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Anotace

Tato prace se zabyva vyvojem a testovanim spektrofotometru vlastni konstrukce jako i¢inného
nastroje pro vyuku fyziky, chemie, biologie a dalSich pfedméti a pro budovani vztahti mezi
témito predméty. Vyvojovy piistup "udé€lej si sam" (Do-It-Yourself, DIY) umoznil vytvofit
zafizeni, které¢ dosahuje presnosti a didaktickych moznosti komeréné dostupnych nastrojt za
zlomek jejich ceny a umoznuje provadét Sirokou Skalu experimentt kvalitativni a kvantitativni
spektroskopické analyzy pro vyuku na zékladnich, stfednich a vysokych skoléach.

Oteviend a pfistupnd konstrukce vyvinutych zafizeni zaroveit umoziiuje unikatni piimé
pozorovani fyzikalnich principt na jednotlivych souéastech zatizeni, a navic ndzorné propojeni
konceptt z oblasti IT, elektrotechniky, strojirenstvi a matematiky — STEM formou projektové
VYUKy.

Prace se rovnéz zabyva srovnanim vyslednych parametrti s referen¢nimi zafizenimi a
testovanim vyvinutych zatizeni v kontextu skolni vyuky.

Klicova slova

UV-VIS-NIR spektrometrie, STEM vyuka, DIY védecka instrumentace, chemicka didaktika,
fyzikalni didaktika, obtanska véda a SOC

Annotation

This thesis deals with the development and testing of a spectrophotometer of our own design
as an effective tool for teaching physics, chemistry, biology and other subjects and for building
relationships between these subjects. A Do-It-Yourself (DIY) development approach has
enabled the creation of a device that achieves the accuracy and didactic capabilities of
commercially available tools at a fraction of their cost, enabling a wide range of qualitative and
quantitative spectroscopic analysis experiments for teaching in primary, secondary and higher
education.

At the same time, the open and accessible design of the developed devices allows direct
observation of physical principles on individual device components, in addition to
incorporating concepts from IT, electrical engineering, engineering and math (STEM and
project-based learning).

The thesis also deals with the comparison of resulting parameters against reference devices and
testing of the developed devices in a classroom context.

Keywords

UV-VIS-NIR spectrometry, STEM education, DIY scientific instrumentation, chemical
didactics, physical didactics, civic science and SOC
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1 Uvob

1.1 Didakticka motivace

Klesajici obliba obori STEM (Science, Technology, Engineering, and Mathematics) je zvlaste
v soucasné dob¢é zna¢nym spolecenskym problémem, nebot’ jsou to prave ptirodni a technické
védy a souvisejici obory, které¢ maji klicovy vyznam pro zvladnuti aktualni globalnich vyzev i
posileni odolnosti a konkurenceschopnosti nasi spole¢nosti. Nedostatecna efektivita vzdélavani
a rozvoje potencialu déti a mladeze mize pro CR do roku 2050 znamenat propad o 11 % HDP,
coz piedstavuje v dnesni dobé kazdoro¢ni ztratu vice nez 400 miliard korun. (1)

Na zakladé fady odbornych Setieni, jako napi. TIMSS (2), je zjevny klesajici zajem Zzakd o
pfirodni obory s rostoucim poctem rokti Skolni dochdzky. Pfi¢inou muze byt nedostatek
prilezitosti k vlastni experimentalni praci i nedostatecna podpora mezipredmétovych vazeb
v ramci $kolniho kurikula. Vyuka obohacena o experimentalni préaci se spektrometrem, ¢i
dokonce o jeho konstrukci, miize byt pravé tim druhem aktivity, ktery pomaha vyse uvedené
problémy fesit.

Castym diivodem, pro¢ neni spektrometr ve vétsi mife vyuzivan v hodinach fyziky, chemie, ale
i biologie, nebo dokonce vytvarného uméni (psychofyzikalni vnimani barev, analyza pigmenta
atp.), je jeho nedostupnost. BéZzny komer¢ni didakticky spektrometr stoji cca 1000 euro (3 str.
20). Jen zakt 7.-9. tiid ZS je v CR vice nez 300 000 (4), to je vice nez 10 000 tiid. Pokud
bychom alesponi kazdou druhou z téchto tid chtéli plné vybavit spektrometry tak, aby s nimi
mohli Z4ci pracovat ve ¢tvericich, dostaneme se k ¢islu 75 000 spektrometrd, coz predstavuje
75 milioni euro, respektive téméf 2 miliardy korun. Z téchto divodi jsme se rozhodli
zkonstruovat spektrometr, jehoz potizovaci cena by nebyla vyssi nez cca 2000 K¢ a zaroven by
jeho konstrukce byla mozna v ramci Skolniho STEM projektu.

Hlavnimi kritérii pfi navrhu jeho koncepce byly:

e pfesnost a spolehlivost

o uzivatelsky pratelsky software

o otevienost konstrukce a moznost dal$iho vyvoje a vylepSovani (napft. rozsititelnost do
UV nebo NIR oblasti spektra atp.)

1.1.1 Spektrometrie ve vyuce na ZS a SS

Spektrofotometrie je interdisciplinarni analyticka metoda, ktera se dotyka mnoha predmétt
vyuCovanych v tstavech vSeobecného vzdélani. Z tohoto divodu je idealni k propojovani
raznych pifedméti do jednoho obsahlého celku. Pristroje k spektrometrickému méfeni
(spektrofotometry) vyuzivaji fyzikalnich zakonu z optiky, detektory v nich jsou Gzce spjaty
s elektrotechnickymi technologiemi a s programovanim softwari vyhodnocujicich piijaté
informace. Nasledné uplatnéni téchto pfistroju hraje dileZitou roli v experimentalni praci
v astrofyzice, chemii, biologii, environmentélnich oborech (EVVO), nebo dokonce i
restauratorstvi.
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Zavedeni spektrometru do ptirodovédné vyuky by mohlo piinést znacné zlepSeni v mnoha
smérech. Bezpochyby by spektrofotometr mohl uleh¢it uciteli praci v kontrole, jak si studenti
vedli pti vypracovavani laboratornich praci. Seznamili by se s pfistrojem, jehoz ptedchudci stali

za objevem vétSiny tézSich prvkl periodické tabulky a diky némuz vime, jaka jsou slozeni
atmosfér jinych planet. Dalsi vyhodou spektrofotometru ve Skole by byla podpora vyzkumnych
aktivit ¢inorodych studentd, kteii by si na tomto pfistroji mohli ovétovat vysledky svych
vyzkumu, ¢i pfimo na nich vyvijet vlastni védeckou c¢innost. V neposledni fadé by zlepsil
meziptedmétové vztahy spojujici fyziku, chemii a biologii. Ptinesl by vice experimentalnich
moznosti do téchto predmétti a umoznil tak spojeni vyuky s praxi. V nésledujicich bodech
uvadime jednotlivé oblasti pfedmétu, které se spektrometrii souvisi a bud’ jsou v ramci uciva
probirany, anebo jsou ideélni jakozto bonusové u¢ivo pro nadané zaky.

Fyzika

1. Vyklad elektromagnetismu

2. Optika

interakce zateni s hmotou
lepsi predstava o tom, co je svétlo a jakou mé povahu a vlastnosti
praktické métfeni riznych zdrojii zateni (Siroké Skala experimentalnich moznosti)

geometricka optika spektrometru

praktické vyuziti zrcadel a ¢ocek

pochopeni principu disperze a difrakce a jak ji lze vyuzit v konstrukci méfticich
ptistrojil

3. Kvantova fyzika

Chemie

vysvétleni zakladnich principl a praktického vyuZiti kvantové mechaniky

1. Analyticka chemie
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seznameni se s moznostmi modernich spektroskopickych metod chemické analyzy,
jako doplnéni a aktualizace ve vyuce bézné uzivanych metod na bazi indikacnich
barevnych a srdzecich reakci

kvantitativni a kvalitativni analyza vzorkli (Siroké spektrum moZnosti
experimentalni ¢innost v laboratofi s atraktivnimi a aktudlnimi tématy — sloZeni a
kvalita potravin, ekotoxikologie, spektrum svételného znecisténi atp.)

Obezndmeni se s problematikou fyzikaln¢ chemického méteni, kalibra¢nimi postupy, jejich
vyznamem a statistickym zpracovanim experimentéalnich dat Chemie barviv (chlorofory,
fluorofory)

fotochemie, chemoluminiscence

pochopeni pfi¢in zbarveni ruznych roztokd — souvislosti mezi strukturou a
vlastnostmi zkoumané latky

seznameni se s principem barevné zmény — spektroskopické monitorovani priabéhu
chemickych reakci

Posileni zajmu a motivace



Na didaktiku zamétené vyzkumy v oblasti chemie doporucuji zavadéni vzdélavacich aktivit
zaméfenych na experimenty s tématem spektrometrie a vyuzivajicich jednoduchého
spektrofotometrického ptistroje (5; 6; 7), nebot” aplikace téchto metod rozviji u studentt

schopnosti hlubsiho a samostatného mysleni, uceni a vytvareni smysluplnych zkusenosti a
posiluje jejich vnitini motivaci k dal§imu studiu (5).

Biologie

1.

Analyza barevnych sloucenin jako je hemoglobin nebo chlorofyl — zji§tovani vnitinich

chromofor proteini, RNA a DNA nebo pozorovani reakcnich partnerti, kteti podléhaji

méfitelné zméné barvy, bud’ v disledku tvorby komplexu s biologickymi

makromolekulami, nebo chemickymi reakcemi katalyzovanymi biologickymi

makromolekulami v kolorimetrickych testech atp.

e charakterizace a kvantifikace proteinii, RNA, DNA

e stabilita RNA/DNA

e reakéni kinetika

e Vvazaci kiivky

e rychlost rlstu bakterii

e test zivotaschopnosti a proliferace bunck

e amnoho dalsiho

Dals$i moznost praktické vyuky

e za pomoci spektrometric mize student bez potizi dle postupt analytické chemie
urcit koncentrace latek v Zivych systémech a vyvodit z toho patfi¢né zavery

Propojeni s jinymi pfedméty

e prilezitost pro G¢inné propojeni biologie s chemii a fyzikou, coz zatim v rdmci
vyuky spiSe chybi

1.1.2 Konstrukce spektrofotometru jako DIY STEM projekt

Spolecné vytvoreni jednoduchého spektrofotometrického pfistroje formou mezioborového
STEM projektu s prvky ,,udélej si sam* je ptilezitosti rozvijet u studentti mnoho schopnosti.

Konstrukce studentlim pfinese:
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N o o bk

pochopeni, jak cely pfistroj funguje (nebudou ho vnimat jako tzv. ,,black box*) a co je
dalezité pti konstrukci méficich zatizeni

schopnost praktické aplikace zakont geometrické optiky vyzadujici hluboké
porozumeéni jejim principlim

sezndmi se s technologiemi jednodeskovych poé¢itaci a jejich programovani na piikladu
Raspberry Pi a zpracovani signalu z jeho kamer

zkuSenosti s feSenim problémi, kdyz pti vyvojarské praci nejde vSechno podle planu
zkuSenost s praci na vyvoji a ladéni softwaru

tymova spolupréce

kritické mysSleni — jak relevantni jsou vysledky, které jsme namétili?



Diky zkonstruovani funk¢éniho spektrometru se studenti seznami s problematikou vyvoje a
méfeni pomoci spektrometru do té miry, Ze mohou pokracovat v jeho dalsim vylepSovani az na
uroven piistroji, které by se svymi parametry blizily profesiondlnim vyzkumnym
spektrometriim, jejichz cena se pohybuje v rozmezi od 3 000 do vice nez 10 000 USD (8).

1.2 Fyzikalni principy spektrofotometrie

Oddil fyzikalni zaklady spektroskopie se zabyva teoretickym minimem potiebnym k pochopeni
principu, na kterém spektrofotometrie funguje, a proto jsou zde shrnuty v jednotlivych
pododdilech zékladni védomosti o elektromagnetickém zafeni, zaklady optiky a popis
instrumentace spektrofotometru. Tyto informace by mély byti dostacujici pro piiblizné
pochopeni principu analyzy elektromagnetického zateni funkce celého zafizeni.

1.2.1 Elektromagnetické zareni a jeho interakce s hmotou

Elektromagnetické zatfeni je druh vinéni, které nepotiebuje ke svému ptrenosu skrze prostor
zadny mediator a mize se tedy volné §ifit i vakuem. Sklada se z elektrického a magnetického
vInéni, ktera jsou na sebe kolma a periodicky osciluji ¢ili kmitaji (viz obr. 1.1). Chovani tohoto
zafeni se da vyjadfit tzv. vinové—Casticovym dualismem, coz znamena, Ze ho Ize chapat jako
pohyb ¢&astic prostorem, ale i jako vInéni (9 str. 9).

Obr. 1.1 — Periodicka oscilace elektrického a magnetického pole (10).
Modré Sipky znazoriuji vektory intenzity elektrického pole a zelené vektory magnetické indukce.

Napiiklad pfi popisu excita¢nich a deexcita¢nich dé&u v elektronovém obalu atomu (viz
pododdil Interakce elektromagnetického zafeni s hmotou) je pro predstavu lepsi divat se
na elektromagnetické zafeni jako na Castici o urcité energii zvanou foton, kterd je bud’
absorbovana elektronem, a ten je vlivem toho vybuzen na vyssi energetickou hladinu, anebo je
vyzafena pii procesu opaéném, kdy elektron pada z vyssi hladiny na nizsi (10).

Elektromagnetické zafeni bylo Jamesem Clerkem Maxwellem rozdéleno do tzv.
elektromagnetického spektra (viz obr. 1.2). Jednotlivé ¢asti se od sebe lisi vinovou délkou a
jejich interakce s hmotou se zna¢né odliSuje. Pro tuto praci je predevsim dulezita oblast UV,
VIS a blizkeho IR spektra, ktera se vyskytuje na vinovych délkach od 150 do 800 nm a interakce
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s hmotou se prevazné projevuje pouze excitaci elektroni ve valenéni vrstvé atomovych
elektronovych obalu. (11 str. 599)

Vinova délka zareni v metrech

10? 10™ 10 107 10°% 107 10° 10° 10% 10° 10?2 10! 1

| | | | | | | | |

I | | | | | | | |
Ultrafialové I Infracervené

Gama Rentgenové Viditelne Mikrovinné Radiové

4-107

5-1077

6107

7-1077

Obr. 1.2 — Oblasti elektromagnetického zateni. (Khan Academy, 2024)

Fyzikalni veli¢iny a konstanty elektromagnetického zareni

Jelikoz se elektromagnetické zafeni chova ¢aste¢né jako vina, pak je mozné jej popsat vinovymi

veli¢inami (jinymi slovy veli¢inami kmitd), jako jsou naptfiklad vlnova délka, frekvence,
perioda aj. V tabulce 1 jsou vypsany vSechny veli¢iny, které popisuji zakladni parametry viny,
a pod ni jsou struéné charakterizovany (viz obr. 1.2). Dale jsou v tabulce 2 vypsany konstanty,
které ptfimo souvisi bud’ s Sifenim zafeni prostfedim (molarni absorp¢ni koeficient), anebo S

jeho enerqgii.

Tab. 1 — Vybrané veli¢iny elektromagnetického zafeni.

Veli¢ina Znaceni Jednotka

amplituda Ymax metry [m]

perioda T vtefina [s]

frekvence f Herz [Hz]

vinova délka A metry [m]

rychlost zafeni v metr za sekundu [m/s]
Intenzita elektromagnetického | | Watt na metr étvereéni [W/m?]
zareni

Tab. 2 — Konstanty elektromagnetického zateni.
Konstanta Znaceni Hodnota
Planckova konstanta h 6,62607015*%10-%* J*s
rychlost svétla ve vakuu c 299 792 458 m/s
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rychlost V
_—
délka viny A [m]

amplitu

s [m]

Obr. 1.3 — Elektromagneticka vina popsana vinovymi veli¢inami (12).

o amplituda, ymax: maximum sinusové funkce popisujici vinéni (viz obr. 1.3)

o perioda, T: cas, za ktery se elektromagnetickd vina dostane ze své amplitudy zpét
do maxima (za jaky ¢as urazi vlna jednu vinovou délku)

o frekvence, f: pocet period, kolik probéhne za 1 s

o VvInovéa délka, 4: vzdalenost mezi dvéma po sobé jdoucimi maximy nebo minimy

o rychlost, c: jakou rychlosti se elektromagnetické zateni §ifi prostorem (pro vSechny
ptipady az na geometrické zakony, jako je Snelltiv zakon, se bere rychlost zafeni jako
rychlost svétla)

o intenzita elektromagnetického zaieni, |: kolik energie dopadne na plochu za jednotku
casu

Vztahy mezi jednotlivymi veli¢inami

Frekvence f mize byt vyjadiena vzorcem 1 v zavislosti na periodé T.

N

Vz. 1

Frekvence f a vinova délka 4 jsou spolu spjaty v zavislosti na rychlosti svétla c. Tato zavislost
je vyjadiena vzorcem 2, z néhoz vyplyva, ze s rostouci vinovou délkou se zmensuje frekvence
a naopak.

—
Il
[K3)

Vz.2

Energie E, kterou nese paprsek elektromagnetického zateni zavisi na jeho vinové délce 1 nebo
frekvenci f v zavislosti na Planckové konstanté h (viz vzorec 3). Z tohoto vztahu mizeme
odvodit, Ze energie zafeni je pfimo imérna frekvenci a neptimo imérna vlnové délce.

_ hxc

E = h*f —> E= P

Vz.3
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Interakce elektromagnetického zai‘eni s hmotou

Elektromagnetick¢ zafeni muze interagovat s hmotou mnoha zplsoby, ale pro ucely
spektrofotometrie v UV, VIS a NIR oblasti jsou dulezité hlavn¢ piechody elektronii mezi
riznymi energetickymi hladinami, které jsou jim zpusobeny (13 str. 99) (viz obr. 1.4). Kazda
energeticka hladina ma pfesné danou energii a elektrony se na vys$si hladinu mohou dostat
pouze pokud je dodéno piesné mnozstvi energie, které se rovna rozdilu mezi obéma hladinami
(14). Ze vzorce 3 vyplyva, zZe elektrony mohou absorbovat vzdy piesné vinové délky, a tim
tedy snizovat sviij celkovy podil v zafivém toku. Této skutecnosti vyuziva fyzikalni veli¢ina
absorbance A, ktera je vyjadrena zapornym dekadickym logaritmem podilu proslé intenzity
elektromagnetického zateni | roztokem a intenzity elektromagnetického zateni lo pochazejici
ze zdroje (viz obr. 1.5 a vzorec 4). Absorbance se méii v tzv. jednotkach absorbance au
(absorbance unit), jejichz hodnota je v logaritmické zavislosti na procentudlnim zastoupeni
zateni po pruchodu vzorkem (tzn. 1 au = proslo 10 % z piivodni intenzity zafeni, 2 au =1 %
atd.). Obmeénou zativého toku je svételna intenzita I, ktera je ekvivalentni, S tim rozdilem, ze
svételnd intenzita zaznamenava signal ve wattech na metr ¢tverecni. V literatufe je mozné se
setkat také se vzorcem, v némz je argument logaritmu zaménén za veli¢inu transmitance T,
coz je jinak zapsana zavislost I/lo. (11 str. 599)

A =—log (I/lo) = A =-log (T)

Vz. 4
photon '
-;_\\‘. ~ - _,-' II '-\ \l‘. - -"-’ .-".
ground state excited state

Obr. 1.4 — Excitace elektronu na vy$si energetickou hladinu.
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Obr. 1.5 — Ubytek elektromagnetického zafeni z hlediska intenzity

Lambert—Beeruv zakon

Popisuje zavislost absorbance A roztoku na tlouStce kyvety |, molarni koncentraci ca
a molarnim absorpénim koeficientu ¢;, pficemz molarni absorpcni koeficient je specificky
pro kazdou vlnovou délku a 1ii se 1 u riznych sloucenin. Cely zékon je pak vyjadfen vzorcem
5. Molarni absorpéni koeficient je vZdy dén pro pfesn€ danou vinovou délku u dané latky, coz
znamena, ze pokud je ndm zndma totoznost latky, vinova délka, tloustka kyvety a je dostupny
ptistroj méfici absorbanci, pak je mozné s relativni lehkosti vypocitat pfesnou koncentraci dané
latky v roztoku. Ze vzorce 5 lze vy¢ist, ze Lambert—Beeruv zakon je vyjadien linearni funkci,
jelikoz tloust'ka kyvety a molarni absorpéni koeficient jsou konstantni. (11 stranky 603-615)

A = g*l*ca
Vz.5
1.2.2 Optické zakony a jevy uzivané ve spektrofotometrii

Pro uspotadani spektrofotometru jsou dulezité predev§im geometrické zakonitosti, kterymi
disponuje elektromagnetické zateni. Proto jsou zde strucné shrnuta témata, jako je index lomu,
Snellliv zékon, princip disperze, difrakéni mfizka, Cocky a zrcadla, ktera se uplatiuji pfi vyvoji
optické soustavy.

Index lomu elektromagnetického zareni

Vyjadiuje pomeér rychlosti Sifeni elektromagnetického zafeni ve vakuu ¢ ku rychlosti zatfeni
Vv hmotném prostiedi v. Jeho hodnota je vyjadiena vzorcem 6, ze kterého lze odvodit, Ze index
lomu je vzdy vétsi nebo roven 1. (15)

A oY

Vz.6
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Tab. 3 — Vybrana prostiedi a jejich indexy lomu (15)

Prostredi Index lomu
vakuum 1

vzduch 1,00026

led 1,31

voda 1,33

sklo 15-19
diamant 2,42

Snelluv zakon

Popisuje zavislost, jak moc se lomi elektromagnetické zafeni na pielomu dvou prostiedi
v zavislosti na jejich rozdilném indexu lomu, kdyZ skrze né prochazi. Cely zakon je graficky
znazornén na obrazku 1.6, na kterém je vidét, ze pokud zafeni prochazi z opticky fidsiho
prostfedi do prostfedi opticky hust$iho (jeho index lomu je vétsi, nez index lomu prostredi
opticky fidsiho), pak probiha tzv. lom ke kolmici, kdy thel 62 je mensi nez thel 01 a pokud
zateni vystupuje z opticky hustsiho prostiedi do prostiedi fidSiho, pak se jedné o tzv. lom od
kolmice. Naptiklad ptjde-li paprsek zareni ze vzduchu do skla, pak se bude lomit ve skle ke
kolmici a pokud ptjde paprsek ze skla do vzduchu, pak se bude lomit paprsek ve vzduchu od
kolmice. Snelliiv zakon je vyjadien vzorcem 7. (15)

N1*sinf1 = n2*sind;

Vz.7

a°)
normal

Q

Obr. 1.6 — Lom svétla pti ptechodu z fidsiho optického prostiedi do hustsiho

Disperze elektromagnetického zareni

K disperzi svétla dochazi pfi pfechodu do opticky jinak hustého prostfedi pod uhlem. Jiné
prostiedi sklenéného hranolu lame svétlo podle Snellova zakona lomu. Index lomu se 1isi pro
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ruzné vinové délky, tudiz pokud je dopadajici svétlo slozené z vice barev, maji jednotlivé
vinové délky rizny index lomu a lamou se pod riiznymi uhly (viz obr. 1.7).

dispersion angle

Obr. 1.7 — Disperze svétla na hranolu

Ohyb a disperze svétla na difrakéni mFiZce

Stejného vysledku 1ze dosahnout difrakci = ohybem svétla. Difrakce je jev, pfi kterém dochazi
ke zmén¢ sméru Sifeni vin pfi kontaktu s piekazkou, ktera je na své velikostni Skale srovnatelna
s vilnovou délkou daného vInéni. Pfi narazu na prekazku se vlnova frekvence a délka neméni,
ale po interakci slouzi bod vinoplochy (podle Huygensova principu) jako bodovy zdroj kruznic,
které spolu interferuji.

Po interakci dopadajiciho svétla (viny) s mfizkou se vysledné difrakéni svétlo z miizky sklada
ze souctu interferujicich slozek viny vychazejici z kazdé Stérbiny v miizce. V kazdém daném
bodé¢ v prostoru, kterym se svétlo z mtizky §ifi, se délka drahy od §térbiny v miizce k danému
bodu méni, takze se meni 1 faze viny vychdzejici z kazdé Sté€rbiny v tomto bod¢. Vysledkem
konstruktivni a destruktivni interference tohoto svétla je interferen¢ni obrazec. Je—li rozdil mezi
drahami svétla ze sousednich Stérbin do pozorovaciho bodu roven lichému celociselnému
nasobku poloviny vinové délky (2m-1)*4/2 s lichym celym &islem (2m-1), jsou viny v tomto
bod¢ mimo f4zi, a proto se vzajemné rusi a vytvareji minimalni intenzitu svétla. Podobné, kdyz
je rozdil drah sudym nasobkem poloviny vinové délky 2m*A/2, jsou viny ve fazi a vznika
maximalni intenzita. Pro svétlo pfi normélnim dopadu na mfizku nastavaji maxima intenzity
pri difrakénich thlech 6, které spliuji vztah vz. 8.

) mx A
sin(0) = T
Vz. 8

kde 0 je ahel difrakce, m je fad difrakce (k jevu dochazi pfi harmonickych vinovych délkach),

A je vlnova délka svétla a A je rozte€ vrypu. U miizky se také urcuje Cetnost vrypta G = %
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Obr. 1.9 — Interferen¢ni obrazec maxim a minim za miizkou (foto autor)

7w

Difrakce je dosahovano difrakénimi miizkami, které mohou byt typu reflexni nebo transmisni,
obdobné jako zrcadlo nebo ¢ocka. Mfizka ma ,,rezim nulového fadu* (kde je celociselny fad
difrakce m nastaven na nulu), v némz se svételny paprsek chova podle zakont odrazu (jako
zrcadlo), resp. lomu (jako ¢ocka).

m=2
T m=l /%
- =0 =1
-\-\-""\-\_
"m= 1 m={
2

m=

(2] (b}

Obr. 1.10 — Transmisni (a) a reflexni difrak¢éni miizka (b)

Cotky a zrcadla

Princip ¢ocek a zrcadel je zaloZen na lomu paprskd, které prochézeji optickymi prvky. Zateni
prochézejici skrze ¢ocky a zrcadla se fidi podle zobrazovaci rovnice (viz vzorec 9), kde f je
ohniskova vzdalenost, a je vzdalenost ptedmétu od ¢ocky/zrcadla a a” je vzdalenost obrazu od
cocky/zrcadla. V optice spektrometru jsou Co€ky i zrcadla vyuZivany jako kolimaéni prvky
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(riznosmérné paprsky usmérni jednim smérem) a jako fokusacni prvky (usmérni veskeré
paprsky jedné vinové délky na jedno misto).

f=1/a+ 1l/a”

Vz.9

e £

N e
o e

Fig.1 Laser Collimating Lens Fig.2 Laser Focusing Lens

Obr. 1.11 — Kolima¢ni a fokusaéni ¢o¢ka

Collimatin F i
Mirror & lc\)/fil;f‘g:‘g
A2
Y
v
Diffraction
: InGaAs
Grating Array
FBG
sensors

Obr. 1.12 — Kolima¢ni a fokusacéni zrcadla

4

1.3 Spektrofotometr jako mérici zarizeni
Spektrofotometr, jak bylo zminéno vyse, je pfistroj, ktery jako zdroj ziskdvanych informaci

z analyzovaného celku pouziva elektromagnetické zateni. P¥i chemické analyze funguje na bazi
srovnavani spekter prichdzejiciho zafeni pii védomi, kolik ho do systému pfichazi pouze ze
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zdroje a zaznamenava ubytek na svételném toku (nebo intenzité), kdyz je do cesty zareni
vlozena kyveta se vzorkem. Chemické analyza neni jediny zpisob vyuziti spektrofotometru,
ale je jedna z nejvyuzivangjsich. Dalsi ptiklady vyuziti jsou analyza svétla z riznych zdroji a
emitované vinové délky pii fluorescencni spektroskopii. Jeho optické komponenty (viz obr.
1.13) zajist'uji rozlozeni piichoziho svétla pomoci disperze a soustiedéni toho spektra na
detektor, z n€¢hoz software vy¢ita jednotlivé informace, které sebou zareni nese. Pro pochopeni
funk¢nosti jednotlivych komponent je esencialni mit povédomi v oblasti geometrické optiky, a
proto se nasledujici odstavce vénuji kratkému shrnuti této problematiky a az potom nasleduje
popis jednotlivych komponent a jejich zabudovani do spektrometru.

Input slit Collimating Diffraction Focusing Detector
lens grating lens array

Obr. 1.13 — Schéma spektrofotometru
1.3.1 Komponenty spektrofotometru

Pfestoze existuje mnoho variant uspofadani spektrofotometrd, u vSech mizeme najit stejné
zakladni komponenty, bez kterych se Zadny spektrofotometr neobejde. Patii mezi né: zdroj
zafeni, misto pro vzorek®, opticka soustava, senzor a vypodetni zatizeni (9 stranky 451-454).

Zdroje elektromagnetického zareni

Kazdy spektrometr potiebuje ke svému fungovani zdroj zafeni. Rlzné zdroji se od sebe lisi
svou spektralni charakteristikou, resp. vinovymi délkami, které jsou schopny vyzéfit. Proto se
zdroje zateni lisi u jednotlivych spektrofotometr v zavislosti na jejich spektralnim rozsahu.
(11 str. 628)

e Deuterium a vodikova vybojka: 160 az 380 nm
e Xenonova vybojka: 190 az 1000 nm

e Halogenova Zarovka: 240 az 2500 nm

e Bilad LED dioda: 400 az 750 nm

! misto pro vzorek miize byt postaveno pied nebo za optickou typy soustavu

19/94



Optické vlakno

Neni to nutnosti, ale u nékterych typt uspotfadani spektrofotometrii se pouziva k doprave zareni
systémem tzv. optickd vlakna. V optice spektrofotometru se nejcastéji uzivaji dva typy
optickych vldken, jez se li§i materidlem, jimz je zafeni vedeno. Prvni typ vlakna jako pfenosné
medium funguje kifemik a u druhého plast. U kiemennych vladken vyhoda spocivéa v tom, ze
maji pfi pfenosu na dalku velmi malou ztratu na intenzité prenasené¢ho zafeni (0,1 dB/km), coz
se bohuzel neda fici o plastovych vlaknech, jejichZ ztrata se pohybuje v stondsobcich ztraty na
intenzité u vldken kiemennych.

(Misto pro vzorek)
Opticka soustava

Optické soustava je ¢ast spektrofotometru, kterd mé funkci rozlozit polychromaticky paprsek
elektromagnetického zafeni na paprsky o jednotlivych vinovych délkach prostrednictvim
disperze nebo difrakce a sklada se z nasledujicich ¢asti:

1. Vstupni Stérbina

Vystupni Stérbina je Uzky otvor nasledujici za vzorkem, kterym pronikd zateni do optické ¢asti
spektrometru v regulovaném mnozstvi a $iii se do prostoru pod velmi tzkym uhlem (16).

2. Kolima¢ni prvek

Jako kolimacni prvek se chape bud’ ¢ocka, anebo zrcadlo, které maji ve schématu spektrometru
funkci pfevedeni riiznobéznych elektromagnetickych paprskii na rovnobézné (viz vyse)

3. Disperzni prvek

Prvek, ktery rozloZi svazek elektromagnetického zafeni na jednotlivé sloZzky (napf. opticky
hranol, difrakéni miizka)

4. Zaostrovaci prvek

Zaostiovaci prvek ma funkci zaostfovat elektromagnetické zafeni (funkce se v jednotlivych
variantach lisi (viz Co¢ky a zrcadla)

(Misto pro vzorek)

5. Senzor

Rada fotosenzitivnich detektorti, majici za ukol zaznamenavat intenzitu dopadajiciho
elektromagnetického zateni. Detekované informace jsou nésledné zpracovany softwarem a v tu
chvili jsou pfipraveny na zhodnoceni lidskym anebo automatickym vyhodnocovatelem.
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1.3.2 Usporadani absorpéniho spektrofotometru

Absorp¢ni spektrofotometry se od sebe mohou liSit mnoha zpiisoby, napiiklad se mohou lisit
Vv uspoiadani jednotlivych komponentii za sebou, jinych variaci soucasti k dosazeni vysledkai,
velikosti detekovaného pasma spektra a mnoha dalSich. Bohuzel téchto variant je ptilis mnoho,
aby v této praci zazné€ly vSechny obmény, ale pro porovnani byly zvoleny dva nejcastéjsi typy
usporddani optické soustavy, a to jsou Czerny—Turner a uspofddani typu Bunsenova
spektroskopu?.

a) Czerny-Turner

Toto usporadani je specifické tim, ze ke kolimaci a zaostfovani zafeni pouziva konkdvni
zrcadla, kterd jsou usporadana tak, aby kolimacni zrcadlo kolimovalo zéafeni na difrakcni
miizku, zniz se nasledné¢ odrdzi rozlozené na zaostfovaci zrcadlo, které ho zaostfuje
na jednotlivé ¢asti senzoru (viz obr. 1.14). Jednou z vyhod tohoto usporadani je kompaktnost
celého systému oproti Bunsenovu spektroskopu.

Array
detector

Entrance shit Grating

Miurror 1

Obr. 1.14 — Schéma spektrometru typu Czerny—Turner (Rigelleo, 2024)

b) Bunsentv spektroskop

Pro uspofadani typu Bunsenova spektrometru se vyuziva vice linedrniho postupu, ke kolimaci
a zaostfovani jsou pouzivany cocky a k disperzi zafeni oproti uspotadani typu Czerny—Turner
se vyuziva bud’ optického hranolu, nebo transmisni difrak¢éni miizky. Na obrazku obr. 1.15 je
vidét, ze tento typ usporadani miize byt relativné dlouhy, a ne tak dobie skladny jako Czerny—
Turner.

2 Pro pifpadné zdjemce o vétsi poznatky o riznych uspofadanich absorpéniho spektrometru doporucujeme
literaturu (11)
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The Classical Prism Spectrograph

Collimating

Imaging plane B

© Steve Dearden

Obr. 1.15 — Bunsentiv spektroskop (https://stevesopenlab.fr/spectrometer—designs /)
1.3.3 Principy méreni
Kalibrace

Aby méteni na spektrofotometru bylo relevantni, musi se pfed samotnym méfenim ovéfit jeho
kalibrace. Ta se provadi lasery o zndmé vlnové délce, jejichz zafeni je méfeno
spektrofotometrem a podle skute¢nosti, zda se znama vlnova délka laseru lisi nebo nelisi
s naméfenou hodnotou se determinuje, jestli je pfistroj zkalibrovan. Pokud se vlnové délky
shoduji, pak je spektrofotometr zkalibrovan a je pfipraven k méteni. Pokud se nerovnaji, pak
se musi ptistroj pfed métenim hardwarové ¢i softwarové zkalibrovat. Hardwarova nebo také
geometricka kalibrace se provadi tim zptisobem, Ze se méni thly v optické soustavé za icelem
posunuti dopadajiciho spektra na detektor do spravné polohy. Kalibrace prostiednictvim
softwaru funguje na bazi softwarové tpravy métreného spektra a to tim, Ze celé spektrum posune
na o¢ekavané hodnoty.

Meéreni

Pokud je ovéteno, Ze spektrofotometr méii relevantni vysledky, pak se mize zapocit samotné
meéfeni a analyza naméfenych vysledkd. Vysledkem méfenym spektrofometrem jsou spektra
intenzity zafeni (typy kontinualni a emisni spektra), absorp¢ni spektra a transmisni spektra.

1.3.3.1 Interpretace jednotlivych spekter

r

Spektra intenzity zareni

Kazdy zdroj elektromagnetického zafeni vyzatuje specifické spektrum intenzity, z n¢hoz je
mozné vycist, které vinové délky zdroj vyzatuje nejintenzivngji. Naptiklad na obr. 1.16 je vidét,
ze studend bila LED dioda ma spojité spektrum intenzity od 400 nm do cca 715 nm, s tim Ze
nejintenzivngj$i zafeni vyzafuje na 445 nm. Naproti tomu zdroj nemusi mit vzdy Siroké
kontinualni spektrum jako ma bila LED dioda, ale mize mit relativné uzké spektrum jako ma
zluta LED dioda (viz obr. 1.17). NejuZzsi spektra zdroju zafeni maji zpravidla lasery, které téméf
jednu vinovou delku.
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Obr. 1.16 — Spektrum intenzity zafeni studené bilé LED diody se zfetelnym maximem intenzity v modré ¢asti
spektra (potizeno v softwaru Spectrometry spole¢nosti Pasco)
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Obr. 1.17 — Spektrum zluté LED diody (pofizeno v softwaru Spectrometry spole¢nosti Pasco)

Emisni spektra jsou typem spektra intenzity elektromagnetického zafeni, se kterym je mozno
se setkat pii spektralni analyze prvkt. Na obr. 1.18 je zobrazeno emisni spektrum neonu, na
kterém lze pozorovat jednotlivé skoky elektront z vyssi energetické hladiny na niZsi, pii nichz
jsou vyzafovany (emitovany) vinové délky korespondujici srozdily mezi jednotlivymi
hladinami.
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Obr. 1.18 — Emisni spektrum neonu (pofizeno v softwaru Spectrometry spole¢nosti Pasco)

Transmisni spektrum

Transmisni spektrum je vyuzivano predev§im v oblasti infracervené spektroskopie. Tento typ
spektra je vyjimeénym oproti ostatnim, Ze se Castéji vyjadiuje v zavislosti transmitance T a
vino¢tu ¢ (¢ = 1/A). V infraCervenych transmisnich spektrech Ize identifikovat jednotlivé
funkéni skupiny organické chemie (viz obr. 1.19).

SETransmittance

2981

C-H
3391 stretch

O-H ethanol
stretch

1
2000

Wavenumbers (cm-1)

C-0 stretches

1055

Absorpc¢ni spektrum

Obr. 1.19 — Transmisni spektrum ethanolu

Absorpcni UV-VIS-NIR spektra ndm umoziiuji studovat elektronové prechody mezi nejvyssimi
obsazenymi (HOMO) a nejniz§Simi neobsazenymi molekulovymi orbitaly (LUMO) v
organickych molekulach (viz. obrazek 1.20) a tak studovat jejich strukturni vlastnosti a
pfemeény (napf. v ramci acidobazickych reakci atp.).
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Obr. 1.20 — Energetické hladiny elektronti

Tyto ptechody se projevuji absorpénimi pasy v oblasti 200-800 nm. S klesajici energetickou
vzdalenosti (AE) obsazenych a neobsazenych orbitalti, mezi kterymi dochazi k elektronovym
pfechodliim, se absorp¢ni pasy posouvaji smérem k del§im vinovym délkam. Dobrym ptikladem
mize byt homologicka fada kondenzovanych arent na obr. 1.21.
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Obr. 1.21 — Absorpéni spektra naftalenu, anthracenu a tetracenu

Konjugace v naftalenu, anthracenu a tetracenu zpisobuje bathochromické posuny (posuny
k delsim vlnovym délkdm) T -> * absorpénich pasu, jak je vidét na spektru. VSechny absorpce
se neposouvaji o stejnou hodnotu, takze u anthracenu (zelen¢ vystinovany ramecek) a tetracenu
(modfe stinovany ramecek) je slabd absorpce zakryta silnéjSimi pasy, které zaznamenaly vétsi
Cerveny posun. Jak Ize o¢ekavat z jejich spekter, naftalen a antracen jsou bezbarvé, ale tetracen
je oranzovy.

Pfi interpretaci absorpcnich spekter je diilezité pfedevsim se zamérovat na tzv. absorpéni peaky
na vinovych délkach (viz Obr. 1.22). Absorpéni spektra jsou charakteristicka pro jednotlivé
latky, takZe je mozné z nich identifikovat sloZeni analyzovaného vzorku.
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Obr. 1.22 — Absorpéni spektrum alkoholického napoje (potizeno v softwaru Spectrometry spole¢nosti Pasco)

Kvantitativni analyza prostiednictvim Lambert—Beerova zakona

Pfi stanoveni koncentrace roztoku, jak jiz bylo zminéno vySe, se pouzivd Lambert—Beertv
zakon. Princip méfeni koncentrace neznamého roztoku spociva v tzv. kalibracni ktivce, kdy se
naméii u alespon 4 roztokli o znamé koncentraci latky, jejiz koncentrace v neznamém roztoku
je zjistovana, absorbance ve spektrofotometru®. Na obrazku obr. 1.23 lze vidét linearni
zavislost absorbance na koncentraci roztoku v Lambert-Beerové zakoné. (11 stranky 156-159)
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Obr. 1.23 — Kalibraéni ktivka vyjadiujici Lambert—Beertv zikon

8 Pro co nejpresnéjsi méfeni je doporudeno provést referenénich méfeni pro kalibra¢ni kiivku s co nejvice roztoky
0 zndmé koncentraci.
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2 POUZITE METODY A POSTUPY

Vzhledem knasim ptvodné limitovanym zkuSenostem v oboru védecké instrumentace a
znalostem fyzikalnich a chemickych principti na Grovni stfedni $koly jsme se rozhodnuli
v ramci projektu postupné pracovat na zafizenich o nékolika Grovnich komplexnosti, po¢inaje
tim nejjednodussim.

V ramci projektu, ktery byl zapocat v 1ét€ roku 2022, bylo a nadale je vyvijeno né€kolik verzi
funk¢nich spektrofotometri pro aplikace na ruznych urovnich vyuky. U kazdé z téchto verzi
Jsme zacali naplanovanim cilovych specifikaci a postupu vyvoje na bazi konzultaci a dostupné
literatury, nésledoval postupny navrh dil¢ich komponent, integrace téchto komponent do
systému, finalizace v ramci testovani, a vyhodnoceni prace.

V posledni fazi projektu nyni postupné probiha testovani didaktického uziti vyvinutych
spektrofotometri ptimo na Skoléach.

Uz od zacatku projektu probihaly pravidelné konzultace, zejména s doktorem Votavou, které
vyrazné pomahaly ve sméfovani jak vyvoje dil¢ich technologii, tak celého projektu.

Paralelné s vyvojem jednotlivych zafizeni byla v pribéhu celého projektu utvaiena DIY STEM
metodika a vlastni technologicka feseni jejich dil¢ich komponent. Mezi tyto patii:

e Matematicky navrh geometrie

e Disperzni prvek

e Stérbina

e Fokusac¢ni (a kolimacni) optika

e Opticka vlakna

e Drzék kyvety

e Svételny zdroj

e Mechanické konstrukce a odstinéni od prostiedi
e Opticky detektor

e Software

Vyvoj verzi kazdé z téchto komponent a jejich nasledna integrace do jednotného systému
podléhala podobnému vyvojovému cyklu jako cela zatizeni. Na zakladé konzultaci a literatury
bylo uréeno mozné zlepSeni, to bylo vyvinuto a nasledné otestovano.

Vzhledem k DIY povaze projektu byly voleny metody umoziiujici levny a reprodukovatelny
VyVvoj. Pouzity hardware i jednotlivé komponenty optické soustavy byly voleny tak, aby se daly
zakoupit za dostupnou cenu, a aby byly co nejjednodussi na manipulaci. Pro rychlé
prototypovani jsme pfistoupili k pouzivani 3D tisknutych plastovych soucastek spojenych
Srouby nebo lepidlem. Softwarové rozhrani pro ovladani spektrometru je cross—platformové,
Ize jej tedy spustit na libovolném desktopovém opera¢nim systému.
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Obr. 2.1 — Navrh 3D konstrukce (Autodesk Fusion 360)

Materialy slouzici k DIY reprodukci vyvinutych zatfizeni jsme se rozhodnuli spolu s kratkym
predstavenim projektu publikovat na vetrejné dostupnych webovych strankach projektu. Mezi
tyto materialy jsme zafadili open—source software, navod na sestaveni zafizeni, soubory uréené
k 3D tisku jednotlivych soucastek, excelovy nastroj na vypocet geometrie (viz 3.2.1), a tuto
praci SOC shrnujici cely projekt.

Vyvoj stale dal pokracuje, planujeme na spektrometrech pracovat do i od krajského kola SOC,
zejména pokracovat v testovani didaktické aplikace na stfednich a zakladnich Skolach.

2.1 Referenc¢ni zarizeni

Pro tucely benchmarkovani naSich zafizeni byly vypujéeny komeréni malé spektrometry
z Katedry didaktiky PiF UK. Na za¢atku projektu jsme si vypujéili spektrometr Red Tide, ktery
slouzil k naSemu zaSkoleni V principech spektralnich méfeni a aZ ve fazi testovani naSich
vlastnich zatizeni jsme si vypujcili spektrometr Pasco. Tyto spektrometry byly zvoleny, jelikoz
se jedna o komeréné dostupnd zafizeni se srovnatelnymi parametry, jako jsou nase cilové,
zejména z hlediska piesnosti, vyuziti na experimenty, a frekvenénim a absorpénim rozlienim.
Vsechna referenéni zafizeni a pfisluSenstvi k nim nam propijcila Ptirodovédecka fakulta
Univerzity Karlovy.

2.1.1 Ocean Optics Red Tide USB650 UV

Komer¢ni spektrometr pro lehké védecké tkony, pro jeho funkénost bylo zapotiebi si zaptjcit
jesteé optickd vlakna, externi zdroj zafeni (deuterium a halogen), drzak na kyvety a software
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SpectraSuite. Jeho kalibrace byla ovérovana lasery o znamé vinové délce, pfi niz jsme zjistili,
ze spektrometr ma posunuté celé spektrum o 6 nm, takze jsme jej pouzivali jen na ptiblizny tvar
spekter a jako praktické zaufeni na experimentalni urc¢eni Lambert—Beerova zakona, protoze
pokud se vztah urcuje na stejné vinové délce, pak jeho numericka hodnota nehraje roli.

1. Slozita optika (je vyzadovan externi zdroj zafeni)

2. Hodné soucastek

3. Lze sledovat ostré peaky na jednotlivych vinovych délkach (piechody elektronti na
urcité energetické hladiny)

4. VyuZivany software SpectraSuite — slozity na pochopeni, velké spektrum funkci,
placeny

Obr. 2.2 — Red Tide USB650 UV

Obr. 2.3 — Soustava pro méfeni s Red Tide USB650 UV
(popis obrézku: vlevo zdroj zateni deuterium halogen, vpravo spektrometr Red Tide s drzakem na kyvety, cela
soustava propojena kifemennymi optickymi vlakny)
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2.1.2 Pasco P5-2600

Komer¢ni spektrofotometr pro didaktické ucely, experimentalné ovéfena presnost jeho
kalibrace. Benchmark pro tvar absorpénich spekter a zaroven pro relevantnost méfeni
absorbance pii Lambert—Beerové zakong.

Jednoduché provedeni (vSe je na jednom mist¢)

Lze sledovat piiblizné peaky na jednotlivych vinovych délkéch

Vybaven fluorescenéni a fosforescenénim zdrojem pro emisni spektrometrii
Vyuzivany software Spectrometry — jednoduchy na pochopeni, piivétivy, omezené
funkce, piistupny na pozadani

How e

PASCO
SPECTROMETER

PS-2600  WIRELESS Spectromet

Obr. 2.4 — Pasco PS-2600

Obr. 2.5 — Soustava pro méfeni s Pasco PS-2600
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2.1.3 Parametry referené¢nich zarizeni

Tab. 4 — parametry referenénich zatizeni (17; 18)

Spektrometr Pasco PS-2600 Red Tide USB650 UV

Cena 26.370,00 K¢ 2000-3000%

Jedn_OdUChOSt Jednoducha Pqtfebné manipulace s optickymi

manipulace vlakny

Spektralni rozpéti | 380-950 nm 250-800 nm

Spelitra!m 0,4 nm 1nm

rozliSeni

Peakoveé rozlieni | 2-3 nm 2nm

RozliSeni 0,001 au 0,002 au

absorbance

Odstinéni proti

parazitnimu Dokonalé Dokonalé

zareni

Kalibrace Moznost softwarové Kalibrace Toyérni (uprava pouze ve specialné
dedikovanych zatizenich)

Piistupnost SW Na pozadani Placeny

Modularita Modifikace pouze specialnim Moznost zapojeni do vlastni optické

designu modulem s optickym vldknem | soustavy

2.2 Zvolené metody ovéiuji relevanci vyvijenych zarizeni

Pro kvantifikaci kvality vyvijenych a referenénich zatizeni byly zvoleny nasledujici parametry
a metody:

Kvalita kalibrace ur¢uje relevantnost méfeni piesnych vinovych délek. Jeji ovéfeni se provadi
prostiednictvim alespon 2 lasert, jejichz vinové délky jsou pfedem zndmé a podle namétenych
hodnot se nasledné urcuje, zda je pfistroj spravné kalibrovan. Pokud se naméfené hodnoty
shoduji s vinovymi délkami lasert, pak je spektrofotometr zkalibrovan. Resenim pii
nekorespondujici hodnot¢ je softwarova kalibrace.

Schopnost kvalitativni a kvantitativni analyzy lze ovéfit prostfednictvim jednoduchych
didaktickych aloh, které by byly provadény simultanné na vyvijeném piistroji a na komerénim
spektrometru. Porovnanim jejich vysledkti je mozné vyvodit S jakou piesnosti je pristroj
schopny provadét jednoduché analyzy. Zvolené didaktické ulohy:

o kvalitativni Gloha: uréeni barviva podle absorpéniho spektra
o kvantitativni Gloha: vypocet koncentrace roztoku prostiednictvim Lambert—
Beerova zakona

Spektréalni rozliseni urcuje kvalitu zobrazovaného spektra. Je ovlivnéno geometrii optiky kterd

by méla promitat co nejvetsi Sifi spektra na senzor, a horizontalnim rozliSenim senzoru. Lze ji
rozpéti vinovych délek dopadajicich na senzor

urcit podilem —
pocet pixell senzoru

Peakoveé rozliSeni feSi problém teoretické povahy rozliSeni spektralniho, které mize byt
v piipadé vysokych rozliSeni senzort zavadéjici. UrCuje se proto empiricky, zmétenim Siiky
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spektrélniho peaku monochromatického paprsku, tj. laseru. Kromé kvality optické sestavy jé
zavisla zejména na sitce vstupni $térbiny.

Rozliseni absorbance urcuje ptesnost, s jakou dokazeme ur¢it hodnotu absorbance dilezitou
pro koncentra¢ni méfeni dle Lambert—Beerova zakona (viz 1.2.1). Jako modelovou slouc¢eninu
jsme zvolili modrou skalici, CuSQOa, pro jeji dostupnost a nizkou toxicitu. V literatuie je
absorpéni koeficient pro CuSOs bézné ur¢ovan s métenim hodnot absorbance na vinove délce
635 nm (19).

b1
wocmE

Obr. 2.6 — Srovnavaci méfeni rozliSeni absorbance podle Lambert—Beerova zakona pomoci CuSO4

Tyto zji$téné parametry byly nasledné srovnany s hodnotami od vyrobci referenénich zatizeni.
2.3 Metodika testovani na §kolach

Pfi testovani na skolach jsme zvolili postup paralelni vyuky, kdy se studenti na zacatku seznami
S principy spektrofotometrie a nasledné si své nové nabyté védomosti ovéii prakticky
prostfednictvim dvou laboratornich uloh. Tyto Ulohy jsou navrzeny tak, aby si student
vyzkousel praxi v kvalitativni i kvantitativni analyze. Rozhodli jsme se zpocatku pusobit
V hodinédch chemie, jelikoZ je nutné se napted sezndmit s aplikaci zatfizeni, neZ by se studenti
ponofili do problematiky sestrojeni svého vlastniho pfistroje.

Piipravujeme také navazujici prednasky o fungovani spektrometri, které by mohly pomoci
studentim se zorientovat v tom, jak se tyto pfistroje stavi.
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3 VYSLEDKY

Mezi vysledky projektu patii ur€eni konkrétnich cilovych parametrti pro rizné Grovné vyuziti,
vyvinuti technologie a metodiky jednotlivych subsystémd, integrace téchto subsystémi do
konkrétnich feSeni (zafizeni), srovnavaci testy s referen¢nimi zafizenimi, praktické otestovani
v rdmci vyuky na ¢eskych skolach, a vytvoreni vefejné dostupné sady materiali umoziujicich
samostatnou konstrukci nasich spektrofotometra a jejich uziti ve vyuce.

3.1 Definice parametri

Na zaklad¢ konzultaci se zakladoSkolskymi, stiedoSkolskymi a vysokoskolskymi uditeli jsme
se rozhodnuli vyvijet feSeni na 3 drovnich komplexnosti.

U vSech téchto feseni jsme uréili rozsah ceny, naro¢nosti na sestaveni, spektrélniho rozpéti a
odstinéni interferenci, kalibrace, pfistupnost softwaru,

rozliSeni, jasového rozliseni,

proveditelné experimenty a potencial modularity a dalsich vylepseni.

Tab. 5 — Cilové parametry jednotlivych koncepci spektrofotometri

Koncepce Jednoduchd —S1 | Pokro¢ila — Al Komplexni — K1

Cena Do 1 000 K¢ Do 2 000 K¢ Do 10 000 K¢
Jednoduchost Snadné sestaveni Mirné naroénéjsi Potiebna znalost zakladnich
sestaveni dle ndvodu sestaveni dle navodu koncepti

Spektralni rozpéti | 400-700 nm (VIS) | 350-950 nm (VIS-NIR) iﬁg—)gsmm (UV=Vis-
Peakove rozliseni 2-5nm 1-2nm <lnm

Koncentra¢ni
rozliSeni

0,01 au

0,005 au

0,001-0,002 au

QOdstinéni proti
parazitnimu zafreni

Malé ruSenti, které
Ize softwarové
odfiltrovat

Pokrocilé odstinéni
umoznujici vyssi
presnosti méteni

Nékolik mozZnosti
dokonalého odstinéni

Pevné slepeni

Nastavitelnost polohy

Nastavitelnost veskerych

Kalibrace geometrie, dale SW . prvki, automaticka SW
kalibrace mfizky, senzoru i kalibrace
Jednoducha Hlubsi analyza spektra, | Pokro¢ilé nastroje, moznost
Software kalibrace a ovladani nastaveni definovat vlastni analyzu,

zobrazeni spektra

kamery, graf

automaticka kalibrace

Modularita designu

Limitovana
modularita

Odnimatelné moduly,
moznost propojit s dalsi
soustavou opt. VIaknem

Cetné moznosti
ptizpasobeni a integrace do
vétSich soustav, napt. jako
vychozi modul
spektrometru pro
didaktickou Ramanovu
spektroskopii

Proveditelné
experimenty

Charakteristika
zatreni

Charakteristika zafeni,
analyza vzorku

MozZnost rozsifeni na
Sirokou §kalu experimentt
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3.2 Vyvinuté technologie a metody

Pro vytvoreni jednotlivych méficich zafizeni bylo tfeba soubézné pracovat na dil¢ich
technologiich, metodikach geometrickych vypocta a vyroby, a volbé spravnych komponentu.
Tento vyvoj vzdy sméfoval ke konkrétnim cilovym parametrim pomoci inkrementalnich zmén.
Vsechny metody a technologie byly vyvinuty tak, aby spliiovaly parametry potiebné pro
pokrocilou uroven zatizeni.

U vétSiny uzitych postupii bylo Cerpano z internetovych zdrojt, ucebnic, pfirucek a expertizy
dr. Votavy. Velikou pomoci se ukazaly byt také existujici projekty na DIY uziti zvolenych
senzorll a internetova fora zabyvajici se fyzikalnimi, programovacimi a elektrotechnickymi
tématy.

o Senzor
Fokusaéni optika

Stérbina Disperzniclen
(mfizka)

Vzorek Kolimaé&ni optika
Vlakno =
&=
ﬂ
v J
—— v “—~—

Zdroj Kyvetnik Spektrometr Uzivatelské
rozhrani

Ridici HW
Software

Obr. 3.1 — Schéma spektrofotometru
3.2.1 Matematicky navrh geometrie

Pro zapoceti vyvoje bylo nutné nejprve teoreticky popsat funkéni mechanismus planovaného
spektrofotometrického zatizeni. Pro konstrukci bylo také nutné uréit s maximalni presnosti
pozici a parametry (ohniskovou vzdalenost, Cetnost vrypu Stérbiny, velikost) optickych
soucastek. VSechny tyto Udaje podléhaji fyzikalnim zakonim popsanym v kap. 1.2, a bylo tudiz
tieba se v zakladnich principech optiky orientovat.

Po dostate¢ném pochopeni téchto koncepti jsme pro téely ndvrhu geometrie nasich pfistroji
vytvofili na zakladé inspirace z internetovych zdroji (16) nastroj tabulkové kalkulacky
v programu Microsoft Excel slouzici pro vypocty potfebnych geometrickych hodnot. Nastroj
obsahuje pole pro zadani parametrii senzorl, miizky, a pozadovanych parametri vysledného
spektrometru (rozpéti a rozliseni vinovych délek). Vysledné hodnoty ohniskovych vzdalenosti
kolimacni a fokusacni optiky, jehlu miizky a senzoru, a maximalni $iftky vstupni $térbiny jsou
vypocitany pomoci vzorcti uvedenych v prostfednim sloupci.

Nastroj nabizi i moznost vypoctu bez kolimaéni ¢ocky a s vlastnim uhlem mfizky, ktery je
vyuzivan na vSech soucasné vyvinutych spektrofotometrech.
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Values

o e __ 8 - [picamvs ©

input  sensor width [mm] Ip 6,450 mm
input  number of pixels Ag 4608
sensor pixel width [mm] al 0,001 mm
input  minimum wavelength [nm] M 350 nm
input  maximum wavelength [nm] A 700 nm
input  grating groove density [1/mm] G 1000
input  angle of incidence [deg] (angle between incident light and normal to the difraction grating) a |
input  Magnification M 5,000
diffraction orders n 1
wavelength range [nm] A=h; -} 350 nm
resolution [nm] {of sensor, must be maintained by grating) [nm] A = ANA, 0,0760 nm
min diffraction angle [deg] By =arcsin{\, *G) 20,487°
max diffraction angle [deg] B2 = arcsinfA:*G) 44,427°
diffraction angle span [deg] AR 23,940°
middle diffraction angle [deg] (for a=0) B = (B: +Bal/2 32,457°
total diffraction angle [deg] (focus lens angle) D=a+p 32,457°
used grating width [mm] {matches resolution) Dg = Ac/AAs/G 6,912 :
collimator focal length [mm] fz = fe*cos{o)/cos(Bc)*M 92,143 mm
focus focal length [mm] = Io/(2sin(B, - Be)) 15,550 mm
input slit width [mm] W5 = GH*AN;/cos(a) 0,007 mm,

Obr. 3.2 — Nastroj na vypocet geometrie spektrometru, oranzové jsou oznaceny pole vstupnich hodnot?
(Microsoft Excel)

Podle téchto hodnot bylo mozné navrhnout 3D tiSténé dily a zakoupit hardwarové soucastky
s odpovidajicimi parametry. Jelikoz je tento vypocdet geometrie silné teoreticky a tudiz
inherentn¢ nezahrnuje naprosto vSechny ptitomné faktory, bylo tfeba navrhovat konstrukéni
dily s moznosti drobné manipulace polohy jednotlivych soucéastek, a po sestaveni kazdé optiky
ji témito manipulacemi doupravit do dokonalé podoby. Tyto neptesnosti v teoretickych
vypoctech byly zplsobeny zejména nepiesnosti 3D tisku.

Obr. 3.3 — Doopraveni polohy souc¢astek po sestaveni optiky spektrometru V1

Popis konkrétnich vypoctt je uveden nize u danych soucéastek.

4 Nastroj byl vytvoten v anglickém jazyce z divodu snadného pievedeni nazvii veli¢in z anglickych zdroji. Na
webovych strankach projektu je k dispozici verze ptelozena do &j.
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3.2.2 Zdroj svétla

Pocatek optické drahy tvoti zdroj svétla, u kterého je stéZejni jeho spektrélni charakteristika a
intenzita. Z konstruk¢nich divodt jsme pii vybéru zdroje uvazovali i 0 jeho elektrotechnickych
parametrech jako je operacni napéti a potiebny vykon. Vzhledem k tomu, Ze méteni absorbance
je vzdy v poméru proti zdroji o dostate¢ném jasu v sledované oblasti spektra, bylo dilezité, aby

-----

Pro prvni testovani byl vyuzit blesk mobilniho telefonu, ktery ma, jakozto bila LED dioda,
Siroké spektrum.

Obr. 3.4 — Blesk mobilniho telefonu pouzivany jako zdroj

K dal$im méfenim a testovani byl pouzivan profesionalni zdroj vybaveny halogenovymi a
deuteriovymi lampami. Tento zdroj byl zaptjéen z katedry didaktiky chemie PiF UK.

Obr. 3.5 — Zdroj pro UV-VIS oblast

Zdroj integrovany piimo do konstrukce byl vyvinut pro spektrofotometr V2. Zde je v piedni
Casti prostor pro vyménitelné moduly zdroji, které mohou byt vyrobeny samostatné od zbytku
konstrukce. Jako zakladni zdroj pro analyzu vzorki pak byl vytvoien modul s teplou bilou LED
diodou obsahujici variabilni rezistor pro moznost zmény jasu.
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Obr. 3.6 — Zdroj vyuzivajici teplou bilou LED diodu s variabilnim jasem vyvinuty pro spektrofotometr V2 (viz
3.3.3)

Obr. 3.7 — Spektrum zdroje na bazi bile LED diody viditelné spektrofotometrem V2

Dalsi skupinou zdroju svétla potiebnych pro operaci spektrometru jsou kalibraéni lasery. Pro
ucel kalibrace, ktera vyzaduje monochromatické svétlo o pevné dané frekvenci, jsou lasery
idedlni. V ramci testovani jsme pouzivali nejprve laserova ukazovatka, u kterych je vsak

naro¢né spolehlivé ptipojeni na zbytek aparaturu.

Obr. 3.8 — Vyuziti laserového ukazovatka (532 nm) na kalibraci spektrometru
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Pro snadnéj$i manipulaci a vys$si modularitu pracujeme na vyvoji vlastnich laserovych zdroja
na bazi laserovych LED diod.

Obr. 3.9 — Testovani laserové diody (650 nm)

3.2.3 Optickeé vlakno

Pro snadnou manipulaci s externimi zdroji a kyvetovym drzakem a vétsi kontrolu nad méfenym
svétlem je mozné na zacatek spektrometru pfipojené optické vlakno. Dostupné opticka vlakna
jsou vsak plastova a tedy nepropustna v UV oblasti. Vyvinuta zafizeni jsou tak soucasné
kompatibilni se zaptj¢enymi, vyrazné drazS§imi sklenénymi optickymi vlakny Oceanoptics.

Obr. 3.10 — Zapuj¢ené kiemenné vlakno Oceanoptics

3.2.4 Kyveta a drzak kyvety

Pro pfidani roztoku do optické drahy slouzi standardizované prihledné kyvety. Pii
experimentaci jsme pouzivali jednorazové polystyrenové kyvety opticky oSetfené do oblasti
280 az 800 nm o velikosti 12,5x12,5 mm.
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Obr. 3.11 — Pouzivané 1 cm kyvety v ochranném pouzdie

Drzak kyvety je mistem v optické soustavé, kam pro spektroskopickou analyzu umistujeme
kyvetu se zkoumanym vzorkem. Pro aplikaci v soustavé spojené optickymi vlakny jsme
vytvorili externi drzak kyvety s odnimatelnym vikem.

Obr. 3.12 — Samostatny drzak kyvety s vikem
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Obr. 3.13 — Samostatny drzék kyvety spojeny se zbytkem soustavy optickymi vlakny

Pro verzi spektrofotometru V2 jsme drzak kyvety integrovali do odnimatelné ptedni ¢asti
zafizeni. Tato ¢ast se sklada ze dna a drzéku kyvety presné licujiciho s otvorem $térbiny. Na
tento drzak lze nasadit modul se zdrojem bud'to v optické ose pro komparativni transmisni
méfeni, nebo kolmo na né&j pro experimenty zkoumajici fluorescenci vzorku. Celou pfedni ¢ast
je poté mozné pro odstinéni parazitniho svétla zakryt vlastnim vikem.

Obr. 3.14 — Drzak kyvety pouzivany ve spektrofotometru V2 se §térbinami pro zdroj
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Obr. 3.15 — Analyza vzorku v kyveté pomoci bile LED diody jako zdroje

3.2.5 Stérbina

Pro vytvoieni tenkého paprsku vstupujiciho do optické sestavy slouzi $térbina. V idedlnim
ptipadé by jeji Sitka méla odpovidat $itce jednoho pixelu senzoru.

dsenzoru

détérbiny = AL
rozpéti vinovych délek

Vz. 10

Takto maly otvor, fadové v nizkych jednotkach pm, by vSak drasticky snizoval mnozstvi
propusténého svétla a bylo by prakticky nemozné jej v amatérskych podminkach vytvofit. Proto

cilime sitku nasich $térbin na hodnotu 50-100 pm, tedy % az 2—10 milimetru.

Na vnéjsi strané stojanu pro $térbinu je uchyt tvoieny adaptérem na optické vlakno, na vnitini
pak misto pro umisténi pro 2 paralelnich ostii noze ¢i ziletky. Stérbina je vytvotena postupnym
prilepenim obou ostii k podlozZce tak, aby byly neustéle paraleln€ a byla mezi nimi patficna
vzdalenost.

Technologie kontrolované tvorby $térbin o ur€ité Sifce se ukazala jako klicova, nebot’ je jednim
zZ hlavnich faktort urcujicich rozliSeni zatizeni.
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Obr. 3.16 — Stérbina tvofena rovnobéznymi hranami nozt

Obr. 3.17 — stérbina z vnéjsi strany s prostorem pro piipojeni optického vlakna

Jako mozné vylepSeni Stérbiny koncipujeme konstrukci s nastavitelnou S$itkou, prozatim
postavenou na bazi Suplery. Vzhledem k drovni rigidity a ptesnych rozmérd materialu, ktera je
pro takovou konstrukci tieba, je tento koncept zatim jen ve fazi vyvoje.

Obr. 3.18 — VVyvojova verze §térbiny s posuvnou vnitini $itkou
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3.2.6 Disperzni medium

Pouziti optického hranolu pro disperzi svétla skytd nevyhody v mozné chromatické vadé,
nelinearnim vztahu Ghlu disperse na vinové délce, a malém rozpéti dispersnich uhli. Z téchto
duvodu jsme se jiz na pocatku projektu ptiklonili k pouzivani optické miizky, kterd je pro

moderni spektrometry standardem a umoziuje diky vysokému disperznimu thlu kompaktné;si

konstrukce. Na druhou stranu ma miizka nevyhodu vytvareni dalSich fadi rozlozeného svétla,
které se mizou s 1. fadem v piipadé oktavovych frekvenci prekryvat.

Z difrakéni rovnice (viz 1.2.2, vzorec 8) je patrné, ze sté€Zejnim parametrem miizky je
vzdalenost mezi $térbinami, resp. hustota na mm (G), ktera bude ovliviiovat uhly difrakce.
Nami pouzivané miizky se pohybuji mezi 500 mm* a 1000 mm-, pficemz nejcastéji uzivame
prave 1000.

Z dvodu nizsich cenovych nakladi jsme se rozhodnuli uzivat plastové transmisni miizky. Pro
vyvoj piesnéjsich zatizeni bude nutné i vyuziti sklenénych miizek, jelikoz plastové folie jsou
néchylné na prohnuti a maji velmi nizkou propustnost v blizké UV oblasti.

Obr. 3.19 — Zakoupena transmisni difrakéni miizka s hustotou G = 1000 ¢ar na mm

V geometrii je miizka umisténa pfed fokusacni optikou na krouzku, ktery umoziuje rotaci pro
zarovnani vrypu do roviny. Soucasné stojan umoziuje mirny pohyb v optické ose pro zarovnani
Sife spektra na $ifi senzoru. Manipulace s miizkou potifebnd pro jeji pfipevnéni ke stojanu
vyzaduje praci s rukavicemi, jelikoz folie je velmi nachylnd na otisky prstl, necistoty, a
Skrabance.
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Obr. 3.20 — Uchyt difrakéni miizky umoziujici rotaci
3.2.7 Kolimac¢ni optika

Tato ¢ocka slouzi ke kolimaci svétla vychazejiciho ze $térbiny a je tedy teoretickou spojkou
umisténou ve své ohniskové vzdalenosti od $térbiny. Rozdil v ohniskove vzdalenosti kolimaéni
a fokusacéni ¢ocky miize byt vyuzit pro zvétSeni poméru mezi Sitkou $térbiny a Sitkou, na kterou
se promitne, tudiz lze zvysit rozliSeni zatizeni. Zaroven je tieba zohlednit, Ze svétlo na miizku
vstupuje pod tthlem a a ohniskova vzdalenost kolimaéni ¢oc¢ky fc je tedy:

cosa

fC:fF*cosﬁc*M

Vz. 11 (16)

Kdy f; je ohniskova vzdalenost fokusacni Cocky, ficstiedni thel difrakce (maximum a minimum
difrakce podle difrakéni rovnice, viz 2.1.2).

Vyuziti kolimaéni ¢o¢ky nebylo v dosud vyvinutych zafizenich tfeba, avSak pracujeme s ni
jakou soucast vyvoje dalsi generace spektrofotometru.

3.2.8 Fokusacni optika

Fokusacéni ¢ocka je téz spojkou a je umisténa ve své ohniskové vzdalenosti od detektoru. Na
jejim misté je pouzit objektiv zaostieny na vzdalenost $térbiny od stfedu ¢ocky. Pro pokryti
celého senzoru 1ze vypocitat ohniskovou vzdalenost fokusa¢ni ¢ocky fr nasledovné:

f d§if“ka senzoru
F

~ 2xsin(B; — Be)
Vz. 12

Kdy g, je thel difrakce nejmensi vinové délky Ax:
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(i
B1=arcsm(7*m); m=1

Vz.13
A p2 je stiedovy thel mezi krajnimi Ghly difrakce A1 a A»:
B, + p, arcsin (% * m) + arcsin (% * m)
ﬂc = =
2 2
Vz. 14

Jako vyhodné svou velikosti, ohniskovou vzdalenosti a cenou se ukazaly byt objektivy se
zavitem M12, které lze bez dalsich modifikaci pfipevnit na PiCameru V2 a vymeénit tak malou
¢ocku PiCamery s f = 3,04 mm. Zatim jsme tyto objektivy nepouzili s PiCamerou V3, jelikoz
jejich instalace vyzaduje nendvratné mechanické odstranéni klece s opticky stabilizovanou
¢ockou.

Obr. 3.21 — Objektiv zavitu M12 s ohniskovou vzdalenosti 8mm (vlevo) a PiCamera V2 s nasazenym M12
objektivem (vpravo)
Vzhledem ke konkrétnim hodnotdm a rozsahu moznych ohniskovych vzdalenosti jsou u vétsich
optickych sestav misto obycejnych ¢oéek pro kolimaci i fokusaci pouzity objektivy
s nastavitelnym ohniskem. Pokud se jedna o objektivy se zavitem C, je tieba pouzit adaptér
nebo vyuzit PiCameru HQ, ktera tento zavit ma piimo na desce.
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Obr. 3.22 — Vétsi objektivy zavitu C s variabilni ohniskovou vzdalenosti

3.2.9 Mechanicka konstrukce a odstinéni od prostiedi

Ptes potencialni piesnost nabizenou plné kovovym provedenim jsme se rozhodli pro veskerou
konstrukci vyuzit technologie 3D tisku (Fused deposition modelling, FDM) v kombinaci
s kovovymi Srouby a lepidlem pro ptesné uchyceni. Jako tiskovy material byl pouzit PLA
(Polylactic acid) nebo PETG (Polyethylene terephthalate glycol). Pro co nejrychlejsi
prototypovani jsou jednotlivé souéastky vybaveny otvory pro Srouby na piipevnéni na
podlozku, kde mohou byt zafixovany lepidlem pro minimalizaci rozladénim.

Uchyty 3térbiny a senzoru jsou umistén na konfigurovatelném stojanu, ktery diky mechanismu
dvou Sroubti a plastovych pantli umoznuje velmi jemny pohyb soucéastkou ve dvou oséch.
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Obr. 3.23 — Mechanismus nastavitelné platformy, otd¢enim vloZeného $roubu proti pruziné se zkracuje
vzdalenost a ichyt se pohybuje kolem jednoho ze dvou pantt (Autodesk Fusion 360)

Ve vyvoji podceniovanym problémem se ukdzala byt piitomnost parazitniho svétla
prochazejiciho skrz 3D tiSténé stény krytu. Prisvitnosti vSak Ize pfedejit volbou tmavsich barev
filamentu a pouzitim Cerniciho spreje (vhodnou se ukdzala byt ochranna hmota proti
odlétavajicim kaminkiim).

3.2.10 Opticky detektor

Detektor na bazi optického senzoru — fotodiody — je umistén na samém zavéru optické drahy
pro snimani intenzity fokusovaného spektra. Z detektoru je tfeba syrovy signal zpracovat a
vizualizovat na pocitaci.

vvvvvv

rozdélené a uZzivat spiSe veliciny $ifky jednoho ,,pixelu a celkové §itky snimaci oblasti. Kromé
téchto hodnot je kvalita spektrofotometru ovlivnéna ,hloubkou snimani“, tj. svételnym
rozliSenim jedné fotodiody. Je také dullezité zohlediovat elektronickou/softwarovou
adaptovatelnost a kompatibilitu s dostupnymi ovladacimi Cipy.

Pro detektor se nabizeji dvé vyvojové vétve — vyuziti kamery ¢i linearniho senzoru.

Tab. 6 — Srovnani kamery a linedrniho senzoru

Senzor Kamera Linearni senzor
Technologie CMOS CCD

Cena Zalezi na kvalite€, 200-3000 K¢ [Nizsi stovky K¢

RozliSeni Podobné: 2000-4000 pixelt
Velikost 1 px INiz8i jednotky um Vys§i jednotky um
Vy¢itaci rychlost |Az 120 Hz Teoreticky az nékolik kHz
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3.2.10.1 Kamera

Jako nejsnaz$i moznost se nabizi vyuzit existujicich komerc¢né¢ velmi Siroce dostupnych
optickych detektort — kamer. Vzhledem k vysoké dostupnosti, jednoduché adaptovatelnosti a
kvalité dostacujici pro zakladni méteni jsme zvolili pro verze 1 a 2 praveé kamery.

Vyjma specifickych piipadi obsahuji moderni kamery CMOS ¢&ip, ktery umoziuje o néco
pomalejsi rychlost snimani a niz$i kvalitu obrazu. Do téchto kamer je také téméef vzdy
integrovan procesor piimo na desce, ktery Ize vyuzit pro komplexnéjsi praci se senzorem.

vvvvvv

adaptaci a co nejpresnéjSi odecitani intenzity je stézZejni, aby kamera po ziskani obrazu
neprovadéla dalsi zpracovani (napi. automaticka uprava jasu, vyvazeni bile barvy atp.). Pro
pripraveni zafizeni na experimenty sledujici dynamicky vyvoj spektra (pomalé chemické
reakce, biologické experimenty) je tfeba také zohlednit snimkovaci frekvenci, kterou dana
kamera dokéze vyvinout.

Tab. 7 — Parametry uzivanych/uvazovanych kamer

Kamera Webkamera | PiCamera V2 | PiCamera V3 E;ripl HQ IMX-291
Sirka 15 3,68 6,45 6,287 5,63
senzoru [mm]

Velikost 14 1,12 1,4 1,55 2,9
pixelu [pm]

Rozliseni 720 3280 4608 4056 3280
Rychlost snimani

[Hz (FPS)] 30 30 120 120 50
Rozhrani USB MIPI CSI-2 | MIPI CSI-2 MIPI CSI-2 USB

Zdroje: Raspberry Pi Camera Module [26.3.2024]; SparkFun Electronics. (n.d.); [dostupné z
https://cdn.sparkfun.com/datasheets/Dev/RaspberryPi/RPiCamMod2.pdf]
Raspberry Pi Camera Module v3 Review: A New Angle on Photography [26.3.2024]; Tom's Hardware;
[dostupné z https://www.tomshardware.com/reviews/raspberry—pi—camera—module—v3]

Raspberry Pi High Quality Camera [26.3.2024]; Raspberry Pi Trading Ltd.; [dostupné z
https://static.raspberrypi.org/files/product-briefs/Raspberry Pi_ HQ_ Camera Product Brief.pdf]
IMX290LQR, IMX291L QR [26.3.2024]; Sony Corporation; [dostupné z http://j5d2v7d7.stackpathcdn.com/wp—
content/uploads/2019/04/1IMX291.pdf]

Uvazované kamery se kromé rozliSeni 1i$i ovladacim rozhranim. Zatimco webkamera a kamera
IMX umoznuji pfipojeni pomoci USB a tedy okamzity zisk obrazu do jakéhokoliv pocitace,
kamery PiCamera jsou pfipojené pies kabel standardu MIPI CSI-2, coz vyZaduje uZiti
specifickych jednodeskovych pocitact (Raspberry Pi, Jetson Nano aj.).

Naprosta vétSina komeréné dostupnych kamer je vybavena filtrem pro zachovani pouze
clovékem viditelného spektra. Pravé kamery Raspberry PiCamera se vSak daji potidit i bez
filtru blizkého infraderveného spektra v tzv. verzi ,,NoIR*.

horizontalni rozmér senzoru

5 &rw . ; 1.:0 ’ , v
Site 1 pixelu senzoru byla z tdajt poskytnutych vyrobcem dopo¢itina vztahem otel pirelih
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Obr. 3.25 — PiCamera V3

4

Obr. 3.26 — PiCamera HQ se senzorem 6,287x4,712 mm

Koupené webkamery také casto obsahuji objektivy pouzitelné pro fokusaci spektra, coz
zjednodusuje konstrukéni a potizovaci pozadavky zakladniho modelu spektrometru.
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3.2.10.2Linearni senzor

Mnohem vétsi kontrolu nad chovanim a fyzickymi parametry umoziiuje uziti linearniho
senzoru. Tyto prakticky jednotucelova zatizeni disponuji diky odlisné technologii CCD velikou
presnosti, vyc¢itajici rychlosti a diky vétsi velikosti jedné fotodiody i lepsi svételnost. V ramci
projektu jsme pracovali se senzory TCD1304 a TCD1103 firmy Toshiba, které se 1i$i pouze
Sitkou snimaci plochy a velikosti pixela.

Tab. 8 — Srovnani parametri TCD1304 a TCD 1103 (20), (21)

Sensor TCD1304 TCD1103
Siika snimaci plochy

[mm] 29,184 8,250
Pocet pixela 3648 1500
Sifka 1px [pm] 8 6

Obr. 3.27 — Linearni senzor Toshiba TCD 1304AP
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Obr. 3.28 — Zapujéeny senzor TCD1103 s funkénim ovl&dacim obvodem

Pro vyuziti senzoru bylo vsSak tfeba velkého mnozstvi vyvoje, jelikoz pro svou funkcnost
vyZzaduje velice specifické ovladani pomoci integrovaného obvodu a nastavenych hodinovych
signald.
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Obr. 3.29 — Zapojeni typického ovladaciho obvodu pro linearni senzor (20)
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Obr. 3.30 Schéma ¢asovani linearniho senzoru (20)

To, jak senzor vybudit jsme zjistili v dokumentaci senzoru (20). Po vybuzeni senzor postupné
nastavuje napétové urovné dle mnozstvi zachyceného zatreni na daném pixelu. Pixely jdou za
sebou v poradi fotodiod (je tfeba pocitat s tim, ze n¢kolik fotodiod ze zacatku a z konce je
nefunkénich). Po nékolika pokusech a laborovani s propojovacimi kabely jsme dostali vystupni
data do pocitace. Pro vyvoj obvodu pro linearni senzor jsme hojné vyuzivali digitalniho
osciloskopu.
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Obr. 3.31 — Casované signaly pro ovladani TCD senzoru snimané osciloskopem

Ovladaci desku jsme se za uUcelem rychlejSiho prototypovani rozhodnuli sestavit na bazi
pajivého pole, v budoucich generacich a sériovéjsi vyrobé by byla vyvinuta deska plosnych
spojit. K elektronickému pfipojeni jsme se pokouseli postavit referencni zapojeni, které jsme
nasli v produktovém listu®. Po nékolika pokusech na nepajivém poli jsme zjistili ze piicinou
nespravné funkce obvodu jsou Spatné kontakty zptisobené uzsimi nozickami na senzoru oproti
standardu DIP. Z tohoto diivodu jsme spajeli stejné zapojeni, a abychom piedesli stejnému
problému, tak jsme poiidili DIP patici se zajiStovaci packou, ktera zajisti spolehlivy kontakt se
senzorem.

Obr. 3.32 — Vytvareni desky pro ovladani TCD vyuzivaje p4jivé pole

¢ Doporuceny obvod jsme mimé upravili zdménou tranzistoru pro zesileni a impedanéni oddé&leni vystupniho
signalu za BC327-40, ktery je velmi podobny tranzistoru doporu¢eném vyrobcem (2SA1015-Y, jiZ se nevyrabi).
Obzvlaste dulezitym parametrem pro zvoleni podobného zesilovaciho tranzistoru je h2le, ktery popisuje
proudovou vazbu mezi IB a IC.
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Obr. 3.33 — Vysledna deska s prostorem pro piipojeni obou TCD senzorti v¢&. patice pro uchyceni senzoru

Pro vybuzeni jsme se rozhodli vyuzit rezim s elektronickym shutterem. Pro tuto volbu jsme se
rozhodli z diivodu presnéjsi synchronizace s ADC (Analog-Digital) ptevodnikem.

Jo 4

K vybuzeni senzoru vyuZzivame ¢asovace, ktery vytvaii impulzy o urcité frekvenci. Dale je tfeba
obvod, ktery vycte data ze senzoru a posle je do pocitace pro dalsi zpracovani. Z téchto divodii
jsme se rozhodli pouZzit mikroprocesor s komunika¢nim rozhranim USB pro snadné ptipojeni k
pocitaci. Na internetu jsme nasli n€kolik navodd, jak senzor ovladat a posilat naméfend data
pro dal$i zpracovani (22). V navodech jsme vidéli pomérné Casto vyuziti mikroprocesoru od
firmy ST Microelectronic, konkrétné STM32F401CC, ktery disponuje rychlym ADC s
kapacitou 1 milion pfevodu za vtefinu (coz je pro nas dostacujici) a také dvéma 32bitovymi
¢asovaci a mnozstvim 16bitovych plné nastavitelnych ¢asovact. Tento konkrétni ¢ip bohuzel
nebyl na Ceskych/evropskych e-shopech dostupny, a tak jsme zvolili cestu adaptace modelu
STM32F411CC s velice podobnymi vlastnostmi. V naSem feseni vyuzivame 32bitovy ¢asovac
pro generaci signalu Integration gate (ICG) a Shift gate (SH). Pro generaci hodin pro snimac a
vybuzeni ADC pozivame 16bitové ¢asovace, které pro tento tcel plné dostacuyi.

Obr. 3.34 — Zapojeni vyvinuté desky s STM32F401CC Blackpill
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89 4System(1;ck7(onfigl();
%

91 /* USER CODE BEGIN SysInit */ B F Fp—_;q
3 4ol ol ol el ol ol sl 3

/* USER CODE END SysInit */

95 /* Initialize all configured peripherals */
96 MX_GPIO_Init();

97 MX_TIM2_Init();
3 MX_TIM3_Init();

MX_TIM4_Init();

5 .
100 MX_TIMS_Init(); - os) |
101 MX_USB_DEVICE_Init(); .
102 /* USER CODE BEGIN 2 */
103 HAL_TIM PWM_Start(&htim2, TIM CHANNEL 1); //ICG s
104 HAL_TIM SET_COUNTER(&htim2, 66); =
1
1
1
1

HAL_TIM PWM_Start(&htim3, TIM CHANNEL 1); //fM N ) STM32F401CCUx
HAL TIM PWM Start(&htim4, TIM CHANNEL 4); //ADC .00 UFQFPN48

110 HAL_TIM PWM Start(&htim5, TIM CHANNEL 3); //SH £i3 nrn

114 /* USER CODE END 2 */

Obr. 3.35 Cast kodu nastavujiciho Gasovani a schéma vystupti ¢ipu STM32 (STM32Cubel DE)
3.2.11 Software

Nejsnaze analyzovatelnym vystupem spektrometru je dvoudimenziondlni graf intenzit pfi
ruznych vinovych délkach. Software v redlném cCase vyhodnocuje obraz, umoziuje kalibraci,
ukladani naméfenych dat, a dalsi analyzu.

Spektrometr vystupuje jako piipojena periferie komunikujici pfes USB nebo WiFi. VVzhledem
k poteb€ vyvinout vlastni ovladaci hardware se komunikace linedrniho senzoru od klasické
kamery zna¢né lisi. VeSkery zobrazovaci software byl psan vjazyce Python vzhledem
k rychlému prototypovani a mnozstvi knihoven umoziujicich snadné ziskéani (viz nize), analyzu
a vizualizaci dat.

Zpracovani vystupu z kamery

U jednodussich verzi vyuzivajicich kameru sta¢i vyuZit systémovych knihoven k ziskani
syrovych obrazovych dat — v tomto ptipad€ pomoci knihovny OpenCV (23). Nasledné jsou data
ziskana zprimérovanim RGB hodnot pixeli ze tii fad senzoru kamery. Vzhledem k malé Sifce
pasu, na ktery se promita rozlozené spektrum lze polohu téchto fad v rdmci softwarového
rozhrani ménit.

V ptipadé spektrofotometru V2 je zafizeni ovladano jednodeskovym linuxovym pocitatem
Raspberry Pi Zero, ktery snima data z kamery a komunikuje s poc¢itatem uzivatele pies sit’
802.11 (WIiFi). Ze strany Raspberry je pravidelné odesilan obraz kamery, ktery je v pocitaci
pfeveden na monochromaticka jednodimensionalni data, posunut a pteskalovan podle
kalibra¢nich hodnot, a zobrazen v uzivatelském rozhrani. Raspberry naopak od ovladaciho
softwaru pfijima informace o nastaveni PiCamery — jejiho Casu expozice, hodnoty ISO,
zaostfeni, vyvazeni bilé barvy a dalSich korekci, které ¢ip kamery vykonava.

Zpracovani vystupu z linearniho senzoru
Naprogramované STM32 posila po USB sériové lince data ze senzoru ve formé bytovych part

(ADC je 12bitovy, maximalni hodnota je tudiz 4095), které pocita¢ pfijme a pievede bitovym
posunem do jednodimensionalniho pole.
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Béhem vyvoje programu na zpracovavani dat jsme dosli k zavéru, Ze v proudu dat, ktera jdou
do pocitace, je zapottebi odesland znacici hodnota, kterd oznac¢i pocatek kazdého vycitani ze
senzoru. Po implementaci tohoto vylepSeni se ndm vyrazné¢ zjednoduSila a zpfesnila
interpretace dat.

Obr. 3.36 — Syrovy analogovy vystup ovladaciho obvodu (zapojeni bez optiky, senzor testovan pouze
vystavenim stinu, ktery je vidét uprostied), viditelné jsou peaky signalizujici zacatek a konec méficiho cyklu
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Obr. 3.37 — Testovaci vizualizace spektra v SW pro linearni senzor vyuZzivajici knihovinu MatPlotLib, 0sa X:
pixel senzoru, osa y: analogova intenzita pievedena 12biotvym ADC pievodnikem (0-4095)

Software pro plotovani dat linearniho senzoru byl vytvofen samostatné, avsak jeho princip byl
inspirovan existujicim projektem pyCCDGUI (24).

3.2.11.1 Uzivatelské rozhrani

Prosttedi pro samotnou praci se vSemi vyvinutymi zafizenimi je vytvoreno v jazyce Python na
bazi knihoven OpenCV (23) a TKinter (25). Prostiedi bylo vytvoteno v inspiraci dostupnych
softwarovych rozhrani komercnich spektrometrii, jako je SpectraSuite od Ocean Optics (26)
nebo Spectrometry od Pasco (27) a umoziiuje mnoho z jejich funkci pro ziskani, analyzu,
vizualisaci a ukladani spektralnich dat. Prostfedi je tvofeno s ohledem na uzivatelskou
piistupnost a jeho jednotlivé ovladaci prvky jsou jasné oznaCeny a barevné odliSeny, Se

rowr

spektrem samotnym figurujicim uprostfed na velké ¢asti plochy okna aplikace (viz Obr.3.40).
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Panel senzoru v levé horni ¢asti okna umoznuje nastavit zdroj spektra, fyzicky ptipojenou
kameru spektrofotometru VO nebo V1, ¢i bezdratové piipojeny spektrofotometr V2. Déle Ize
nakonfigurovat parametry senzoru jako je ¢as expozice, ISO atp., a konfigurovat polohu spektra
na plose senzoru. Pro tuto funkci je k dispozici i ndhled obrazu ze senzoru. Je zde mozné urcit
i poCet skentl, které ma software primérovat do zohlediiovanych dat. Tato funkce pii vysSich
hodnotach N skentd efektivné neguje chybu v signadlu pro dosazeni velmi piesnych hodnot
intenzity i absorbance.

Panel kalibrace umoznuje zménit v piipadé potieby kalibraci senzoru, a to nastavenim polohy
svételnych peakil na rozméru senzoru, a jejich skutecnou vinovou délkou. Software pak pomoci
téchto 4 ¢isel spektrum po piijeti ze senzoru upravuje linearné upravuje pro dosazeni pravych
hodnot.

PiCamera Raspberry Pi
\ 0 )
—~—
Streamovaci
/ Firmware (ZMQ)
Uzivatelske rozhrani (Tkinter)
2,4 GHz anténa °)

.-— s -i"‘—"-‘_'_"

802.11 (WiFi)
=N
PC

F
Asynchronni vlakno
Vykresleni grafu I pro pfijimani obrazu I
- MfiZka s jednotkami
- Vybarveni spektra O

Analyza spektra:

- Detekee peaki Uprava syrovych dat:
e Kruhowy - vybrani fady pixelQ
- Mé&fici sondy . .
- Wpodet absorbance buffer pro - interpolace dle kalibrace
- Vyhlazovaci filtr pramérovani
skent

UloZeni spektra

Obr. 3.38 - Schéma mechanismu softwaru (spektrofotometr V2)

Dalsi sada nastroju slouzi k analyze spektra. Kromé toho, ze v levém dolnim rohu je pod grafem
zobrazena ziva pozice kurzoru mysi, je mozné pridat stisknutim tlac¢itka neomezené mnozstvi
méfidel — sond, které ukazuji intenzitu spektra na konkrétni vinové délce. Tlacitkem ,,Nastavit
zdroj“ se ulozi aktualni spektrum do mezipaméti jako referenéni hodnota (blank) pro naslednou
transmisni komparaci. Do drzaku kyvety se vlozi kyveta s destilovanou vodou, nastavi se blank,
kyveta se vyméni za zkoumany vzorek, a spusti se maska. Tato funkce piepne spektrum do
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modu absorbance, kdy se do grafu plotuje hodnota vypocitana z poméru spektra blanku a
spektra vzorku dle vztahu (viz 1.2.1):

A =—log (I/1o)

Vz.4

Rozhrani v horni pravé ¢asti aplikace umoziuje nacteni a ulozeni dat spektra. Pro uloZeni je
tieba vybrat nebo vytvofit soubor ve formatu CSV (Comma—Separated—Values), zadat nazev
méfeni a pravé zobrazovana data jsou ulozena v podobé ciselnych hodnot oznacenych
odpovidajici vinovou délkou. Sou¢asné se uklada snimek zobrazeného grafu ve forméatu JPG.
Tyto snimky grafu, stejné€ jako zabéry z nahledu obrazu kamery, jsou vyuzity dale v praci pro
ilustraci jednotlivych spekter.

Ve spodni ¢asti je pak sada nastroji pro upraveni vzhledu grafu, od moznosti filtru pro
vyhlazeni spektra’, vybarveni grafu podle barev viditelného spektra, tiprava hustoty referenéni
miizky za grafem. Také je k dispozici nastroj automatické detekce peakt spektra a jejich
oznaceni s nalezitou hodnotou vinové délky. V grafu je také mozné se pohybovat a piibliZzovat

r

jednotlivé ¢asti spektra.

# OpenSpectrometery2 — O *

Zdro |WiFi v Vinova délka 1: |0 jlio B Piidat méfidlo
Vinovadélka20  Hv|o 3 mﬁzdlﬂi@ Uloz spektrum

M Skenii na primeérovani: |10 =

Zaloz novy C5V soubor

[TO0H
90%,
80%
70%
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50% \
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Obr. 3.39 — Uzivatelské rozhrani vyvinutého softwaru

" Vyuzit byl filtr savgol polyorder ze sady SciPy, ktery sérii dat aproximuje jako polynomidlni funkci uréitého
radu.
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Obr. 3.40 — Zobrazeny graf spektra s vybarvenim vinovych délek a detekovanymi peaky

Vinova délka 1: 405 3 v[172 &

Vinova délka 2: 532 3 v[297 & I

Obr. 3.41 — Panel kalibrace spektra s kalibra¢nimi hodnotami pro ultrafialovy a zeleny laser

Softwaroveé rozhrani je inspirovano projektem PySpectrometer (28).
3.3 Vysledky vyvoje verzi spektrofotometru

Podle pozadovanych cilovych parametrti pro jednotlivé aplikace byly pro jednotlivé verze
vybrany odpovidajici typy optickych senzort a k nim nakonfigurovana opticka ¢ast. Jelikoz se
jedné o jeden z hlavnich rozdili, jsou podle uzitych senzort jednotlivé verze pojmenovany.

3.3.1 VO0-Webkamera

Zakladem celé série verzi spektrometrd byl ptivodni jednoduchy model na bazi webkamery
vytvofeny dr. Votavou v ramci projektu Oteviené védy. Slouzil jako inspirace z hlediska
konstrukéni filosofie a technologicky zaklad pro vyvoj — inkrementélni inovace dil¢ich ¢asti —
az do faze kompletniho redesignu konstrukce po dostatecném pochopeni zakladnich principa.
Proto je tento spektrometr uvaden jako prvni verze.

v

webkamery o rozliseni 720px a rozsahu vinovych délek ve 350 — 700nm (VIS). Jako fokusacni
optika byl pouzit objektiv M12 a cela sestava senzoru, mtizky a $térbiny na polohovatelnych
stojanech byla napevno zafixovana vtefinovym lepidlem.

Jakozto proof—of-concept verze se toto zafizeni osvédc¢ilo dobrymi vysledky i pifes svou
jednoduchou konstrukci a v ném pouzité koncepty slouzily jako zaklad dalsiho vyvoje.
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Obr. 3.43 — Spektrometr VO (Webkamera)

3.3.2 V1-1MX290

Prvni zafizeni vyvijené Cisté pro ucely této prace je spektrofotometr Verze 1, ktery vyuziva
misto webkamery konkrétni senzor IMX290. Tato kamera kromé vyss§iho pixelového rozliseni
nabizi i vyssi jasovy rozsah a rozliseni diky technologii WDR (Wide Dynamic Range).
Soucasné jsou jeji pixely nejvétsi ze srovnavanych kamer (viz 3.10.1, tab. 6) a umoziuji tak
vyssi svételnost.
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Obr. 3.44 — Vnitini soustava spektrofotometru V1

3.3.2.1 Konstrukce

Geometrie této koncepce se odrazela od navrhu spektrofotometru V0. Pro kameru byl vytvoien
odpovidajici stojan, stejné jako drzaky stérbiny a difrak¢éni miizky umisténych ve stejné vysce
optické osy. Z hlediska optiky byl vyuzit objektiv M12 o ohniskové vzdalenosti 3,6 mm.
Vsechny soucéstky byly k podloZce ptipevnény Srouby.

Vysledny spektrometr i s obalem je tvarové stejny jako VO, avSak kvili vétsim soucastkam bylo
nutné jej zveétsit na celkovou velikost 200x70 mm. Pouzdro je ke dnu piichycené Srouby ve své
spodni ¢asti a obsahuje otvor pro uchyceni vétsich optickych kabel.

AV

Obr. 3.45 — Obal spektrofotometru V1

Béhem vyvoje jsme se setkali s problémem vyznamného mnozstvi svétla pronikajiciho
plastovym krytem spektrometru o tloust’ce 5 mm. Tento jas pozadi prochazel vrstvou $edivého
PLA a na spektru zpiisoboval nerovnomérné zvysenou intenzitu zavislou na trovni svétla vné
zatizeni. RuSeni prostiedi jsme vyiesili krytem z kartonu vyrobenym na miru velikosti
pivodniho pouzdra. Do dalSich modeli byla pro minimalizaci parazitniho zafeni
implementovéana vyssi tlouStka stény a hustota jejich vyplné (infill).
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3.3.2.2 Testovani

Obr. 3.47 — MéfFici aparatura pro testovani spektrofotometru V1 vyuzivajici zapijcené soucastky Oceanoptics

Po ptesném manualnim zarovnani geometrie a zapojeni kamery, vlaken a zdroje bylo mozné
vidét na senzoru obraz spektra bilé LED diody. JiZ z tohoto obrazu je mozné charakterizovat,
zZe svétlo bylo 1 po zaostfeni na senzoru mirné rozprostieno a nebylo tak mozné pouzivat plné
horizontalni rozliSeni kamery.

Obr. 3.48 — Spektrum referen¢niho zdroje — bilé LED diody

Kalibrace: ovétena prostiednictvim dvou lasert o vinové délce 405 a 532 nm.
Provedend charakteriza¢ni méieni:

1. meéfeni vinovych délek lasert a spektrum zdroje
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2. Kkonstrukce kalibraéni kiivky ke kvantitativni analyze
Vysledky testovani:

Meérteni vinovych délek laserti probihalo bez zadnych znatelnych komplikaci. Kazd4d naméiena
vinovéa délka laseru korespondovala s jeho pfedem ovéienou vinovou délkou, avsak peaky se
jevily jako velice Siroké. Duvod takto Sirokych spektra byl zabudovan v softwaru tim, Ze
aplikoval na spektrum filtr a priméroval vice naméfenych spekter. Lasery bylo soucasné tieba
umist'ovat tak, aby jejich paprsek nedopadal na senzor plnou silou. Diky jejich vysoké intenzité
je totiz pfi pfimém vystaveni pieckonana horni hranice maximalniho jasu detekovatelného
senzorem a na spektru se vytvoii $ir$i oblast maximalniho jasu. Toto silné zafeni muze také
Vv pritbéhu ¢asu senzor poskodit.

Obr. 3.49 — spektrum laseru 405 nm (pied softwarovou korekei)

Obr. 3.50 — spektrum laseru 532 nm (pied softwarovou korekci)
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Obr. 3.51 — spektrum laseru 655 nm (pted softwarovou korekei)

Konstrukce kalibrac¢ni kfivky ke kvantitativni analyze probéhlo méfenim absorbance u 5
roztoki modré skalice o rtizné koncentraci. Absorbance byla méfena na vinové délce 635
nanometrd (vViz 2.2). Z namé&fenych hodnot a znamych koncentraci jsme vytvofili kalibra¢ni
ktivku (viz obr. 3.53). Ta vysla relativné linearné, takze jsme shledali spektrometr V1 vhodnym
k jednoduchym méfenim neznamé koncentrace. Pii méfeni absorpénich spekter bylo zadouci

hodnotu po¢tu naméfenych spekter k primérovani, aby bylo méfeni co nejrelevantnéjsi. BEhem

meéfeni bylo mozné urcit hodnotu s jistotou na 0,005 jednotek absorbance, pod tuto troven jiz

byla na senzoru pfili§ vysoka fluktuace ruchu.

T

Obr. 3.52 — Absorpéni spektra modré skalice (tmavé modie) o koncentracich 0,06; 0,14 a 0,16 mol/l (sestupng)
a referenéni spektrum (svétle modte)
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Kalibracni krivka V1
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Obr. 3.53 — Kalibra¢ni kiivka namétenych roztoki.

3.3.3 V2 -PiCamera

Tento systém byl od zacatku svého vyvoje koncipovan jako co nejmodularnéjsi a umoziujici
co nejvice dalSich funkci, jako je bezdratové pfipojeni, pfipojeni vlastnich zdrojii a moznost
experimentll s emisnim zarenim vzorku.

Zakladem zatizeni je Raspberry Pi Zero 2 W a k nému pftipojend PiCamera V3. Tato kamera
umoziiuje plnou softwarovou kontrolu nad obrazem, tedy nastaveni expozice a postprocesingu.

3.3.3.1 Konstrukce

Obr. 3.54 — Geometrické schéma modularniho spektrofotometru V2

1.  obal na optiku 7.  S$térbina
2. obal na zdroje svétla a kyvetu (odstranitelné) 8.  otvor pro pruchod svétla a dostateéné velky na
3. Raspberry Pi na posunovatelné platformé optické vlakno
4. disperzni prvek (transmisni difrakéni miizka) 9.  kyvetnik
5. PiCamera 10. zdroj VIS
6. .1 posuvné Srouby 11. zdroj UV
.2 pruziny tlacici proti posuvné platformé X. prostor pro modifikace (baterie, kolimaéni prvky)
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Béhem vyvoje byla pivodné vyuzivana PiCamera V2 s pfipojenym objektivem MI12 o
ohniskoveé vzdalenosti 8 mm. Pro vyuZiti v zafizeni se vSak nakonec ukazala jako vhodné&jsi
verze PiCamery V3, jejiz elektronika umoziuje krom¢ kontroly nad obrazem zminéné vyse i
softwaroveé ostieni obrazu. Jako objektiv této kamery slouzi ¢ocka o ohniskové vzdalenosti 4,74
mm.

Raspberry, kamera 1 difrakéni miiZka jsou umistény na jednom stojanu umoziujicim jejich
vzajemny pohyb. Tento stojan je pak v konstrukci uchycen na polohovatelné platformé pro
pfesné zaméteni celé soustavy.

Obr. 3.55 — Stojan na PiCameru a Raspberry Pi, zapojend je PiCamera V2

Raspberry Zero a zbytek piistroje je napajen z baterie. K tomuto uéelu jsme zvolili b&ézné
dostupnou kompaktni powerbanku pro mobilni telefony poskytujici napéti 5V. Na zakladé
naSeho méfeni se spotieba Raspberry Zero pohybuje pii bézné operaci kamery a 2,4GHz antény
pro sit’ WiFi mezi 0,2 a 0,4 A. Pti béZzné kapacité spotiebitelskych powerbanek v fadu jednotek
az desitek Ah mtzeme odhadnou dobu, kterou spektrometr primérné vydrzi na jedno nabiti
spustény, na fadové desitky hodin. Pro vné&jsi fyzické ovladani spektrometru bylo na viko
umisténo tlacitko pro spusténi a vypnuti spolu s 3,3V LED diodou indikujici, zda zafizeni praveé
bézi.

Obr. 3.56 — Draty ptipojené na GPIO piny Raspberry Zero pro ovladaci prvek na horni strané krabic¢ky
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Pro pfipojeni modularnich zdrojii byl vyveden do stény hlavni ¢asti spektrometru konektor
poskytujici 5V napéti. Jako prvni zdroj pro transmisni analyzu vzorkt jsme vyvinuli modul na
bazi bile LED diody s potenciometrem nastavujicim napéti, respektive jas svétla.

Obr. 3.57 — Ptiklad vyvinutého modularniho zdroje kompatibilniho se spektrofotometrem V2

Kryt koncepce V2 byl G¢elné naddimenzovan pro moznost pfidani dal$ich moduld, zejména
elektroniky a zdroju svétla. Obal se sklada ze dvou oddélitelnych ¢asti pro moznost
charakterizace samotného zafeni nebo méteni vzorkt s modularnimi zdroji. Pro odstinéni
vnéjSiho svétla se podafilo nalézt velmi efektivni feSeni ve formé cerného spreje ptivodné
uréeného jako postiik na vozidla proti odlétajicim kaminktim. Pomoci tohoto postiiku bylo
mozné vytvofit tmavou svételné prakticky nepropustnou vrstvu. Svételné izolaci také
napomahd skutecnost, ze veskera elektronika vcetné baterie je umisténa uvniti nepropustné
konstrukce, data jsou pfenaSena misto kabelu bezdratové a jediny otvor dovniti tvofi Stérbina.

Obr. 3.58 — Konstrukce vyvinutého spektrofotometru V2, zluté zdroj, Cervené Raspberry Pi a PiCamera
(Autodesk Fusion 360)
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Obr. 3.60 — Métici soustava se spektrofotometrem V3

3.3.3.2 Testovani

Kvalita spektra na ploSe senzoru dosahovala béhem testovani velmi vysoké kvality. Tato
piesnost byla jeSté navySena Gipravou parametru expozice senzoru kamery.

Obr. 3.61 — Spektrum referen¢niho zdroje — bile LED diody
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Kalibrace: ovétena prostiednictvim dvou lasert o vinové délce 405 a 532 nm
Provedena méieni:

1. méfeni vinovych délek lasert
2. kvalitativni stanoveni potravinaiskych barviv v alkoholickém napoji
3. konstrukce kalibracni kiivky ke kvantitativni analyze

Vysledky testii:

M¢teni vinovych délek lasert bylo oproti pfedchozi verzi mirné presnéjsi. Spektra intenzity
zateni jednotlivych laserti vySla relativné tzka s Sifkou Spi¢ky peaku 2 nm a presné na
o¢ekavanych vinovych délkach. Z toho jsme vyhodnotili, Ze spektrofotometr V2 je schopny
velmi kvalitn€ urcit vinové délky zkoumanych zdrojt.
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Obr. 3.62 — spektrum laseru 532 nm
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Obr. 3.63 — spektrum laseru 632 nm

Kvalitativni stanoveni potravinafskych barviv v alkoholickém napoji bylo provadéno
s alkoholickym likérem Bozkov peprmint, lidové nazyvanym ,,zelend®, ktery obsahuje dvé
barviva, tartrazin a briliantni modf. Pfi zméfeni absorp¢niho spektra jsme ihned rozpoznali
charakteristické peaky pro obé barviva, ale bohuzel vinové délky plné nekorespondovaly
s naméfenymi vinovymi délkami na spektrometru Pasco (cca 0 9 nm). Hodnota absorbance se
vSak s pravymi hodnotami do miry rozliSeni absorbance shodovala.
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Obr. 3.64 — Absorp¢ni spektrum alkoholického likéru zelend

Konstrukce kalibra¢ni kiivky ke kvantitativni analyze prob&hla bez znatelnych potizi. Piestoze
nadm na prvni pokus nevysla naprosto perfektné, lepSich vysledkii dosahnuli studenti béhem
testovani ve vyuce. Opét jsme empiricky prokazali piesnost na 0,005 jednotek absorbance, coz
je hodnota pro didaktické ucely dostacujici.
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Obr. 3.65 — Absorpéni spektra modré skalice (tmavé modie) o koncentracich 0,06; 0,12 a 0,14 mol/l (sestupné)
a referen¢ni spektrum (svétle modre)
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Obr. 3.66 — Kalibraéni kiivka vytvotena studenty béhem testovaciho praktika
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3.3.4 Dalsi vyvijené sestavy

Vyvoj dal inkrementalné pokracuje, ale ne vSechny z téchto inovaci byly zatim pIn¢ integrovany
do finalizovaného systému didaktického méticiho zafizeni, zejména z divodu jejich vysoké
komplexnosti a potizovacich nékladii. Proto jsme rozpracovali dalsi koncepce S rozsifenymi
parametry. U téchto aktualné probihd vyvoj a postupné ovétovani funkénosti parametrti a
zvolené geometrie. Integrace téchto systémut do konkrétnich hotovych zatizeni je v planu
v nésledujicich 2 mésicich.

PiCamera HQ

Raspberry HQ Cam je soucasné nejkvalitngjsi kamerou z fady PiCamer. Z hlediska rozliseni je
na stejné urovni jako PICamera V3 a diky mirn¢ vyssi velikosti pixelt disponuje 0 20 % vétSim
senzorem. O jejim vyuziti ve spektrometru jakozto o vylepSeni ze stavajicich verzi jsme zac¢ali
uvazovat také z duvodu jeji kompatibility s objektivy se zavitem C. Tato optika teoreticky
umoznuje dosahnout mnohem vyssi kvality diky vétsim hodnotam ohniskovych vzdalenosti a
samotnym rozmérim.

Pro vyuziti objektivii C jsme navrhnuli stojany s vy$§i mirou polohovatelnosti pomoci
platformy na vertikalnich sroubech. Pro ovladani kamery jsme zacali vyuzivat Raspberry Pi 4,
které disponuje vy$sim vykonem pro kvalitn&jsi zpracovani obrazu.

Obr. 3.67 — Sestrojeny kolimator s difrakéni miizkou

Obr. 3.68 — Vyvinuta aparatura na pouzivani PiCamery HQ a velkych objektivii jako kolimaénich a fokusa¢nich
prvku
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Sestavu na bazi PiCamery HQ zatim testujeme na optickém stole bez nutnosti vytvareni plné
integrovaného zafizeni.

Obr. 3.69 — Spektrum viditelné béhem testovani optické soustavy na objektivech zavitu C

Czerny-Turner

Transmisni optika kterou jsme zvolili pro jeji jednoduchost a nizké potizovaci naklady je v
konstrukcich modernich komerénich spektrometri pro svou nizs$i piesnost nahrazovana
konstrukci vyuzivajici pouze reflexni prvky (model Czerny—Turner, viz 1.3.2). Soucasné
pracujeme i na navrhu zafizeni na bazi reflexni difrakéni m#izky a zaoblenych zrcadel dle
designu Czerny—Turner. A¢ by cena tohoto zafizeni byla v rozsahu 10-20 tisic K¢, dosahuje
jesté vyssich teoretickych parametrti @ ma potencial byt kompetitivni v oblasti spektrometrti pro
vysokoskolskou vyuku az okrajovou profesionalni védeckou ¢innost.

Linear array

Soucasné pracujeme na implementaci linearniho senzoru, jehoz vyvoj je popsan v kapitole
3.2.10.2. Vzhledem Kk vyrazné vétsi Sitce TCD senzoru oproti ¢ipu kamery je nutné optickou
soustavu vyrazné zveEtsit a vyuzit objektivy s vy$si ohniskovou vzdalenosti, proto je vyvoj Gzce
spojen s vyvojem optiky pro PiCameru HQ.

Obr. 3.70 — 3D tisknuty Gchyt pro desku linearniho senzoru na nastavitelné platformé

V neposledni fad¢ pracujeme i na navrhu adaptace naSeho spektrometru pro mikroskopy se
zavitem pro piipojeni kamery. Tato adaptace umoziuje provadét mikrospektrofotometrické
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(MSF) analyzy, jejiz aplikace 1ze mj. nalézt v oborech mikrobiologie, histologie/cytochemie,
forenzni chemie, geologie a fyzice materiali.

Obr. 3.71 — Navrhnuty adaptér pro piipojeni optického vlakna na mikroskop (Autodesk Fusion 360)

3.3.5 Parametry vSech vyvinutych verzi

optickou sestavu

sestavu

propojeni vldknem

Verze VO V1 V2 HQ Cam/
spektrometru Webkamera IMX290 PiCamera TCD1304
Celkovacena | |44 ks 2500 K& 2000 K& 5000 K&
soucastek
Jednoduchost | Slozeni 3D Slozeni 3D Pajeni, 3D tisk, Potfebné znalosti
. . , e . , . moznost navrhu optickych
sestaveni tisknutych dild | tisknutych dila , o o7
vlastnich zdroj principli
Spektraini 350-700nm | 350-950 nm 350-950 nm 350-950 nm
rozpeti
Spelfvtra!nl 2nm 0,2 nm 0,25 nm 0,15
rozliSeni na px
Pealiove, 4 nm 2nm 2nm 1nm
rozliseni
Koncentratni | ; 5 0,005 0,005 0,002
rozliSeni
Odstinéni proti Fy2|f:I<ve ’ Drobny jas pozadi, Velnjl mg_le (obal vzatlm ne?yl
. odstinéni Ize odstranit mnozstvi jasu vytvoren, vyuzije
parazitnimu . y . . J -
ZaFeni nedostate¢né softwarové pozadi (asfaltovy vsak technologii
(pouze plast) (kartonovy kryt) nastiik) sp. V2)
) . . Nastavitelnost Nastavitelnost
Pevné slepeni Nastavitelnost - . i o
. S s veskerych prvkd, veskerych prvki,
Kalibrace geometrie, dale | polohy mfiizky, 7 i
SW kalibrace senzoru i §térbiny ma_nualm SW aut_omatlcka SW
kalibrace kalibrace
v ., e, . . Cetné moznosti
Modularita Pr}pOJ em o PHP.O Jert vidknem OdJlmathne y ptizptisobeni a
. vlaknem na Sir§i | na §irsi optickou moduly i moznost | .
designu integrace do

vétSich soustav

Proveditelné

Urceni vinovych
délek,

Urceni vinovych
délek, kvalitativni a

Urceni vinovych
délek, kvalitativni a

Siroka $kéla

experimenty kvalitativni kvantitativni kvantitativni experimentd
analyza analyza analyza
Finalizovéno,
Stav vyvoje Finalizovano Finalizovano vyvoj dalsich Vyvoj pokracuje
moduli
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3.4 Testovani ve vyuce

Ohledné¢ otestovani vyuziti vyvinutych zatizeni ve vyuce jsme oslovili Gymnazium Mozartova
449 v Pardubicich. Prvni vyuziti vyvinutého zatizeni probéhnulo formou praktika pro 18
studentti tfettho ro¢niku. Vramci n& si vyzkouSeli praktickou préaci s vyvijenym
spektrofotometrem V2 a komer¢nim spektrofotometrem Pasco. Déle testovani ve vyuce jsou
naplanovéana na skolach Gymnazium Pardubice, Dasicka a Zakladni S§kola Smetanova Skutec.

3.4.1 Prubéh praktika

Na zacatku byl studentim rozeslan dotaznik s otdzkami tykajicich se oboru spektrofotometrie
k identifikaci jejich orientovanosti v ramci této analytické metody. Poté nasledovala kratka
prezentace seznamujici s principem spektrofotometrie a teoretickymi zéklady, které byly nutné
veédét pred vstupem do laboratofe. Po skonceni prezentace se studenti rozd¢lili do dvojic,
Vv nichz pracovali po zbytek praktika. V laboratoii méli za ukol nasledujici ulohy:

I.  Stanoveni koncentrace modré skalice v roztoku podle Lambert—Beerova zakona
Il.  Identifikace potravinarskych barviv v napoji z absorp¢niho spektra (alkoholicky népoj
Bozkov Peprmint, lidov¢ ,,zelena™)

Pracovni listy k laboratorni préci jsou dostupné v ptiloze ¢. 1.

Nez studenti vstoupili do laboratofe, byli rozdéleni na dvé poloviny, aby nebyla kapacita
laboratofe ptehlcena. Prvni polovina méla za tkol splnit laboratorni tlohu s modrou skalici
prostfednictvim vyvijeného spektrofotometru V2 a druhd skupina dostala za ukol za pomoci
spektrometru spole¢nosti Pasco identifikovat pouzita barviva v nezndmém vzorku. Po
vypracovani svych laboratornich pracich se skupiny vyménily. Na zavér byl opét rozeslan
dotaznik hodnoceni praktika se stejnymi teoretickymi otdzkami, abychom zjistili o kolik se
jejich odpovédi zlepsili oproti predchozim vysledkiim.
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Obr. 3.72 Fotografie z praktika na Gymnaziu Mozartova, po sméru hodinovych ruciek: (ivodni pfednaska,
aparatura na vypocet koncentrace podle Lambert—Beerova zakona, michani roztokti modré skalice, ukazka
spektrometru a méficiho softwaru (foto RNDr. Kvéta Sykorova, 2024)

3.4.2 Vyhodnoceni praktika

Z dotazniku, ktery se posilal na zac¢atku hodiny, jsme vyvodili, Ze znalosti studentd v oboru
spektrometrie byly ptivodné velmi nizké, jelikoz vétsina jejich odpovédi byla bud’ $patna, anebo
,hevim®. Jejich povédomi se avSak béhem praktika znaéné rozsitilo, jelikoz po skonceni hodiny
a byly odpovédi studentil z velké ¢asti spravné.

Uspé&snost hodiny Ize také hodnotit tim, Ze 15 z 18 studentti hodnotilo praktikum nejlepsim
hodnocenim a 15 studenti projevilo upiimny zajem o to, aby spektrofotometry byly zavedeny
do bézné vyuky.

3.5 Publikované materialy

Veskeré finalizované materidly k projektu byly zvefejnény na webové strance organizace
Technecium, dostupné na adrese: https://technecium.org/didakticky-spektrometr/.
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4 DISKUSE
4.1 Meérici zarizeni

V ramci naSeho vyvoje se podafilo ve vétSiné zohlediiovanych parametrii piiblizit
profesionalnim spektrofotometrum (viz Tab. 8).

Rozpéti sledovaného rozsahu spektra je mirné rozsifeno do oblasti UV, avsak optické soucastky
ze skla neur¢eného piimo pro tyto aplikace se v této oblasti stavaji nepropustné a narazime tak
na limit dany pofizovaci cenou. Rozsah ve sméru delSich vinovych délek je omezen obdobnym
limitem spektralni citlivosti kfemikového senzoru. Diky senzorim o vys$Sim rozliSeni bylo
dosazeno dokonce vyssiho teoretického spektralniho rozliSeni, tj. poc¢tu pixelt na jeden
nanometr. Tento parametr je vSak zavadéjici, jelikoz opticka sestava nutné neumoziuje tak
granularniho rozliseni dosahnout, a tudiz je lep$i srovnavat horizontalni kvalitu spektra podle
peakového rozliSeni, Které je s referenénimi zatizenimi srovnatelné. RozliSeni absorbance bylo
Vv piipad¢é vyvinutych spektrofotometrit ovlivnéno zejména ruchem signélu z jasu pozadi a
mirnych vibraci optiky, ktera zamérné neni absolutn¢ fixovana z diivodu umoznéni hardwarové
kalibrace. Dlouhodobého rozliseni 0,005 au bylo dosazeno s pomoci extensivniho vyhlazeni
signalu primérovanim nékolika desitek skent. Tato hodnota je vSak podle naseho nazoru
pfesnosti minimalni, jelikoz k méfeni dochazelo v oblasti spektra, kde ma pouzity zdroj
minimalni intenzitu (635 nm pro CuSOs). Dalsim rozdilem piesnosti mezi nasimi a komer¢nimi
zafizenimi je nutnost Casté kalibrace spektra, kterou je pro maximalni pfesnost vhodné provadét
po kazdé intenzivngjsi fyzické manipulaci s ptistrojem. Na druhou stranu neni k této kalibraci
tieba profesionalni asistence a jelikoz je s ¢astou manipulaci s vnitini optikou spektrofotometru
V navrhu pocitano, je pro uzivatele relativné snadna.

Nejradikalnéji zlepSenych parametrem je cena, ktera je 13x nebo az 35x nizsi nez u referenénich
spektrometrt. Tato skute¢nost je zptisobena jednak volbou levnych komponentt, od hardwaru
¢itajiciho jednodeskové pocitace a dalsi komponenty uréené pro DIY elektroniku, pfes optické
soucastky zakoupitelné na online e—shopech, az po konstrukéni dile sestavajici se z 3D
tisknutych soucasti, malych Sroubi a lepidla. Do celkové ceny soucasné neni zapocitana cena
za vyzkum, vyvoj (Research and Development, R&D), a sestaveni véetné kalibrace. Tato ¢astka
pravdépodobné piedstavuje velmi vysoky podil pravé komer¢nich spektrometrd, avsak
Vv ptipadé naSich zafizeni, jejichZ technologie je vefejné ptistupna, a jez jsou urena k sestaveni
a kalibraci pfimo uzivatelem, neni téchto vydaji téeba.

Tab. 9 — Srovnani Vyvinutych a komeréné dostupnych spektrometrit

Zavizeni Spektrometr V1 | Spektrometr V2 | Pasco PS-2600 Red Tide USB-650 UV
Cena 2 500 K¢& 2 000 K¢& 26 370 K¢& 50 000 — 75 000 K¢&
Spektralni | 356 950 nm 350-950 nm 390-950 nm 250-800 nm

rozpeti

Spelfvtra!m 0,2 nm 0,25 nm 0,4 nm 1nm

rozliSeni

Peal.<vove, 2 nm 2 nm 2-3nm 2 nm

rozliSeni
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Rozliseni 0,005 0,005 0,001 0,002
absorbance

4.2 Didaktickd pomiicka

V ramci provedeného didaktického praktika na gymnaziu Mozartova spektrofotometry jsme
dosahnuli velmi povzbudivych vysledkii patrnych jak zajmem studenti béhem hodiny, tak
jejich odpovéd’'mi v rozeslaném dotazniku a naslednym ohlasem ucitele chemie. Jelikoz se
v dobé psani této prace jednalo o zatim prvni zkuSebni hodinu, neni mozné hovoftit o tirovni
uplatnéni projektu s jistotou. Znalostni pfipravenost studentli a jejich otevienost takto
mezioborovému tématu se muze liSit s vékem, urovni vzdélavaci instituce ¢i pouze ptistupem
pedagogtl, a pravé proto mame v planu otestovat didaktické vyuziti naSich zatizeni i na jinych
Skolach, zejména na stfednich odbornych ucilistich a druhém stupni zakladnich Skol.

Jakozto nejsrovnatelngjsi zatizeni z hlediska didaktického potencidlu jsme zvolili
spektrofotometr Pasco PS 2600. Tento spektrometr je uréen pro vzdélavaci instituce a podoba
se naSim zafizenim jak parametry, tak Skalou moznych didaktickych uloh. Z hlediska
uzivatelské privétivosti je zafizeni Pasco jednodu$si na manipulaci, jelikoz se jednd o
monoliticky blok s otvorem pro kyvetu. Tento rozdil je ale sou¢asné jednou z hlavnich vyhod
nasi koncepce, jejiz otevieny charakter umoziuje prohlédnout se vSechny soucastky zatizeni a
pochopit jejich vyznam. Nezanedbatelny je také potencial STEM/DIY, mozZnost sestavit a
zkalibrovat celé zafizeni podle navodu a naucit se tak detailn€ s jeho principy.

Nami vyvinuty software disponuje vétsinou funkci programu Spectrometry, jako je prostorova
orientace v grafu, méfeni hodnoty konkrétni vlnové délky, ukladani spekter, vypocet
transmisniho a absorpéniho spektra, vyhlazeni spektra, vybarveni spektra, detekce peaka a
zobrazeni n¢kolika spekter souc¢asné. Oproti programu Spetrometry nas software neni piistupny
na zafizenich Android™ a Mac® z dtvodu potieby znacnych ¢asovych a finan¢nich prostiedki
pro vyvoj na téchto platformach. Také nepodporuje spojeni se zafizenim technologii Bluetooth
kvali jejim nizkym ptenosovym rychlostem oproti spojeni v siti 802.11 (WiFi). Technologie
komunikace pfes Bluetooth je aktualné, pro své verzatilnéjsi vyuziti, v ramci projektu ve
VYVOji.

Finalnim rozdilem referen¢niho zafizeni je jeho cena. Jak jiz bylo zminéno v Gvodu, rozsahlé
rozsifeni spektrometrti do kazdé koly vyudujici piirodovédné obory, i kdyz jen v Ceské
republice, by bylo v ptipadé ceny 20-30 tisic K¢ za kus prakticky neuskuteénitelné. A¢ nase
zatizeni poskytuje niz$i piesnost a je tieba jej pravidelné kalibrovat, tyto slabsi technické
parametry jsou stale pro vyuku dostacujici a jeho vice nez 10x niz§i cena ho ¢ini pro pedagogy
a vedeni Skol atraktivnéjsim. Adopce naSeho zafizeni ve vefejnych vzdélavacich institucich,
zejména zakladnich skolach, gymnaziich a stfednich Skolach, je tak oproti komerénim
moznostem vyrazné realizovatelnéjsi.

Dalsim komer¢nim spektrofotometrem, ktery se v Ceské didaktice vyskytuje je Go Direct
SpectroVis spole¢nosti Vernier Science Education. Tento spektrofotometr je svymi parametry,
vcetné ceny, velice podobny zatizeni Pasco PS 2600 a mize tak slouzit k upevnéni reference
technickych parametri, uzivatelské ptistupnosti a ceny. (29)
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4.3 Srovnani s dalSimi existujicimi projekty

Na internetu jsme nalezli fadu projekti DIY spektrofotometri rozdilnych konstrukei, vlastnosti
a presnosti (30; 31; 32). Tato zafizeni byla vétSinou jedine¢nym projektem bez zaméru veétsi
diseminace uziti, nebo dosahovala vyrazné nizsich ptesnosti kvili nizké kvalité soucastek a
softwaru.

Takeé jsme se setkali s projekty ptistupujicimi ke spektrofotometru jako k zatizeni STEM vyuky
(33; 34). Ulohy pro studenty se zamé&fovaly na vysvétleni fyzikalnich a chemickych principt a
vytvoiené spektrometry byly vSak na velmi nizké arovni, napiiklad sestavajici se pouze
z disperzni optiky bez detektoru a moznosti softwarového zpracovani, coz dramaticky limituje,
resp. vylucuje, jejich dalsi didaktické vyuziti, napf. v rdmci vyuky spektrofotometrie jako
analytické metody.

Oproti témto existujicim vefejné dostupnym projektim je nase prace kombinaci zafizeni o
relativné vysokych technickych parametrech umoznujicich Sirokou $kalu experimentti na bazi

kvantitativni a kvalitativni analyzy a ndzorné didaktické pomucky vhodné pro STEM vyuku.

Nalezené projekty nam soucasné slouzi jako dulezity zdroj inspirace pro dalsi vyvoj.
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5 ZAVER

V ramci prace se podatilo vyvinout sérii didaktickych spektrofotometra rizné konstrukce (od
jednoduchych po modularni), v¢etné designu klicovych optickych a optoelektronickych prvki,
mechanickych dili a souvisejiciho SW s velkym potencialem dalsiho vyvoje pro potieby VS
vyuky, obcCanské védy nebo low—cost meéficich zafizeni pro Siroké spektrum aplikaci.
Vytvotfené soucastky, software a metody pfipravy jsou inspirovany bézné€ pouzivanymi
profesionalnimi zafizenimi a soucasné pouzivaji dostupné technologie, kvalitni parametry tak
kombinuji s jednoduchou konstrukéni filozofii a nizkymi pofizovacimi naklady. Vysledkem je
prototyp modularniho didaktického spektrofotometru pro laboratorni i terénni préaci, ktery je
z uzivatelského hlediska srovnatelny s komerénimi feSenimi za cca 1/10 jejich ceny, a soucasné
nabizi vétsi modularitu a moznost uzivatelskych modifikaci hardwaru i softwaru.

Jedine¢nou vlastnosti nasich zatizeni je vedle jejich dostupnosti jejich potencial ve STEM
vyuce, tedy moznost pedagogt a student sestavit si dle navodu celé zafizeni samostatné —
metodou DIY. Sestavenim spektrometru formou STEM projektu mohou zaci ziskat jak
mnohem hlubsi pochopeni a propojeni dil¢ich fyzikalnich, chemickych, elektrotechnickych, a
konstrukénich konceptt (v€. IT), tak i jedine¢nou praktickou zkuSenost s jejich uplatnénim v
konstrukci piesnych méficich zatizeni v praxi. Spektrofotometr V2 soucasné nabizi moznost
pridavat vlastni aparatury a zdroje a umoznuje tak uzivateli jednoduchou formou rozsitit Skalu
proveditelnych experimenta.

Zaroven jsme Vramci projektu ziskali cenné zkuSenosti s vyvojem pokrocilych technologii
ptesahujicich svym potencidlem az do oblasti profesionalni instrumentace. Mezi tyto patii
zejména ovladaci hardware a software pro linearni senzor nebo komplexni software pro
vizualizaci a analyzu spektralnich dat.

Dosazené vysledky srovnavacich testd a vysledky didaktickeho testovani v ramci vyuky nés
motivuji k dalsimu vyvoji ve spolupréci s nasimi odbornymi konzultanty z katedry didaktiky
chemie na PfF UK a UFCH JH AV CR. Projekt jesté zdaleka nevyéerpal sviij potencial a
existuje mnozstvi ptilezitosti pro jeho dalsi rozvoj, at’ uz v roviné technologii nebo zpisobu
jeho vyuziti (aktualng napt. vyvijime ve spolupraci s tymem z UFCH AV CR spektrometr pro
balonova méfeni emisnich spekter bolidt). Z hlediska laboratornich a terénnich spektrometra
bychom se dal chtéli zaméFit na dokonceni pokrocilych sestav koncipovanych v 3.3.4, které by
mély dle vypocti dosdhnout vysSich parametrii nez referencni spektrometry a umoznily by
Sirokou $kalu experimentll a za vysoké modularity a moZnosti pfizpisobeni pro konkrétni
aplikace. Tyto pokrocilejsi sestavy nasledné mohou slouzit jak didaktickym uéelim véetné
vysokoskolské vyuky, tak i v oblasti amatérské védy (citizens science), v ramci projektt SOC
apod.

V nejblizsi dobé planujeme pokradovat v testovani spektrometru ve vyuce na SS i ZS a nasledné
v diseminaci vysledki projektu mezi $kolami a uciteli. JelikoZ jsou zafizeni i vS§echny materialy
koncipovany jako open-source, chceme vyuzivat k dal§imu vyvoji sdileni zkuSenosti jeho
uzivatelt a DIY konstruktéri podobné jako je to v ptipad¢ tzv. open source SW (kam patii napf.
uspésny operacni systém Linux atp.).
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Jedinou Nobelovu cenou za piirodni védy ziskalo Ceskoslovensko (Jaroslav Heyrovsky) v roce
1959 za analytické vyuziti polarografie. Na§ UV-VIS-NIR spektrometr mlize podobné jako
polarograf zjiStovat pfesné slozeni, koncentraci, a dokonce i prubéh chemickych reakci, a jako
ucinna didakticka pomiticka ve vyuce experimentalni védy muize pomoci vychovat novou
generaci nositeltit Nobelovy ceny.
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PRILOHA 1: PRIKLADY DIDAKTICKYCH ULOH PRO PRACI S VYVINUTYMI
SPEKTROFOTOMETRY

Uloha 1: Kvantitativni analyza spektrofotometrii

Teorie

Spektrofotometrie je velmi uzitecnou metodou, pokud potiebujete zjistit koncentraci roztoku a
nam ftika, ze absorbance roztoku je pfimo umérna koncentraci roztoku c, tloust'ce prostredi 1
skrze, které musi zafeni projit a molarnimu absorp¢nimu koeficientu €. (viz rovnice dole).
Molarni absorp¢ni koeficient je vzdy stejny pro danou vinovou délku a tloust’ka kyvety se také
neméni, takze pokud budeme brat | a & jako konstanty, pak by vyjadieni tohoto vztahu méla
byt linearni funkce, kde koncentrace je na ose x a absorbance na ose y. Tuto skute¢nost mizeme
vyuzit tim, Ze si sestavime tzv. kalibraéni k¥ivku, ta funguje na principu naméteni alespon 4
roztokd o znamé koncentraci a nasledné namétené absorbance jednotlivych roztokil naneseme
do grafu zavislosti absorbance na koncentraci. VSechny hodnoty by mély vychazet okolo jedné
pfimky. V excelu si udélame graf se spojnici trendu a na ni nasledné hledame bod, ktery
koresponduje s naméfenou absorbanci.

Lambert—Beeruv zakon: A=g*I*c

Priklad vypoétu koncentrace neznamého roztoku: (Spektrofotometrie, 2024)
Vychozi rovnice: A = g;*I*ca

tloustka kyvety 1: konstantni (vétSinou 1 cm)

Absorbance A: naméfena

molarni absorpéni koeficient ¢;: smérnice kalibracni kiivky (lze vypocitat zprimérovanim
dosazovanim do vzorce ;=A/ (I* ca) u znamych koncentraci.

Koncentrace ca: neznama

Po spocitani molarniho absorpéniho koeficientu se vyjadii z vychozi rovnice molarni
koncentrace, jejiz finalni podoba bude ca=A/ (I* ¢;).
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Zadani

Zm¢tte pribliznou koncentraci roztoku modré skalice za pomoci techniky kalibra¢ni kiivky.

Pomiicky

Postup

CuS0O4*5 H20

Destilovana voda

Ké&dinky na zasobni roztoky
Plastové pipeta — kapatko
6x kyveta

spektrofotometr

Ptipravte 4 roztoky o molarni koncentraci postupujici od 0,04 do 0,16 mol/l
s mezerami 0,04 mol/l (Mcusoas * sH20 = 249,7 g/mol)

odeberte z kazdého roztoku kapatkem 2—-3 ml a vlijte do kyvety

ptipravte si kyvetu s destilovanou vodou, kterou zméite na spektrofotometru
jako slepy vzorek

po zkalibrovani spektrometru postupné vkladejte kyvety do spektrofotometru a
zaznamenejte si  hodnoty absorbance na jedné vinové délce u danych
koncentracich

udé€lejte znaméfenych hodnot vexcelu graf zavislosti absorbance na
koncentraci a vypocitejte primérny molarni absorp¢ni koeficient

zmétte absorbanci roztoku o nezndmé koncentraci a vypocitejte kolik je jeho
ptiblizna koncentrace dosazeni do rovnice Lambert—Beerova zakona

Tabulka s vysledky

Koncentrace [mol/l] Absorbance

0,04

0,08

0,12

0,16
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Diky kalibracni kiivce jsme zjistili, Ze neznamy roztok ma pfibliznou koncentraci.........

Uloha 2: Kvalitativni analyza spektrofotometrii
Teorie

Spekrofotometrie neslouzi pouze ke kvantitativni analyze, ale i k analyze kvalitativni. To
znamena, ze za pomoci spektrofotometru je mozné rozeznavat jednotlivé slouceniny na zdkladé
jejich absorp¢nich spekter. Kazda sloucenina ma své specifické absorpéni spektrum a diky tomu
1ze od sebe rozlisit slouceniny, které jsou si barevné velmi podobné a pouhym okem se nedaji
rozlisit. Praktické vyuziti je napiiklad analyza potravinafskych barviv, ktera kontroluje, ze do
napoji byla pfidana pouze povolena a zdravi neSkodna. Proto se v této tloze budeme vénovat
nécemu podobnému.

Zadani:

Urcete, ktera barviva z nabidky byla pouzita k obarveni neznamého népoje.
Pomiicky:

Obarveny napoj

Plastové pipeta — kapatko

Kyveta
spektrofotometr

Postup

Zméite absorp¢ni spektrum népoje obarvené¢ho neznamymi barvivy
Lokalizujte absorpéni piky na pfesnych vinovych délkach u zméteného spektra
Porovnejte absorp¢ni piky zméteného spektra a spekter z nabidky

Identifikujte, o ktera 2 barviva se jedna

el A
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Nabidka barviv
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Na zakladé zméteného absorpéniho spektra jsme identifikovali, Ze pro obarveni népoje byly

POUZILY DAIVIVA. ..ttt e e e
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PRILOHA 2: VYSLEDKY DOTAZNIKU

Dotaznik odeslany na zacatku praktika:

Vyberte, v kterych oblastech se dé spektrofotometrie vyuZit,

18 adpovidi
Biologle
Chenie 18 {100 %)
Fyzika 17 (84,4 %)
Ekonomie (22,2 %)
Sociologie
Psychologie
Vjtvamé uméni
lékarstvi 14(77,8%)
stavebnictvi
0 5 0 15 20

Pro¢ muzZou emisni a absorpéni spekira identifikovat prvky?
spravné

Spatné
514

Co jsou emisni spektra?

Spravné sefadte energie foton( od fotonu s nejnizsi energii do
nejvyssi.

spravng
22.2%

spatne
BT

Jaky typ spekira byste vyuzili k Lambert-Beerovu zakonu?
spravng

5,6%

spatne
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Dotaznik odeslany po skonceni praktika:

Vyberte, v kterych oblastech se da spektrofotometrie vyuzit.
16 odpovidi

Biclagie
Chemie
Fyzika

Ekonomie

11 (68,8 %)
16 (100 %)
16 (100 %)

Saciclagie
Paycholagie
Wytvami uméni
Igkarstyl

2(125%)

stavebnicti 5(313%)

o 5 10 15 20

Pro¢ muzou emisni a absorpéni spektra
identifikovat prvky?

$patné

Co jsou emisni spektra?
Spainé

Spravné sefadte energie fotonl od fotonu s

nejnizsi energii do nejvyssi.

spravné

Jaky typ spektra byste vyuZili k Lambert-Beerovu zakonu?




Jaké je minimum poctu vzorku o rizné koncentraci k sestaveni Jak byste vyuZili spektrofotometrii v ekonomickém vyzkumu?
kalibraéni kfivky?

spravng
spravné 56

spatne L spame

54 4

Otéazky kvantifikujici spokojenost studentii:

Jak se vam libila vyuka se spektrometrem

1 2 3 4 3

Nejméné O O O O O Briliantni

Jak se vam libila vyuka se spektrometrem

16
14
12
10

O N B OO

Chtéli byste spektrometr vidét i v bézné vyuce na skole?

1 2 3 4 5

Urcité ne O O O O O Rozhodné ano

Chtéli byste spektrometr vidét i v bézné vyuce na Skole?

10

2 .
0
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