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Experimentalni cast

4. Vybér luminofortt a méreni jejich spekter

V této casti prace probihalo hledani vyznamnych fotoluminiscenc¢nich latek v lite-
rature, jejich néasledny vybér a testovani na dostateénou intenzitu fluorescence.
Jedna se predevsim o ¢isté chemikélie, pouzivané k nejriznéjsim tuceliim, a také
latky prirodniho charakteru, které jsou pokud mozno snadno dostupné.

Vsechny testované luminofory byly prevedeny do roztoku a podrobeny méreni
na fluorescenénim spektrometru Cary Eclipse firmy Agilent na katedre organické
chemie PFF UP (viz obr. 7). Roztoky s vysokou intenzitou fluorescence byly na-
sledné testovany na dostate¢nou odezvu pro bézna stredoskolska laboratorni méreni
na spektrometru SpectroVis Plus firmy Vernier. Popis méreni na fluorescenénim
spektrometru Cary Eclipse by presahoval ramec této prace, z toho divodu jsou
v praci pouze uvedena a interpretovana nameérena spektra. Vybrané testované lu-
minofory jsou sefazeny v nasledujicich tabulkach.

Obr. 1: Fluorescené¢ni spektrometr Cary Eclipse na katedfe organické chemie PTF UP.

Tab. 1: Testovana synteticka fluorescencni barviva.

Fluorescencni latka Vhodné rozpoustédla Barva roztoku pod UV
fluorescein ethanol, 0,1M-NaOH zlutozelena

eosin Y ethanol, voda oranzova

eosin B ethanol, voda ¢ervenooranzova (mélo intenzivni)
rhodamin B ethanol, 0,1M-H,SO4, voda | razova

chinin 0,1M-H>SO, modra

berberin ethanol zluta

fuchsin 0,1M-HCI zlutad (malo intenzivni)

riboflavin ethanol, voda zluta
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Tab. 2: Testované extrakty z rostlin.

Fluorescencni latka Zdroj Vhodné rozpoustédla Barva roztoku pod UV
chlorofyl Spenat aceton, ethanol cervena

eskulin jirovec madal | voda, ethanol modra

kurkumin kurkuma ethanol zluta

apigenin rozmaryn 1M-KOH nepozorovatelné

smés alkaloidu vlastoviénik | methanol, ethanol, voda | nepozorovatelné
krocin Safran voda nepozorovatelné

Fluorescen¢ni spektrometr Cary Eclipse firmy Agilent umoznuje kromé dal-

sich funkci predevsim méfeni excitacnich a emisnich spekter roztokt. Spektrum

fluoresceinu ve dvou ruznych rozpoustédlech, namérené na spektrometru Cary Ec-

lipse, zachycuji obrazky 7.
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Obr. 2: Excitacni (teckované) a emisni spektrum roztoku fluoresceinu v ethanolu
(Agilent Cary Eclipse).
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Obr. 3: Excitacni (teckované) a emisni spektrum roztoku fluoresceinu
v 0,IM-KOH (Agilent Cary Eclipse).

7 namétenych spekter jasné plyne zavislost méreného signalu na pouzitém
rozpoustédle — rozpoustédlo ma vliv na tvar fluorescenc¢nich spekter.

Latky, jejichz fluorescenc¢ni intenzita byla vzhledem ke koncentraci roztoku
vysoka, byly poté méfeny na skolnim spektrometru Vernier SpectroVis Plus. Tento
pristroj nelze z pochopitelnych diavodu porovnavat s drahymi fluorescenénimi
spektrometry, a tak jsou nameérena spektra daleko méné presna. Pro skolni tucely
vsak spektrometr bohaté postacuje. Namérené spektrum fluoresceinu ukazuje obra-

zek 7.
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Obr. 4: Fluorescenc¢ni spektrum roztoku fluoresceinu v ethanolu
(Vernier SpectroVis Plus, vzorkovaci ¢as 40 ms).

Spektra dalsich mérenych latek jsou uvedena v priloze ?.

5. Pokusy z fotoluminiscence

Fotoluminiscence nabizi nejsirsi skalu experimentti od velmi jednoduchych a rych-
Iych po slozita laboratorni méreni. V literatufe l1ze najit fadu modifikaci uvedenych

pokusti.

5.1 Luminiscenc¢ni duha

Tento pokus je svou efektivnosti vhodny jako demonstracni, v pripadé pouziti ba-
revinych zvyraznovacii jej vSak lze zatadit i do laboratorniho cviceni. S nékterymi

luminofory by Zaci z bezpec¢nostnich divodi neméli pracovat.

Erlenmayerovy banky, pryzové zatky, UV zafivka, barevné zvy-

Pomicky:
raznovace

Chemikalie: fluorescein, eosin Y, rhodamin B, chininsulfat dihydrat, ethanol,
H,SO4, NaOH, destilovana voda

Casova naro¢nost: 10 minut
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Postup:

Do Erlenmayerovych banék pripravime roztoky chemikalii tak, aby vytvorily ba-
revné spektrum od fialové az po ¢ervenou. Fluorescein rozpustime v 0,1M-NaOH,
eosin Y a rhodamin B v ethanolu nebo destilované vodé, chininsulfat dihydrat
v 0,1M-H,SO,. Fialovou barvu lze ziskat smichanim roztoku rhodaminu B a chi-
ninsulfat dihydratu, tmaveé cervenou barvu pod UV zativkou vytvori roztok rho-
daminu B v 0,1M-H,SO..

Misto chemikalii 1ze pouzit i barevné zvyraznovace, které rozebereme a po
zkousce rozpustnosti (voda nebo ethanol) napln nechame vyluhovat v prislusném
rozpoustédle. Banky nasledné seradime vedle sebe a pozorujeme na svétle a ve tmé
pod UV zéarivkou. Vhodnym smichanim lze vytvorit roztoky barev celého viditel-
ného spektra.

® Poznamka:
Pokus lze zrealizovat pouze s pouzitim barevné sady zvyraznovaci, které rozebe-
reme (pomuzeme si kombinackami) a z ndplni pripravime roztoky. Na trhu je
v soucasné dobé tada odstinii tvorici celé spektrum: fialova, modra, zelena, zluta,
oranzova, ruzova, ¢ervena a dalsi.

Pti manipulaci s nékterymi barvivy je nutné pouzit ochranné rukavice.
Zavér:
Tento experiment je typickou ukazkou fotoluminiscence nékterych organickych bar-
viv, které obsahuji ve své molekule systém konjugovanych dvojnych vazeb. Delo-
kalizované elektrony jsou schopny absorbovat urcité vinové délky z oblasti UV za-
feni, jako excitacni zdroj je proto mozné pouzit UV zarivku. Pohlcend energie je
pak castecné vyzarena zpatky v podobé luminiscence o delsich vinovych délkach.

To vSe se navic déje za pokojové teploty. Jeden z moznych vysledki experimentu
znazornuje obrazek ?.
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Obr. 5: Porovnani luminiscen¢nich roztoku na svétle a pod UV zarivkou
(zleva: smés rhodaminu a chininsulfat dihydratu, chininsulfat dihydrét, vyluh ze zeleného
zvyraznovace, fluorescein, eosin Y, rhodamin B v ethanolu, rhodamin B v 0,1M-H,SO,).

5.2 Difuze fluoresceinu ve vodé

Tento experiment netradi¢ni formou prezentuje difuzi. Je vhodny predevsim jako
demonstrac¢ni pokus k vykladu difuze, lze jej vSak zaradit také k zajimavé ukazce

luminiscence.

Pomiicky: velka kadinka, UV zérivka
Chemikalie: fluorescein, NaOH, destilovana voda
Casova naro¢nost: 5 minut

Postup:

Do velké kadinky nalijeme destilovanou vodu, ve které rozpustime dvé pecky
NaOH, a dobtfe promichame. Ke kadince umistime UV zarivku, zatemnime a na
hladinu opatrné vsypeme malé mnozstvi fluoresceinu. Pozorujeme difuzi a luminis-

cenci rozpoustéjici se latky.
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® Pozndmka:
K pokusu lze pouzit jakykoliv praskovy luminofor ve vhodném rozpoustédle. Flu-
orescein je vsak nejvhodnéjsi pro jeho snadnou dostupnost a dobrou ,,viditelnost*
experimentu.

Pokus je mozné provést ve dvou kadinkach vedle sebe se studenou a teplou
vodou pro porovnani rychlosti difuze za rozdilnych teplot rozpoustédla.

Zavér:

Vhozenim Spetky fluoresceinu (viz obr. ?) na hladinu alkalického roztoku sledujeme
pod UV zarivkou pomalé rozpousténi a difuzi latky do celého objemu kadinky,
pricemz vznikajici roztok vyrazné zlutozelené luminiskuje (viz obr. 7). Pokud tento
experiment provedeme na zacatku vyucovaci hodiny, mizeme nechat difuzi probi-
hat celou vyucovaci hodinu a na konci vyuky ukazat, ze se luminofor rovnomeérné
rozprostiel v celém objemu — vznikl homogenni roztok. Pokud porovnavame dvé
kadinky vedle sebe s rozdilnou teplotou vody, je jasné patrné, ze difuze v teplé
vodé probiha rychleji nez ve studené. To je zptsobeno vétsi kinetickou energii ¢as-
tic, které se mohou pohybovat rychleji a ¢etnéjsi narazy molekul zptisobi rychlejsi
rozprostieni luminoforu do celého objemu roztoku.

rt,
HO I I OH

Obr. 6: Fluorescein (pfevzato z [SigmaAldrich|).

Odkaz na video:  https://youtu.be/1gUyVCY7928

foto

5.3 Model zarivky, fosforescence

Timto jednoduchym experimentem lze demonstrovat zaroven fotoluminiscenci
i fosforescenci. Navic lze na konstrukci pokusu velmi dobfe popsat princip zatrivky.
Svym charakterem se experiment hodi do laboratorniho cviceni. [Krist]

Pomicky: zkumavka, drzak na zkumavky, kahan, korkova zatka, UV LED,
tfeci miska s tlouckem, Spachtle, jehla, papirovy ubrousek, zdroj
stejnosmérného napéti, vodice

Chemikalie: kyselina borita, fluorescein

Casova naroc¢nost: 25 minut
17
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Postup:

Do tfeci misky nasypeme kyselinu boritou a na spicku $pachtle fluoresceinu v hmot-
nostnim poméru asi 100 : 1 (postaci velmi malé mnozstvi). Tlouckem smés v diges-
tori dobre rozetieme. Pokud neméame k dispozici digestor, pracujeme tak, abychom
se nenadychali drazdivych vypara kyseliny. Sypkou oranzovou smés poté uchova-
vame v prachovnici.

Dveé az tti 1zicky smési vsypeme do zkumavky, zkumavku uchytime do drzaku

a pozvolna zahtivame nad kahanem do roztaveni — ze zkumavky unika vodni para:
2 HgBOg — BQO{S + 3 HQO

Oranzovou taveninu poté naklanénim zkumavky rozprostieme pokud mozno rov-
nomérné po jejich sténach alespon do poloviny vysky zkumavky. Zahtivani ukon-
¢ime a zkumavku nechdme pozvolna chladnout. Rychlym chladnutim dochézi
k rozpraskani kompaktni vrstvy boritého skla. Po vychladnuti vyklepeme ze zku-
mavky neroztavené zbytky praskové smési a okraje zkumavky, kde sklo dobfe ne-
ulpélo, vycistime navlhé¢enym ubrouskem.

Korkovou zatku upravime tak, aby pasovala do zkumavky, jehlou do ni udé-
lame dvé dirky na zastréeni kontaktt UV diody a LED nésledné k zatce pripevnime
tak, aby smérovala dovnitt zkumavky. Po zaspuntovani pripojime ke kontakttim
diody vodice (pozor na spravnou polaritu) propojené se zdrojem stejnosmérného
napéti a diodu rozsvitime. Nesmime prekrocit urc¢itou hodnotu napéti, udavanou
vyrobcem, abychom ,nespalili“ PN prechod. Pozorujeme fotoluminiscenci borité
vrstvicky. Poté diodu zhasneme a sledujeme fosforescenci.

Zavér:
Po rozsviceni UV diody pozorujeme zlutou fotoluminiscenci boritého skla, viz obr.
7. UV zéareni excituje vrstvicku taveniny s fluoresceinem a ta ¢ast energie vysila
zpét v podobé fluorescencniho zateni ve zluté oblasti spektra. Po zhasnuti diody
lze sledovat dohasindni luminiscence, které trva asi 2 s. Jedna se tedy o fosfo-
rescenci.

Na tomto principu pracuje také klasickd zarivka. Podlouhlé sklenéné trubice
plnéné parami rtuti obsahuji dvé zhavené elektrody, na které se vklada napéti ze
sité. Po zazehnuti vyboje v plynu dochéazi k zatreni rtutovych par predevsim v ne-
viditelné ultrafialové oblasti. Na vnitini sténé trubice je vSak nanesena vrstvicka
vhodného luminoforu, ktery po absorpci UV zareni luminiskuje ve viditelné oblasti
spektra. Slozenim fotoluminiscence luminoforu s modrozelenou emisi rtutovych
par, kterd pronika sténami trubice, vznika odstin podobny bilému dennimu svétlu.
[Pelant, Valenta]

foto

Obr. 7: Fotoluminiscence boritého skla — model zativky.
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Odkaz na video:  https://youtu.be/f9zQfluhCqo

5.4 Fotoluminiscence mineralu

Tento experiment prezentuje zajimavou vlastnost nékterych minerali, které obsa-
huji vhodné pfimeési.

Pomiicky: rizné minerdly z geologickych sbirek, UV zarivka
Chemikalie: nejsou potreba
Casova naro¢nost: 5 minut

Postup:

Vybrané minerdly pozorujeme v zatemnéné mistnosti pod UV zativkou.

® Pozndmka:
Ucitelé geologie vétsinou védi o konkrétnich mineralech vykazujicich luminiscenci
pod UV svétlem. Zeptejte se, jestli takové kousky ve sbirkach maji.

Zavér:
Neékteré minerdly vykazuji barevnou fotoluminiscenci pod UV zarivkou. Ta je zpi-
sobena pritomnosti primeési tézkych kovi ¢i uhlovodikii ve struktufe mineralu. Tyto
oblasti luminiskuji riznymi barvami, jak je vidét na obrazcich ? a ?

foto

foto

5.5 Fotoluminiscence rostlin

Tento experiment ma za kol prokazat vyskyt fotoluminiscenc¢nich latek v prirodé
okolo nas, konkrétné v rostlindch. Pokus lze pouzit jako demonstrac¢ni i zakovsky.

V literature lze najit i dalsi rostliny, které by mély obsahovat luminiskujici
latky, napf. mafinka vonnd, rozmaryn [zdrej|. Koncentrace téchto latek je vsak
casto tak nizkd, Ze se ndm luminiscenci v laboratornich podminkach nepodafi pro-
kazat. Z tohoto divodu jsou v experimentu uvedeny pouze rostliny, které zarucené
funguji. Vyznamnym fotoluminiscenénim barvivem je rovnéz chlorofyl. Ponévadz
jeho luminiscence nelze dobfe pozorovat na samotnych zelenych ¢astech rostlin, je
potieba jej vyextrahovat do rozpoustédla. Tento postup je uveden nize v experi-
mentu .

Pomicky: Petriho miska, nuz, vétvicka jirovce madalu, vlastovicnik vétsi

(cely), vétvicka vrby, UV zafivka, filtra¢ni papir
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https://youtu.be/f9zQfIuhCqo

Chemikalie: nejsou potieba
Casova naro¢nost: 10 minut

Postup:

Vétvicku jirovce madalu a vrby natrezeme ostrym nozem na malé kousky do Petriho
misky a pozorujeme ve tmé pod UV zafivkou.

Mléko vytékajici z odtrzené casti vlastovicniku vétsiho pozorujeme pod UV
zarivkou a kreslime jim po filtracnim papite.

& Mozné nezdary:

7 vlastni zkusSenosti je docela tézké najit mista s vétsi koncentraci chininu ve vr-
bovych vétvickach. Je dobré loupat kiiru nebo fezat celou vétvicku pod UV zariv-
kou tak dlouho, dokud na oblast s modrou luminiscenci nenarazite.

Zavér:

Vétvicky i pupeny jirovce madalu obsahuji znacné mnozstvi eskulinu (aesculinu),
ktery po osviceni UV zarivkou intenzivné modie luminiskuje (viz obr. 7). Eskulin
je prirodni glykosid, obsahujici sacharidovou slozku a derivat kumarinu, jak je vidét
na obrazku 7.

HO 0 O

Obr. 8: Eskulin (pfevzato z [wiki]).

Vrbova kiira obsahuje kromé jinych, vyznamnych latek také malé mnozstvi
chininu (viz obr. ?), ktery pod UV zéafivkou luminiskuje rovnéz modrou barvou.
Oblasti s vyskytem chininu jsou patrné na obrazku ?.

Obr. 9: Chinin (prevzato z [wiki]).

Cela rostlina vlastovi¢niku v sobé obsahuje zlutooranzové mléko, které se ob-
jevi po odtrhnuti ¢asti rostliny. Nejlépe je pozorovatelné na utrzeném stonku, kde

20



po osviceni UV zarivkou jasné zluté luminiskuje. Mléko obsahuje celou radu alka-
loidti, z nichz nejvyznamnéjsi berberin zapricinuje zlutooranzovou barvu. Mléko lze
vymackat na filtra¢ni papir, ktery mizeme uschovat pro dalsi pouziti. Luminiscence
pretrvava i po vyschnuti mléka, coz je patrné na obrazku ?.

\

N+
o =

|
CH; O
° Y CH,

Obr. 10: Berberin (pfevzato z [wiki]).

foto
foto
foto

5.6 Difuze eskulinu ve vodé

Tento efektni pokus demonstruje pritomnost luminiskujicich latek v rostlinach a
zaroven netradicné prezentuje difuzi — pronikani eskulinu do celého objemu roz-

poustédla.

Pomiicky: 2% Petriho miska, ntz, vétvicka jirovce madalu, UV zarivka
Chemikalie: ethanol, destilovana voda

Casova naroc¢nost: 15 minut

Postup:

Do dvou Petriho misek natezeme kousky vétvicky nebo pupenu jirovce madalu
(kastanu), zatemnime a rozsvitime UV zarivku. Poté do jedné misky nalejeme des-
tilovanou vodu a do druhé ethanol. Pozorujeme difuzi eskulinu, ktery se uvolnuje
z narezanych kouskt rostliny. Po nékolika minutach misky porovname a vyhodno-

time, ve kterém rozpoustédle je difuze 1épe pozorovatelna.

Zavér:
Vlozenim nafezanych kouskt vétvicky nebo pupenti jirovce madalu do Petriho
misky s vodou, popf. ethanolem dojde k difuzi modfe luminiskujicitho eskulinu

(aesculinu) do objemu rozpoustédla. Tento prirodni glykosid, obsahujici sacharido-
vou slozku a derivat kumarinu, je zndzornén na obrazku ?. Je 1épe rozpustny ve
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vodé, proto miska s ethanolem sviti o néco méné. Vysledek pokusu je vidét na

obrazku 7.

Obr. 11: Eskulin (pfevzato z [wikil).

foto

Odkaz na video:  https://youtu.be/yPWQbV4QVmk

5.7 Fotoluminiscence predmeéta a vyrobkia okolo nas

Tento velmi jednoduchy experiment, kterym lze proniknout do svéta luminiscence
vsude okolo nés, se da zaradit jako demonstracni, 1épe vsak vynikne, pokud jej zaci
maji moznost provadét samostatneé.

Pomicky: bily odév, zvyraznovace, kancelarsky a filtra¢ni papir, bankovky,
jizdenky, doklady, cukr, praci prasek, fosforeskujici hracky a pred-
méty

Chemikalie: nejsou potreba

Postup:

Pod UV zarivkou zkouméame, které predméty denni potreby vykazuji luminiscenci,

popr. fosforescenci.

Zaveér:

Zéci by méli zjistit, ze pod UV zéfivkou sviti:

e Dbily chemicky plast a bilé casti odéva

e zvyraznovacCe (napsany text i samotny fix)

e kancelarsky papir, poznamkové blocky ktiklavych barev
e bankovky

e osobni doklady

e jizdenky, stravenky atd.
e praci prasek

Déle by méli zjistit, ze naopak nesviti:
o filtra¢ni papir
e cukr

22


https://youtu.be/yPWQbV4QVmk

VsSechny luminiskujici predméty obsahuji rtizné typy luminofori, které slouzi nej-
riznéjsimu ucelu. Tak naptiklad bily odév obsahuje opticky aktivni latky, tzv. zjas-
niovace, aby ,bild bild byla“ [zdrej|.

Néaplné zvyraznovaci obsahuji celou fadu syntetickych luminoforti. Jmenujme
tteba kriklavé zluty pyranin, fluorescein, tzv. ,acid blue 9”7 z fady trifenylmetha-
novych barviv s modrou barvou, jejich kombinaci dostaneme barvu kiiklavé zele-
nou; dale se smichanim xanthenovych a kumarinovych derivati vyrabi luminofory
oranzového odstinu, razovy zvyraznovac¢ obsahuje naptiklad rhodamin B atd.
|[Compound Interests|. Nejinak tomu bude v pripadé samotnych plastovych obalt
zvyraznovacu nebo malych barevnych poznamkovych blocki.

foto

Je moznda prekvapujici, ze pod UV zafivkou ,sviti“ i obyc¢ejny kancelarsky
papir, kdezto filtra¢ni papir najednou ,neni vidét“. Za vsim opét hledejme opticky
aktivni prisady, které maji za tikol zjasnit na dennim svétle bilou barvu. V pripadé
kancelarského papiru se jedna konkrétné o derivaty kyseliny 4,4’-diaminostilben-
2,2’-disulfonové, znamé spise pod komer¢nim nazvem Rylux [PubMed].

foto

5.8 Fotoluminiscence buzena laserovymi ukazo-

vatky

Timto zajimavym experimentem lze rychle, snadno a efektivné zkoumat pritomnost
luminiscencnich latek v kapalinach. Pokus se primo nabizi do laboratorniho cvicent,
jedinou nevyhodou je potieba vétstho mnozstvi laserovych ukazovatek, které nejsou
nejlevnéjsi zalezitosti. Navic ve spojeni se skolnim spektrometrem Vernier Spectro-
Vis Plus a volitelnym doplitkem Vernier Optical Fibre lze mérit vinovou délku
luminiscence.

Pomiicky: malé kadinky, laserova ukazovatka (modré 405 nm, zelené 532 nm,
¢ervené 650 nm), slunecnicovy olej, olivovy olej a dalsi kapaliny,
Vernier SpectroVis Plus, Vernier Optical Fibre

Chemikalie: roztoky luminoforti (nejsou potteba)
Casova narocnost: 10 minut

Postup:

Do malych kadinek nalijeme pripravené kapaliny a svitime na né laserovymi uka-
zovatky vsech tii barev. Pozorujeme, zda dochazi ke zméné barvy laserového pa-
prsku. Porovname vedle sebe kadinky se slune¢nicovym a olivovym olejem, které
prosvitime naskrz jednim paprskem.
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Pokud mame k dispozici spektrometr Vernier a svételné vlakno, pripojime
spektrometr k pocitaci, spustime program Logger Pro, zménime jednotky na Inten-

zitu (viz ) a svételné vlakno zasuneme do drzédku kyvet. Druhy konec

pridrzujeme u kddinky kolmo na prochézejici paprsek tak, aby do vlakna vstupovalo
luminiscenc¢ni zareni roztoku. Sledujeme vysledné spektrum.

Zavér:

Laserovy paprsek o urcité vinové délce funguje jako excita¢ni zdroj. Po absorpci
zareni roztokem dochézi v pritomnosti luminoforu k jeho luminiscenci o vyssi vl-
nové délce, nez mél excitacni zdroj.

V pripadé slunecnicového a olivového oleje by zaci méli zjistit, ze olivovy olej
meéni barvu zeleného laserového paprsku v cervenou, coz se u slunecnicového oleje
nedéje. Modry paprsek naopak excituje i slunecnicovy olej a paprsek méni barvu ve
svétle modrou, v pripadé oleje olivového v temné cervenou. Navic paprsek pronika
jen necely centimetr do roztoku, kde je iplné absorbovan, jak lze vidét na obrazku
i

foto
Cervené zabarveni paprskii v pifpadé olivového oleje je zpiisobeno piitomnosti
chlorofyli, které luminiskuji v cervené oblasti viditelného spektra. Slunecnicovy
olej chlorofyl neobsahuje, z toho divodu tuto zménu nepozorujeme. Pritomnost
vitaminu E vsak zptisobi zménu barvy modrého ukazovatka ve svétle modrozelené.

Obdobnym zptisobem lze zkoumat roztoky syntetickych luminoforii i extrakty
z prirodnich latek. K méreni luminiscencnich spekter roztoku vsak lépe poslouzi
nasledujici experiment .

5.9 Meéreni fluorescencnich spekter roztoku

Tento experiment je analogii predchoziho pokusu . Odlisnost spociva v excitac-
nim zdroji — misto laserovych ukazovatek pouzijeme diody zabudované ve spektro-
metru SpectroVis Plus, urc¢ené k meéreni luminiscencnich spekter roztokt.
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5.9.1 Prirodni fluorescen¢ni barviva

5.9.2 Synteticka fluorescencni barviva

5.10 Fluorescenc¢ni stanoveni koncentrace chininu

v napojich tonik

Chinin je prirodni alkaloid nachézejici se v kife stromu chininovniku. Pro jeho
hotkou chut se pouzivd do oblibenych népoji s nédzvem tonik (tonic). Diky flu-
orescencnim vlastnostem chininu za urcitych podminek je mozné stanovit jeho kon-
centraci pomoci skolniho spektrometru Vernier SpectroVis Plus. Emisni spektrum
chininu mé Siroké maximum s nejvyssi hodnotou okolo vinové délky 455 nm lezici
v modré oblasti viditelného spektra. Nasledujici navod podrobné popisuje jednu
z moznosti stanoveni této latky v napoji metodou kalibrac¢ni kiivky. Pokus je z ca-
sovych duvodi vhodny pouze do laboratorniho cviceni.

Pomiicky: Vernier SpectroVis Plus, PC nebo Vernier LabQuest, kyveta trans-
parentni ze vSech ¢tyt stran (I = 10 mm, nejlépe kiemennd), mala
neprusvitnd krabice na prikryti spektrometru (napr. papirova), 2x
100ml odmérna banka se zatkou, 5ml pipeta, pipetovaci balonek,
analytické vahy, vazenka, spachtle, sklenéna nalevka, stiicka, 10x
25ml kédinka (nebo zkumavky se zatkami ve stojanku), 150ml ké-
dinka, 250ml kadinka, papirové ubrousky, elektricky vari¢, rizné
druhy napoju tonik

Chemikélie: chininsulfat dihydrat (M, = 782,96), konc. H,SOy, destilovana voda

® Pozndamka:

Chinin Ize na trhnu sehnat v rtznych podobéch, nejcastéji ve formé hydratovanych
soli, napt. siran (sulfat), hydrochlorid, hydrobromid. Pti piipravé roztoku stan-
dardu o urc¢ité koncentraci chininu je nutné dat pozor na spravny vypocet navazky.

Casova naroc¢nost: 90 minut
Postup:

1) Priprava standardniho roztoku chininu

Na analytickych vahach navazime presné 12,1 mg dihydratu chininsulfatu a kvan-
titativné jej prevedeme pomoci nalevky do 100ml odmérné barnky. Destilovanou
vodou ze stficky doplnime po rysku a dobfe zamichame. Pripraveny roztok ma
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koncentraci chininu 100 mg/1. Pokud roztok pripravujeme pro dlouhodobéjsi pou-

ziti, uchovavame jej v lednici.

2) Priprava roztoku H,SO4 o koncentraci 0,2 mol/1

Do 100ml odmérné banky nalejeme asi 50 ml destilované vody a odpipetujeme
presné 1,1 ml 96% H>SO,. Destilovanou vodou ze stricky doplnime odmérnou banku
po rysku a dobfe promichame.

3) Priprava roztoku kalibracni rady

Nachystame si devét 25ml kadinek a popiseme je ¢isly 1-9. Do kazdé kadinky od-
pipetujeme 5,0 ml 0,2M-H>SO, a 1,0 ml az 5,0 ml standardniho roztoku chininu po
0,5 ml. Nasledné kadinky 1 az 8 doplnime do celkového objemu 10,0 ml destilova-
nou vodou. Redéni kalibra¢ni fady uvadi tabulka ?. Timto postupem jsme pfipra-
vili kalibra¢ni fadu roztoku chininu o rostouci koncentraci 10 mg/1 az 50 mg/1.

Tab. 3: Redéni kalibra¢ni fady.

kil c (chinin) V (standard) |V (0,2M-H,SO,) V (H,0)
mg/1 ml ml ml
1 10 1,0 5,0 4,0
2 15 1,5 5,0 3,5
3 20 2,0 5,0 3,0
4 25 2,5 5,0 2,5
5 30 3,0 5,0 2,0
6 35 3,5 5,0 1,5
7 40 4,0 5,0 1,0
8 45 45 5,0 0,5
9 50 5,0 5,0 -
10 (vzorek) ? - 5,0 -

4) Priprava vzorki

Do 150ml kadinky odlejeme cca 50 ml toniku. Pokud je napoj silné perlivy, umis-
time kadinku na elektricky vari¢ a chvili pozvolna zahtivame, abychom vytésnili
z napoje bublinky oxidu uhli¢itého. Nevarime! Po vychladnuti odpipetujeme do
25ml kadinky 5,0 ml vzorku a pridame 5,0 ml 0,2M-H>SO,. Takto jsme pripravili
10,0 ml vzorku pro méteni. Vzorek je natedén v poméru 1 : 1, coz musime zohlednit
ve vypocCtu celkové koncentrace v napoji. Stejnym zptsobem muzeme pripravit
vzorky rtznych druhi nadpoji obsahujicich chinin.

5) Nastaveni merent
Spektrometr Vernier SpectroVis Plus propojime pomoci prilozeného USB kabelu
s pocitatem (nebo s dataloggerem LabQuest) a spustime program Logger Pro,
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popf. bezplatnou verzi Logger Lite (pro jednoduchost bude nasledujici postup uve-
den pro praci na PC v programu Logger Pro, postup v dataloggeru se miize mirné
lisit). Program automaticky rozpoznd pripojené zafizeni a nastavi nové méreni. Ve

vychozim stavu by prostfedi programu mélo vypadat jako na obrazku ?.

v Logger Pro - Untitled - s IEE
Soubor Upravy Experiment Data Analjza Vioiit Nestaveni Strinka Népovéda
B & =] swanka1l v M B A Q QL (L TAMDIR ' B
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Obr. 12: Prostredi programu Logger Pro po pfipojeni spektrometru.

Program automaticky nastavuje rezim spektrometru na meéreni absorbance,
coz signalizuje popisek u ypsilonové osy. My vsak v tomto experimentu absorbanci
meérit nebudeme, ale prepneme spektrometr do rezimu meéreni fluorescencnich spek-
ter. V hlavni nabidce klikneme na polozku Experiment » Zménit jednotky »
Spectrometer: 1 » Fluorescnce 405 nm. U ypsilonové osy se poté objevi napis Flu-
orescence 405 nm (Rel). Nésledné jesté upravime parametry méfeni: klikneme na
tlacitko LA vievo pod néstrojovou listou (nebo Experiment » Nastaveni méfeni »
Spectrometer: 1) a v zobrazeném okné zménime polozku Vzorkovaci ¢as na 250 ms,
Vyhlazeni vinovych délek na 1 (vychozi hodnota), Zprumérovani vzorki na 10 (¢im
vice, tim lépe, méfeni vSak trva déle) a Vybeér vinovych délek na hodnoty 380-800
nm (odpovida zhruba viditelnému spektru, coz pro méfeni plné postacuje); viz obr.
?, a okno krizkem zavieme.
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¥ Spectrometer: 1

Spektrarmetr I
Twpe: Wernier Spectroyfiz Plus i

05 YWerzion: 1.71
Sérové Sislo: SP_00015302
YWeorkavaci Sas 15 to 10007: Mg

Yyhlazeni vinovipch délek [0to 10]: |1

Zpriméravant vzorkd [1 o 201 10

Wikér vinowiich délek [380 ka 950] ;| 380 - 800 i

[lprava intenzity

M apoveda Obnovit wichozi hodnoty
Obr. 13: Nastaveni parametru spektrometru pro méreni.

Néasledné nalijeme do kyvety asi 2,5 ml standardu z kadinky ¢. 9 o nejvyssi
koncentraci chininu 50 mg/1, kyvetu umistime do spektrometru, zakryjeme jej kra-
bici! a zahajime méreni stiskem zeleného tlacitka u Shér dat. Jakmile se ndm
zobrazi emisni spektrum chininu, méreni ukonc¢ime c¢ervenym tlacitkem l:' Za-
stavit. Nalevo v tabulce s daty poklepeme na nézev datové fady (konkrétné na
Posledni méteni; taktéz Experiment » Nastaveni méfeni » Posledni méreni) a
v zobrazeném okné (viz obr. 7) piepiseme polozku Nézev napt. na Chinin 50 mg/1,
poté klikneme na OK.

! Pokud do kyvety nechdme pronikat okolni svétlo, napt. ze stropnich zafivek, dojde ke zkreslen{
nameéreného spektra.
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Nastaveni datove fady

Mazey: | Chinin 50 mg/1 |

Komentaie:

[ | skryt datovou fadu

Mapovéda Storno

Obr. 14: Zména nazvu datové rady.

V' nastrojové listé klikneme na ikonu s Statistika a v zobrazené tabulce na
druhém fadku vyhleddme vlnovou délku s maximélni intenzitu fluorescence (viz
obr. 7).

Statistika pro: Chinin 50 mg/l | Fluorescence 405 nm
min: 0,01199 v 790,6 max: 0,8905 v 4553 blue

primér: 0,1952 median: 0,02707
std. dev: 0,2793 vzorku: 527
Ay: 0,879

Obr. 15: Udaje v tabulce Statistika s vyznacenym fluorescenénim maximenm.

Maximum by se mélo pohybovat kolem vlnové délky 455 nm s intenzitou okolo 0,9
Rel. Pokud je intenzita fluorescence nizsi, popt. vyssi, otevieme okno s parametry
méreni a prodlouzime, popt. zkratime vzorkovaci ¢as tak, aby se maximalni inten-
zita piku priblizila hodnoté 0,9 relativnich jednotek. Po tpravé vzorkovaciho casu
opét stiskneme tlac¢itko Sbér dat, pri dotazu na vymazani namérenych dat zvolime
Neukladat (viz obr. ?) a podle naméfeného vysledku piipadné parametry jesté pou-
pravime.

Vymazat data?

MNové méfeni by zplsobilo ztratu jiZ namérerych dat. Co choete provést ¥

ozt posledni m&feni | Meukladat Pridat na konec Stomo

Obr. 16: Dialog tazajici se na vymazani namérenych dat.

Jakmile se pohybuje maximum piku kolem hodnoty 0,9 relativnich jednotek,
muzeme pristoupit k dalsimu kroku meéreni. Namétené spektrum jesté pred tim
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ulozime: Soubor » Ulozit jako, soubor pojmenujeme a nabidnuty format nechame
na vychozim nastaveni *.cmbl. Pro nésledné pouziti namérenych dat v programu
MS Office Excel zvolime Soubor » Exportovat jako » CSV... a soubor opét libovolné
pojmenujeme a ulozime. Vysledek méfeni by se mél podobat spektru na obrézku 7.

HE
Statistika pro: Chinin 50 mgi | Fluorescence 405 nm
min: 0,01199 v 790,6 max: 0,8905 v 455.3 blue
prlimér: 0,1952 medan: 002707
std, dev: 0,2793 vzorki: 527

ay: 0,879

luorescence 405 nm (Rel)

400 500 600 700 800
Vinova délka (nm)

Obr. 17: Emisni spektrum standardu chininu o koncentraci 50 mg/1
(vzorkovaci ¢as 270 ms).

6) Promeéreni kalibracni rady

Nyni mtizeme ptistoupit k prométeni pripravené kalibrac¢ni fady. V nastrojové liste
klikneme na ikonu n Konfigurovat spektrometr a v zobrazeném okné zménime
meérici Mod na Fluorescence vs Koncentrace. Nazev sloupce ponechdme pojmeno-
vany Koncentrace, Znacku nastavime na ¢ a Jednotky zménime na mg/l. Hned
napravo vidime nabidku vlnovych délek, pri kterych je mozné fluorescenci mérit.
Program automaticky vybere vlnovou délku s maximalni intenzitou fluorescence,
kterou jsme zjistili pti predeslém méreni celého spektra (viz obr. 7).
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Konfigurovat Spectrometer: 1 sbér dat “

455,3nm A
[458,1nm
Méd: [457,0nm 0.87
() Fluorescence vs vinova délka [1457,8rm
[1458,6 nm
i [459,4rnm
(®) Fluorescence vs Koncentrace Dqﬁul‘?' nm 0,6+
. [461,1rnm
Nazev sloupce: [J461,9mm
IKoncenh'ace Ll [482,80m
.
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Népovéda Storno

{_J Fluorescence vs ¢as

0.4+

Intenzita (Rel)

024

[ kombinovat souvislé vinove délky

Obr. 18: Nastaveni médu méfeni pro kalibrac¢ni radu.

Zkontrolujeme, jestli je zatrhnuto policko u spravné vinové délky (popt. provedeme
korekci, 1ze vybrat i vice vlnovych délek), a klikneme na tlacitko OK. Program se
dotaze na ulozeni posledniho méreni — klikneme na Ne. Nésledné se zméni prostiedi
programu, coz znazornuje obrazek 7. Pokud ziistane v oblasti grafu oteviena
prazdna tabulka se statistikou, kiizkem ji zavieme.

v Logger Pro - Nepojmenovany - 5 IEN
Soubor Upravy Experiment Data Analjza Vioit Nastaveni Stranka Napovéda

DS C @<t o EBAARLLLTAMNDR Il & -

|L Fiucrescence (405 nm) pii 455,3 nm = 0,020 Ret

Posledni méfeni I 10+ - 1

c F 405
| (mgh) | (Rel)

0,6

0,44

o
o

Fluorescence (405 nm) pfi 4552 nm (Rel)
ut

0.2+

29 00 . T ‘ ; : ! ; i
30 02 04 06 08 1
T J— H L Koncﬂenlrace (mg)

Obr. 19: Prostredi programu po zméné meériciho médu.
Nyni nalevo v datové tabulce poklepeme na nézev datové fady (konkrétné na

Posledni méteni; také Experiment » Nastaveni méfeni » Posledni méreni) a v zob-

razeném okné zménime Nazev na Kalibracni fada; potvrdime tlac¢itkem OK.
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Protoze mame ve spektrometru porad vlozenou kyvetu s koncentraci chininu 50
mg/1, miuzeme ihned zac¢it mérit kliknutim na tlacitko Sbér dat. Po chvili se v grafu
objevi cerveny bod. Klikneme na tlac¢itko @ Zachovat a do zobrazeného okna ve-
piseme aktudlni koncentraci chininu (tedy 50 mg/1), poté klikneme na OK, viz
obrazek 7. Méfeni nezastavujeme, odkryjeme spektrometr, vyjmeme kyvetu a obsah
vylijeme do odpadni 250ml kadinky. Poté kyvetu dvakrat proplachneme destilova-
nou vodou ze stricky, kapky vyklepeme o ubrousek a naplnime ji vzorkem standardu
o nejmensi koncentraci chininu 10 mg/1 z kadinky ¢. 1 tak, ze prvni podil vylijeme
do odpadni kadinky a s nasledujicim podilem jiz mizeme mérit. Otfeme stény ky-
vety a vlozime ji zpatky do spektrometru, ktery prekryjeme (dbadme na to, aby
stény kyvety byly stéle ¢isté, kyvetu uchopujeme pouze za vrsek a za jeji hrany).
Timto postupem promeérime celou kalibrac¢ni radu.

Udalosti a hodnoty

VloZené hodnoty odpovidail seshiranym hodnotam,

Koncentracs | 50 | mall

Mapovéda Storno

Obr. 20: Zadani aktualni koncentrace méreného vzorku po stisknuti tlacitka Zachovat.

Jakmile zmétime posledni vzorek standardu, méreni zastavime klepnutim na
tlacitko Zastavit. Nameérena data sefadime podle rostouci koncentrace chininu:
v hlavni nabidce zvolime polozku Data » Seradit datovou radu » Kalibra¢ni rada
a v zobrazeném okné zkontrolujeme nastaveni vzestupného sefazeni podle koncen-

trace, viz obr. 7.
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Seradit Kalibracni fada ﬂ

(®) Vzestupné [ sestupné

(®) Koncentrace
() Fluorescence {405 nm) pii 455,3 nm

Mapovéda Storno

Obr. 21: Volba serazeni namérenych dat.

Nakonec v nastrojové listé klikneme na ikonu 7{: Prolozit primku (popf. Analyza
» Prolozit primku) a kalibracni kfivka je hotova. V zobrazené tabulce lze nalézt

rovnici primky i hodnotu spolehlivosti (korelace). Kalibracni kiivka je zndzornéna
na obrazku 7.
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Obr. 22: Namérena kalibracni kiivka chininu.

7) Proméreni vzorki
Vytahneme kyvetu ze spektrometru, obsah vylijeme do odpadni kadinky a kyvetu
ze stricky dvakrat proplachneme destilovanou vodou. Poté kapky oklepeme

o ubrousek a kyvetu naplnime pfipravenym vzorkem napoje tonik (prvni podil opét
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vylijeme do odpadni kadinky a s dal$im podilem muzeme mérit). Vratime ji zpét
do spektrometru, zakryjeme a klepneme na tlacitko Sbér dat. Program se dotaze
na ulozeni dat, v zobrazeném okné zvolime moznost Ulozit posledni méteni.
Jakmile se v grafu zobrazi novy bod, klepneme na tlac¢itko Zachovat a do policka
koncentrace vepiseme libovolné ¢islo (napft. 1, koncentraci chininu ve vzorku totiz
nezname). Po kliknuti na OK muzeme spektrometr odkryt, kyvetu vytdhnout a
naplnit dalsim vzorkem. Méfeni nezastavujeme, postupujeme obdobnym zptisobem
jako u meéreni kalibrac¢ni rady a proméfime libovolné mnozstvi pripravenych vzorki
riznych druht@t napoji. Pokud mame naméreno, klikneme na tlac¢itko Zastavit.
V tabulce dat nalevo poté klepneme do kazdého policka koncentrace naméreného
vzorku a zadana ¢isla prepiSeme napf. na jména mérenych napoji, abychom veédeéli,
ktery vzorek byl ktery. Nasledné dvakrat poklepeme na nazev celé¢ datové rady
(konkrétné Posledni méreni) a v zobrazeném okné prepiSeme polozku Nazev na
Vzorky; klikneme na OK. V grafu klepneme na nazev ypsilonové souradnice, zvo-
lime Dalsi.. a v zobrazeném okné zatrhneme policko Fluorescence (405 nm) pfi
455,3 nm? (Rel) pouze u Kalibra¢ni fady, viz obr. 7. Po kliknuti na tlacitko OK
body namérenych vzorkl z grafu zmizi, ¢ehoz jsme chtéli docilit. Timto poslednim
krokem jsme dokoncili celé méreni, spektrometr muzeme od PC odpojit.

Nastaveni osy Y ]

Osa :

Popisek:

Sloupce pro osu Y
| & Vzorky | [ieg

e [ |Koncentrace (mai) — |  M&fitko:

b 1 ofi ) ——

DFIEDr?scenceHDE nm} pfi 455 3 nm (Rel) Automaticke maitko v

E‘ Kalibratni Fada

e [ |Koncentrace (mai) ) —

s FluurescenceHDE nm} pfi 455 3 nm (Rel) —— 0,900

Dale:
0,000

Mapoveéda Storno

Obr. 23: Nastaveni zobrazeni ypsilonové osy.

8) Zpracovdni visledki
Normalné bychom na tomto misté uz jen vyexportovali namérena data pro tabul-
kovy editor, napr. MS Office Excel, a dal jiz pokracovali analyzou a vypoctem

2 Vlnovéa délka se muze liSit podle nastavenych parametrii méreni.
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vysledkl. Protoze vSak program Logger Pro disponuje pomérné slusnymi analytic-
kymi nastroji, lze vyslednou koncentraci vzorkl zjistit velmi rychle a jednoduse
pfimo v ném ihned po dokoné¢eni méreni.

Nalevo v tabulce s daty klikneme pravym tlac¢itkem do policka s namétrenou
intenzitou fluorescence u prvniho vzorku toniku a zvolime Kopirovat (Ctrl + C).
Nésledné vybereme v hlavni nabidce polozku Analyza » Interpolace (tato moznost
je v nabidce dvakrat, vybereme spodni pod polozkou Model...), v zobrazeném okné
klepneme do horniho préazdného policka pravym tlacitkem a zvolime Vlozit (Ctrl +
V). Thned po vlozeni se do spodniho policka automaticky dopoéita koncentrace, viz
obr 7. Klepneme na OK a do grafu se zanese vypocitana koncentrace aktualniho
vzorku ve formé tabulky na kalibra¢ni pfimce. Ponévadz vzorky jsme tedili v po-
méru 1 : 1, je vypocitand koncentrace pravé poloviéni.

Mastaveni interpolaci

Melinearni aproximace:

Linearni fit pro Kalibraéni fada |Fluorescence (405 nm) v

Kalibrafni fada | Fluorescence {405 | ,67729895107 |REI

Kalibrafni fada | Koncentrace | 40,619606006 | mgfl
Vzhled:

Mapovéda Storno

Obr. 24: Automaticky vypocet koncentrace vzorku nastrojem Interpolace.

Stejnym postupem dopoc¢itame koncentrace vSsech méfenych vzorkt. Poté si celé
meéreni ulozime: Soubor » Ulozit jako..., pojmenujeme a nechame vychozi nabidnuty
formét *.cmbl. Nakonec jesté provedeme export pro tabulkovy editor: Soubor »
Exportovat jako » CSV..., pojmenujeme a ulozime.

Dalsi prace s namérenymi daty bude popsana pro program MS Office Excel
2013. Protoze neni mozné vyexportované soubory ve formétu *.csv rovnou oteviit
a upravovat, je potfeba je do tabulkového editoru nejprve naimportovat (oteviit je
lze, doslo by vsSak k nespravnému formatovani dat vlivem odlisného kédovéni).
Otevieme Excel, zvolime novy prazdny seSit a prejdeme na zalozku DATA, kde
tplné nalevo nalezneme néstroje pro import dat. Klikneme na ikonu 7 textu (viz
obr. 7). V otevieném okné vybereme pozadovany soubor, zvolime Oteviit a dosta-
neme se do privodce importem dat. Na prvni strance nic neménime a zvolime Dalsi
> na druhé strance zatrhneme policko Strednik v nabidce oddélovacu dat. Klik-
neme opét na Dalsi > a na posledni strance pouze potvrdime tlacitkem Dokoncit.
Program se dotédze na umisténi novych dat, klepneme na OK. Timto krokem je
import dat dokoncen.
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Obr. 25: Nastroje pro import dat v programu MS Office Excel 2013.

S naimportovanymi daty jiz pracujeme dle vlastniho uvazeni, vytvorime pomoci
nastroje Grafy spektrum standardniho roztoku chininu i kalibra¢ni kiivku. Jednot-
livymi body prolozime spojnici a z rovnice primky vypoc¢itame koncentraci mére-
nych vzorkt. Podrobny popis postupu by presahoval ramec této prace. Vystupy
z tabulkového editoru budou uvedeny nize.

Na tomto misté je nutné podotknout, ze grafy lze z programu Logger Pro
primo kopirovat a vkladat v dobré tiskové kvalité do textového editoru. Napi. u
namétreného spektra tak staci kliknout pravym tlacitkem do oblasti grafu a zvolit
moznost kopirovat (Ctrl + C), poté se presunout do otevieného dokumentu a pii-
slusnou polozku vlozit. Pokud nechceme, aby bylo v pozadi spektra zobrazeno ba-
revné viditelné spektrum, staci pres pravé tlacitko prejit do nastaveni grafu a od-
skrtnout moznost Zobrazit viditelné spektrum (grafy s vlnovou délkou). Vysledek

je zobrazen vyse na obr. ?.

Vysledky méreni:

Mnozstvi chininu v toniku jsem méftil u trech limonad, zakoupenych v bézném
obchodnim fetézci. Jednalo se o ndpoje Schweppes Indian Tonic (Karlovarské mi-
neralni vody, a.s.), Chito Tonic Water (Kofola a.s.) a Original River Indian Tonic
Water (Maspex Czech s.r.0.), viz obr. 7.

foto

Obr. 26: Méfené napoje tonik.

Nejdrive bylo potfeba spravné nastavit parametry méteni. Namérené spek-
trum standardniho roztoku chininu o koncentraci 50 mg/l pfimo z programu
Logger Pro je zobrazeno vyse na obr. 7. Naméfend data jsem poté naimportoval do
programu Excel, aby bylo mozné spektrum vytvorit i béZznym postupem — nastrojem
Grafy. Vysledek je na obrazku 7. Timto zpiisobem by méli postupovat i zaci pri
zpracovani protokolu, aby se naucili v programu efektivné pracovat a vytvaret nej-
ruznéjsi podoby grafi.
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Obr. 27: Spektrum standardniho roztoku chininu o koncentraci 50 mg/1.

Po zméteni kalibra¢ni fady jsem proméril ptripravené vzorky ztedéné v po-
meéru 1 : 1. Vysledna kalibracni primka z programu Logger Pro je zobrazena vyse
na obr. 7. Kalibra¢ni primka vytvorena v programu Excel spolu s rovnici primky
je na obr. ?.
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Obr. 28: Kalibra¢ni kiivka pro stanoveni koncentrace chininu v napojich tonik.
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Rovnici primky z grafu si prepiSeme na tvar
F =0,019¢ — 0,0925, (1)

kde F znaci intenzitu fluorescence v relativnich jednotkach a ¢ koncentraci vzorku
v mg/l. Z rovnice je zfejmé, Ze pokud zname intenzitu fluorescence vzorku, lze jeho
koncentraci dopocitat. V tomto ptripadé se jedna o vztah
F 40,0925
=0 )
0,019
Podle vztahu ? jsem vypocital koncentrace mérenych vzorkil, které byly zredény

v poméru 1 : 1. Skutecnd koncentrace chininu v napoji byla tedy dvojnasobna.
Vysledky vypocti shrnuje tabulka 7.

Tab. 4: Vypocitané koncentrace chininu ve vybranych napojich tonik.

Népoj Koncentrace chininu (mg/1)
Schweppes 64,7
Chito 81,0
Indian River 27,1

Vysledky méreni vypocitané piimo v programu Logger Pro znézornuje obrazek ?.
V tabulkach interpolaci je uvedena koncentrace chininu opét ve zfedéném vzorku,

ke zjisténi skutecné koncentrace je treba ji zdvojnasobit. Nalezené hodnoty jsou
uvedeny v tabulce ?.

HE ]
Interpolace
Linedmi fit pro i chininu v 1 | {405 nm) pfi 455,3 nm
08 Stanoveni chininu v oniku | Fheorescence (405 nm) pfi 455,3 nm: 06773 Rel

Stanoveni chininu v toniku | Koncentrace: 40,618750545 mg/

HE
Interpalace
Lineami fit pro i chininu v toniku] (405 nm) pfi 455,3 nm
06 Stanoveni chininu v toniku | Fluorescence (405 nm) pfi 455,3 nm: 0,51985 Rel

Stanoven| chininu v toniku | Koncentrace: 32 201148529 mgi

HE

Interpolace

Lineami fit pro ehininu v | (405 nm) pfi 4553 nm
0.4 Stanoveni chininu v toniku | Flucrescence (405 nm) pfi 455.3 nm: 0,1651 Rel

Stanowveni chininu v toniku | Kencentrace: 13588664526 mgi

luorescence (405 nm) pri 455,3 nm (Rel)

0,2
HE

ProloZeni pfimky pro: Stancveni chininu v teniky | Fluorescence (405 nm) pfi 455,3 nm

F 405 = mc+b

m (smérmice): 0,01805 Rel'mg

b (prisedik s Y): -0,00231 Rel

Korelace:0,9999

RMSE: 0.004318 Rel
0,0

0 10 20 30 40 50
Koncentrace (mg/l)

Obr. 29: Kalibra¢ni primka se zanesenymi vysledky vzorki.
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Tab. 5: Hodnoty koncentrace chininu ve vzorcich napoji tonik z programu Logger Pro
(zaokrouhleno na desetiny).

Néapoj Koncentrace chininu (mg/1)
Schweppes 64,6
Chito 81,2
Indian River 27,2

7 tabulek je po srovnani ztejmé, ze vysledky se lisi v fadu desetin. To je zptisobeno
zaokrouhlenim namétenych dat pri importu z programu Logger Pro do Excelu.

Zavér:
Na trhu existuje mnoho riznych napoju tonik s pridavkem chininu. Najdou se vsak
i limonady, které chinin neobsahuji, pti vybéru je proto nutné cist etikety, na kte-
rych musi byt chinin vzdy uveden. Casto zde nalezneme i udané maximalnf mnoz-
stvi chininu v limonddé v jednotkdch mg/l. U népoje Chito je to pravé 90 mg
chininu na litr, Indian River ma maximalni pripustnou hranici stanovenou na 35
mg/1. Tonik Schweppes limit na etiketé neuvadi.

Ani jeden vyrobce neprekrocil stanoveny limit maximélni koncentrace chi-
ninu, uvedeny na etiketé vyrobku. Je potieba si uvédomit, ze presnost namérenych
vysledkl zavisi hlavné na presnosti pipetovani. Proto vypoctené vysledky zaokrouh-

lujeme na cela cisla.

6. Pokusy z chemiluminiscence

6.1 Chemiluminiscence luminolu

Pomicky: 2x 600ml kédinka, 1000ml kadinka, 2x sklenéna tycinka, pipeta,
pipetovaci balonek, véhy, lihovy fix (volitelné: spirdlovy chladic,
stojan, svorka a drzak, sklenéna nélevka)

Chemikalie: luminol, NaOH, Ks[Fe(CN)g|, 30% H20,, destilovand voda

® Poznamka:

Spirdlovy chladi¢ neni k provedeni pokusu nutny. Reakci 1ze uskutecnit pouze ve
velké, alespon litrové kadince, do které slijeme oba roztoky. Pro vétsi efektivnost
pokusu se vsak casto spirdlovy chladi¢ pouziva.
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Postup:

Dvé 600ml kadinky popiseme pismeny A a B a nalijeme do nich asi 150 ml destilo-
vané vody. Do kadinky A pridame 1 g NaOH a 0,2 g luminolu, v kadince B roz-
pustime 0,5 g ¢ervené krevni soli — K;[Fe(CN)¢ a priddme 1,5 ml 30% peroxidu
vodiku. Nasledné obé kadinky doplnime destilovanou vodou na objem 500 ml a
dobte promichame. Takto mame pripraveny reakéni roztoky.

V zatemnéné mistnosti oba roztoky slejeme do prostorné, alespon litrové ka-
dinky a pozorujeme chemiluminiscenci. Pro vétsi efektivnost pokusu si pripravime
spirdlovy chladi¢ uchyceny ke stojanu, pod jehoz tusti umistime kadinku nebo
banku. Nahoru do chladice vlozime sklenénou nalevku. Po zatemnéni oba roztoky
slévame do nalevky v poméru 1 : 1. Smisenim roztoku dochézi k chemické reakci
mezi luminolem a peroxidem vodiku (viz obr. 7), coz se projevi chemiluminiscenci

protékajiciho roztoku.

NH, O NH, O
K4[Fe(CN),]

NH i
'+ 40H + H0, ————

N + N, + 4H,0 + hv

o
0] 0]

Obr. 30: Reakéni schéma chemiluminiscence luminolu.

Jinou variantou pokusu, kterou lze nalézt v literatufe [?] je pouziti roztoku
nasledujiciho slozeni:

Roztok A: 'V 60 ml destilované vody rozpustime 0,4 g Na,COs, 0,2 g luminolu,
2,4 g NaHCOs;, 5 g (NH4),CO; a 0,4 g CuSO; - 5H,0O. Po rozpusténi
doplnime destilovanou vodou do objemu 100 ml roztoku.

Roztok B: 6 ml 30% H,O, doplnime do objemu 100 ml roztoku destilovanou vo-
dou.

Obdobné je uvedena taktéz varianta o celkovém objemu 1000 ml roztoku A i B

s pouzitim stejnych chemikalii v mirné odliSném pomeéru. Jako nejlepsi katalyzator

reakci s luminolem jsou uvedeny kobaltnaté ionty.

Zaveér:
Obr. 31: Pripravena aparatura.

Obr. 32: Chemiluminiscence luminolu.

Odkaz na videa:  https://youtu.be/Y 3Ge3frq6Y
https://youtu.be/IOMU3R0JiBk
https://youtu.be/kMIZzOwIOvM
https://youtu.be/UlODGyya2x A
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6.1.1 Barevna chemiluminiscence luminolu

Tento experiment je modifikaci predchoziho popsaného pokusu a lisi se pouze pri-

davkem dalsitho luminiscen¢niho barviva do roztoku luminolu.

Pomitcky: 2x 600ml kadinka, 6x 150ml kadinka, 500ml banka, spirdlovy
chladi¢, stojan, svorka a drzak, sklenéna nélevka, 2x sklenéna ty-
¢inka, pipeta, pipetovaci balonek, vahy, lihovy fix

Chemikalie: luminol, NaOH, K;[Fe(CN)g|, 30% H20,, fluorescein, rhodamin B,
eosin Y, destilovana voda

Postup:

Dvé 600ml kadinky popiseme pismeny A a B a nalijeme do nich asi 150 ml destilo-
vané vody. Do kadinky A pridame 1 g NaOH a 0,1 g luminolu, v kiddince B roz-
pustime 0,5 g Cervené krevni soli — Ks[Fe(CN)g a pridame 1,5 ml 30% peroxidu
vodiku. Nésledné obé kadinky doplnime destilovanou vodou na objem 400 ml. Tuto
pripravenou sadu roztoki rozlejeme po 100 ml do 150 ml kadinek, které taktéz
popiseme pismeny A a B. Barvu reakce lze v urc¢ité mire ovlivnit pridavkem flu-
oresceinu pro zlutozelenou, rhodaminu B pro fialovou a eosinu Y pro oranzovou
barvu. Malé mnozstvi barviva, asi tfetinu chemické 1zicky, pridame do kadinky A
k alkalickému roztoku luminolu. Pred slivanim roztokt je dobfe promichame.
Pripravime si spirdlovy chladi¢ uchyceny ke stojanu, pod jehoz tsti umistime
500ml banku. Nahoru do chladi¢e vlozime sklenénou nalevku. Po zatemnéni oba
roztoky slévame do nalevky v poméru 1 : 1. Smisenim roztoka dochazi k chemické
reakci mezi luminolem a peroxidem vodiku, coz se projevi chemiluminiscenci proté-
kajictho roztoku. Pridané luminiscenéni barvivo méni barvu vyzatfovaného svétla.

Reakéni schéma je uvedeno vyse na obr. 7.

® Poznamka:

Spirdlovy chladi¢ neni k provedeni pokusu nutny. Reakci lze uskutecnit pouze ve
velké, alespon litrové kadince, do které slijeme oba roztoky. Pro vétsi efektivnost
pokusu se vsak casto spirdlovy chladi¢ pouziva.

Zavér:

Obr. 33: Pripravena aparatura.

Obr. 34: Chemiluminiscence luminolu.
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6.2 Chemiluminiscence singletového stavu kysliku

Singletovy kyslik prechazi do zakladniho stavu a svou pfebytecnou energii vysila
v podobé zareni spadajicitho do oblasti viditelného spektra, coz lze pozorovat jako

¢ervenou luminiscenci.

Pomicky: frakc¢ni banka, délici nalevka se zatkou, 3x stojan, svorky a drzaky,
2x promyvacka, silikonové nebo PE hadice, 150ml kadinka, od-
meérny vélec, sklenéna tycinka

Chemikéalie: NaOH, konc. HCl, KMnO, (K:Cr.O7, MnO), 30% H>0,

Postup:

Do 150ml kadinky pripravime roztok hydroxidu rozpusténim 20 g NaOH v 80 ml
destilované vody. Sklenénou tyc¢inkou michame do rozpusténi. Spolu s lahvi cer-
stvého 30% H>0, ddme kadinku do lednice nebo mrazaku vychladit do druhého
dne, kdy budeme provadét experiment.

V digestori sestavime aparaturu na vyvijeni chloru podle obr. 7. Do frakéni
banky, uchycené ke stojanu, nasypeme alespon 5 vrchovatych 1zicek KMnO, a na
usti banky nasadime délici nalevku, kterou predem zkontrolujeme na tésnost, aby
neprotékala. Vyvod z frakéni banky propojime silikonovou nebo PE hadickou
s promyvackou, rovnéz uchycenou ke stojanu, do které nalijeme vychlazeny roztok
NaOH a pridame 40 ml ledového 30% peroxidu vodiku. Roztok by mél sahat ma-
ximalné do poloviny promyvacky, aby unikajici bublinky chloru nemusely prekona-
vat prilis vysoky tlak. Vyvod z promyvacky zavedeme do druhé promyvacky, kte-
rou taktéz uchytime ke stojanu. Tato promyvacka bude slouzit pouze jako pojistna.

foto

Obr. 35: Aparatura potfebnd k provedeni experimentu.

Do délici nalevky nalejeme asi 50 ml konc. HCI a zatemnime mistnost. Poté
zacneme kyselinu prikapavat do frakéni banky a pozorujeme vyvijeni chloru.
Jakmile pripraveny chlor vytésni z banky veskery vzduch a za¢ne probublavat re-
akénim roztokem, objevi se prvni svétélkovani. Kyselinu poté prikapavame tak, aby
roztokem prochazel staly proud bublin.

® Pozndmka:
Na propojeni aparatury nejsou vhodné pryzové hadicky. Plynny chlor zptisobuje
jejich ztvrdnuti a praskani.

Pokud chlor unika pres kyselinu v délici nédlevce, pouzijeme zatku, kterou
uvolnime vzdy jen pri prikapavani kyseliny do frakéni banky.
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Zavér:

Pti zavadéni plynného chloru do zasaditého reakéniho roztoku dochézi ke sledu
neékolika chemickych reakci, pii nichz vznika molekularni kyslik v energeticky bo-
hatém (excitovaném), tzv. singletovém stavu:

Clh + 2 NaOH — NaClO 4+ NaCl + H,O
H,O, + NaClO — NaClO, + H,O
NaClO; — *O2 + NaCl

Excitovany singletovy kyslik velmi rychle prechazi ve stabilnéjsi formu, tzv. triple-
tovy stav, za uvolnéni energie hv spadajici do viditelné oblasti spektra elektromag-
netického zareni:

*OZ — Oy + hv

Tento proces je pozorovatelny jako jasné cervena luminiscence na stycénych plo-
chach bublinek a reakc¢niho roztoku, viz obr. 7. Béhem reakce dochazi k pénéni a
silnému zahtivani smési, luminiscence proto po nékolika minutach ustava. Z tohoto
divodu je nutné reakéni roztok predem dobte vychladit, nebot jiz samotné rozpous-
téni NaOH ve vodé vede ke znacnému zahtati roztoku.

foto

Obr. 36: Chemiluminiscence singletového stavu kysliku.

Odkaz na video:  https://youtu.be/-etZe6 wcyc

6.3 Chemiluminiscence smési formaldehydu a pyro-
gallolu

Pomeérné nebezpeénd reakce — reakéni smés znenadani prudce vzkypi, nutno prova-
dét ve velmi prostorné nadobé v digestofi.

Pomicky: 3x 50ml kadinka, 2x sklenéna tycinka, demonstracni valec o vysce
alespon 40 cm nebo velka Erlenmayerova banka, pipeta, pipetovaci
balonek, odmérny vélec, zkumavka

Chemikélie: pyrogallol, K,COs, konc. roztok formaldehydu (cca 36-38% forma-
lin), 30% H>0,, destilovand voda

Postup — varianta A:

Do dvou 50ml kadinek nalejeme 20 ml destilované vody. V prvni kadince rozpus-
time 4 g pyrogallolu, ve druhé kadince 10 g KoCOs. Sklenénymi tyc¢inkami michdame
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do rozpusténi latek. Poté oba roztoky prelijeme do demonstra¢niho véalce nebo ale-
spon litrové Erlenmayerovy banky a pridame 20 ml roztoku formaldehydu. Smés
v nadobé asi 5 minut michame, pozorujeme postupné tmavnuti. Poté banku umis-
time do digestore, zatemnime a prilejeme 30 ml 30% H>O.. Pozorujeme prubéh
reakce.

Postup — varianta B:

Do vysokého demonstra¢niho valce (nejméné 8 cm Sirokého) nebo alespon dvouli-
trové Erlenmayerovy banky napipetujeme 20 ml roztoku formaldehydu, ve kterém
rozpustime 10 g K,COs a poté 4 g pyrogallolu. Smés v nadobé michdme alespon 5
minut, pozorujeme postupné tmavnuti a vznik srazeniny. Cést smési odlejeme do
zkumavky na vysku asi 1 cm. Poté nddobu umistime do digestore, podlozime fil-
tracnim papirem, zatemnime a prilijeme maximalné 15 ml 30% H»O,. Stejny pokus
provedeme i ve zkumavce — priddme do ni pipetou asi 0,5 ml 30% H,O..

Zaveér:

Varianta A ma mirnéjsi prubéh reakce, avSsak chemiluminiscence je viditelna pouze
v dobfe zatemnéné mistnosti, coz vzhledem k doporuceni provadét pokus v diges-
tori neni dost dobfe mozné. Varianta B, prezdivana taktéz “sopka“, je daleko efek-
tivnéjsi, nebot reakce je velmi bourliva, nicméné hrozi vystiiknuti smési a znecisténi
vseho okolo — je nutné s tim pocitat. Provedeni ve zkumavce je z tohoto divodu
vhodnéjsi, smés vystiikne maximalné kousek od zkumavky na pripraveny filtra¢ni
papir.

Pfi miseni pyrogallolu s formaldehydem v alkalickém vodném prostredi
vznika kondenzacni produkt a barva smési se méni z ptivodné svétle zlutooranzové
na tmavé oranzovou az Cervenou, v pripadé varianty B muze vznikat temné cer-
vend az Cernd srazenina, kterd ulpiva na sténdch nddoby (viz obr. 7). Po pridavku
koncentrovaného peroxidu vodiku dochazi k celé tadé slozitych reakei, jejichz pro-
duktem je predevsim kyslik v singletovém stavu, ktery prechazi z excitované formy
v zékladni, tripletovy stav za soucasného uvolnéni energie ve formeé elektromagne-
tického zareni spadajiciho do viditelné oblasti spektra. To lze pozorovat jako cer-
venou luminiscenci, ktera trva ptiblizné jednu az pét sekund ihned po pridavku
peroxidu vodiku. Reakce produkuje také velké mnozstvi tepla — jedna se tedy o
exotermickou reakci, béhem niz smés vzkypi a znacné péni. Proto pokud pouzijeme
malou nadobu, dojde k vystiiknuti smési do okoli. Zvlasté varianta B je nachylna
k velmi prudké reakci, muze dojit az k vystiiknuti smési na strop (z vlastni zkuse-
nosti). Pokus proto provadime v digestoti s védomim nésledného snadného tklidu.
Banka je po probéhnuti reakce velmi horka, vyckame proto, az smés doreaguje a
zchladne.
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Odkaz na videa:  https://youtu.be/RHHzGz4s0Xg
https://youtu.be/qMINJwxdXW4

6.4 Luminiscence pri krystalizaci

Tento zvlastni typ luminiscence je pozorovatelny v dobfe zatemnéné mistnosti bé-
hem krystalovani roztoku.

Pomicky: 1000ml kadinka, sklenénd tycinka, elektricky varic
Chemikalie: Na,SO4, K>SOy, destilovand voda

Postup:

Do litrové kaddinky nalejeme asi 300 ml destilované vody a dame ji varit na elek-
tricky vari¢. Nez se voda ohfeje, navazime si 100 g K>SO, a 40,8 g Na,SO, (ekvi-
molarni mnozstvi), které v kddince na vari¢i za stdlého michani rozpoustime. Po-
tfebujeme pripravit nasyceny roztok, prilévame proto mald mnozstvi destilované
vody tak, aby se vSechna latka praveé rozpustila. Celkovy objem vysledného roztoku
po rozpusténi je cca 0,5 1. Jakmile se na povrchu variciho roztoku zac¢nou zpét
vylucovat krystaly, zahtivani ukonéime a kadinku postavime do zatemnéné mist-
nosti, kde ji nechdme volné chladnout. Roztok nadale nemichdme a s kadinkou
nijak nepohybujeme. Asi po hodiné krystalovani lze pozorovat luminiscenci ve
formeé jednotlivych zableskli s ¢etnosti cca 1 zéblesk za sekundu.

® Pozndmka:

Roztok z kadinky po provedeni pokusu nevylévame. Experiment lze provadét opa-
kované opétovnym rozpusténim vsech krystalti po pridavku dostate¢ného mnozstvi
destilované vody po umisténi kadinky na varic.

ZAvér:

Pti chladnuti smésného roztoku se z néj vylucuji krystaly podvojného siranu dra-
teploté okolo 60 °C asi po hodiné chladnuti. Mezi prvni a druhou hodinou krysta-
lovani je luminiscence nejsilnéjsi, poté pozvolna slabne. Schéma reakce je nasledu-
jlct:
2 KoSOy4 + NaxSOy4 + 10 Ho O — 2K,SOy4 - NasSO, - 10H,0
foto

Odkaz na video:  https://youtu.be/j vdWiDv1Pc
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6.5 Fosforescence bilého fosforu

Bily fosfor je nutno uchovavat pod vodou. Nikdy jej nebereme do rukou — zptusobuje
popéleniny a navic je prudce jedovaty! VSechny manipulace s nim provadime pod
vodou vcéetné jeho krajeni. Fosfor je meékky, podobéa se vosku, lze jej proto krajet
nozem pri soucasném pridrzovani klestémi nebo pinzetou. Zbytky vracime ihned do
zasobni lahve, nikdy je nevyhazujeme do odpadu! Fosfor je samozapalny, proto
zbytky spélime v Zelezné misce. Nadobi ¢istime koncentrovanou kyselinou dusic-
nou. Popaleniny od fosforu omyvame vodou a pak roztokem modré skalice.

Pomicky: zelezna miska, porcelanova miska, nuz, pinzeta, klesté, filtrac¢ni pa-
pir, 50ml kadinka

Chemikalie: bily fosfor, sirouhlik, konc. HNO;

Postup:

Ze zasobni lahve vytahneme vétsi kousek bilého fosforu a ihned jej preneseme do
porcelanové misky s destilovanou vodu, kde pomoci noze urezeme maly kousek ve-
likosti hrachu. Tento kousek rozpustime asi ve 4 ml sirouhliku, ktery odlejeme do
kadinky. Nad Zeleznou miskou roztokem polijeme kousek filtra¢niho papiru, ktery
drzime v klestich, a lehce jim mavame. Po odpareni sirouhliku pozorujeme fosfo-
rescenci par fosforu, papir se poté rychle vzniti. Zbytky papiru nechdme dohotet
v zelezné misce. Kadinku po provedeni pokusu vyplachneme opét malym mnoz-
stvim sirouhliku, ktery nalejeme na filtrac¢ni papir a spalime v misce.

® Pozndmka:
Sirouhlik je pachnouci jedovata hotlavina, jejiz pary vytvareji se vzduchem vybus-

nou smeés. Pracujeme s nim v digestori.
Zavér:

Timto pokusem lze demonstrovat samozapalnost bilého fosforu na vzduchu. Pred
vznicenim se tékajici pary bilého fosforu oxiduji vzdusnym kyslikem a pii tom
krasné bilé fosforeskuji, poté se filtracni papir nahle vzniti.

foto

Odkaz na video:  https://youtu.be/4HGUkOy7E5k
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7. Pokusy z mechanoluminiscence

7.1 Drceni krystalového cukru

Tento typ luminiscence je vyvolan mechanickym ptsobenim — tfenim a drcenim

krystali. Nazyva se triboluminiscence.
Pomicky: 2x sklenénd tabulka, cukr krystal

Postup:

V' mistnosti, kde je mozné dostatecné dobre zatemnit, nasypeme do stredu podlozni
sklenéné tabulky lzicku krystalového cukru. Druhou tabulku polozZime na nasypa-
nou hromadku, zatemnime a vyckdme nejméné 5 minut, az si o¢i dostatecné zvyk-
nou na uplnou tmu a budou schopny vnimat velmi slabou intenzitu modré luminis-
cence. Poté hornim sklickem drtime krystalky cukru. Nejvhodnéjsi je sklickem ota-
cet doprava a doleva za soucasného tlaceni na podlozku.

Zavér:
Béhem drceni krystalk cukru lze pozorovat slabou modrou luminiscenci. Je diile-
zité mit o¢i prizpusobené tplné tmé, jinak luminiscenci nepostfehneme. Tento po-
kus je velmi jednoduchy a lze jej provést jako doméaci — vSechny potfebné pomtcky
lze najit v kazdé bézné domacnosti.

foto
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