KOLORIMETER
K atalogove ¢islo D03581

Obrézok 1. Kolorimeter



Kréatky opis

Kolorimeter ur¢uje koncentréciu roztoku analyzovanim intenzity farby. 03581
kolorimeter meria mnoZstvo svetla preneseného cez vzorku roztoku pri zvoleng vinovej
dizke. Svetlo z LED prechédza cez kyvetu obsahujticu vzorku roztoku. Na druhom
konci sa nachadza citlivy foto¢lanok, ktory zistuje mnoZstvo prendSaného svetla.
Citlivost’ reakcie kolorimetra sa maximalizuje vyberom farby svetla, ktoré bude
prechédzat’ cez vzorkovaci roztok. VInové dizky svetla mézeme zvolit’ pomocou
Sipkovych tlagidiel na predngj strane senzoru, ato: 635 nm (¢ervend), 565 nm (zelend),
470 nm (modrd) a430 nm (fialovd). Vo vSeobecnosti méze byt pouzita farba, ktoré je
vhodna na testovaciu vzorku.

Vo vatSine chemickych testov je intenzita farebnej reakcie priamo Umerna koncentracii
létky, ktora bola testovana — ¢im je intenzivnejSia farba, tym je vySSia koncentrécia.
Alebo v sividlosti s kolorimetrom, ¢im mengj svetla sa prenesie k fotoélanku (v&cSina
svetla je absorbovana vzorkou), tym je vysSia koncentrécia.

Kvantitativne ¢itania koncentracie latky st zaloZzené na krivke Beerovho zakona.
Koncentracia sa mdze urcit’ pomocou viacerych roztokov znamej koncentrécie a
zakreslenim grafu zavislosti absorbancie od koncentrécie. Hodnota koncentracie sa urci
z grafu absorbancie vzorove latky.

Kolorimeter je vybaveny BT koncovkou a moze byt pripojeny k nasledujucim CMA
interfejsom:

ULAB

CoachLab

CoachLab I

EuroLab
Okrem toho senzor méze byt pouzity v kombinacii s inymi rozhraniami, ako Texas
Instruments CBL& , CBL2& a Vernier LabPro bez pouZitia adaptéra.

Zavislost’ medzi priepustnost’ou (T) a absor banciou (A)

MnoZstvo svetla, ktoré prechadza roztokom, sa nazyva priepustnost’. Priepustnost’ T
mbZeme vyjadrit’ ako pomer intenzity preneseného svetla I, a pbvodngj intenzity
svetelného lucal:
T = I_t

(0}
Prevrédtend hodnota priepustnosti stboru sa meni logaritmicky (zéklad desat’) stcinom
troch prvkov: ¢, molova absorptivita roztoku; b, Sirka kyvety; a C, mélova koncentracia:

1
log(—=) =e*b*C
g(T)



Naviac, vel'a experimentov vyuzivajUcich kolorimeter, si vyZaduju stvisiace meranie,
absorbanciu. Na prvy pohl'ad sa zd4, Ze zavislost’ medzi priepustnost’ou a absorbanciou
je nepriama Umernost’; teda ak klesa mnoZzstvo svetla rozptyleného roztokom, o¢akava
sa, ze mnozstvo absorbovaného svetla bude klesat” tmerne. Ale spravny vztah medzi
tymito dvomi velicinami je prevrateny a logaritmicky.:

1
A=log(>)
T
Kombinéciou predodlych dvoch rovnic dostavame vyraz:
A=e*b*C
Tento vzt'ah poukazuje na to, Ze mnozstvo svetla absorbovaného roztokom zavisi od
absorpénej schopnosti rozpustengj latky, vzdialenosti, ktort svetlo prejde cez roztok a

koncentracie roztoku. Pre dany roztok, nachadzajuci sav kyvete s konstantnou Sirkou,
predpokladame, Ze e a b si konstantné. Z toho vyplyva:

A =k* C kdek je kondtanta Umernosti

Z rovnice vyplyva priama imernost’ medzi absorbanciou a koncentraciou. Zaroven
predstavuje matematicky opis Beerovho zékona.

Tento zakon sa vyuziva v réznych chemickych a biologickych experimentoch na urcenie
kalibracnej krivky na uréenie koncentrécie. Na urcenie krivky Beerovho zdkona musime
pripravit niekol'ko roztokov znamej koncentrécie, pri¢com hodnoty absorbancie sa urcia
pomocou kolorimetra. Potom sa zakresli graf zavislosti absorbancie od koncentracie. Do
kolorimetra sa umiestni roztok nezndmej koncentracie a odmeria sa absorbancia.
Interpolaciou krivky Beerovho zékona ur¢ime koncentraciu pomocou absorbancie.

Poznamka:
Priepustnost’ mozno vyjadrit’ g ako percentualnu priepustnost’ alebo %T. Ked'Ze
T=%T/100, vzt'ah medzi absorbanciou a priepustnost’ou sa da prepisat’ ako

100
A= log(— =2 loa(®
g(%T) or A=2- log(%T)



Vyber vinovych diZzok

Na vybratie oblasti vinovych dizok sluzi Sipka
na vrchu kolorimetra. M6zte zvolit’ jednu zo 470nm  565nm
Styroch vinovych dizok oznacenych LED . :
diédami: fialovl (430 nm), modra (470 nm), 430nm B35nm
zelend (565 nm), a cervenu (635 nm). Existuje '
viacero sposobov, ako sa rozhodnit’, ktoru s
vinovych dizok pouzit.

Metoda 1

Pozrite sa na farbu roztoku. Uvedomte si, ze
farbaroztoku je farba, ktora roztokom
prechadza. Pravdepodobne budete chciet’
pouZzit’ inl farbu svetla, ktora sa bude
pohlcovat’ a nie prechadzat’; napriklad pri
roztoku modrej skalice pouzite cervent LED
(635 nm).

Metdda 2
Dal$ia jednoduché metoda je umiestnit’ kyvetu obsahujtcu neznamy roztok do
kolorimetra a pozriet’ sa, ktora z vinovych diZzok sa najviac pohicuje.

Metoda 3

Navody k véssine kolorimetrickych experimentov obsahuj( odporiéant vinovi dizku.
Pouzite vinovt dizku najblizSiu k odpordcanej vinovej dizke. Aj ked’ vinova dizka LED
diddy je o nieco odlisna, krivka Beerovho zékona sa zvycéajne da ziskat’ takmer pri
kazdej vinovej dizke, ktora je v blizkosti odportcanej vinovej dizky.

Pouztie kyvety spolu s kolorimetrom

Kolorimeter je navrhnuty tak, aby pouzival polystyrénové 1cm x 1cm kyvety (Standardné
kyvety). Dve protil'ahlé strany kyvety su rebrované anie je ich i¢elom preplstat’ svetlo
z LED diddy. Nato sldzia dva hladké povrchy kyvety. Je dolezité umiestnit’ kyvetu do
kolorimetra spravne, hladkou stranou oproti [G¢u na zadngj strane otvora a rebrovanymi
stranami vI'avo a vpravo. Svetlo putuje z LED diédy na vrchu, cez kyvetu aZ k detektoru
Vv spodnegj ¢asti otvorul.

Ako pri vacSine spektrometrov sa jednotlivé umelohmotné kyvety troche liSiav
mnozstve svetla, ktoré absorbujl. Tieto rozdiely mozno ignorovat’. Vo v&csine
laboratérnych cviceni, této odchylka nebude mat’ badatel'ny vplyv na experimentalne
vysledky.

Pre ziskanie lepSich vysledkov, je mozné regulovat’ odchylky v svetelngj absorbcii
kyviet, bud’ pouzitim tej iste] kyvety pre vsetky pokusy, alebo pouzitim sady zhodnych
kyvet. NgjjednoduchSia a ngjsporahlivejSia je prva metdda. Ak Student ide pouzit’ pat’
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vzoriek na experiment overujUci Beerov zakon, musi preliat’ pét” Standardnych roztokov,
jeden pre kazdy pokus, do tej iste] kyvety. Toto si vyZaduje, aby po kazdom pokuse
kyvetu vycistil avysusil, aebo vyplachol niekorkokrét roztokom, ktory sa bude d’algj
pouzivat'.

Ako alternativou mdzeme povyberat’ navzajom zhodné kyvety. Zhodné kyvety s sada
kyviet, z ktorych vSetky absorbuju svetlo (ked” si prazdne) na priblizne rovnakej Urovni.
Aby sme zoskupili sadu kyviet, pouZijeme suché, ¢isté kyvety na ktoré umiestnime
referencnu znacku, na hladku stranu kyviet, tak Ze bude orientovana rovnakym
spdsobom na kazdej kyvete. Umiestnime kazdu kyvetu do kolorimetra a zaznamename
jg absorb¢né hodnoty. Ked” dokon¢ime, zoskupime kyvety podl'a podobnych
absorbénych hodnét.

Celkovy objem kyvety je 4.1 ml. Pre meranie plnime kyvetu od 2.2 do 3.5 ml. Aby nato
Studenti nezabudli, nakreslite zna¢ku vodeodolnou fixkou na jednu z rebrovanych stran
kazde kyvety.

S 15 originalnymi kyvetami st dodavané g vrchndky Kyveta moze, ale nemusi mat’
vrchnak pri jgj umiestneni do kolorimetra. Dovod, preco pouzit’ vrchnék, je zabranit’
vyparovaniu roztoku, ak experiment bezi viac ako niekol’ko dni.

Namety na experimenty

Kolorimeter sa da pouzit’ pri experimentoch ako napriklad:
- Aplikéacia Beerovho zakona:
Crystal violet — Zriedené roztoky proteinového farbiva crystal violet davaju dobré
krivky opisujtce Beerov zakon pri pouziti zelenej LED (565 nm). Roztok 8 x 10° M
crystal violet sa pripravi pridanim 65.3 mg tuhého crystal violet do dostato¢ného
mnoZstva vody, tak aby sme dostali 2 litre roztoku. Siran mednaty- Standardné
roztoky 0.1 M, 0.2 M, 0.3 M a0.4 M CuSO, vedu k dobrym krivkam opisujucim
Beerov zakon pri 635 nm (¢ervena LED). Alebo si pripravte roztok pridanim 10 g
NH,NO; do 10 ml 0.1 M CuSO, a90 ml 0,2 M NHj (vznikd Cu(NHs).** ) a
rozried’te na ziskanie Standardného roztoku.
Zistenie reakenegj rychlosti crystal violet
Pridajte 10 ml of 8 x 10 M roztoku crystal violet do 5.0 ml of 0.10 M NaOH a
doplnite vodou do 100 ml. Odfarbenie roztoku potrva od 15 do 20 mindi.

I nteligentny senzor

Kolorimeter je inteligentny sensor. Senzor ma pamét’ovy ¢ip (EEPROM) obsahujuci
informéciu o senzore. Cez jednoduchy protokol (1°C) senzor posiela vlastné déta (meno,
velicinu, jednotku a kalibraciu) interfejsu. Interfejs automaticky zobrazi kalibrované
hodnoty a oznami tuto informaciu softvéru Coach. Interfejlsy CMA ULAB, TI CBL2 a
Vernier LabPro podporuju inteligentné senzory. Kolorimeter sa dodava s vnutornou
Standardnou kalibréciou.



Kalibracia

Vystup kolorimetra je linedrny vo vzt'ahu k priepustnosti.
Pred zberanim dat musime pre zvolen( vinovi dizku nastavit’ pociatoény bod kalibrécie.
Na pat’ min(t nechajte systém stabilizovat’ sa na pozadovanti vinovi dizku'. Ked’ sa
zapne kolorimeter, svieti jedno zo Styroch zelenych indik&torov. Na nastavenie
poclatocneho bodu kalibrécie:
Stlacte tlagidlo < alebo > na vyber spravng vinovej dizky vyhovujlicej vaSmu
experimentu (430 nm, 470 nm, 565 nm, or 635 nm).
Otvorte kryt kolorimetra.
Vlozte prézdnu kyvetu naplnent
destilovanou vodou (100% priepustnost’
alebo 0 absorbancia).
Délezité: Oznacte jednu cistu stranu kyvety
Sipkou na vrchu strbiny kyvety. (pozri
obrazok).
Zatvorte kryt kolorimetra.
Stlacte tlacidlo CAL na spustenie kalibracie.
Pustite tlacidlo CAL, ked’ zaziari cervena
LED didda. Kalibracia je ukoncend, ked’
LED didda prestane svietit’ a absorbancia bude 0.000 or 0.001. Teraz je systém
pripraveny zberat’ déta.
Pamét’ senzoru EEPROM a kniZnica senzorov programu Coach podporuje kalibraciu
absorbancia-napétie (kolorimeter pracuje ako meradlo absorbancie s vodou ako
roztokom).
Kolorimeter produkuje vystupné napétie, ktoré sa s priepustnost’ou meni linearne podra
nasledujUceho vzt'ahu:

V\,ySt = 0.035* %T
V zt'ah medzi absorbanciou a vystupnym napétim je:
- log(%T) = 2- 1og(28.571* V) = 0.544068 - log(V,y )

Nazov kolorimetra v kniznici senzorov v programe Coach 5 je
Colorimeter (4 colors) (03581i) (CMA) (0..1).

V blizkej budicnosti bude dostupny program, ktory bude umoziovat’ nahradenie
predvolengj kalibracie senzoru v EEPROM kalibraciou pouzivatel'a. To bude mozné
pokial’ bude senzor pripojeny k systému na zber dat ULAB.

! Pre lepSie vydedky, systém by samal nechat’ stabilizovat’ na pat’ mindt, predchédzajcich kalibrécii
alebo zberu dat.
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L A
Y

0.035 2.0000
0.266 1.1192
0.497 0.8477
0.728 0.6819
0.959 0.5622
1.190 0.4685
1.421 0.37M5
1.652 0.3261
1.883 0.2692
2114 0.2190
2.345 0.1739
2.576 013N
2.807 0.0958
3.038 0.0615
3.269 0.0297
3.6500 0.0000

Obrazok 2.

Predvoleny graf kalibracie kolorimetra

(pouzity v kniznici senzorov programu

; Coach a paméti senzora)
AR A =0.544068 —log V vy«

Rozsah absor bancie a priepustnosti pre kolorimeter
Vysledky testov na kolorimetri ukazujl, Ze priepustnost’ a absorbancia spadaju do

tychto oblasti:

Priepustnost’: 0.10 — 0.90
Absorbancia: 0.05-1.0

Okrem obmedzeni v
désledku rozsahu
kolorimetra, chyba nastava
vV merani koncentrécie
(absorbancie), ¢coje
ovplyvnené chybou
priepustnosti (dT% na
obrézku 3).

Na dosiahnutie
sporahlivych vysledkov
kalibracie roztokov je dobré
pouZzit’ tie, ktoré leziav
rovng casti krivky dT% =
1% (1% presnost’
priepustnosti).

Ukéazali sme, Ze vysledky

£ dT% - 1%

T
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Obrazok 3. Percentudna chyba merania koncentrécie (alebo
absorbancie) ako funkcia priepustnosti pre rozne presnosti
(dT%) rozsahu priepustnosti.



experimentu potvrdzujiceho Beerov zakon, sa nemenia linearne pri hodnotach
absorbancie nad 1.0 (hodnoty priepustnosti mensie ako 0.10). Ak méte roztok, ktory
prepusta také malé mnozstvo svetla, zried'te roztok tak, aby spadal do pripustného

rozsahu.

Technické Udaje

Rozsah kolorimetra

Absorbancia: 0 .. 3

Uzito€ny rozsah

Percentualna priepustnost: 90% .. 10%
Absorbancia: 0.05.. 1.0

Rozsah vystupného napatia

0-4V

Rozsah vinovych dizok

fialova (430 nm or 4300 A)
modra (470 nm or 4700 A)
zelena (565 nm or 5650 A)
gervena (635 nm or 6350 A)

Kalibracnéa funkcia

Kalibracia v paméati EEPROM

%T = 28.571* Vi
A=0.544068 — log(V.ys) alebo
A=0.544068 — 0.434294 In(V vyst)

RozliSenie s pouzitim 12 bitového A/D | 0.035 %T
prevodnika

Dodavané napatie 5VDC £25 mV
Dodavany prud (typicky) 40 mA

Cas na zapnutie

700 ms (maximum)

Informacie o senzore pre automaticku
identifikaciu a kalibraciu

256 bajtovy sériovy EEPROM

Pripojenie

y |
- |
e f.-fi BT (British Telecom) koncovka

Tento produkt je uréeny predovSetkym na vzdelavacie Ucely. Nie je uréeny pre priemyselné,
medicinske, vyskumné, alebo iné komer&né pouzitie

DISTRIBUCIA NA SLOVENSKU
PD COMP, Martinskéa 34, 821 05 Bratislava
Tel: 0903 910355 , e-mail: coach@chello.sk, http://www.cma.science.uva.nl/english
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