Obr. 3.7 Schéma délky optickych drah skrze kyvety k ptedni ¢occe objektivu fotoaparatu

(a) = 15236 19236 _ 9328523887
cosia) = = 163,3270192
cos~1(0,9328523887) = a = 21,11609219°
12,36
cos(a) = — - 0,9328523887
(a) = 12,36 = x = 13,24968468
cos(@) = G9328523887 %~ >

A= 13,24968468 — 12,36
A;= 0,8896846765

58,84 mm

(3.1)
(3.2)

(3.3)

(3.4)

(3.5)
(3.6)

Rozdil mezi optickymi drahami |1 a I2 byl po zaokrouhleni 0,8897 mm. Opticka draha

I> tedy byla 0 0,1010 % delsi nez opticka draha |;.

Tab. 3.7 Zprimérované hodnoty intenzit barev se statistickym vyhodnocenim zji§téné pii ovéfovani problému

s délkou drahy svétla skrze jamky desticky

intenzita B intenzita G
oznaceni hodnot kyveta 1 kyveta 2 kyveta 3 kyveta 1 kyveta 2 kyveta 3
1 38,5 41 40,5 92 99 95
2 41,5 41 41,5 96,5 99 96,5
3 42,5 41,5 43,5 97 100 96,5
4 43,5 42 44 97 102 97,5
5 45,5 42,5 44,5 98 105 99
median 42,50 41,50 43,50 97,00 100,00 96,50
Li2 3,57 0,77 2,04 3,06 3,06 2,04
Sr [%0] 7,08 1,55 3,95 2,66 2,58 1,78
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Ke kazdému medidnu intenzity dané barvy byl pfipocten nebo odecten
ptislusny interval spolehlivost (L1, 2). Zakladnim piedpokladem bylo nasledujici
ocekavani: Pokud budou vysledky vSech tii kyvet stejné (jejich odchylky budou
statisticky nevyznamné), neméa del$i opticka draha krajnich kyvet na stanoveni vliv.

Tento predpoklad se potvrdil (viz Tab. 3.7).

Zhodnoceni a diskuze

Tento problém tedy na stanoveni vliv nema., nebot’ koncentrace prostiedni kyvety se
statisticky nelisi od koncentraci krajnich kyvet (po zapocitani intervali spolehlivosti
koncentrace stfedni kyvety zahrnuje koncentrace krajnich kyvet). Odlisné hodnoty
Jjsou v ramci mozné statistické odchylky méfeni. Ta v tomto piipadé byla vzdy nizsi
nez 5 % (viz Tab. 3.7), kromé jediného piipadu, kdy byla RSD 7,08 %. Vypovédni
hodnotu pro zhodnoceni vlivu na stanoveni maji intervaly spolehlivosti (Lz, 2), RSD

ukazuji pouze presnost méteni.

Nezadouci barevné reakce thiokyanatanu draselného
Pii reakci thiokyanatanu draselného s Zelezitymi kationty se roztok zbarvi do
cervena. Thiokyanatan draselny ale také pii reakci s kobaltnatymi kationty vytvari
modry komplex. Ve vodach zkoumanych v roce 2017 se podle dat z let 2009 a 2011
[5] vyskytovaly stopy kobaltu, ktery by mohl mit za nasledek falesné pozitivni
vysledky (= vétsi odezva komplexu pii stanoveni, ale neodpovidad ji koncentrace
zelezitych kationti).

Cast thiokyanatanu draselného také mohla zreagovat s kobaltem a sniZit tak

vyslednou intenzitu modré (B) a zelené barvy (G).

Postup prace
Pro ovéfeni problému byly vytvotfeny dvé sady standardi - jedna, ve které pfipravené
standardy obsahovaly kromé zelezitych kationtti také kobaltnaté kationty a druha,
jejiz standardy byly piipraveny bez kobaltnaté soli. Standardy obsahujici kobalt byly
ptipraveny podle Tab. 3.8 standardy bez kobaltu byly pfipraveny podle Tab. 3.9
Standardy byly pfipraveny ze =zasobnich roztokd dusi¢nanu Zelezitého,
hexahydratu chloridu kobaltnatého (koncentrace v jednotlivych standardech viz
Tab. 3.8 a Tab. 3.9), z thiokyanatanu draselného a deionizované vody.
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Z kazdého standardu poté bylo automatickou nastavitelnou pipetou praveé
250 pul do jamek mikrotitracni desticky.

Desticka pak byla vyfocena fotoaparatem nastavenym podle Tab. 3.10
anasledn¢ vyhodnocena v programu Adobe Photoshop (divod pouziti tohoto
programu misto softwaru RGB Color, ktery byl pouzit v roce 2017, je popsan
v oddilu 3.3). Desti¢ka byla pti fotografovani podsvicena LED videosvétlem, které
od ni bylo vzdaleno 16 cm. Desticka byla umisténa na matnici vytvorené ze dvou
laminovacich folii formatu A6 a Imm cirého plexiskla stejného rozméru. Objektiv
fotoaparatu byl na desticku umistén kolmo ve vzdalenosti 14 cm mezi destickou

a predni cockou objektivu.
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Tab. 3.8 Podil jednotlivych roztoki a ¢&inidel pfi piipravé standardi s obsahem kobaltu pii ovéfovani
hypotetického problému s nezadoucimi barevnymi reakcemi thiokyanatanu draselného

oznaceni c Fe*® Vreawop, Ml Vooarmolml Vkscn Veelkem
standardu [ma/1] ¢ = 1000 c=50 ¢ = 1000 c=50 (] [mi]
mg/l mg/I mg/I mg/l

0 (blank) 0,00 - 0,0 - 0,0 400 5,00
1 1,00 - 0,5 - 0,5 400 25,00
2 2,00 - 1,0 - 1,0 400 25,00
3 5,00 - 1,0 - 1,0 400 10,00
4 10,00 - 2,0 - 2,0 400 10,00
5 20,00 - 4,0 - 4,0 400 10,00
6 50,00 0,5 - 0,5 - 400 10,00

Tab. 3.9 Podil jednotlivych roztokd a &inidel pfi pripravé standarddi bez obsahu kobaltu pti ovéfovani
hypotetického problému s nezddoucimi barevnymi reakcemi thiokyanatanu draselného

oznaceni standardu ¢ [mg/1] Veeawop, [l Vksen [p] Vet
¢ = 1000 mg/l ¢ =50 mg/l [ml]
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
Tab. 3.10 Nastaveni fotoaparatu pii ovétovani problému nezddoucich barevnych reakci thiokyanatanu
draselného.
parametr nastaveni
Délka expozice snimku 1/125 sec
Clonové ¢islo /6.3
I1SO (citlivost) 100
WB Wolframové svétlo (cca 3200 K)
Picture style S (standardni)
Ohniskova vzdalenost 18 mm
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Vyhodnoceni
Z kazdého standardu byla pravé Sestkrat zjisSténa intenzita barev modré (B) a zelené
(G). Ztéchto Sesti hodnot byl vytvofen median, ze kterych pak byly vytvofeny
bodové grafy. Ty byly proloZeny pfimkou a body, které nelezely na piimce, byly
odstranény. Na zaklad¢é vytvorenych kalibracnich piimek (viz Obr. 3.8, 3.9, 3.10,
3.11) byly porovnavany rozdily v citlivosti metody podle jednotlivych kalibra¢nich
piimek. Kalibrac¢ni pifimky mezi sebou byly porovnany také z hlediska piesnosti,
kterou definuje index korelace R a z hlediska koncentra¢niho rozsahu.

Vyhodnoceni vlivu na stanoveni, v pfipadé¢ pritomnosti kobaltu

Vv analyzované vodég, probihalo rovnéz podle medidny zjisténych intenzit barev.
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Obr. 3.8 Kalibraéni ptimka sestavena podle zjisténych intenzit modré (B) barvy ze standardi s
obsahem kobaltu.
Index korelace R kalibra¢ni ptimky: 0,98722
Rovnice kalibrace: y = -44,9x + 358,55
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Obr. 3.9 Kalibra¢ni pfimka sestavena podle zjisténych intenzit zelené (G) barvy ze standardl s

obsahem kobaltu.
Index korelace R kalibra¢ni ptimky: 0,99958
Rovnice kalibrace: y = -42,7x + 365,35
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Obr. 3.10 Kalibra¢ni ptimka sestavena podle zjisténych intenzit modré (B) barvy ze standardi bez
obsahu kobaltu.
Index korelace R kalibra¢ni ptimky: 0,99928
Rovnice kalibrace: y = -47,65x + 425,2
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Obr. 3.11 Kalibra¢ni pfimka sestavena podle zjisténych intenzit zelené (G) barvy ze standardl bez

obsahu kobaltu.
Index korelace R kalibra¢ni ptimky: 0,99932
Rovnice kalibrace: y = -35x + 349,4



Zhodnoceni a diskuze

Reakce kobaltu s thiokyanatanem draselnym ovlivituje vysledky méfeni. Standardy
obsahujici kobaltnaté kationty totiz vice absorbovaly (viz mediany intenzit pouzité
pro sestaveni kalibra¢nich piimek v Tab. V a VI v Piiloze V). Vétsi absorpci zafeni
komplexy sobsahem kobaltu dokladaji i zjisténé intenzity barev, které byly
nizsi - v komplexu s kobaltem byly misto jedné dvé barevné aktivni slozky, na které
se navazal thiokyanatan draselny a cCervena barva komplexu tedy byla velmi
intenzivni. Tim padem byly intenzity modré (B) a zelené (G) barvy nizsi.

V piipadé¢ mozného vyskytu kobaltu v analyzovanych vzorcich je mozné
stanovit koncentraci pouze zelezitych kationtll za pomoci metody standardniho
pridavku.

Vyhodnoceni pak neni mozné provést pouze z kalibracni piimky jedné barvy,
i ptes to, ze komplex s obsahem kobaltu je po reakci s thiokyanatanem draselnym
fialovy az modry. Kazda kalibra¢ni pfimka ma totiz sva specifika (viz Obr. 3.8, 3.9,
3.10, 3.112).

Kalibrace sestavena podle intenzity modré (B) barvy je citlivéjsi (viz
smérnice a V kalibra¢ni rovnici u dané pfimky), ale je pro nizké koncentrace - vyssi
koncentrace byly odlehlé a po proloZeni pfimkou ovliviiovaly piesnost kalibrace
vyjadiené jako R. Vysoké koncentrace (az 50 mg/l) 1ze stanovovat pies kalibracni
ptimku sestavenou podle intenzit zelené (G) barvy. Jeji citlivost je ale mirné nizsi.

Pti ovéfovani tohoto problému bylo také zjisténo, Ze DSLR spektrofotometrie
funguje analogicky jako klasicka laboratorni spektrofotometrie, kdy se analyza
vyhodnocuje pii absorpénim maximu, kde je odezva nejvétsi, ale samoziejmé lze
pracovat s niz§im koncentra¢nim rozsahem. Pfi vybéru jiné vinové délky, kdy neni

zmena signalu tak vysoka, Ize pracovat i s koncentrovanéj$imi vzorky.

3.3 Optimalizace usporadani DSLR spektrofotometrie

V tomto oddilu jsou popsany dalsi problémy zjisténé behem realizace ptedlozené
prace, jejich tfeSeni a vyhodnoceni. Na zdkladé vyhodnoceni téchto a problémil
popsanych a feSenych v oddilu 3.2 bylo optimalizovano uspofadani metody a byl
vytvofen navod pro dals$i realizace DSLR spektrofotometrického stanoveni

(viz Ptiloha II).
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Umisténi vzorku

V uvodu prace je nastinéna jedna ze zékladnich otazek: do ¢eho umistit vzorek
béhem analyzy? Pii klasické spektrofotometrii je vzorek pipetovan do sklenéné
kyvety, ktera ma vzdy standardni tloustku stén. Kyveta je poté vlozena do
spektrofotometru, kde je vzorek analyzovan. Pti klasické spektrofotometrii je mozné
analyzovat kazdou kyvetu zvlast po provedeni kalibrace, diky standardnim
podminkam méieni.

V piipadé DSLR spektrofotometrie jsou vzorky fotografovany digitalni
zrcadlovkou. A i pres snahu o standardizaci podminek béhem fotografovani neni
mozné zaruCit, aby v pfipad¢ separatniho fotografovani kazdého vzorku nebo
kalibra¢niho standardu byly Uplné stejné podminky a nedochédzelo tak k odchylkdm.
Proto je nutné, aby byly kalibra¢ni standardy fotografovany soucasné se vzorky, kde
kazdy ze vzorkti musi byt minimalné tfikrat kvili statistickému vyhodnoceni (viz
pododdil 2.2.3).

To kyvety neumoziiuji, jelikoz neni mozné je spojit dohromady a fotografovat
pak potiebné mnozstvi vzorku a standardi soucasné. Kyvety jsou zaroveii mnohem
vys$si nez jamky v mikrotitra¢ni desti¢ce. Na fotografii by kvili tomu nemusely byt
nékteré vzorky pies okraje stén kyvety vidét. Mj. jsou kyvety draz$i nez
mikrotitracni desticka a s jejich pouzitim by doSlo i ke zvySeni spotfeby Cinidel
(obsah kyvet je n€kolik ml, zatimco obsah jedné jamky desticky se pohybuje v fadu
stovek pl)

Mikrotitracni desticka se zdd jako vhodné fteSeni, z hlediska mozZného
fotografovani vétSiho poctu vzorkl. Zaroven se jedna i o zplsob umisténi vzorku,
ktery byl jiz vyzkouSen a je nendro¢ny na naklady. Problémy spojené s mikrotitra¢ni

destickou byly ovéteny a jejich vliv na stanoveni byl vyvracen.

Podsviceni vzorku
S vyse diskutovanym zplisobem umisténi vzorku do kyvet nebo do mikrotitrani
desti¢ky souvisi zptisob podsviceni vzorku.

Diky podsviceni vzorkil je mozné eliminovat nezadouci faktory ze strany
fotoaparatu, které vznikaji pfi pofizovani fotografie pfi nedostatku svétla, jako je
napt. nutnost zvysen¢ho ISO a s tim spojeny Sum nebo dlouhy cas zavérky a s nim

spojena neostrost snimku nebo ptehiivani ¢ipu.
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Vzhledem K principu obecné spektrofotometric a DSLR spektrofotometrie je
zadouci, aby podsviceni

a. mélo neménnou intenzitu zareni,

b. nevyzafovalo svétlo sloZené z jinych riznobarevnych svétel,

C. bylo co nejbliz§i monochromatickému zafeni, které se ptes sadu
filtrd nebo difrakéni miizku odd€luje z polychromatického zateni
pouzivaného pii spektrofotometrii.

Po zvazeni téchto kritérii pfipadaji v avahu dva zdroje svétla — laser nebo LED. Oba
tyto svételné zdroje jsou pomérné dobie dostupné a lze jich najit opravdu mnoho
typl s riznymi specifiky.

Kvuli umistovani vzorku do mikrotitracni desti¢ky a vyuzivani fotoaparatu
pfi analyze je mozné pouzit pouze LED podsviceni. Mikrotitra¢ni desticka je pfili§
velka a laserovy paprsek by nebyl dostacujici ani pro podsviceni jedné z jamek. Pfi
podsviceni laserem by bylo nutné pouzit vice laserl a soustavou rtiznych ¢ocek pak
dale upravovat jejich rozptyleni. Ani tak by se nepovedlo rozlozit paprsky a ziskat
rovnomeérné souvisle podsvicenou plochu o velikosti desticky. Laserovy paprsek by
navic mohl kvili své intenzité poskodit Cip fotoaparatu.

Je ale smysluplné zabyvat se moZnosti podsviceni laserem déle, protoze praveé
u tohoto svételného zdroje pro podsviceni je jistda neménna vinova délka zafeni. Pti
DSLR spektrofotometrii by bylo navic mozné vyuzit pfi stanoveni dva lasery (modry
a zeleny) a vysledky vyhodnocovat na zaklad¢ intenzity konkrétni barvy.

Ptfi umisténi vzorku do mikrotitratni desticky je mozné jako podsviceni
pouzit LED videosvétlo. Je dostateéné velké a prosviti celou plochu desticky. Je
mozné vybirat z mnoha typt svétel, nékterd pak maji moznost nastaveni intenzity

zatreni nebo teploty chromati¢nosti (teploty barvy) svétla.

Postup prace
Pii praci bylo pouzito piidavné LED videosvétlo Power Energy Mobile
CN-48H.Toto svétlo tvoii Ctyficet osm rovnomérné rozlozenych diod. Pro analyzu
bylo nutné tato bodova svétla rozptylit do jednolité plochy k podsviceni desticky.

K tomuto tcelu nemohla poslouzit klasicka plastovd matnice dodavana se
svétlem, protoze jeji struktura byla hrubd, coz pak po difuzi svétla a jeho nésledném
zachyceni na fotografii tvofilo rtizn¢ svétla mista. To by poté mohlo ovlivnit

vysledky stanoveni. Proto bylo nutné najit jiny filtr/matnici, ktera by dobfe rozptylila
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bodové svétlo do jednolité plochy a zaroven zachovala stejnou intenzitu svétla ve

vSech ¢astech plochy.

Vyhodnoceni

Svétlo bylo béhem meéteni umisténo 16 cm pod mikrotitraéni destiCku. Na té byla ze

spodu uchycena matnice vytvoiena ze dvou laminovacich f6lii o formatu A6, které

byly kancelatrskou svorkou pfichyceny k 1mm cirému plexisklu o rozméru desticky.
Svétlo béhem méreni problikdvalo, coz nebylo optimalni. Na stanoveni to

vliv pfi konkrétnich podminkach nemélo. V ptfipadé, ze by bylo nutné béhem

fotografovani pouzit del$i expozi¢ni Cas, mohlo by problikdvani svétla ovlivnit

vysledky.

Zhodnoceni a diskuze
Pouzita matnice pro svétlo byla vhodna a vzdalenosti mezi destickou, svétlem
a fotoaparatem byly optimalni.

Dvéma podstatnymi problémy bylo problikavani svétla a jeho velikost, ktera
nebyla dostatecnd, protoze svétlo nepokrylo jednolitou svételnou plochou celou
desticku.

Mj. svétlo nebylo dostatecné velké a neprosvitilo celou desticku. Od stiedu
desticka tmavla a zv1ast’ po obvodu se tvofila vyrazna vinétace.

Toto svétlo také nebylo idedlni z hlediska Spatnych kontaktlh u baterie
a absence regulace intenzity zareni.

Proto by bylo dobré pro méteni sehnat jiny typ svétla s regulaci
intenzity a teploty barvy zafeni - toto bylo jediné pro tuto praci dostupné

svétlo, vylo tedy pouzivano i dale v préaci.

Format pro ukladani fotografie

Metoda a jeji princip stoji na urcovani koncentraci analytu na zakladé barvy
komplexu. Proto je nezaddouci, aby pocitac, ktery ukladd data do souboru provad¢l
jakékoliv komprese obrazu, zejména ty barevné. Timto typem souboru miize byt
format obecné oznacovany jako RAW (viz pododdil 2.3.2) (v pfipadé fotoaparatu
pouzitého pro analyzu v této préaci, Canon EOS 100D, se jedna o format CR2). Zde
vyvstava problém nasledného zpracovani/vyhodnoceni fotografie. Témét Zzadny

Z programl pro praci s fotografiemi neumi pracovat Cisté s obrazem ve formatu

43



RAW. Proto je nutné fotografie z formatu RAW konvertovat do jiného typu souboru,
aby bylo mozné fotografii dale vyhodnotit.

Nejvhodné€jsim formatem do kterého lze RAW konvertovat se jevi soubor
PSD. Format RAW byva zpravidla 12bitovy a format PSD je schopen i po konverzi
barevnou hloubku 12 bitd ,,udrzet®.

Pro konverzi je mozné vyuzit jakykoliv online konvertor soubord. Po
konvertovani RAW souboru je mozné fotografii vyhodnotit v poc¢itaCovém programu

Adobe Photoshop.

Pocéitacovy software pro vyhodnoceni fotografie

Vroce 2017 byl pro vyhodnocovani fotografii pouZzit program RGB Color
(University of Nebraska, Medical Center) (viz pododdil 2.2.3 a Obr. 2.5). Ten mél
nékolik zésadnich nevyhod:

a. Program nedokézal zobrazit celou fotografii pro vyhodnoceni a bylo
ji proto nutné zmensSit v néjakém grafickém programu. Po zmenSeni
bylo nutné fotografii exportovat, a tim padem i znovu provést
kompresi fotografie a barev.

b. Otevirani fotografii pro vyhodnoceni bylo neptehledné a uzivatelsky
nepiivétive.

c. Pfi n€kolikanasobném urcovani intenzit barev z jednoho mista bylo
nutné vzdy resetovat vybrané méfici body. Méfici body jinak
zustavaly na misté a prekryvaly se. To nebylo zadouci vzhledem
k tomu, ze méfici body mély ¢ervenou bravu a v piipadé umisténi
dalsiho meéticiho bodu pfes n€ je program zapocitaval jako soucdst
fotografie - to ovliviiovalo vysledné intenzity barev.

Pro vyhodnoceni fotografie a ur€eni intenzity jednotlivych barev RGB
spektra na stupnici od 0 do 255 se jevi jako nejvhodnéjsi Adobe Photoshop. Tento
program umi otevfit libovolné velkou fotografii, tim padem je potiebna jen jedna
konverze a to z RAWu do formatu PSD, coz je format vytvoteny specialné pro tento
program.

V tomto programu je mj. mozné kontrolovat, co pocita¢ vyhodnocuje jako
bilou barvu a pfipadné i1 nastaveni upravit. Tim padem lze eliminovat i mozné

odchylky zpiisobené Spatnym nastavenim vyvazeni bilé.
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Adobe Photoshop je placeny software. Lze vyuzit zkuSebni verzi, kterd je
Casov¢é omezena na dobu 30 dnii a na jednom pocitaci ji jako zkusebni, neplacenou

verzi lze vyuzit pouze jednorazove.

Uréeni presnosti kalibrace metody

Piesnost kalibrace metody lze uréit z koeficientu determinace R? nebo z indexu
korelace R. Vroce 2017 byl pro urCeni piesnosti kalibrace stanoveni pouzit
koeficient determinace R? V této praci je pouzit index korelace R, ktery je
odmocninou z koeficientu determinace. R na rozdil od R? fedi, jak je

proménnd y zavisla na proménné X Vv kalibracnich rovnicich.

Index korelace R
Hodnota indexu korelace R by méla byt >0,9900, aby byla kalibrace piesna.
Kalibrace by byla nejptesnéjsi, pokud by hodnota R byla rovna 1 (vSechny body na
kalibra¢ni pfimce by lezely za sebou tak, Ze by bylo mozné je propojit ptimkou).

Pti porovnavani vysledkl by tedy byly pfesnéjsi ty, pro jejichZ zjisténi byla
pouzita kalibrace s hodnotou R bliz§i 1. Ptesnost vysledkd je podminéna také

dalSimi aspekty.

Kalibrace metody
Béhem predeslych méfeni byl shledan problém s kalibraci metody, konkrétné se
sestavenim kalibra¢ni pfimky. Kalibrace nebyla ptesna kvili velkému rozptylu
hodnot, ze kterych byla sestavovéana. Bylo nutné zjistit, jestli
a. chyba vznikla pfi vyhodnocovani fotografie, nastavenim fotoaparatu
a kompresi,
b. chyba vznikla jiz pii ptiprave standardd,
aby bylo pfipadné upraveno uspofaddani metody pii vyhodnocovani. Pfi ovétovani
tohoto problému mj. byla porovnavana
a. méfeni provadénd fotoapardtem, kde je moznd téméf absolutni
kontrola nad veskerym nastavenim,
b. méfeni provadéna mobilnim telefonem, ktery vSe nastavuje

automaticky.
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Postup prace
Pro toto méfeni bylo pfipraveno celkem 21 standardi podle tabulky Tab. 3.11.
Standardy byly pfipraveny ze zasobniho roztoku dusi¢nanu Zelezitého, thiokyanatanu

draselného a z deionizované vody.

Tab. 3.11 Pootlﬂd jednotlivych ¢inidel v pripravenych standardech pouzitych pii ovéfovani kalibrace
metody.

oznaceni standardu ¢ [mg/l] Veeioy, [l Vksen [p] Vet
¢ = 1000 [mg/]* ¢ =50 [mg/l] [mli]

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

Kazdy standard o dané koncentraci byl pfipraven pravé trikrat. Z kazdého
standardu bylo pipetovano 250 ul do mikrotitra¢ni desticky. Ta byla nasledné
umisténa na matnici uchycenou ve dvou stojanech ve vySce 16 cm nad videosvétlem.
Ve vySce 14 cm kolmo nad destickou byl objektiv fotoaparatu. Fotoaparat byl
uchycen na stativu s vodorovné vyosenou stiedovou ty¢i.

Desticka byla vyfocena s nastavenim fotoaparatu viz Tab. 3.12. Pro mozné

porovnani byla ze stejné vzdalenosti vyfocena 1 mobilnim telefonem (iPhone 5S).

Tab. 3.12 Nastaveni fotoaparatu béhem upravy kalibrace metody.

parametr nastaveni

Délka expozice snimku 1/250 sec

Clonové ¢islo /10

ISO (citlivost) 200

WB Wolframové svétlo (cca 3200 K)
Picture style S (standardni)

Ohniskova vzdalenost 18 mm
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Fotografie byly bez dal$i komprese otevieny v programu Adobe Photoshop
CS6, kde byla v kazdém standardu tiikrat méfena intenzita modré (B) a zelené (G)
barvy.

Z namé&ienych hodnot byl pro kazdy standard vytvofen median. Tyto byly
zaneseny do grafi. Z mediant zjisténych hodnot byly vytvoreny celkem Ctyfi
kalibracni pfimKy - kalibrace podle modré (B) a zelené (G) barvy z fotografie
porfizené digitdlnim zrcadlovym fotoaparatem (Obr. 3.12, Obr. 3.13) a kalibrace
podle modré (B) a zelené (G) z fotografie potizené fotoaparatem mobilniho telefonu
(Obr. 3.14, Obr. 3.15)

Vsechny standardy byly zaroven prométeny na spektrofotometru HP 8453
(Hewlett Packard), aby bylo mozné zjistit, jestli byla chyba v pfipravé standarda
nebo ve vyhodnoceni. Z hodnot zjisténych pii méfeni spektrofotometrem byla
vytvofena kalibracni pfimka a byla zjisténa hodnota indexu korelace R (viz
Obr. 3.16).

Na zéklad¢ kalibracnich pfimek byly porovnany rozdily mezi stanovenim

provadénym fotoaparitem a stanovenim provadénym mobilnim telefonem.

Vyhodnoceni
Vsechny kalibra¢ni pfimky byly vzajemné porovnany.

Jak je vidét na Obr. 3.16 chyba vznikla jiz v pfipravé standardd, jelikoz jsou
nékteré hodnoty vzajemné odlehlé. Dale byly porovnany kalibraéni piimky sestavené
Z hodnot naméfenych na fotografiich zachycenych dvéma rlznymi zafizenimi.
Kalibrace provadeéné z fotografie zachycené digitalnim zrcadlovym fotoaparatem
jsou vzhledem ke kalibracim podle mobilniho telefonu piesnéjsi (viz R uvedeny u
Obr. 3.12, 3.13, 3.14, 3.15). Mimo jiné je pii pouziti digitalniho zrcadlového
fotoaparatu metoda citlivéjsi - to ukazuji smérnice v rovnicich piimek graft (viz Obr.
3.12,3.13, 3.14, 3.15).

VSechny kalibracni piimky byly bez hodnot zjisténych ve slepych
standardech, protoZe intenzita zjiSténd z nich byla vzdy niZs§i neZ u nésledujiciho
standardu s vyssi koncentraci. Pii méfeni spektrofotometrem nebyl jako blank pouzit
standard piipraveny podle Tab. 3.11, ale deionizovana voda. Pfesto zjisténa
absorbance nebyla zahrnuta do kalibracni pfimky, kvuli srovnani s dal$imi

kalibra¢nimi pfimkami sestavenych z hodnot stanovenych DSLR spektrofotometrii.
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Intenzity barev zjisténé ve standardu s nulovou koncentraci (blank)
nekorelovaly s kalibra¢ni zavislosti, a proto nebyly pouzity. Tento problém se jiz
nekolikrat vyskytl béhem prace v roce 2017 [1]. NejspiS je to zplsobené tim, ze

metoda pro tyto koncentrace neni piilis citliva.
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Obr. 3.12 Kalibra¢ni pfimka sestavena podle intenzity modré (B) barvy z fotografie vyfocené DSLR
Canon EOS 100D.
Index korelace R kalibra¢ni ptimky: 0,97719
Rovnice kalibrace: y = -16,538x + 385,44
\
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Obr. 3.13 Kalibraéni pfimka sestavena podle intenzity zelené (G) barvy z fotografie vyfocené DSLR

Canon EOS 100D.
Index korelace R kalibra¢ni ptimky: 0,98125
Rovnice kalibrace: y = -11,211x + 322,76
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Obr. 3.14 Kalibra¢ni ptimka sestavend podle intenzity modré (B) barvy z fotografie vyfocené

fotoaparatem mobilniho telefonu iPhone 5S.
Index korelace R kalibra¢ni ptimky: 0,97757
Rovnice kalibrace: y = -12,399x + 307,05
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Obr. 3.15 Kalibraéni piimka sestavena podle intenzity zelené (G) barvy z fotografie vyfocené

fotoaparatem mobilniho telefonu iPhone 5S.
Index korelace R kalibra¢ni ptimky: 0,97652
Rovnice kalibrace: y = -13,685x + 376,14
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Kalibra¢ni pfimka sestavena podle absorbance jednotlivych standardi zjisténé
spektrofotometrem Hewlett Packard 8453.

Index korelace R kalibra¢ni pfimky: 0,9981

Rovnice kalibrace: y = 0,0954 + (-0,10143)x

Zhodnoceni a diskuze

Ukazalo se jako optimalni sestavovat kalibraci ze tfi sad standardi o koncentracich

0; 1; 2; 5; 10; 20; 50 mg/l, pticemz kazdy ze standardli je pfipraveny zvlast.

Z kazdého standardu je poté 250 ul pipetovano do mikrotitrani desticky, kterd je

vyfocena a vyhodnocena podle optimalniho uspofadani a nastaveni popsaného niZe.

Vypocet koncentrace analytu ve vzorku je pak provadén dosazovanim

zjisténych intenzit podle rovnice grafu kalibra¢ni pfimky.

Z porovnani kalibra¢nich pfimek pak vychdzi jako pfesnéjsi stanoveni

provadéna digitalnim zrcadlovym fotoaparatem (podle indexu korelace R). Pii

kalibraci z DSLR podle zelené (G) barvy je pouzit i vys$i koncentra¢ni rozsah.
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Standardizace svételnych podminek analyzy
Je pravdépodobné, ze vysledky méfeni mize do znacné miry ovlivnit okolni svétlo
tim, Ze

a. ma jinou teplotu chromati¢nost nez svétlo, které podsvécuje vzorky,

b. mize byt rizné v pribéhu méfeni (pokud se jedna o ptirozené denni

svétlo),

C. muze ovlivnit expozici snimku, ktery je nasledné vyhodnocovan.
Proto bylo provedeno méfeni, pii kterém byla mikrotitracni desti¢ka s pfipravenymi
standardy fotografovana dvakrat — jednou s odstinénym okolnim svétlem, podruhé
bez. Fotografie poté byly vyhodnoceny a byly zjistovany rozdily mezi sestavenymi

kalibra¢nimi ptimkami.

Postup prace
Pro ovéfeni mozného ovlivnéni vysledkll ze stran okolniho svétla bylo pripraveno
celkem 21 standardd podle tabulky Tab. 3.13. Standardy byly pfipraveny ze

zasobniho roztoku dusi¢nanu Zelezitého, thiokyanatanu draselného a z deionizované

vody.
Tab. 3.13 Podil jednotlivych Einidel v piipravenych standardech pouZitjch pro standardizaci podminek
pfi méfeni.
oznaéeni standardu ¢ [mg/l] Vreoz, [l Visen [ul] Vedter
¢ = 1000 [mg/1] ¢ =50 [mg/l] [ml]
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

Kazdy standard o dané koncentraci byl ptfipraven pravé tiikrat. Z kazdého
standardu bylo pipetovano 250 ul do mikrotitra¢ni desticky. Ta byla nasledné
umisténa na matnici uchycenou ve dvou stojanech ve vysce 16 cm nad videosvétlem.
Ve vySce 14 cm kolmo nad destickou byl objektiv fotoaparatu. Fotoaparat byl

uchycen na stativu s vodorovné vyosenou stiedovou ty¢i. Nastaveni fotoaparatu bylo:
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Tab. 3.14 Nastaveni fotoaparatu béhem oveéfovani piesnosti stanoveni s odstinénym a neodstinénym

okolnim svétlem.

parametr nastaveni
Délka expozice snimku 1/125 sec
Clonové ¢&islo /6.3

I1SO (citlivost) 100

WB
Picture style

Ohniskova vzdalenost

Wolframové svétlo (cca 3200 K)
S (standardni)

18 mm

Fotografovani desticky probihalo Vv mistnosti se zhasnutym osvétlenim.

Nejprve byla desticka vyfocena uchycena do stojanu v mistnosti bez jakéhokoliv

dalsiho odstinéni svétla. Poté byla fotografovana desticka podruhé - v tomto ptipadé

bylo okolni svétlo odstinéno. Desticka byla pii fotografovani umisténa do vertikalné

postavené kartonové krabice od bot, kde v horni ¢asti byl vyfiznuty otvor pro

objektiv fotoaparatu (viz Obr. 3.17 a Obr. 3.18). Po stranach krabice byly vyfiznuty

otvory pro prostréeni drzaku, ve kterych byla uchycena desticka (viz Obr. 3.17

a Obr. 3.18).

POHLED ZBOKU POHLED ZPREDU
N
@
1acm
Hem
— ]
16cm
16.cm
MVLLS
— ——
Obr. 3.17 Schéma uspotadani jednotlivych ¢asti aparatury pii méfeni. V dolni ¢asti je vzdy LED

videosvétlo, uprostied je mikrotitraéni desticka se standardy/vzorky a nahote je fotoaparat
uchyceny do stativu. (Tomas Kudlacek, Petr Kudlacek).
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Obr. 3.18

54

Uspofadani aparatury béhem provadéni stanoveni. A - Pohled skrze stativ s uchycenym
fotoaparatem na otevienou krabici s umisténym svétlem a destiCkou s matnici uchycenou v
drzacich; B - Pohled na otevienou krabici s destickou s matnici uchycenou v drzacich a
videosvétlo; C - Cela aparatura pii méfeni. (Foto: Tomas Kudlacek)



Fotografie byly pofizeny ve formatu CR2. Z toho byly pro vyhodnoceni
ptevedeny do formatu PSD a nasledné vyhodnoceny v programu Adobe Photoshop.

Z kazdého standardu byly intenzity barev zjiStovany pravé Sestkrat. Ze
zjisténych hodnot byly pro kazdé standardy vytvofeny medidny, ze kterych byly

sestaveny kalibra¢ni pfimky a byla zjisténa hodnota indexu korelace R.

Vyhodnoceni

Kalibra¢ni pfimky (viz Obr. 3.19, 3.20, 3.21, 3.22) sestavené z hodnot zjisténych
z fotografie bez odstinéného svétla byly porovnany s druhou fotografii, na které bylo
svétlo odstinéno. Z hodnot indexu korelace je patrné, ze kalibraéni pfimky sestavené

podle intenzit barev z fotografie s odstinénym svétlem byly piesnéjsi.
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Obr. 3.19 Kalibra¢ni pfimka sestavena podle intenzity modré (B) barvy z fotografie vyfocené bez
odstinéni svétla.
Index korelace R kalibra¢ni ptimky: 0,91669
Rovnice kalibrace: y = -14,236x + 320,64
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Obr. 3.20 Kalibra¢ni pfimka sestavena podle intenzity zelené (G) barvy z fotografie vyfocené bez

odstinéni svétla.
Index korelace R kalibra¢ni ptimky: 0,93138
Rovnice kalibrace: y = -10,437x + 282,04
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Obr. 3.21 Kalibra¢ni pfimka sestavena podle intenzity modré (B) barvy z fotografie vyfocené s
odstinénym svétlem.
Index korelace R kalibra¢ni ptimky: 0,9913
Rovnice kalibrace: y = -14,573x + 381,32
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Obr. 3.22 Kalibraéni ptimka sestavena podle intenzity zelené (G) barvy z fotografie vyfocené s

odstinénym svétlem.
Index korelace R kalibra¢ni ptimky: 0,99402
Rovnice kalibrace: y = -13,175x + 375,63
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Zhodnoceni a diskuze
Jak ukazuji indexy korelace R uvedené u kalibra¢nich ptimek, tak odstinéni svétla je
vhodné. S odstinénym svétlem byl index korelace u kalibraci podle obou barev vyssi
nez 0,9900. U kalibra¢nich ptimek sestavenych z hodnot zjisténych z fotografie
pofizené bez odstinéni byl nejvétsi index korelace 0,93138, coz je povazovano za
nepfesnou kalibraci.

Optimalni bude nepouzivat k odstinéni kartonové krabice apod., ale
fotografovat desticku v mistnosti bez pfistupu jakéhokoliv okolniho svétla (,,temna
komora®). V piipad¢, Ze toto neni mozné ale postacéi i zpusob, ktery byl pouzit pii

meéfeni.

Optimalni nastaveni a umisténi fotoaparatu

Obecné optimalni nastaveni a uspofradani
Pti fotografovani je nastaven plné¢ manudlni rezim, ve kterém jsou nasledné voleny
tyto parametry:

a. délka expozice snimku (expozi¢ni ¢as),

b. clona,

c. ISO,

d. vyvazeni bilé.

Expoziéni ¢as by mél byt co nejkrat$i, aby nedoSlo k chyb& stanoveni
zpusobené napft. problikavanim svétla pod destickou, které by se pii dlouhé expozici
mohlo projevit. V ptipadé absence stativu pii méfeni je pro ostré snimky pii drzeni
fotoaparatu v ruce kratky ¢as nezbytnosti.

Clona by kvuli zachovani dostatku svétla ve fotografii neméla byt maximalni,
ale zaroven by neméla byt nejnizsi. Diky vyssi cloné je vétsi hloubka ostrosti na
snimku a jednotlivé jamky desticky zachycené na fotografii budou ostiejsi.

ISO (citlivost) nesmi byt pfili§ vysoké, protoZe pii zvySeni citlivosti se na
fotografii zaroven zvySuje digitdlni barevny Sum, ktery miiZze ovlivnit vysledky
stanoveni. Mira Sumu pfi zvySeni citlivosti se lisi u jednotlivych vyrobct fotoaparatt
a snimact v nich.

Celkoveé by vySe uvedené tii parametry pifi optimalnim nastaveni mély docilit
mirn¢ preexponované fotografie, aby bylo mozné dobfe vyhodnotit 1 velmi

koncentrované roztoky.
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Ctvrtym a velmi dileZitym volenym parametrem je vyvazeni bilé. To musi
svou teplotou chromati¢nosti odpovidat teploté¢ svétla, kterym je pifi meéfeni
podsvicena desticka. Nejlepsi je pravdépodobné rucni nastaveni bilé podle
konkrétniho zdroje svétla, ale dostaCujici jsou i1 preddefinovana vyvazeni bilé ve
fotoaparatech.

Béhem fotografovani je vhodné mit fotoaparat uchyceny do stativu s vyosenym
sttedovym sloupkem a objektivem kolmo proti desti¢ce. Optimalnim objektivem pro
méieni je Sirokouhly objektiv, ktery bude pfi stanovovani nastaveny na nejnizsi
moznou ohniskovou vzdalenost (jedna-li se 0 objektiv s proménlivou ohniskovou
vzdalenosti). Pti fotografovani by méla byt vzdalenost objektivu od desticky prave

minimalni zaostfovaci vzdalenost daného objektivu.

Optimalni nastaveni pfi konkrétnich podminkach
Tato ¢ast se zabyva konkrétnim nastavenim pii pouziti nasledujiciho vybaveni:

a. digitalni zrcadlovy fotoaparat Canon EOS 100D,

b. Canon Zoom Lens EF-S 18-55mm f/3.5-5.6 IS STM,

c. LED Power Energy Mobile CN-48H,

d. stativ Manfrotto 190XPROB s kulovou hlavou Manfrotto 486RC2.
Nastaveni popisovana dale v textu vychazi z uspotfaddni, kdy je mezi spodnim
okrajem mikrotitracni desti€¢ky a videosvétlem vzdalenost 16 cm a mezi hornim
okrajem desticky a piedni ¢ockou objektivu je vzdalenost 14 cm (viz Obr. 3.17).
Fotoaparat je v tomto pfipad€ uchycen na stativ s vyosenou sttedovou ty¢i a objektiv
je kolmo k mikrotitra¢ni desticce.

Pti fotografovani je fotoaparat nastaven na plné¢ manudlni rezim. V tom se
nasledné zvoli vyvazeni bilé tak, aby co nejlépe odpovidalo teploté barvy pouzitého
svétla pro podsviceni. Dale je vhodné pouzit vyssi clonu (ne maximalni moznou),
aby byla cela desticka na fotografii dobie ostra (cca f/5.6 — 8). Citlivost (ISO) je
vhodné nastavit na co nejnizsi (50 - 200), aby na fotografii nebylo pfili§ digitdlniho
Sumu, ktery miize ovlivnit vysledky stanoveni. Délka expozice snimku je
nastavovana po ostatnich parametrech tak, aby vysledna expozice snimku byla mirné
vysSi (max. +1EV). Pfi pouziti stativu a kvalitniho, neproblikavajiciho svétla je
mozné pouzit i delSi expozicni Casy. Pii fotografovani je také vhodné kvili zamezeni

automatickym barevnym korekcim pfi ukladani fotografie pouzit RAW format.
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Fotografovani desticky je vhodné provadét v mistnosti bez piistupu denniho
svétla a bez pfitomnosti jinych zapnutych zdroji svétla nez daného LED videosvétla,
které podsvécuje desticku (obdoba temné komory). Pokud neni mozné fotografovani
Vv takové mistnosti provést, mize poslouzit kartonova krabice, ktera ma v horni ¢asti
pouze otvor na objektiv a po stranach jsou otvory pro drzak, kterymi je uchycena
desticka. Vyska dané krabice musi byt rovna vySe uvedenym vzdalenostem mezi
destickou, svétlem a objektivem fotoaparatu.

Nastaveni fotoaparatu lze také shrnout do tabulky nize (Tab. 3.15):

Tab. 3.15 Optimalni nastaveni fotoaparatu pii konkrétnich podminkéach ovétené pouzitim béhem prace.
parametr nastaveni

Délka expozice snimku 1/125 sec

Clonové ¢islo /6.3

I1SO (citlivost) 100

wB Wolframové svétlo (cca 3200 K)

Picture style S (standardni)

Ohniskova vzdalenost 18 mm

Rozsah stanovitelnych koncentraci

Postup prace
Rozsah stanoveni DSLR spektrofotometrii byl urovan na zéklad€ kalibracnich

ptimek, indexu kalibrace R a jejich vyhodnocovani.

Vyhodnoceni

V kalibrac¢nich pfimkach vZdy byly odlehlé nejnizsi koncentrace (0 a 1 mg/l)
a nejvyssi koncentrace (50 mg/l, vyjimeéné 20 mg/l) - tyto vétSinou nelezely na
prokladané piimce zavislosti a pfi jejich zapocitani do kalibra¢ni piimky se projevily
v indexu korelace R tak, ze snizovaly ptesnost kalibra¢ni pfimky a tudiz i samotného
stanoventi.

Nejvyssi koncentrace kalibracnich standardd (50 mg/l) nebylo ani mozné
vyhodnotit. Intenzita ¢ervené barvy byla totiz tak vysoka, Ze pfi vyhodnocovani byla
intenzita modré barvy (B) v tomto standardu vétSinou 0 (zaporné hodnoty neexistuji

v RGB prostoru), vyjimeéné 1 — 2. Intenzita zelené (G) se pohybovala okolo 6 — 9.
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Rozsah stanoveni je tedy pfiblizné 2 — 30 mg/l, pficemz nejnizsi chyby pfi

stanoveni budou u stanovovani koncentraci kolem 5 — 10 mg/I.

Zhodnoceni a diskuze

Linearni koncentra¢ni rozsah lze obecné stanovit podle indexu korelace R. Cim vice

je jeho hodnota blizsi 1,00, tim je rozsah stanovitelnych koncentraci linearné;si.
Vzhledem k tomu, Ze jsou koncentrace urCovany z logaritmické funkce, tak

neni mozné stanovit piiliS vysoké koncentrace (cca 40 — 50 mg/l), protoze ty jiz

neposkytuji tmérnou odezvu.

Pfili§ nizké hodnoty také nelze piesné stanovit, protoze s velkou

pravdépodobnosti mohou znamenat zachyceny Sum zatizeni.
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3.4 Testovani nového usporadani na odebranych vzorcich

Po zjisténi a ovétfeni vSech problémt béhem stanoveni bylo vytvofeno optimalni
uspofadani metody byl vytvoifen navod pro realizaci stanoveni (viz Ptiloha IlI).
Navod byl aplikovan pii ovéfovani optimalizovaného uspofadani na tiech
odebranych vzorcich. Ve vzorcich bylo paraleln¢ provedeno stanoveni

spektrofotometrem z divodu srovnani vysledki z obou metod.

3.4.1 Postup prace

Odbér vzorku
Pro ovéfeni nastaveni metody byl pouzit vzorek vody z pramenu Korek (Zelezity)
v Sareckém tdoli.

Vzorek byl odebran do 100ml sklenéné lékové lahvicky. Ta byla vymyta
deionizovanou vodou, ziedénou kys. chlorovodikovou a acetonem. Pfed odbérem
vzorku byla nékolikrat promytya odebiranou vodou.

Vzorek v lahviéce byl zakonzervovan 1 ml 65% Kkys. dusi¢né. Po konzervaci

byla lahvicka se vzorkem uloZena do chladiciho boxu.

Analyza vzorku

Kalibrace metody
Pro méfeni byla provedena kalibrace sestavena ze 7 standardii, z nichz kazdy byl
piipraven dvakrat. Standardy byly ptipraveny podle Tab. 3.16 ze zasobniho roztoku

dusi¢nanu Zelezitého, thiokyanatanu draselného a z deionizované vody.
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Tab. 3.16 Podil jednotlivych ¢inidel a roztokd v kalibraénich standardech sestavenych pro ovéfovani
metody na odebranych vzorcich

oznaéeni standardu ¢ [mg/l] Vreaoz, [l Vksen [p] Vodtem
¢ = 1000 mg/l ¢ =50 mg/l [mli]

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

Z kazdého standardu bylo pipetovano 250 pl do jamek mikrotitraéni desticky.
Desticka byla poloZena na matnici vytvofenou ze dvou laminovacich folii a 1mm
¢ir¢ho plexiskla. Desticka 1 s matnici poté byla uchycena do stojanu kdy byla
vzdalenost mezi jejim dolnim okrajem a videosvétlem pravé 16 cm. Pii préci byla
desticka umisténa do upravené kartonové krabice (podrobnéji popsano vyse v oddilu
3.3), kde byl vyfiznut otvor na objektiv na drzaky desticky.

Desticka se standardy byla vyfocena fotoaparadtem nastavenym podle tabulky
nize (Tab. 3.17). Pti fotografovani byl fotoaparat pfipevnén na stativu s vyosenou
sttedovou ty¢i. Fotografie byla ukladana do formatu JPEG a CR2 (RAW).

Tab. 3.17 Nastaveni fotoaparatu pouzité pii ovéfovani uspofadani metody na vzorcich.
parametr nastaveni

Délka expozice snimku 1/125 sec

Clonové ¢islo /6.3

ISO (citlivost) 100

WB Wolframové svétlo (cca 3200 K)

Picture style S (standardni)

Ohniskova vzdalenost 18 mm

Fotografie ve formatu CR2 byla pievedena do formatu PSD a oteviena
v programu Adobe Photoshop CS6. Zde byly nastrojem ,kapatko® s otevienym
dialogovym oknem vyhodnoceny intenzity modré (B) a zelené (G) barvy

Vv jednotlivych standardech.
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Intenzita modré (B) i1 zelené (G) barvy byla v kazdém standardu zjiSténa prave
Sestkrat. Z kazdych Sesti hodnot byl pro standard o dané koncentraci vytvoien
median. Median byl vytvofen ze standardi z obou sestavenych sad. Mediany byly
pouzity pii sestaveni kalibra¢nich pfimek, jejichz pfesnost byla urcovana z hodnoty
indexu korelace R. Kalibra¢ni pfimky S pouzitym rozsahem kalibrace
c1-10mg/l byly porovnany s kalibraéni ptfimkou sestavenou z absorbance
naméfené na spektrofotometru (viz Obr. 3.23).

Pro zjisténi koncentrace Zelezitych kationt v analyzovanych vzorcich pak byly
pouzity kalibra¢ni pfimky s jinym kalibraénim rozsahem podle intenzity modré (B)
barvy nez podle intenzity zelené (G) barvy - rozsah kalibrace byl vybran takovy, pfi
kterém byla nejvy$si hodnota indexu korelace R (kalibrace byla nejpiesnéjsi).
Pouzité kalibra¢ni ptimky jsou znazornény bodovymi grafy na Obr. 3.24 a Obr. 3.25.

Presnost kalibrace byla ovéfena na spektrofotometru (viz Obr. 3.23).
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Obr. 3.23 Kalibraéni pfimka sestavena podle absorbance jednotlivych standardi zjisténé

spektrofotometrem Hewlett Packard 8453.
Index korelace R kalibra¢ni ptimky: 0,9981
Rovnice kalibrace: y = 0,0954 + (-0,10143)x
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Obr. 3.24 Kalibra¢ni ptimka sestavena podle intenzity modré (B) barvy pouzita pii méfeni.
Index korelace R kalibra¢ni ptimky: 0,98325
Rovnice kalibrace: y = -15,625x + 277,13
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Obr. 3.25 Kalibra¢ni ptimka sestavena podle intenzity zelené (G) barvy pouzita pti méfeni.

Index korelace R kalibra¢ni ptimky: 0,94486
Rovnice kalibrace: y = -8,5616x + 232,42



Pfiprava vzorku, analyza vzorku
Vzorek byl pro analyzu pfipraven v 5Sml odmérné baice. Do barky byly pipetovany
pravé 4 ml vzorku (viz Tab 3.18). K tém bylo automatickou nastavitelnou pipetou

ptidano 200 pl thiokyanatanu draselného a po rysku pak deionizovand voda (viz

Tab. 3.18).

Tab. 3.18 Mnozstvi jednotlivych roztokt a ¢inidel pfi pfipraveé vzorkl k analyze.
c [ma/l] Vyzorku [] Vksen [pl] Veelkem [MI]
X 4000 200 5,00

Z banky bylo do jamky mikrotitracni desticky ke kalibraénim standardim
pipetovano 250 pl vzorku. Desticka byla uchycena do stojanu, podsvicena
avyfocena snastavenim fotoaparatu pouzitym pii  kalibraci metody (viz
Tab. 3.17Tab. 3.17) - fotografovani kalibracnich standardi a vzork probihalo
zaroven.

Fotografie byla pro vyhodnoceni pfevedena do formatu PSD a v programu
Adobe Photoshop CS6 byla vyhodnocena. Pro zjiSténi intenzit barev byl pouzit
nastroj ,,kapatko* s otevienym dialogovym oknem.

Z jamky se vzorkem byla intenzita modré (B) i zelené (G) barvy zjisténa
pravé Sestkrat. Ze zjisténych hodnot byl vytvofen median. Z toho byla pomoci
rovnice grafu kalibra¢ni pfimky vypocitana koncentrace Zeleza ve vzorku v mg/I.

Vzorek byl zaroven pii vinové délce 470 nm pfeméien na spektrofotometru

Hewlett Packard 8453.

3.4.2 Vyhodnoceni
Stanovena koncentrace byly porovnana s tou, Kterou pii vinové délce 470 nm
stanovil spektrofotometr. Protoze byl vzorek piipraven a analyzovan pouze jednou,
nebylo provedeno statistické vyhodnoceni.

Spektrofotometrem stanovend koncentrace zeleza ve vzorku odebraném
v prameni Korek byla 7,31 mg/l. Podle kalibrace sestavené z intenzit zelené
(G) barvy (vizobr. 325) byla ve vzorku DSLR spektrofotometrii stanovena

koncentrace 7,43 mg/l.
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3.4.3 Zhodnoceni a diskuze
Upravené uspotradani metody (viz Pfiloha III) bylo testovano na jednom odebraném
vzorku. Prace si kladla za cil dosahnout s upravenym uspoiadanim metody

a. vysledkti s RSD max. 10 %,

b. wvysledki blizkych tém, které stanovi spektrofotometr.

Pii otestovani nebylo provadéno statistické vyhodnoceni, jelikoz byl vzorek
pfipraven a analyzovan pouze jednou.

Koncentrace analytu v odebraném vzorku, ktera byla stanovena DSLR
spektrofotometrii byla velmi blizkd té, kterou stanovil klasicky spektrofotometr.
LiSily se pouze v fadu jedné desetiny.

Testovani na vzorku lze tedy oznacit jako Gispé$né a pouzité uspotradani jako

optimalni.
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4 ZAVER

Béhem této prace bylo provedeno nékolik méfeni, pii kterych byly hledany mozné
problémy pfi stanoveni a bylo vytvafeno nové uspotfadani metody, s nimz by bylo
mozné dosdhnout naplnéni cilii nastavenych v tvodu prace.

Nové usporadani metody bylo pozdéji testovano na jednom odebraném vzorku.
Stanovena koncentrace byla velmi blizka obsahu Zeleza ve vzorku, Ktery stanovil
spektrofotometr. Tim se povedlo naplnit cil polozeny v tvodu prace.

Na zakladé¢ prace byla vytvofena jednoducha metodika ke stanoveni
koncentrace zelezitych kationti DSLR spektrofotometrii, pfiloZzena k této praci jako
ptiloha Ill. Kromé metodiky byl napsan ¢lanek pojednéavajici o praci, ktery byl
poslan do Chemickych listii (viz Ptiloha II).

Vysledky prace lze mimo jiné shrnout prostfednictvim odpoveédi na otazky

polozené v tivodu prace:

a. Jaké je optimalni usporadani metody stran fotoapardtu (nastaveni fotoaparatu,
dalsi prislusenstvi)?

Pfi méfeni je vhodné pouzit stativ s vyositelnou sttedovou ty¢i. Diky nému je

zarucena stejnd vzdalenost od vzorkli pfi fotografovani a kolmost objektivu ke

vzorkiim. Méfeni je ale mozné provést 1 bez stativu, piipadné je mozné stativ

nahradit laboratornim stojanem apod..

Pti praci je dllezité mit co nejvétsi kontrolu nad fotoaparatem, aby provadél co
nejméné automatickych zmén nebo nastaveni. Proto je vhodné zvolit pIné¢ manudlni
rezim. Vném je pak zéasadnim nastavenim vyvaZzeni bilé. To musi odpovidat
pouzitému podsviceni co nejlépe (nejlepsi je pak rucni kalibrace vyvazeni bilé pred
kazdym meétenim pomoci fotografickych bilych desticek pti daném svétle).
bylo na fotografii co nejméné barevného Sumu, ktery mtize ovlivnit hodnoty intenzit

barev, ze kterych je poté stanovovana koncentrace Zeleza.

b. Jaka je optimalni prdce s daty (do jakého formdtu ukladat fotografie, v cem
a jakym zpiisobem je vyhodnocovat)?
Optimalnim formatem pro ulozeni fotografie ve fotoaparatu je formét obecné

oznacovany jako RAW. Pro vyhodnoceni se velmi osvéd¢ilo vyuzit program
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Adobe Photoshop. Pravé do formatu PSD, ktery je podporovany Photoshopem je
mozné konvertovat RAW fotografii, aniz by doSlo ke zméné barvy ¢i kjiné
nezadouci kompresi dat. Pro zjisténi intenzit barev je pak pouzit nastroj ,.kapatko*
a jeho dialogové okno, ve kterém se zobrazuji zjistované intenzity.

Adobe Photoshop ma nevyhodu toho, Ze se jedna o placeny software. Je ale
mozné vyuzit jeho 30 denni zkusebni lhiitu.

Pro kone¢né zpracovani intenzit, vyhodnoceni a stanoveni koncentrace je

mozné pouzit jakykoliv tabulkovy software.

C. Je zZadouci pri analyzovani pouzit podsviceny podklad? Jestlize ano jaky,
pripadné jakého typu?
Béhem prace byly vytvafeny standardni podminky pro provedeni stanoveni.
Vzhledem k tomu, ze pfi stanoveni hraje velkou roli svétlo, bylo nutné odstinit denni
svétlo nebo osvétleni mistnosti, ve které je stanoveni provadéno. Toho bylo dosazeno
analyzovanim vzorkl v jakési ,,temné komote®. S tim byl spojen nedostatek svétla
pro pofizeni fotografie. Proto by musel byt nedostatek svétla kompenzovan zvysenim
hodnoty ISO (citlivosti) a del$im expozi¢nim ¢asem u fotoaparatu, coz s Sebou nese
V praci zminénd negativa.
Proto je dobré pouzit podsviceny podklad, konkrétn€ LED videosvétlo,
z diivodl popisovanych vySe v textu. Videosvétlo pouzité pii této praci nebylo uplné

vhodné, jelikoz kvuli Spatnym kontaktm problikavalo.

d. Do ceho je vhodné béhem méreni umistit analyzovany vzorek (mikrotitracni
desticka nebo kyveta)?
Pfi méfeni vramci piedlozené prace bylo zjiSténo, ze pro umisténi vzorki
analyzovanych DSLR spektrofotometrii je mikrotitratni desticka. Je v ni mozné
fotografovani vétSiho poctu vzorkd. Zaroven se jedna 1 o zpisob umisténi vzorku,
ktery byl jiz vyzkouSen, a mozné problémy spojené sumisténim vzorku do
mikrotitracni desticky popsané vyse byly co se ty€e vlivu na stanoveni vyvraceny.
Mj. je mikrotitracni desticka levnéjsi nez kyvety, kterych by pro analyzu bylo
potieba opravdu mnoho kvili nutnému provedeni soucasného fotografovani

kalibrace sestavajici se Z n¢kolika sad standardl a samotnych vzorki.
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e. Jaky je linearni koncentracni rozsah metody pro stanoveni zelezitych kationtii?
Lze metodu pouzit pro stanoveni koncentrace Zelezitych kationtii ve vodach
mineralnich pramenii?

Linearni koncentracni rozsah metody byl urceny z kalibra¢nich ptfimek sestavenych

béhem prace. Z téch je vidét, ze koncentrace stanovitelné DSLR spektrofotometrii

jsou cca 2 — 40 mg/1. U nizsich stanovenych koncentraci je velmi pravdépodobné, ze
se jedna o Sum zafizeni. U koncentraci >40 mg/l neni mozné koncentrace presné
vyhodnotit, jelikoZ jsou intenzity doplikovych barev v piili§ koncentrovanych
komplexech moc malé. Zaroven koncentra¢ni rozsah >40 mg/1 pak jiz neni lineérni.
DSLR spektrofotometrii 1ze stanovovat koncentrace zeleza ve vodach, kde se
ocekava zvySeny obsah Zeleza (ten mize indikovat barva nebo chut’ vody pramene).

Tyto se zvySenym obsahem Zzeleza mohou byt povétSinou vodami minerdlnich

prament.

Touto metodou (a pravdépodobné ani klasickou laboratorni spektrofotometrii)
neni mozné stanovit obsah zeleza v kohoutkové nebo balené vodé. Tyto typy vod
jsou odzelezovany, jelikoz zvySena koncentrace zeleza negativné ovliviiuje

senzorické a uzitné vlastnosti téchto vod.

f.  Jaké jsou mozné problémy béhem stanovovani DSLR spektrofotometrii a co je
zpiisobuje?
Zasadni problémy pii stanoveni koncentrace DSLR spektrofotometrii mohou byt dva
a. reakce thiokyanatanu draselného s kationty kobaltu,
b. pocet piipravy vzorkl pro analyzu.

Metoda je urcena predev$im ke stanoveni koncentrace zeleza v mineralnich
pramenech, kde je v§ak mozny vyskyt i latek obsahujicich kobalt. Ten také barevné
reaguje s cinidlem pouzivanym pii analyze a komplex poté vice absorbuje. Pii
vyhodnoceni bychom tak vyhodnocovali koncentraci obou latek, a ne pouze zeleza.

Tento problém Ize feSit pouzitim metody standardniho pifidavku b&hem
analyzovani.

Kromé zjistovani koncentrace Zzelezitych kationti je provadéno statistické
vyhodnoceni dat, pti kterém se mj. zjiStuje piesnost vysledkii udavana v podobé
RSD. Ta ale mize byt velmi vysoka kvili provadéni vyhodnoceni z malého poctu
hodnot. Tomu Ize pfedejit tim, Ze budou vzorky pro analyzu pfipraveny kazdy min.

ttikrat a statistické vyhodnoceni tedy bude provedeno ze tii hodnot.
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