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Zadani samostatného cviceni:

1. Optické laboratorni metody

Klicové pojmy:
spektrofotometrie, absorbance, Lambert-Beerlv zakon, transmitance, luminiscence,

absorpcéni kfivka, absorpéni maximum, refraktometrie, Abbeho refraktometr, Snell(v zakon,
mezi Uhel, polarimetrie, polarizace svétla, opticky aktivni latky

Prakticky vyznam:

Optické laboratorni metody tvofi zaklad chemické diagnostiky v medicinskych i jinych
biochemickych laboratofich. Jsou soucasti nejen velkych prlimyslovych analyzatorq, ale i
pfirucnich pristrojd, napf. glukometrd. Refraktometrie mda vyznam vice ve zkoumani umélych
roztokd — |éCiv, €i v SirSim pohledu v optometrii. Polarimetrie je asi nejzndméjsi

z nemedicinského Zivota pfi stanoveni cukernatosti.

1.1. Spektrofotometrie

(@)

il:
Méreni absorpcni kfivky a uréeni maxima v oblasti viditelného spektra.

Pomdcky:

Spektrofotometr Specol, automaticka pipeta, roztoky pro méreni, destilovana voda

Postup:

1) Zapnéte spektrofotometr a nastavte pomoci voli¢e vinovych délek vinovou délku 500nm.
2) Zkontrolujte Cistotu kyvet (pozor: kazda kyveta ma 2 stény Ciré a 2 matné). Kyvetu
uchopte vzdy pouze za matné stény.

3) Spektrofotometr Specol ma pohyblivy drzdk méticiho nastavce pro 2 kyvety, vlozte
nejprve kyvetu s destilovanou vodou do jednoho uchytu, do druhého Uchytu kyvetu s
mérenym roztokem. Kyvety musi byt naplnény nejméné do dvou tretin.

4) Do posuvného drzaku vlozte jednu kyvetu s destilovanou vodou a jednu s mérenym
vzorkem. Nejprve zmérte hodnotu absorbance, pro destilovanou vodu (blank) a pomoci
tlac¢itka R ji vynulujte. Nyni do méficiho prostoru zasunte kyvetu s méfenym roztokem a
odectéte jeho absorbanci A.

5) Poté do méficiho prostoru zasurte opét kyvetu s destilovanou vodou (blank) a hodnotu
vinové délky zvétSete o 5 nm. Po vynulovani displeje vloZzte do méficiho prostoru kyvetu se
zkoumanym roztokem a odectéte jeho absorbanci A.

6) Uvedeny postup opakujte a vinovou délku svétla zvyste pfi kazdém kroku o 5 nm. Pfi
promérovani absorpéni kfivky postupujeme do vinové délky 600 nm.
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7) Do grafu vyneste zavislost absorbance na vinové délce a odectéte absorpéni maximum,
coz je vinova délka, pti které je absorbance méreného roztoku nejvyssi.

Vystup:
Graf zavislosti absorbance na vinové délce s vyznacenim absorpéniho maxima.
Diskuze:

Popiste, jak by se zménil prabéh kfivky méfili bychom roztok jiné latky a jak by se zménila pfi
pouziti roztoku stejné latky o mensi a vétsi koncentraci.

1.2. Refraktometrie

(@)

il:
Stanoveni koncentrace NaCl v neznamém vzorku

Pomlcky:

Abbeho refraktometr, osvétlovaci lampa, krystalicky NaCl, stojan se zkumavkami,
automatické pipety, destilovand voda, bunicita vata, vahy, vazenka

Postup:

1) Pripravte 10 ml roztoku NaCl v destilované vodé o koncentraci 200g/I.

2) Redénim pFipraveného zékladniho roztoku si pfipravte koncentrace NaCl 50, 100, 150g/!I.
3) Osvétlovaci hranol refraktometru oddélte od mériciho hranolu. Pfesvédcte se o Cistoté
obou hranoltd. Pokud uvidite zbytky necistot, oplachnéte je destilovanou vodou a vysuste
bunicitou vatou.

4) Na plochu hranolu kdpnéte kapku zkoumané kapaliny a hranoly opét pfiklopte.

5) Nyni otacejte spodnim knoflikem pfistroje tak, az se v zorném poli okuldru objevi rozhrani
,SVétlé —tmavé”. Muze byt barevné diky rozdilnym indexdm lomu kapaliny a skla hranoll a
tedy neostré. Kompenzaci, tj. ,odbarveni” a zaroven ,,zaostfeni“ provedte otdc¢enim horniho
knofliku pfistroje (uvnitf se otaci dvojice kompenzacnich hranold, které pfi vhodném
natoceni eliminuji barevnost rozhrani, které se stane ¢erno-bilym a tedy i ostrym). Takto
vykompenzované rozhrani nastavte na stfed kfize. Pozn.: Otacenim knofliku pro vyhledani
rozhrani otac¢ime systémem hranoll a de facto vyhledavame oblast osvétlenou svétlem,
které se [lame pod Uhlem maximalné rovnym uhlu meznimu pro aktudlné pouzitou kapalinu.
6) Ve spodni ¢asti odectéte hodnotu indexu lomu kapaliny (s pfesnosti nejméné na tfi
desetinna mista).

7) Postupné promérte indexy lomu vsech kalibracnich roztok, véetné zakladniho. Nejprve
nejvyssi koncentraci. VSechny namérené hodnoty zapiste do tabulky a poté vytvorte graf
zavislosti indexu lomu na koncentraci.

8) Nakonec zméfte index lomu nezndmého vzorku, a z grafu odectéte jeho koncentraci.

9) Po skonceni méreni otfete plochy obou hranoll bunic¢inou zvlhéenou destilovanou vodou
nebo oplachnéte destilovanou vodou a otfete buniéinou a nechte hranoly odklopeny.
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S
[

Graf zavislosti indexu lomu kapaliny na jeji koncentraci, véetné vyznaceni hodnot neznamého
vzorku.

Diskuze:

Uvedte limitace této metody pfi hodnoceni biologickych vzorkd. Uvedte praktické vyuzité
refraktometrie ve zdravotnictvi.

Priloha:

Obrazec hledany v refraktometru:

Vytvoreno v rdmci projektu Fond rozvoje MU 1383/2019.



