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ABSTRAKT

Tato bakalarska prace se zabyva vyznamem kobaltu v zivotnim prostfedi, zejména jako
soucasti vitaminu B12. Vitamin B12 je komplex, ktery je nezbytny pro spravnou tvorbu
cervenych krvinek a DNA, kromé toho ovliviiuje spoustu dalSich procest v organismech.
Kobalt tvofi mnoho komplexnich sloucenin, které jsou zminény v této praci. NejCastgjsi
oxidacni Cisla kobaltu ve slouceninach jsou +II a +lll.

Ve druhé casti je popsano spektrofotometrické stanoveni kobaltu vhodnymi Cinidly.
Existuje cela fada spektrofotometrickych c¢inidel, kterymi Ize stanovit kobalt ve vzorku.
NejCastéji pouzivana spektrofotometricka ¢inidla pro stanoveni kobaltu jsou 4-(2-
pyridylazo)resorcinol (PAR), 1-(2-pyridylazo)-2-naftol (PAN), 2-(5-brom-2-pyridylazo)-5-
diethylaminofenol (5-Brom-PADAP), 4-(2-thiazolylazo)resorcinol (TAR) a 2-(2-thiazolylazo)-
4-methoxyfenol (TAMP). VSechna tato Cinidla jsou heterocyklickd azobarviva, na které se
kobalt vaze koordinacné kovalentni vazbou a tvofi s nimi stabilni komplex.

KLICOVA SLOVA

kobalt, vitamin B12, spektrofometrie, 4-(2-pyridylazo)resorcinol, 1-(2-pyridylazo)-2-naftol, 2-
(5-Brom-2-pyridylazo)-5-diethylaminofenol, 4-(2-thiazolylazo)resorcinol

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with importance of cobalt in the environment, especially as a
component of B12 vitamin. Vitamin B12 is a complex, that is necessary for proper formation
of blood corpuscules and DNA, except that affects many others procesess in the body.
Cobalt forms many complex compounds, which are discussed in this work. The most
common oxidation number in compounds are +I1 and +lII.

The second part describes spectrophotometric determination of cobalt with suitable
reagents. There are a lot of spectrophotmetric reagents for cobalt determination in a sample.
The most widely used spectrophotometric reagents for determination of cobalt are 4-(2-
pyridylazo)resorcinol (PAR), 1-(2-pyridylazo)-2-naphtol (PAN), 2-(5-Brom-2-pyridylazo)-5-
diethylaminophenol (5-Brom-PADAP), 4-(2-thiazolylazo)resorcinol (TAR) a 2-(2-thiazolylazo)-
4-methoxyphenol (TAMP). All of theese reagents are heterocyclic azodyes. Cobalt is bonded
on this azodyes by coordination covalent bond and forms stable complex.

KEY WORDS

cobalt, vitamin B12, spectrophotometry, 4-(2-pyridylazo)resorcinol, 1-(2-pyridylazo)-2-naphtol,
2-(5-Brom-2-pyridylazo)-5-diethylaminophenol, 4-(2-thiazolylazo)resorcinol
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1 UvVoD

Kobalt je kovovy prvek, 27. v periodické tabulce prvka. V pfirodé kobalt doprovazi obvykle
nikl a arsen, mezi vyznamné mineraly patfi kobaltin a smaltin. Kobalt se uz v davnych
dobach pouzival v keramickém a sklafském pramyslu, ovsem tehdy se nevédélo ze se jedna
o kobalt. Pozdgji byl izolovan Svédskym chemikem Georgem Brandtem a Torbern Bergman
urCil Ze jde o novy prvek. Kobalt tvofi mnoho sloucenin, z nichz nejvyznamnéjsi z hlediska
analytické chemie jsou chalaty.

Kobalt je esencialni mikroprvek a je pro organismus nepostradatelny, protoze se
zucastriuje fady biochemickych reakci a je také soucasti vitaminu B12. Vitamin B12 je
dllezity jak pro Clovéka, tak pro dal$i Zivocichy. Komplex vitaminu B12 se stal nejvice
studovanou organokovovou slouéeninou. Kvuli esencialité se kobalt stanovuje ve formé
elementarni i ve vitaminu B12. Jednou z metod stanoveni je UV-VIS spektrofotometrie.

Jako spektrofotometricka Cinidla se nejCastéji pouzivaji heterocyklicka azobarviva a jejich
derivaty. Kobalt se ve vétSiné pfipadd oxiduje z oxidacniho stavu Il na oxidaéni stav Ill. P¥i
pfipravé roztok( hraje vyznamnou roli pH, z hlediska stability komplexu a mnozZstvi
interferujicich iontl, z hlediska presnosti a spravnosti stanoveni. Pro udrzeni konstantni
hodnoty pH se pouzivaji pufry. Interferujici ionty se eliminuji maskujicimi Cinidly.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Objeveni

Kobalt byl objeven Svédskym chemikem, Georgem Brandtem, vroce 1735, ackoliv
slouceniny kobaltu byly po staleti pouzivany k pfeneseni jejich modré barvy keramice Ci
glazure. Kobalt byl detekovan v egyptskych soSkach a v koralcich perskych nahrdelnikd ve 3
tisicileti pfed Kristem, ve skle nalezeném v Pompejich, v Cin& v dob& T’Ang dynastie (618 -
907) a pozdéji v modrém porcelanu v dobé dynastie Ming. Nazev ,kobolt* byl poprvé pouzit
v 16. stoleti k pojmenovani rud obsahujicich méd a arsen. Brandt pozdé&ji urCil ze modré
zbarveni téchto rud zpUsobuje pfitomnost kobaltu. Brandt izoloval velmi necisty kov a nazval
jej ,cobalt rex“. Ze jde o novy prvek, ukazal az v roce 1780 T. O. Bergman.

Pojmenovani pochazi z némeckého slova ,kobold“, znacici ,skfitek* nebo ,zly duch®.
Tohoto oznaceni se mu dostalo od hornikl ze severni Evropy, ktefi povazovali vyskyt rud,
jez se nedaly hutnicky zpracovat na oCekavany kov a které navic tavenim poskytovaly
jedovaté vypary (As,;Og), za schvalnost ze strany zlych duchi nebo skfitk(.

2.2 Vlastnosti

Kobalt je stfibroleskly kov s modrym odstinem (obrazek &. 1), vzhledem podobny Zelezu.
Je feromagneticky do teploty 1 121 °C (nejvy$Si znama Currieova teplota u kovu &i slitin). Je
to jeden ze ftfi prvkl, které jsou feromagnetické za normalni teploty (mezi feromagnetické
prvky se dale fadi tfeba Zelezo a nikl). Ma ponékud nizsi teplotu tani nez Zelezo. Svou
tvrdosti a pevnosti pfedCi Zelezo i ocel. Stejné jako Zelezo je feromagneticky a teprve nad
1000 °C se pfeméruje v magnetickou modifikaci.

Vzduch a voda na kompaktni kobalt za obyCejné teploty neplsobi. V jemné rozptyleném
stavu je kobalt pyroforni. Ve zfedénych kyselinach, napf. chlorovodikové a sirové, se
rozpousti mnohem obtiznéji nez Zelezo, coz odpovida jeho postaveni v elektrochemické fadé
napéti vpravo od Zeleza (standardni potencial, vztazeny na standardni vodikovou elektrodu,
je -0,28 V). Ve zfedéné kyseliné dusi¢né se kobalt snadno rozpousti, koncentrovanou
kyselinou dusi€nou se vSak pasivuje stejné jako Zelezo.

PFi zahfivani na vzduchu se kobalt oxiduje a v bilém zaru shofi na Co;0,4. Nad teplotou
900 °C probiha oxidace na CoO. Pfi zahfivani se slu€uje také s jinymi prvky, ¢asto za vzniku
plamene (napf. se S, P, As, Sb, Sn a Zn). Taven s kfemikem tvofi vice slou¢enin. Také
s borem se sluCuje pfimo za vysoké teploty, nikoliv vSak s dusikem. VU¢&i dusiku a vodiku je
inertni. Snadno se slu€uje s halogeny. Se Zelezem a niklem tvofi v kazdém poméru smésné
krystaly, pravé tak jako s chromem a manganem. K uhliku se chova podobné jako Zelezo,
pfesto se pfi ochlazeni nikdy nevyluCuje karbid - ackoliv jeho pfitomnost v taveniné je
pravdépodobna - nybrz vzdy grafit, pokud je obsah uhliku vétsi, nez odpovida smésnym
krystalim. Plsobenim CH,; nebo CO na jemné rozptyleny kovovy kobalt pfi mirné zvysené
teploté (pod 225 °C) vznika sloucenina Co,C, ktera se vSak pfi vySSi teploté rozklada.
Katalytického rozkladu CH, a CO je kobalt schopen pfi teplotach, pfi nichz je karbid nestaly.

Konkrétni hodnoty jednotlivych vlastnosti kobaltu jsou uvedeny v tabulce 1. [1, 2, 3]



Obrazek ¢. 1.: Praskovy kobalt [4]

Tabulka ¢&. 1: Vlastnosti kobaltu

Vlastnosti kobaltu

nazev znacka| jednotka hodnota
atomové Cislo N - 27
pocet izotopl - - 8
pocet pfirodnich izotop( - - 1
atomova hmotnost A g-mol* | 58,9332
paulingova elektronegativita x - 1,8
hustota (20 °C) o g-cm? 8,9
teplota tani t °C 1495
teplota varu t, - 3100
radius van der Waalsovych sil fw nm 0,125
iontovy radius +lI Fion ! nm 0,078
iontovy radius +II Fion ™ nm 0,063
elektronovéa konfigurace - - [Ar] 3d’ 4s?
energie prvni ionizace E' | kJ - mol* 757
energie druhé ionizace EZ | kJ-mol™ | 1663,3
energie treti ionizace E® | kJ - mol? 3226
standardni potencial (Co?*/Co) E° \Y; -0,28
standardni potencial (Co**/Co™) E° \% 1,84
objevitel George Brandt, 1735




2.2.1 Alotropické modifikace

Kobalt se vyskytuje ve dvou alotropickych modifikacich o a 3. Nad 417 °C je stéla pouze
modifikace B, kterd ma kubickou ploSné centrovanou mfizku. Pod touto teplotou je naopak
stalejSi forma o, s hexagonalnim tésnym usporadanim mfizky. Pfechod mezi obéma
modifikacemi je obecné pomaly, takZe forma B, kterou jde navic stabilizovat pfidavkem
nékolika procent Zeleza, existuje i Casto za normalni teploty. Tyto skuteCnosti maji
samoziejmé urcity vliv na fyzikalni vlastnosti kobaltu. Jejich zmény Ize v pfipadé kovu o
vysoké Cistoté pfipsat pomalé modifikacni pfeméné. [5]

2.2.2 lzotopy kobaltu

Kobalt se v pfirodé nachazi jako izotop 33Co vrudach a v mensich koncentracich
v plidach (1 — 2 mg/kg). Existuje devét hlavnich izotopl kobaltu, ale jen 3/Co a $9Co
z téchto deviti maji polo¢asy rozpadu dlouhé dost na to aby se o né jevil zajem. PoloCasy
ostatnich izotopl jsou mensi nez 80 dni. ZCO se rozpada s poloCasem rozpadu 270 dni
zachycenim elektronu a S?Co se rozpada s poloCasem rozpadu 5,3 let vyzarenim 3 Castic
s dvéma energetickymi y paprsky, celkova energie téchto dvou paprsku y je 2,5 MeV (jeden
paprsek ma 1,2 a druhy 1,3 MeV). S9Co byl objeven ve 30. letech 20. stoleti na kalifornské
univerzité — Berkley a je produkovan neutronovou aktivaci slozek v jadernych reaktorech,
mlzZe byt také produkovan v urychlovaéi &astic. 5Co je radionuklid, ktery je obsazen ve

vyhofelém radioaktivnim odpadu. Stopy tohoto izotopu jsou pfitomny po celé zemékouli jako
radioaktivni spad.

Vznik $9Co popisuje nasledujici rovnice:
59 1 60
>,Co+ ;n— ;Co

Izotop $Co je intenzivni emitor vysoce pronikavého y nebo rentgenového zafeni a maze
poskodit Zivé bunky, zvlasté krvetvorné tkané. VeEtsi expozice snizuje schopnost téla
produkovat protilatky. PFi styku s radioaktivnim izotopem kobaltu $9Co se také objevuje
prijem, zvraceni, sucha kuze a kozni nemoci.

Radionuklid kobaltu se samovolné pfemériuje na 5Ni . Pfeménou jednoho atomu kobaltu
provazi emise jednoho elektronu a dvou fotond, y zafeni o blizké energii.

Rozpadové schéma $9Co : [5, 6, 20]

60 60NI; - - 60NI:* 60nNI:
7,C0—> 2eNi+e +ve > NI+, = ¢ Ni+y,

2.2.2.1 Vyuziti izotopu kobaltu 5Co

Izotop S?Co je hojné vyuzivan v lékarstvi jako zdroj y zafeni pro ozafovani rakovinnych
nadorl a dalSich tkani.

Dale se vyuziva v defektoskopii pro vyhledavani vnitfnich skrytych vad materialG.
Uvolnénym zéfenim jsou prozafovany kovové soucasti dulezitych aparatur — zafizeni pro
jaderny pramysl, chemické reaktory pro vysoké tlaky, ¢asti kosmickych raket apod. Citlivy
detektor snima mnozstvi y paprsku, které materidlem projdou a vyskyt vady (trhlina, chybny
svar) se projevi zménou intenzity méfeného zareni.
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Pouziva se pro likvidaci hub, plisni, dfevokazného hmyzu a zarodku. Vyuziva se toho pfi
oSetfeni potravin a restaurovani historickych dievénych predmétu. [7]

2.3 Postaveni v periodické tabulce prvkl a skupinové trendy

Kobalt se nachazi v 9. skupiné periodické soustavy prvkl( s rhodiem a iridiem, (podle
starych norem v VIII.B skupiné v takzvané triadé zeleza spolu s Zelezem a niklem).

Kobalt, rhodium a iridium tvofi v riznych oxidacnich stavech komplexni slouceniny. Ve
srovnani s predchazejici triadou je vSak mozné zaznamenat zmenseny rozsah oxidacnich
stavi. Toto omezeni, které se objevuje mezi prechodnymi prvky poprvé, vyplyva ze
zvySeného pfitahovani elektront (n-1) d atomovym jadrem, které tak zabrariuje v dosazeni
nejvysSich oxidagnich stavil. Pojem ,skupinovy“ oxidaéni stav zde proto ztraci jakykoliv
vyznam. U rhodia a iridia se nesetkavame s vy3Simi oxidacnimi Cisly nez VI, stejné jakou
u kobaltu nezname oxidacni Cisla vySSi nez V. Pfipady, v nichz by kobalt dosahoval
oxidacnich stavu IV, V jsou celkem vzacné a pokud existuji, jde €asto o nedostate¢né
charakterizované slouceniny.

NejbéznéjSimi oxidacnimi Cisly kobaltu jsou +II a +lll. Od obou jsou znamy kationty
[Co(H,0)s]** a [Co(H,0)s]*" rozdilné stalosti. Posledn& uvedeny kation, ktery predstavuje
silné oxidaéni ¢&inidlo, se ve vodném roztoku, pokud neni kysely, rychle rozklada, nebot Co"
oxiduje vodu za vyvoje kysliku. Tato nestalost je pak pfiginou toho, Ze na rozdil od Co"
poskytuje Co" jen nékolik jednoduchych soli podléhajicich snadno rozkladu. Na druhou
stranu je v8ak Co" doslova neprekonatelny v poétu koordinaénich sloudenin, které vytvari
zvlasté s N-donorovymi ligandy.

DalSi skute€nost je, ze kobalt, rhodium a iridium projevuji ve srovnani s prvky skupiny
Zeleza menSi ochotu podilet se na tvorbé slouCenin s vysokymi koordinacnimi Cisly.
Nejéasté&ji se v této triadé vyskytuje koordinaéni &islo 6 a s vyjimkou [Co(NO3).)* vSechny tFi
prvky toto &islo jen vzacné piekraduji. Jinak je o nich téZ znamo, Ze aZ na nestaly CoVO3>"
a nedavno pfipraveny Co"O3  netvofi oxoanionty. Tvorba oxoaniontd totiz vyZaduje zpétnou

donaci elektrond 1 od Kkysliku do orbitald d atomu kovu, zatimco ktomu nezbytna
Tr-akceptorova schopnost prvkl zavisi na stupni obsazeni orbitalll d elektrony. Protoze
v pfipadé tézsich prvku jsou tyto orbitaly podstatné zaplnény, je schopnost takovych prvku
k TT-akceptorové interakci snizena. [5]

2.4 Slouceniny kobaltu

Kobalt se nachazi zejména ve tfech oxidacnich stavech 0, +1l a +lll. Ve sloueninach se
vyskytuje pFedevsim v mocenstvi Co™" a Co™", vzacné se muZzeme setkat i s Co™, Co™ a od
nedavna také s nékterymi nestabilnimi sloudeninami v oxidaénim stavu Co" napfiklad
NazCo'0,. Co™ je stabilngjsi nez Co™, ktery je silné oxidaéni ginidlo, schopné oxidovat vodu
a uvolfovat tak kyslik. Kovovy Co° se nachazi ve dvou alotropickych formach,
s hexagonalni a kubickou mfizkou, které jsou stabilni za pokojovych teplot. [5]

2.4.1 Oxidy a sulfidy
Pocet oxidu, jez tvofi kobalt, je vivem omezeného rozpéti oxidacnich stavli mensi, nez je

tomu v pfedchazejicich skupinach prvkud. U kobaltu existuji dva oxidy (CoO, Co30,). Trioxidy
nejsou znamy. CoO se pfipravuje v podobé olivové zeleného prasku silnym zahfivanim
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hydroxidu, uhli¢itanu nebo dusiénanu za nepfistupu vzduchu. Krystalizuje podle typu chloridu
sodného a pod 289 K je feromagneticky. Zihanim s kfemennym piskem a oxidem hlinitym
poskytuje pigmenty pouzivané v keramickém priimyslu. CoO je za normalnich teplot a nad
900 °C na vzduchu staly, je-li vSak zahfivan, napf. na asi 600 az 700 °C, pfechazi na Cerny
Co30,. Tento oxid, jemuz pfislusi vzorec C02+Co§+04, ma spinelovou strukturu s kationty
Co?* a Co*, vyplfiujicimi tetraedrické a oktaedrické dutiny v mfizce s kubickym té&snym
usporadanim aniontd O*. Co;0, absorbuje kyslik a tato skuteénost, spolu se schopnosti
preparatl vzniklych z hydroxidl zadrzovat vodu, vedly k pfedstavé o existenci Co,03, ktera
v8ak nebyla potvrzena. Oxidaci Co(OH), (modra srazenina, ktera se stanim zbarvuje do
svétle rizové barvy) nebo pusobenim roztokd alkalickych hydroxidd na kobaltité komplexy
vznika tmavé hnéda srazenina, ktera vysusenim pfi 150 °C nepfechazi na hydroxid, nybrz na
oxid-hydroxid kobaltity CoO(OH).

Ze sulfidu kobalt tvofi CoS,, ktery ma strukturu pyritu a CosS, spinelové struktury. Oba
maji, podobné jako CoySg a odpovidajici selenidy a telluridy, kovovy charakter. Kromé sulfidu
je znama cela fada nestechiometrickych selenidd a telluridd. [5]

2.4.2 Halogenidy

Kobalt se v halogenidech vyskytuje zejména v oxida¢nim cCisle +II. Jediny halogenid
s oxidaénim Cislem +lll je CoFs. Jedna se o svétle hnédy prasek izomorfni s FeCls, produkt
pusobeni F, na CoCl, pfi 250 °C. Dale kobalt tvofi CoF, (razovy, teplota tani 1200 °C), CoCl,
(modry, 724 °C), CoBr, (zeleny, 678 °C) a Col, (modroc¢erny, 515 °C). Ve vSech je atom
kobaltu oktaedricky koordinovan. Bezvodé slouéeniny se pfipravuji suchou cestou: CoF,
zahfivanim CoCl, v HF, CoCl, a CoBr, uc¢inkem volnych halogent na zahfaty kov a Col,
pusobenim HI na kov za tepla. Fluorid je ve vodé malo rozpustny, a tim se odliSuje od
zbyvajicich snadno rozpustnych halogenidu, které se z vodnych roztokd vylu€uji v podobé
krystalohydratli. Roztoky halogenid vznikaji také rozpusténim kovu, oxidu nebo uhli€itanu
v pfisluSné halogenovodikové kyseliné. Z halogenidd kobaltnatych nachazi uplatnéni chlorid
jako indikator kvality silikagelu pouzivaného jako susici prostfedek. Pouziti CoCl, je zalozeno
na zméné barvy z modré na ruzovou, ke které dochazi pfi prechodu z bezvodé formy na
hydratovanou.

Neochota kobaltu tvofit oxoanionty se projevuje také v tom Ze netvofi halogenid-oxidy. [5]

2.4.3 Komplexni slou€eniny

V pfipadé kobaltu vede zahfivani smési pfisluSnych oxidl kysliku za normalniho nebo
zvyseného tlaku k latkam sloZeni M, [0004], jejichz oxidagni Gcinky svédgi o pFitomnosti Co".
Jestlize se ale zahfiva CoO se 2,2 moly Na,O na 500 °C v zatavené trubici v atmosfére
argonu, vznika riZovy krystalicky NasCo"O;]. Tato latka, kterd se stykem se vzdusnou
vlhkosti podléha okamzité hydrolyze, je zajimava tim, Ze je vytvofena z diskrétnich ploSnych
aniontd [CoO3]* pfipominajicich uhli¢itanovy anion. V této souvislosti je vhodné se téZz zminit
o Cerveném lesklém tetrakobaltnatanu Na;o[C040q], jehoz anion je shodny s aniontem
tetrauhli¢itanovym C,0% .

Komplexnich slouéenin kobaltu v oxida¢nim stavu IV (d°) je pouze nékolik. Jmenovité se
jedna o nékteré slouceniny s fluorem a smiSené oxidy kovu vesmés pochybné Cistoty. [5]
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2.4.3.1 Oxidaéni stav Il (d°)

Tyto komplexy jsou bez vyjimky nizkospinové a oktaedrické. Je znamo nékolik
jednoduchych hydratovanych soli, jako je CoF;- 3,5H,O nebo modry Co,(SO,)s - 18H,0,
popf. podvojnych soli typu MCo(SO,), - 12H,0 (M = K, Rb, Cs a NHy), v nichz je az na fluorid
pFitomen kationt [Co(H,0)e]*".

Kobaltité komplexy, podobné jako chromité, jsou kineticky inertni a tak k jejich pfipravé
prichazeji v uvahu prevazné nepfimé metody. NejCastéji se pfitom postupuje tak, ze se do
vodného roztoku pfislusné kobaltnaté soli pfida ligand a takto vznikly kobaltnaty komplex je
pak oxidovan nékterym vhodnym oxidacnim €inidlem, €asto za pfitomnosti aktivniho uhli jako
katalyzatoru. V fadé pfipadl slouzi jako oxidovadlo vzdusny kyslik, ktery se do roztoku vhani
po dobu nékolika hodin. Jestlize se misto vzduchu pouzije vodny roztok H,O, da se oxidace
téZ dosahnout, a to v podstatné krat3i dobé.

Komplexy s amoniakem, kterych je znam skute¢né ohromny pocet, maji meazi
koordinaCnimi slouCeninami mimoradné postaveni, a to nejen proto, Ze byly prvnimi
koordinaCnimi slou¢eninami, které byly studovany, ale také proto, Ze predstavuji
nejrozsahlejsi studovanou skupinu komplexti Co". Ke komplextim typu [Co(NHs)¢]*",
[Co(NH3)sX]** a [Co(NH3)4X,]", vede podle podminek reakce oxidace vodného roztoku, ktery
obsahuje CoX,, NHsX a NH;3 (X = CI, Br, NO3 atd.). Okruh téchto slou¢enin se da jesté
podstatné rozSifit zaménou X za jiné aniontové nebo neutralni ligandy. Vzhledem ke
kinetické inertnosti komplex( také substitu¢ni reakce probihaji jen zvolna (k dosazeni
rovnovahy je zapotfebi mnoha hodin, popf. dni — dosaZeni rovnovahy se da neobycCejné
urychlit pfidavkem aktivniho uhli), coz na druhé strané umoznuje, zejména pokud jde
o otazky kinetiky, jejich studium pomoci konvecnich analytickych metod.

Kromé téchto komplextd s amoniakem existuji i komplexy chelatovych amind, jako jsou
napf. ethylendiamin nebo bipyridin.

Jinym N-donorovym ligandem, ktery tvofi mimoradné stalé komplexy, je aniont NO;. Jeho
nejznaméjSim komplexem je oranzovy hexanitrokobaltitan sodny Nas[Co(NO,)e], jehoz vodny
roztok se pouziva ke kvantitativnimu vysrazeni K* v podobé& K;[Co(NO,)s]. Plsobenim fluoru
na Ks3[Co(NO,)e] vznikda K;[CoFg], jehoz aniont je pozoruhodny nejen tim, Ze je jedinym
hexahalogenokomplexem Co", ale také pro to, Ze je vysokospinovy, a tudiz paramagneticky.

Mezi komplexy vynika mimoradnou stalosti anion [Co(CN)e]*, ktery nepodléha ani G&inku
alkalickych latek. Podobné jako [Fe(CN)e]* s podobnou konfiguraci, neni toxicky.

Ve srovnani s komplexy s N-donorovymi ligandy, jsou komplexy odvozené od
O-donorovych ligandli obecné méné stalé. Vyjimkou jsou zelené 2,4-pentandionatové
a oxalatové chelatové komplexy [Co(acac)s] a Ms[Co(C,0,),]. Ostatni karboxylatové
komplexy, napf. acetatové, jsou mnohem méné stalé. ZucCastriuji se jako katalyzatory rady
oxidacnich reakci.

Komplexy Co(lll) az na vyjimky nepodléhaji hydrolyze a tim se napadné odliduji od
chromitych komplexd. Pokud hydrolyzuji, vznikaji pfi tom vicejaderné komplexy, které
v pfipadé amminkomplexi obsahuji jako mustkovy ligand skupiny OH™ . V Uloze mustku
asto vystupuji také anionty NH,,NH®> aNO,, pficemz existence takovych komplex se
neomezuje pouze na pripady s jednoduchymi mustky, jaky se napf. objevuje ve svétle
modrém kationtu [(NH3)sCo-NH,-Co(NH5)s]**. Jsou znamy téZ &astice se dvéma a tremi
mustkovymi ligandy. [5]
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2.4.3.2 Oxidaéni stav Il (d")

Oxidaéni stav (Il) u kobaltu patfi k jednomu ze dvou nejstalejSich oxidacnich stavu.
Kobaltnaté komplexy jsou v porovnani s kobaltitymi mnohem méné pocetné, zato se ale
vyznacuji vétsi strukturni rozmanitosti, dale vétsi labilitou a také tim, ze zadna z konfiguraci
Co" nedosahuje takové stalosti, jakou vykazuje Co". Z oxidaéné&-redukénich potencialli
vyplyva, Ze pfi pfipravé komplexd Co" je tfeba vzdy poditat s moznosti oxidace, ktera si
Casto vynucuje praci za anaerobnich podminek. Jestlize se v8ak pracuje s roztoky, které
nejsou alkalické a ligandy nelezi ve spektrochemické fadé zcela vpravo, daji se kobaltnaté
komplexy pfipravit bez zvlastnich ochrannych opatfeni. Nejb&zné&jsimi typy komplexd Co"
jsou vysokospinové oktaedrické komplexy. Vedle nich jsou znamy také diamagnetické, které
vznikaji koordinaci ligandu, jakymi jsou CN". V jejich pfitomnosti v§ak snadno dochazi
k oxidaci.

Karboxylaty Co", napf. dervené zbarveny octan [Co(O,CMe),] - 4H,0, jsou monomerni
a Vv nékterych pfipadech se v nich acetatovy ligand chova jako jednodonorovy. Octan
kobaltnaty nachazi uplatnéni jako soucast katalyzatorl pouzivanych pfi oxidacich
v organické chemii a také jako prostfedek urychlujici schnuti olejovych lak(i a fermeze.
Co" tvofi se v8emi znamymi anionty jednoduché soli krystalizujici z vodnych roztoki
v podobé hydratd. Plsobenim alkalickych latek na vodné roztoky kobaltnatych soli se srazi
Co(OH),. Ma ponékud amfoterni charakter, a tak se kromé v kyselinach rozpousti
i v nadbytku hydroxid@i na tmavé modré roztoky obsahujici ionty [Co(OH),*. Hydroxid
kobaltnaty existuje ve dvou formach, modré a rlzové. Modra forma se ziska pomalym
srazenim z roztoku pfi 0 °C. Je nestala, a je-li zahfivana za nepfitomnosti vzduchu, prechazi
na rizovou.

Cetné hydratované soli, podobné jako jejich vodné roztoky, obsahuji rGZovy oktaedricky
kationt [Co(H,0)e]**. Kationtového typu jsou také oktaedrické komplexy [Co(L-L)s]** vzniklé
koordinaci dvojnych N-donorovych ligandd bipy, phen. Spole€né se vyznadluji vétsi stalosti
vigi oxidaci napt. kationt [Co(NH;)s]**, prestoZe je také komplexem N-donorového ligandu.
2,4-pentandion poskytuje s Co" oranzovy [Co(H,O),(acac),] oktaedrické geometrie
s molekulami vody koordinovanymi v poloze trans. Dehydrataci pfechazi na [Co(acac),],
a ackoli bychom podle stechiometrie mohli soudit jinak, je tento komplex ve skute€nosti, diky
souCasné probihajici tetramerizaci také oktaedricky. Bezvody komplex jevi pfi velmi nizkych
teplotach slaby feromagnetismus. Jinym prikladem komplexu Co", tentokrat komplexu
vicevazného ligandu, je anion [Co(H.O)edta], co do stechiometrie shodny s analogickymi
komplexy Mn" a Fe", ve kterych oba centralni atomy maiji koordinaéni &islo 7. ProtoZe kobalt
v ném dusledné uplatfiuje (podobné jako v jinych komplexech) koordinacni Cislo 6, a edta se
v tomto pfipadé tedy chova jako pétivazny ligand s jednim nekoordinovanym atomem kysliku,
je shoda cisté formaini.

Kromé oktaedrickych jsou u kobaltu téz bézné tetraedrické komplexy. Schopnost vytvofit
takovy typ je mezi pfechodnymi prvky v nejvy$$i mite vyvinuta pravé u Co" (z ostatnich prvka
jej pfedci pouze Zn"). Zadna konfigurace neni tak vyhodna pro tetraedrické uspofadani,
v poméru k oktaedrickému, jako d’. Proto musime pocitat s tim, Ze ve vodnych roztocich
obsahujicich [Co(H,0)s]** budou v rovnovaze vzdy pFitomny v malém mnoZstvi také
tetraedrické kationty [Co(H.O),J* a voctové kyseling anionty [Co(O,CMe),*. Jinymi
tetraedrickymi komplexy jsou anionty [CoX,]” odvozené od jednovaznych ligandl (X = Cl, Br,
I, SCN a OH) a dale komplexy slozeni [CoX,L,] (X = halogenid nebo NCS, L = ligand
s donorovym atomem pfislusejicim prvku 15. skupiny), od nichZ je znama kompletni fada.
Jsou pozoruhodné tim, Ze existuji v obou geometriich. Konkrétnim pfikladem takovych
komplext je [CoCl,(py).] vystupujici jednak v modré, monomerni, metastabilni tetraedrické
formé&, jednak ve fialové polymerni, s chloridovymi mustky, které doplriuji koordinacni Cislo
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kobaltu na 6, a dovrsuji tak strukturu na oktaedrickou. Koordinace snaze polarizovatelnych
ligand vede prednostné k tetraedrickému usporadani, protoZze k neutralizaci naboje
stfedového atomu je jich v takovém pfipadé potfeba méné. Tudiz, je-li L = py, pak zaména ClI
za | stabilizuje tetraedrickou geometrii a v pfipadé, ze L = fosfan nebo arsan, je tato forma,
bez ohledu na povahu X vyhodnéjsi.

NejnapadnéjSim znakem, ktery dovoluje rozliit mezi oktaedrickym a tetraedrickym
usporadanim komplexd, je jejich zbarveni. Oktaedrické komplexy jsou obecné rizové az
fialové, kdezto tetraedrické modré. Tuto skutecnost nazorné vystihuje znama rovnovaha:

[Co(H,0)s)** + 4CI <> [COCl,]* + 6H,0

oktaedr — razovy tetraedr — modry

| kdyz toto rozliSeni neni zcela spolehlivé (dokazuje to existence modrého a pfitom
oktaedrického CoCl,) je presto uziteCnym voditkem, jehoz spolehlivost mnohem Iépe
vystihuje analyza elektronovych spekter.

Mezi dobfe charakterizované komplexy Co", prestoZze netvofi nijak zvlast pocetnou
skupinu, se fadi také tetraedrické, k nimz patfi [Co(ftalocyanin)], podobné jako [Co(salen)] a
komplexy dalSich Schiffovych bazi. VSechny jsou bez vyjimky nizkospinové. Jedna se o
mimoradné zajimavé latky schopné prenaset kyslik. Koordinace dikysliku, jez vede
k lomenému usporadani

(@)
Co—O

je provazena soucasnym pfipojenim molekuly rozpoustédla ke komplexu v poloze trans k O,,
aniz by se pfitom cokoli ménilo na nizkospinové konfiguraci Co". Vznikem vazby Co—O,,
vSak dochazi k pfenosu elektronu z atomu kovu na O,, podobné jako je tomu v pfipadé
mustkovych komplexu, ¢&imz vznika stav blizky extrémni situaci, jakou predstavuje
koordinace hyperoxidového aniontu O, k Co" (opa&nym extrémnim pripadem je koordinace

Co"—0,, kdy neparovy elektron zustava lokalizovan, zatimco O, se stava, v disledku zruseni
degenerace orbitald T a sparovani elektron(i, diamagnetickym). Rozsah, v jakém dochazi
k pfenosu elektronu, pravdépodobné urcuje ligand vazany v poloze trans vuci O,.

S jesté vétSimi obtizemi pfi uréovani formalniho oxidacniho Cisla se setkdvame v pfipadé
aduktd NO typu [Co(NO)(salen)], ve kterych atom kobaltu uplatfiuje koordinacni €islo 5. Tyto
komplexy jsou zcela diamagnetické, neobsahuji proto Zadny neparovy elektron a mizeme je
tedy formulovat bud jako Co"—NO™ nebo Co'—NO*. Jak ukazuji studie t&chto komplexd
pomoci infracervené spektroskopie, nelze o povaze vazby Co—NO s ur€itosti rozhodnout.
Nemoznost dosahnout jednoznaéného FeSeni vyplyva z rozdilné polarity kovalentni vazby
odpovidajici obéma formulacim, kdy nelze podobny formalismus dost dobfe aplikovat.

Jinymi priklady komplexi Co" s koordinaénim gislem 5, které byly dostatecné
charakterizovany, jsou jednak vysokospinovy [CoBrN(C,H;NMe;)s]” tvaru trigonalni
bipyramidy, v némz ma atom kobaltu 3 neparové elektrony a dale Ctvercové pyramidalni
[Co(CN)s]* s nizkospinovou konfiguraci Co" s 1 neparovym elektronem. [5]
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2.4.3.3 Nizsi oxida€ni stavy

Oxidaéni stav (I) nepatfi u kobaltu k b&Zznym. Kobalt Co' uplatfiuje ve vétsing& komplexd
koordinaéni ¢&islo 5, napf. v [Co(SNR)s]", zatimco &tvercové komplexy jsou u ného prakticky
nezname.

V komplexech, kde atom kobaltu dosahuje oxidacnich Cisel 0 a —I, ale dokonce i Cisel
nizSich vystupuji jako ligandy pfedevdim CO, CN™ a RCN, které byvaji Casto téZ soucasti
organokovovych sloucenin. Jinymi ligandy , schopnymi je$té dobfe stabilizovat nizSi oxida¢ni
stavy, jsou terciarni fosfany. Jako pfiklad takovych komplexd muize byt uveden hnédy
paramagneticky [Co°(PMe;),] tetraedrické struktury. PFipravuje se redukci etherického
roztoku, ktery kromé& CoCl, jesté obsahuje PMe;, pomoci Mg nebo sodného
amalgamu. Jeho dalsi redukci Mg v tetrahydrofuranu (thf) v pfitomnosti dusiku vznika
[Mg(thf),J[Co™(N,)(PMes)s]. Podobné jako fosfany se chovaji také estery kyseliny fosforité,
a tak reakce, jez vede k [Co’°(PMes)s], poskytuje v pfipadé P(OMe); a P(OEt); vedle
paramagnetickych monomernich komplext [Co%P(OR)s}] jesté diamagnetické dimery
[C03{P(OR)s}g]. [5]

2.4.4 Organokovové slou¢eniny

Rada organokovovych slou€enin kobaltu, také vitamin B;, s chemii vazeb Co—C, se
vyznacuje vyznamnymi katalyckymi ucinky. Pfitom je zajimavé, Ze jednoduché homoleptické
alkylové a arylové slouceniny kobaltu CoR, se dosud nepodafilo pfipravit. ProtoZe je ale
znam znacny pocet slouéenin s vazbou Co—C, v jejichz molekule jsou pfitomny nejen
1-vazebné ligandy (napf. fosfany a CO), ale také ligandy, které s atomem kobaltu netvofi
vazby 1 (glyoximy a Schiffovy baze), nelze tuto skuteCnost dost dobfe pfipisovat
termodynamické nestalosti vazeb Co—C. O existenci slou¢enin ¢asto rozhoduji téz sférické
podminky, popf. elektronové vlivy. Ukazuje to pfiklad glyoximu, kdy adované ligandy sféricky
blokuji molekulu, jinak z energetického hlediska nachylnou k rozpadu, zatimco elektronovy
faktor se v tomto pfipadé vyrazné neuplatriuje. [5]

Protoze kobalt ma lichy pocet valencnich elektrond, mohou tyto prvky v karbonylech
splfiovat poZadavky 18ti elektronové konfigurace jen za cenu tvorby vazeb M—M. V souladu
s tim u nich nejsou proto znamy jednojaderné karbonyly a tak na misto nich jsou zakladnimi
binarnimi karbonyly [M»(CO)g], [M4(CO)15] a [Me(CO)s6], ze kterych se daji ziskat dalSi
slou€eniny, jejichZ slozeni odpovida 18ti elektronovému pravidlu. Takovouto slou¢eninou je
napfiklad monomerni tetraedricky aniont [Co(CO),], ktery okyselenim poskytuje hydrid
[CoH(CO),] a kjehoz pripravé slouzi redukce [Co,(CO)g] rozpusténého v benzenu
sodikovym amalgamem.

Karbonyly kobaltu jsou dulezité a jejich vyznam spociva pfedevSim v tom Ze se stéle
uplatfiuji jako pavodni katalyzatory v hydroformylaénich procesech, a to i pfes to, Ze jsou
nyni k dispozici nové vyvinuté rhodiové katalyzatory. [8]

2.5 Vyskyt

Kobalt, ackoliv je rozptyleny, tvofi pouze 0,001 % zemské kdry. MUze byt nalezen
v malych mnozstvich v pozemskych nebo meteoritickych rudach, obsahujici hlavné nikl,
v atmosférach slunce a jinych hvézd, a v kombinaci s jinymi prvky v pfirodni vodé, v pidéach,
rostlinach, zZivogisich a takovych mineralech jako jsou kobaltin CoAsS a smaltin CoAs,. Stopy
kobaltu jsou pfitomny v mnoha rudach niklu, médi, stfibra, manganu, zinku a arsenu ze
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kterych je Casto ziskavan jako vedlejsi produkt. Kobalt je zkoncentrovan a vyextrahovan
z téchto rud.

V souvislosti svodou se nachazi organicky vazany jako vitamin B12 v kalech
Z biologického cisténi odpadnich vod, v suSiné aktivovaného kalu. Dal$im antropogennim
zdrojem kobaltu mohou byt odpadni vody z metalurgického pramyslu a galvanického
pokovovani, kde je pfitomen pfevazné ve formé komplexu. O formach vyskytu kobaltu ve
vodach je znamo jen malo. Mohou byt v8ak velmi rozmanité vzhledem ke znaénym
schopnostem kobaltu tvofit komplexni slouceniny. Jde pFfedevSim o hydrokomplexy
a komplexy s huminovymi latkami. Ve vodach se stanovuje pomérné vyjimecné. [24]

2.6 Toxicita kobaltu

Aerosoly jemné rozptyleného praskového kobaltu mohou zplsobit vazné plicni
abnormality, v€etné tézkého kasle a plicni fibrézy. PoSkozeni hornich cest dychacich
s priznaky kratkého dechu, kasle i permanentni neschopnost mohou zpusobit tyto aerosoly u
lidi s expozici 1-2 mg/m® ve vzduchu. Folikulitida, koZni nemoci a aktivace akné se mlze
objevit u dospivajicich déti. Velké oralni davky kobaltu vedou k anorexii, nevolnosti, zvraceni,
prijmu, hluchoté&, zrudnuti obliCeje a ke koznim vyrazkam. Aktivuje zvétSeni stitné zlazy
blokovanim pfijmu jodu, zvlasté u déti. Kobalt je toxicky jen jako vysledek vysokého pfijmu
nebo Casté expozice. Posiluje mnozZeni krvetvornych bunék v kostni dfeni a bunék $&titné
Zlazy.

V roce 1960 byl kobalt pouzivan ke stabilizovani pénéni piva. Obvykle pfidavek 1 — 5 ppm
kobaltu pfedejde pénéni.

U hospodarskych zvifat kobalt snizuje dostupnost médi, Zeleza a manganu. Maximalni
bezpecny obsah v otravé ¢ini 20 ppm pro skot, 50 ppm pro ovce, 10 ppm pro prasata
a 4 ppm pro driibez. Pro skot byla stanovena toxicka hodnota 24 ppm. Skot pfi kontaminaci
kobaltem trpi slabou kondici, anorexii, slinénim, prdjmem. Kobalt zpUusobuje polycythemii u
kralik(, kachen, mladych krys a psu.

LDso: krysa: 1,5 g/kg, kralik 20 mg/kg.

Mezi slouCeniny kobaltu toxikologicky vyznamné patfi arsenitan kobaltnaty, ktery
pfedstavuje nebezpedi z toho hlediska Zze obsahuje jak arsen tak kobalt. Chlorid kobaltnaty
po oralnim pouziti zpusobuje slabou vyrazku, nevolnost, zvraceni a zakal nebo zastinéni
Cocky. Siran kobaltnaty zpUsobuje alergickou reakci a také byl pfidavan do piva jako pfisada
proti pénéni. [20]

2.7 Biochemie kobaltu

stavu ma vice nez pét 3d elektronl (je elektronové bohaty). Kobalt neni jen elektronové
bohaty, zejména v nizSich oxidaénich stavech a v nizkospinovych stavech, ale né&jaké ze 3d
elektronl jsou exponovany o- (nebo T1-) orbitalem do téchto nizkospinovych stavi
preferovanych symetrii komplex. To znamena Ze tetregonalni nizkospinovy stav d’ Co"
iontu je reaktivni volny radikal a jeho vlastnost je vyuzivana ve vitaminu B12, koenzymu
potfebovaného pro mnoho enzymatickych reakci vyzadujicich volny radikal. [15]
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2.8 Kobalt v biologickych systémech

2.8.1 Dostupnost kobaltu v biologickych systémech

Kobalt je v biologii dlleZity jako stabilni nizkospinovy stav, Co", ktery ma odkryty
neparovy elektron, d’. Stabilni nizkospinovy stav jinych ionti kovli, Mn, Fe, a Ni neposkytuje
neparovy elektron upotfebitelny pro radikalové reakce.

Kobalt je vzacny prvek. Stopové mnozstvi kobaltu je dulezité pro fadu zivych organismu,
vCetné Clovéka. VétSina kobaltu v lidském téle je v molekule vitaminu B12. Komplex vitaminu
B12 sestava z centralniho atomu kobaltu a ligandu (obrazek €. 2) a je to vitamin s nejmensi
koncentraci v lidském téle. Tvorba tohoto komplexu je zavisla jak na ligandu tak i na
centralnim atomu. Existuje asi 11 extrémné citlivych organickych reakci pfi kterych biologicky
systém potrebuje vitamin B12. PouZziti elementarniho kobaltu je spojeno s katalyzou volnych
radikall a kontrolu reakce téchto radikald. Kontrola v tomto vyznamu znamena Ze radikaly
nesmi byt pfili§ reaktivni aby neposSkodily fyziologickou tkan. [9]

CONH,

"\_—~CONH,

HNOC A
2 \ :__CONH,
O N
¢
NH
(\ Ho, |
\“‘. q O
O:E-’O ,:
- /
O ho

R = 5'-deoxyadenosyl, Me, OH, CN
Obrazek. ¢. 2.: Vitamin B12

R = 5'-deoxyadenosyl — koenzym B12

R = Me — methylkobalamin

R = OH — hydroxykobalamin

R = CN — kyanokobalamin — zakladni forma

YV VYV

18



2.8.2 Vitamin B12

Vitamin B12 je rozpustny ve vodé, ktery je pfirozené pfitomen v potravinach, pfidavan do
jinych potravin a dostupny jako doplnék stravy a jako |ékafsky pfedpis. Vitamin B12 je
stabilni vic¢i teplu, svoji aktivitu ztraci na svétle, za pfistupu vzduchu a v alkalickém prostfedi.
V kyselém prostfedi je odolny a muze byt zahfivan dlouho pfi 100 °C. Ke ztraté aktivity
vitaminu B12 pfi vafeni dochazi spiSe jeho vylouhovanim do vody, nez k jeho tepelné
inaktivaci. Byl objeven v roce 1926 Dr. Georgem R. Minotem a Dr. Williamem P. Murphym.

Vitamin B12 existuje v nékolika formach a obsahuje mineral kobalt, takze slouceniny
s vitaminem B12 jsou vSeobecné oznaCovany jako “kobalaminy“. Rozeznavame dvé formy:
kyanokobalamin a hydroxykobalamin (ten je ucinnéjSi). Aby byl vitamin B12 v lidském
metabolismu aktivni musi byt kobalaminy pfeménény na methylkobalamin a 5-
deoxyadenosylkobalamin.

Chemicky se jedna o derivat korinu, komplex s kobaltem jako centralnim atomem. Je to
jeden z nejlépe studovanych organokovovych systému v biologii. Originalni struktura byla
popsana z kyanokobalaminu, ve kterém je kyanidova skupina druhym axialnim ligandem
spolu s dimethylbenzimidazoleovym nukleotidem, ktery je kovalentné vazan na korinovy kruh.
[10, 11, 15]

2.8.2.1 Zdroje vitaminu B12 a proces vstiebavani

Rostliny ani zivocichové nesyntetizuji vitamin B12. Pouze nékteré rody bakterii
(Alcaligenes, Azotobacter) produkuji tento vitamin, jelikoZ maji potfebné enzymy. BylozZravci
ho ziskavaji z bakterii, které obyvaji jejich zazivaci trakt a tento se posléze dostane
potravnim fetézcem i do lidského téla. Ke vstfebani do lidského téla z potravy ve stfevé
potfebuje tzv. vnitfni faktor (intrinsic faktor) uvolfiovany ze Zzalude¢ni sliznice k separaci
vitaminu od bilkoviny. Vytvofi se komplex s vnitinim faktorem, coz je glykoprotein
secernovany parietalnimi burikami zaludec€ni sliznice (nachazeji se v horni ¢asti zaludku). Na
tento faktor se vaze v zaludku a v dvanactniku. Komplex se vstfebava v tenkém stfevé po
vazbé na pfislusné receptory transportniho mechanismu. Pfi poSkozeni stfevni sliznice se
dostava kyanokobalamin do téla pouhym pfestupem pfes tuto postizenou sliznici. Pro
normalni absorpci musi byt pH neutralni a musi byt pfitomny vapenaté ionty. Pfi stravé
s vysokym obsahem tuku, bilkovin a rafinovanych cukrd a jinych rafinovanych potravin je
absorpce B12 inhibovana. Po vstfebani se vaze komplex na transkobalamin. Nadbytek se
hromadi vazany na plasmatickou bilkovinu (skladovaci rezerva je 3 000 — 5 000 pg) v jatrech,
méné pak ve svalech a v ledvinach. Cigaretovy kouf obsahuje slozky, které inaktivuji
hydroxykobalamin a tento je niCen taky alkoholem, antikoncepCnimi pfipravky, hypnotiky
a antibiotiky, ktera naruduji stfevni mikrofléru.

V potravinach se vitamin B12 nachazi vazany na proteiny a tato vazba je rozruSena jesté
pfed absorpci. V potravinovych doplficich stravy je vitamin B12 ve formé vitaminu B12
a nevyzaduje proto separacni krok.

Vitamin B12 je pfirozené nachazen v zivociSné stravé, napfiklad v rybach, mase, dribezi,
vejcich a mlécnych vyrobcich. Zfidka se vyskytuje vrostlinné stravé, ale cerealie jsou
s vysokou dostupnosti zdrojem vitaminu B12 pro vegetariany. Nékteré druhy kvasnic také
obsahuji vitamin B12.

V doplricich stravy je vitamin B12 pfitomen jako kyanokobalamin ve formé, které je télo
schopno pievést na aktivni formy methylkobalaminu a 5-deoxyadenosylkobalaminu. Doplriky
stravy mUzou taktéZ obsahovat methylkobalamin a jiné formy vitaminu B12. Faktem je Ze
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vitaminy B by mély byt podavany spole¢né jako B-komplex, jelikoz jsou vzajemné propojeny
ve své funkci. Velké davky nékterého z nich mohou byt bezcenné a mohou byt pfi€inou
deficitu ostatnich.

Priimérna strava obsahuje 5 — 30 pg vitaminu B12 a z toho se vstiebava 1 — 5 ug. Denni
potfeba pro dospélého Clovéka je 2 — 3 ug, pro téhotné a kojici zeny 4 ug. [12, 14]

2.8.2.2 Nedostatek a prebytek vitaminu B12 v téle

PFi nedostatku vitaminu B12 a B9 (kyseliny listové), ktera s vitaminem B12 spolupusobi,
dochazi k inhibici mitézy a k abnormalnimu zrani vytvofenych bunék. Toto je nejvice patrné
na tkanich s rychlym rastem (kostni dfen, epitel zazivaciho traktu) a vznika megaloblasticka
anémie. Zakladni pfi€inou je nedostatecna produkce DNA a proto je omezeno déleni bunék,
syntéza RNA a bilkovin pokracuje. To vede k produkci velkych elementu, které jsou citlivé na
poskozeni. LéCba megaloblastické anemie pfi nedostatku vitaminu B12 trva cely Zivot.

Deficit vitaminu B12 je téméf vzdy zplsoben jeho malou absorpci zpusobenou
nedostateCnou produkci vnitfniho faktoru nebo poruchou vstfebavani komplexu B12
a vnitiniho faktoru stfevni sténou. Nej¢astéjSi pfi€¢inou nedostatku vnitfniho faktoru byva bud
CasteCné odstranéni zaludku nebo drazdéni zaludku potravou (napf. kava, kofeni, léky).
Poruchu vstfebavani zpUsobuji chorobné stavy v tenkém stfevé jako jsou rGzné zanéty,
stfevni dismikrobie pfi syndromu slepé klicky, pfi pankreatitidé, nakaze Skulovcem.

Nedostatek vitaminu B12 je charakterizovan chudokrevnosti, unavou, slabosti, zacpou,
ztratou chuti a poklesem vahy. Mohou se také objevit neurologické zmény, jako je otupélost
a brnéni v koncetinach. Mezi dalSi pfiznaky patfi obtizné udrzovani rovnovahy, deprese,
dezorientace, slaba pamét a bolest jazyka a ust. Neurologické symptomy se mohou objevit i
bez chudokrevnosti, ale v€asna diagnéza a zakrok mlze zabranit nevratnému poskozeni.

Neurologické poSkozeni zplUsobené dlouhodobym deficitem vitaminu B12 muaze byt
ireversibilni. Dochazi k syntéze aberantnich mastnych kyselin, které se zabudovavaji do
buné&nych membran.

Nedostatek zpusobuje také mentalni choroby jako je deprese a mnoho dalSich symptomd,
podobné popisovanych jako Alzheimerova choroba. (ZvySeny homocystein, ktery muze byt
snizen dodavanim vitaminu B12 se ukdazal jako hlavni faktor pfi vzniku Alzheimerovy
choroby). ZvySeny homocystein je téz hlavnim rizikovym faktorem pfi vyvoji arteosklerdzy,
primarni poruchy pfi vzniku onemocnéni cév a srdce. Vitamin B12 spole¢né s kyselinou
listovou (B9) a pyridoxolem (B6) mohou pomoci ochranit zdi cévnich kapilar urychlenim
pfemény homocysteinu zpatky na aminokyselinu methionin (B12 a B9) a metabolizovanim
homocysteinu na cystathionin cystein (B6).

BéZné se nedostatek vitaminu B12 1€Ci injekcemi s timto vitaminem. Ackoliv efektivnéjsi
by byly dézy s vitaminem k oralnimu podani. Nadbytek vitaminu B12 dodany touto cestou je
vylu€ovan moci

Zatim nebyly zpozorovany zadné nepfiznivé efekty spojené s nadbytkem vitaminu B12
dodavaného z potravin. [12, 13]

2.8.3 Koenzym B12
Koenzym B12 (5'-deoxyadenosyl kobalamin) se zucasthuje jako kofaktor v mnoha

enzymatickych reakcich, které vyZaduji nové uspofadani substratu, kde atom vodiku je
vymeénén s funkéni skupinou na sousedicich uhlicich.
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Mnoho reakci, které vyuzivaji koenzym B12 probihaji radikalové nebo reakci
katalyzovanou homolytickym &t&penim vazby Co—C za vzniku Co™ iontu a
deoxyadenosylového radikalu. Radikal potom vyuzije vodikovy atom ze substratu a vznikne
radikal na substratu, ktery se nasledné prfeusporada.

Byl navrhnut mechanismus (obrazek €. 3) s dikazem pFeusporadani z konfigurace ¢ na
konfiguraci 1 v kobaloximech. Toto pfeuspofadani kontroluji enzymy, zavislé na vitaminu
B12. V tomto mechanismu je znazornéna i role Co"".

R H,0* OH

I | |
H, = Jﬁ + HOCH,CH,0H==CH, + H—(C—C—H
/" \

amn H C

1 Co(IT) H CoflIl)

|

|

OH
H/?\ + CH Cﬁ ——\1 + CH CH (
. C 3 — 9} ===
Co(1D) \OH CHj /i
‘ o(III)

Obrazek ¢. 3.: Pfeusporadani z konfigurace o na 1T

2.8.4 Funkce vitaminu B12 v téle

Vitamin B12 je normalné zapojen do metabolismu kazdé bunky v téle, specialné ovlivhuje
syntézu a regulaci DNA, ale také syntézu mastnych kyselin a produkci energie. Nicméné
hodné (ne vSech) funkci vitaminu B12 muze byt nahrazeno dostate€nym mnozstvim kyseliny
listové (vitamin B9).

Podili se na krvetvorbé, Cinnosti nervu jater, ovliviiuje metabolismus tuk( a sacharidi a
replikaci DNA. Vitamin B12 funguje jako kofaktor pro methioninsyntdzu a L-methylmalonyl-
CoAmutazu. Methioninsyntaza katalyzuje pfeménu homocysteinu na methionin. Methionin je
Zadouci pro tvorbu S-adenosylmethioninu, univerzalniho methyl donoru pro témér 100
rlznych substratt, v€etné DNA, RNA, hormon(, proteind a lipidd. L-methylmalonyl-
CoAmutaza preménuje L-methylmalonyl-CoA na sukcinyl Co-A pfi degradaci propionatu.
Jedna se o esencialni biochemické reakce v metabolismu tuk( a proteint. Sukcinyl Co-A je
dllezity pro syntézu hemoglobinu.

Z hlediska nervové funkce je potfebny pro tvorbu fosfolipidi buné&nych membran, toto je
dllezité pro pfenos nervovych vzruchl a myelinovych pouzder, které kryji a chrani nervové
buriky a zrychluji vedeni nervovych vzruch.

PFiznivy vliv vitaminu B12 na mentalni funkce a emoc¢ni zdravi je dan jeho roli pfi syntéze
mastnych kyselin a vlivu na zdravi nervovych bunék.

Reaktivni vazba Co—C v koenzymu B12 se zu€astriuje tfi hlavnich enzymatickych reakci
v téle:

1) lzomerace — vodikovy atom je pfenesen mezi dvéma sousedicimi atomy s pravodni
vyménou druhého substituentu X, ktery muze byt uhlikovy atom se substituenty,
kyslikovy atom alkoholové skupiny nebo aminova skupina.
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2) Transfer methyl- skupiny mezi dvéma molekulami — darcovstvi methyl- skupiny
vitaminem B12 urychluje vyrobu a recyklaci mozkovych pfenasecl (neurotransmitert),
které jsou zodpovédné za pamét, mentalni jasnost a bdélost, naladu a dal3i procesy.

3) Dehalogenace — reakce, ve které je atom halogenu odstranén z organické molekuly.

Spolu s vitaminem B12 spoluplisobi kyselina listova (Vitamin B9, folacin) [13, 14].

2.8.5 Metalloproteiny — proteiny substituované kobaltem

Existuje znaéné mnozstvi vyzkuml zaméfenych na metalloproteiny substiuované
kobaltem. Primarni divod je substituce kobaltu namisto zinku, paramagnetismus kobaltu a
jeho citlivost na zmény v koordinaéni geometrii, které Ize posuzovat na jeho adsorpénim
spektru pro oblast viditelného svétla. Casto je vyhodné substituovat kobalt za zinek ke studiu
metalloenzym(l zavislych na zinku. Dvé dulezité protedzy zavislé na zinku jsou
karboxypeptidaza A, a thermolysin.

Byly pfipraveny strukturni a elektronové imitace jejich aktivnich sloZzek v substituovanych
metalloenzymech. Jak viditelna tak MCD spektira byly velice podobné jako spektra
thermolysinu a karboxypeptidazy A, zatimco rentgenové snimky struktur Zn a Co
substituovanych metalloenzym( vykazovaly jen velmi malé rozdilnosti ve strukture.

Vyzkumy ziskaly padny dikaz tykajici se vazebného mista Co"™ v kobaltem
substituovanych modrych proteinech médi. DfivéjSi vyzkumy se omezovaly pouze na méfeni
absorpce v UV-VIS oblasti, kde spektralni vyhodnoceni jsou limitovany pfekrytim spinové
povolenych d-d pfechodl a excitaci pfenosem naboje. Dnes uz se metoda absorpce v UV-
VIS oblasti nepouZziva a pouzivaji se sofistikovanéjsi metody.

Substituce kobaltem na aktivni misto zineCnatych enzymU nabizi excelentni
spektroskopickou sondu pro vyzkum strukturni morfologie. [9]
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3 SPEKTROFOTOMETRICKA CINIDLA PRO STANOVENiI KOBALTU

UV-VIS Spektrofotometrie:

Molekuly maji schopnost pohlcovat elektromagnetické zafeni pouze urCitych vinovych
délek. Je to dano tim, Zze mohou existovat v ur€itych kvantovych stavech, které se lisi
obsahem energie. Jestlize ma molekula prejit ze stavu s nizSi energii do stavu s energii
vy8Si, musi absorbovat zafeni o frekvenci, ktera pravé odpovida rozdilu energii mezi
energetickymi hladinami.

Energeticky nejnarocnéjsi jsou prechody mezi elektronovymi energetickymi hladinami.
Bézné jsou zpusobeny absorpci UV zafeni (190 — 380 nm) a viditelného zareni (380 —
780 nm). Absorpce zafeni se méfi na pfistrojich zvanych absorpéni spektrofotometry.

PFfi méfeni je ze vstupujiciho toku zafeni ®, ¢ast absorbovana vzorkem (absorbovany
zarivy tok ®,) a v idealnim prFipadé zbytek projde a je zaznamenan jako vystupujici zafivy tok
®. Podil zafivych tokd ® a ®, se nazyva propustnost neboli transmitance:

T:¢/¢o

Na vétSiné spektrofotometrli Ize také odecist hodnotu absorbance A, tj. zaporné vzaty
logaritmus propustnosti:

A =-log 7= log (®/ Do)

VétSina kationtd kovu ve zfedénych vodnych roztocich vykazuje jen nepatrnou vlastni
absorpci. Kationty se proto pfrevadéji do barevnych stabilnich komplexd reakci
s komplexotvornymi ¢&inidly obsahujicich chromoforni skupiny. Vznik komplexu vyzaduje
obvykle vhodné pH.

Kvantitativni analyza je zalozena na Lambert-Beerové zakoné, podle kterého je hodnota
absorbance A pfi vinové délce A pfimo umérna latkové koncentraci ¢ (mol/l). V pfipadé
jediné absorbujici latky plati:

A=¢g-b-c=k-cC

kde ¢ je molarni absorp¢ni koeficient, b je tloustka vrstvy, k je konstanta umérnosti. Pro
stanoveni koncentrace prvku se vybira vhodna vinova délka, pfi které stanovovana latka
nejvice absorbuje a interferujici latky absorbuji minimalné. Méfeni se provadi vétSinou
metodou kalibraéni kfivky nebo metodou standardniho pfidavku.

Absorpéni spektrofotometr je tvofen 4 zakladnimi Eastmi:

1) Zdroj spojitého elektromagnetického zareni, pro viditelnou oblast se bézné pouziva
wolframova nebo halogenova Zarovka.

2) Monochromator je tvofen vstupni a vystupni Stérbinou, rozkladnym prvkem (opticky
hranol nebo optickd mfizka) a zrcadlovou nebo €ockovou soustavou. Natacenim
rozkladného prvku se postupné zobrazuji jednotlivé monochromatické obrazy vstupni
Stérbiny na Stérbinu vystupni.

3) Absorpéni prostfedi tvofi kyveta s méfenym popf. srovnavacim roztokem. Material
kyvet se fidi méfenou oblasti spektra.

4) Detekcni systém je sloZzen z detektoru zareni a elektronického zafizeni na zpracovani
jeho odezvy. Detektor prfevadi zafivy tok na elektricky signal. Jako detektory se
nejCastéji pouzivaji fotonky nebo fotonasobiCe. Signal z detektoru se zpracovava
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v zesilovadi, jeho vystup se zobraci na Cislicovém displeji nebo v pfislusném
programu v pocitadi.

Svazek polychromatického zafeni vychazejici ze zdroje dopada na vstupni $térbinu
monochromatoru. Po rozkladu na reflexni mfizce nebo hranolu vychazi z vystupni $térbiny
svazek pfiblizné monochromatického zafeni, které je charakterizovano intervalem vinovych
deélek, které projdou vystupni Stérbinou. Stfedni hodnotou tohoto intervalu je nastavena
vinova délka. Velikost intervalu je zavisla na konstrukci pfistroje. Po prlichodu absorpénim
prostfedim dopada monochromatické zareni na fotoelektricky detektor a vznikly fotoproud se
pfevadi na digitalni vystup. [25]

3.1 4-(2-pyridylazo)resorcinol (PAR)

= OH

-~ o N
[ [

OH
Obréazek ¢. 4.: 4-(2-pyridylazo)resorcinol [20]

4-(2-pyridylazo)resorcinol PAR (obrazek €. 4) je Zlutd ve vodé rozpustna slou€enina a
poskytuje ve vodé rozpustné chelaty. Absorpéni maximum ma 645 nm pfi pH 4 — 9.

PAR je Siroce pouzivan jako spektrofotometrické Cinidlo pro stanoveni kovu. Vyznamnou
vyhodou je zvySena selektivita tohoto Cinidla na ionty kovl obsahujici neobsazeny d- nebo
d'® orbital nebo f-orbital, jestlize jsou srovnatelné s o-substituovanymi azo barvivy nebo
0, o’-dihydroxy azo barvivy, nebo 4-substituovanymi fenylazo chromotropickymi barvivy.
V adi¢nich reakcich je PAR vice citlivy nez pyridylazofenoly nebo thiazolylazo barviva, je
docela stabilni vi¢&i rozkladu v kyselinach nebo zasadach. PAR poskytuje analytické vyuziti
pro reakce s Cu(ll), Co(Ill), Ni(Il), Fe(ll, 111), Cd, Zn, Pb(l1), Hg(ll), UOZ", Pd(Il), Pt(IV, I1), Os,
Ru, Rh, Ga, In, TI(ll), Sc, Y, La, Lanthanoidy, aktinoidy, Mn(ll), Zr, Hf, V(V, IV), Nb, Ta, Bi(lll),
nékdy za zvySené teploty nebo varu s Cr(lll), Os, Ru, Rh, nebo za pfitomnosti
komplexotvorného cinidla s V, Nb, Ta. VétSina z téchto chromogennich reakci mohou byt
vyuzity pro spektrofotometrické stanoveni iontl kovl za zvolenych podminek.

Podvojné protonované a normalni chelaty kovu jako je tfeba MLH, ML, M(LH),, ML,H
nebo ML, vznikaji ve vodnych roztocich v zavislosti na pH a koncentraci Cinidla, jejichz
stalsobilita a molarni absorptivita je zna¢né odliSna. Nékteré z aniontovych chelatd jsou
snadno extrahovany do nepolarnich rozpoustédel, ve formé iontovych part s velkym
terciarnim organickym kationtem. Optické vlastnosti jako je Amax @ molarni absorptivita PAR
chelatu jsou zavislé na stabilité chelatl a elektronové strukture iontu kovu, ale tyto korelace
nejsou jednoduché. [16]

3.1.1 Stanoveni kobaltu s PAR

PAR tvofi s kobaltem 2 slougeniny. Co"L(LH) vznika v kyselém prostfedi pfi pH < 3, je
rozpustny ve vodé a organickych rozpoustédlech, vodné roztoky maji 2 absorpéni maxima —
430 nm a 550 nm. Pfi pH 3 — 10 vznika Co"L,, dobfe rozpustny ve vod&, mirné rozpustny
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v polarnich organickych rozpoustédlech (An.x = 510 nm). Absorbance vodnych roztoku je
konstantni a maximalni pfi pH 6 — 9. [28]

Kineticky nete¢ny Co"L, (Amax =510 nm, € = 6,1 - 10* dm® - mol™ - cm™) vznika v roztocich
s prebytkem iontu kovu, ale také v ekvimolarnim roztoku nebo roztoku s pfebytkem cinidla.
Co(ll) je oxidovan na Co(lll) v pfitomnosti pfebytku Cinidla v celém rozsahu pH stupnice
dokonce i v nepfitomnosti oxidacnich Cinidel nebo v pfitomnosti askorbové kyseliny, takze
neexistuje Co(ll) chelat s PAR ve vodném roztoku. Tyto vysledky byly ovéfeny i
Zz magnetochemickych studii v roztocich.

Slabé absorbujici Co"L(LH) (Amax = 550 nm, € = 1,66 - 10* dm*® - mol™ - cm™) je vytvaren
pfi pH 0,5 - 3,0, specialné v roztocich s pfebytkem iontu kovu. Tento komplex muize byt
pfipravovan taky z Co"L, v roztocich s men§im prebytkem G&inidla jestlize roztok je
pfipravovan pfi pH 6,5 — 8,0 je okyselen zpét na pH 3,2 — 4,9.

Rovnovaha:

Co"L, +H" <> Col(LH)

je charakterizovana rovnovaznou konstantou, log k = 4,0. Pravdépodobné schéma reakce
ma dva kroky:

Co%" +HL™ +H,L <> Co"(HL)L +2H*
Co"(HL)L — Co"'L;, +H*

V 50%nim dioxanu dochazi k odstépeni tfi protona.

Tvorba Co"L, zagina byt rychla od pH>3,2 a je kvantitativni od pH>6,5. Co"L,
pfipraven pfi pH 8,9 (boratovy pufr) nebo pH 6,88 (pufr octanu amonného), neni rozkladan
dokonce ani v pfitomnosti 0,1 M EDTA nebo CDTA. Citraty nebo vinany vibec nerusi
komplex a mineralni kyseliny méni tento chelat na vice protonovany komplex Co(lll). P¥Fi
pH 2 — 8 se pravdépodobné netvofi zadny chelat kobaltu s PAR v poméru Co(lll):.L = 1:1.

Co"L; je lehce extrahovatelny do chloroformu pfi pH 8 — 9 ve formé aniontového asociatu
B*CoL’, s kationogenni povrchové aktivni latkou na zakladé kvartérni amoniakové baze jako

je tfeba Zephyramin nebo tetradecyldimethyl benzylammonium chlorid (Amax = 520 — 530 nm).
Extrakce mulze byt provadéna pfi pH 7,0-7,5 (citratové nebo boratové prostfedi) po
povareni se zfedénym EDTA nebo CDTA i za pfitomnosti interferujicich iontd. Podobny
terciarni druh je vytvaren s tetrafenylfosfoniovym a tetrafenylarsoniovym kationtem a tento
komplex je extrahovatelny pfi pH8,0 do chloroformu  (Amax =515 —520 nm,
£=1,76 - 10° dm® - mol™ - cm™), nebo s difenylguanidinovym kationtem pfi pH 4 — 8,5 (Amax
520 — 530 nm).

Stechiometrie Co:L = 1:2 v chelatu byla uréena dfive, ale prfedpokladalo se Ze chelat
obsahuje Co(ll) [29]. Podobné, dfivéjSi prfedpoklady tvorby chelatu CoL a Col,, pouze
z potenciometrickych kfivek pfi pH 4 —7 jsou diskutabilni, protoze tyto chelaty mohou
obsahovat jen Co(ll) a tyto oxidaéni Cisla zatim nebyly dokazany. Komplexy Co:L = 1:1
(pH 2,5) a Co:L = 1:2 (pH 6 — 7) jsou v pfitomnosti kyseliny kapronové extrahovatelné do
chloroformu. Oxidaéni €islo kobaltu v téchto komplexech je diskutabilni.

Pro spektrofotometrické stanoveni kobaltu s PAR bylo mnoho postupl provedeno dfive,
v8echny na zakladé chelatu Co"L, . Napfiklad pfi pH 8 a 500 nm, v pfitomnosti octanu

a citratu amonného a nasledném pfidani EDTA na odstranéni interferujicich PAR chelatu.
Postup stanoveni kobaltu pfi pH 8 a 510 nm je popsan nize. V prostfedi citratového pufru pfi
pH 6,8 a 510 nm s naslednym pfidanim EDTA a CN-, které odstrani ineterferujici Fe(lll) a
Ni(ll); V prostfedi boratového pufru pfi pH 9, kde vrouci 0,05 M EDTA nerozlozi vyvinuty
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komplex Co"L, minimalné& do 30 minut. Za normalni teploty jsou Fe(ll), Co(lll), Ni(ll), Cr(lll)
a Pd(ll) chelaty s PAR vSechny odolné zfedénému roztoku EDTA. Optimalni podminky pro
metodu na zakladé chelatu Co"L, koresponduiji s pH 8,9 (0,1 M borat) nebo pH 6,9 (0,25 M
octan amonny) v roztoku s ¢, = 10 mol - dm?, | < 2,0 (dusié¢nan nebo siran). Fluorid (0,1 M),
thiomocovina (0,1 M) a citrat (0,1 M) mohou taky byt pouzity pro maskovani nékterych
interferujicich iontd. EDTA v koncentraci 0,01 mol - dm™® mudZe pGsobit jako pFidavné
maskovaci ¢inidlo za pfedpokladu, ze Co'"L; je pfedtim pFipraven pfi pH 8,8 — 8,9 b&hem
5 minut a EDTA na konec pusobi po 10 minut pfi 80 °C. Absorbance je v tomto pfipadé
méfena pfi vinové délce 510 nm.

Byly vyvinuty nékteré vice selektivni, ale méné citlivé zplsoby, které v kyselém prostredi
vyuzivaji protonovany Co(lll). Napfiklad pfi pH 3 (octan amonny) v pfitomnosti EDTA
a po 1hodiné tvorby komplexu, byla absorbance méfena pfi 530—-560nm, €¢=2,1"
10* dm® - mol™* - cm™. Vroztoku 0,4 M kyseliny sirové pfi vinové délce 530 — 540 nm
(€=1,9-10*dm®- mol* - cm™) po pfedchozim vyvijeni chelatu Co"L, pfi pH5. Ve 2,5M
kyseling sirové pfi 536 nm (¢ = 1,54 - 10* dm®- mol™® - cm™), kdy se mateéni roztok chelatu
Co"'L; pfipravuje pfi pH 8. Absorbance se mé&fi po 30 minutach. Po dal$im, podrobng&jsim
zkoumani téchto postupl bylo objeveno ze 1,26 M kyselina sirova i 0,4 M kyselina chlorista
jsou vhodné pro rychlou pfeménu vytvofeného chelatu Co"L, pfi pH8,8-8,9 na
protonovany chelat Co"L(LH), jehoz absorbance je méfena po 5 minutach pfi 550 nm
(€=1,66 - 10* dm*®- mol™* - cm™). Nejvice rudivé prvky jsou potom Fe(ll,lI), Ni(ll), Cu(ll) a
Pd(ll). [30]

Postup: K roztoku obsahujicimu 5 — 50 ug Co se pfida 2,5 ml ¢inidla, 10 ml pufru (pH 8)
a roztok se dopIni vodou na 50 ml. Cerveny roztok se fotometruje pfi 510 nm. Metoda
dovoluje stanovit mnozZstvi kobaltu 0,1 — 1,0 ppm Co. [16]

3.2 1-(2-pyridylazo)-2-naftol (PAN)

T, O
e
_H

Obrazek ¢. 5.: 1-(2-pyridylazo)-2-naftol [21]

1-(2-pyridylazo)-2-naftol (obrazek €. 5) je rozpustny v methanolu a ethanolu a poskytuje
roztok Zluté barvy. PAN tvofi komplexy s mnoha kovy, které jsou €asteCné rozpustné ve
vodé a zcela rozpustné v chloroformu, dimethylformamidu, dimethyl sulfoxidu nebo benzenu.
Rozpustnost ve vodé stoupa v pfitomnosti neionogennich nebo anionogennich povrchové
aktivnich latek (PAL). Cinidlo PAN slouzi jako reagent pro stanoveni Mn, Zn, Cd, Cu, Ni, Co,
U a dalSich kovl. Komplexy vétSiny kovl jsou Eervené nebo Cervenofialové, ovSem chelaty
Co(lll) jsou zelené, velmi stabilni a kineticky inertni. Absorp&ni maxima vzniklych komplext
jsou odlisné od maxim reagentu. [21].
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3.2.1 Stanoveni kobaltu s PAN

Cinidlo PAN dava s Co(ll) gervend, za ptitomnosti oxidaniho &inidla (KIO,, H,O,) pak
zelené zabarvené komplexy Co(lll). Chelaty Co(ll) s PAN jsou stabilni v alkoholickém
roztoku, ale ve vodném roztoku jsou rychle oxidovany kyslikem na Co(lll). Toho se vyuziva
pro spektrofotometrické stanoveni kobaltu s ¢inidlem PAN. Jedna se o jednoduchou a velmi
citivou metodu stanoveni kobaltu na bazi rychlé reakce s PAN v pfitomnosti povrchové
aktivnich latek a malého mnozstvi peroxodisiranu amonného pfi pH 5. Chelat Co(lll) se
rozpusti ve vodé s obsahem neutralni povrchové aktivni latky a je snadno extrahovatelny do
chloroformu. K roztoku se jesté pfidava Triton X-100 v kombinaci s DBS. Pfidavkem oxalatu
nebo citratu jsou maskovany Fe(ll), Bi, Sn(lV) a Pb. Chelaty PAN s dalSimi kovy (kromé niklu)
jsou rozkladany pridavkem EDTA. Nikl neovliviuje stanoveni do koncentrace 150 ug. Pfi pH
< 0,5 jsou vSechny nezadouci chelaty kovu, v€éetné niklu, kompletné a okamzité rozlozeny,
zatimco chelat Co(lll) s PAN zUstava nezménén. Kdyz se po vyvinuti zabarveni misto EDTA
pfida par kapek 6 M HCI, nevadi pfitomnost niklu az do 1250 ug. Zinek ani mangan
neinterferuje ani v mnohonasobném pfebytku. Absorbance se méfi pro vinovou délku
620 nm pro koncentrace kobaltu 0,4 — 3,2 uyg/ml. Pfesnost stanoveni je 1 ug na 100 ug
kobaltu, € = 1,9 - 10* dm®- mol™* - cm™.

Postup: K roztoku obsahujicimu 0,5 — 12,0 ug Co se postupné pfidava 2 ml 10% kyseliny
citronové, 2 ml 50% octanu amonného, 1 kapka KIO, a 0,5 ml 0,1% cinidla PAN v ethanolu.
Roztok se extrahuje 3 minuty s 5 ml chloroformu a spektrofotometrické stanoveni probiha pfi
640 nm proti stejné pfipravenému slepému roztoku. [22, 26]

3.3 2-(5-Brom-2-pyridylazo)-5-diethylaminofenol (5-brom-PADAP)

Obrazek ¢. 6.: 2-(5-Brom-2-pyridylazo)-5-diethylaminofenol

Pyridylazobarviva, s jednou zcela nebo €aste¢né alkylovanou amino skupinou v para
pozici k azo skupiné, nalezi do citlivych azo barviv pro stanoveni fady iontd pfechodnych
kovh. Mimo jiné to jsou také Cinidla pro reakci s Co(ll), vhodné pro stanoveni kobaltu
spektrofotometricky. 5-Brom-PADAP (obrazek €. 6), ackoliv je ve vodé témeérF nerozpustny, je
také €inidlo pro stanoveni uranu, zinku, kadmia, manganu, niklu, médi, Zeleza, thallia, india,
gallia a kobaltu.

Ve srovnani s dfive pouzivanymi Cinidly pro kobalt jsou jen 5-chlor-PADAP [31], 3,5-
dibrom-PADAP [32], 4-(2-dipyridylazo)-1,3-diaminobenzol a jeho analogy a 2-(2-thiazolylazo-
[4-methyl-5-sulfomethyl]-aminobenzoova kyselina citlivéjSi nez 5-Brom-PADAP, to diky
jejich snadné dostupnosti, stabilité v roztocich a lepSimu barevnému kontrastu mezi reagujici
formou a jejich Co(lll) chelatd. [18]
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3.3.1 Stanoveni kobaltu s 5-Brom-PADAP

Citlivé a selektivni stanoveni kobaltu (< 0,9 ug-ml?) s g&inidlem 5-brom-PADAP je
provadéno pfi pH 7 v pfitomnosti pufru octanu amonného, 5-10° M peroxodisiranu
amonného, 0,1% Tritonu X-100 a 10% (v/v) dimethylformamidu. Kineticky inertni chelat
C0"L, (Amax = 548 nm a 586 nm), vznikly pfi pH 7 ve vodném roztoku dimethylformamidu

(10% v/v), je stabilni pfi jakémkoliv uréeném pH (v 1,25 M H,SO,, 1,8 M HNO3; nebo
0,1 -0,01 M EDTA, kde mnoho jinych chelatd 5-brom-PADAP je rozloZeno). V(V), Hg**, Ni**,
Cu?* a Pd** mohou rusit stanoveni. Toto ¢&inidlo se pouZivd pro stanoveni kobaltu
v kyanokobalaminech a v pitné vod&. Chyby jsou v rozmezi 3 — 7 % (1,8 — 9 ug/dm?®).

Molarni absorpéni koeficient je 8,1 - 10* (548 nm) a 9,2 - 10* dm® - mol™ - cm™ (586 nm).

Reakéni podminky:

Roztok obsahuje 10% (v/v) Dimethylformanidu, 0,1% roztok Triton X-100 a pfebytek Co(ll)
(cw = 1,48 - 10* mol - dm™, c. = 1,48 - 10° mol - dm™) nebo témé&i ekvimolarni roztok.
V pfitomnosti peroxodisiranu amonného (5 - 10° M) nebo askorbové kyseliny (1,7 - 102 M)
pfi pH > 1 se vytvofi chelat Co(lll)L, (Amax = 548 Nm a 586 nm, izobesticky bod je pfi 490 nm).
Tvorba chelatu je kvantitativni az od pH 3,9. Odchylka kfivek roztoku s velkym pfebytkem

2+
6

Co(ll) od izobestického bodu je zplsobena vlastni absorpci iontu CO(HZO) . [26]

Optimalni podminky: c//cy = 10, 10% (v/v) dimethylformamid, 0,1% Triton X-100, 0,1 M
octan amonny (pH 6.98), a 5 - 10° M peroxodisiran

Viiv oxidaénich a redukénich Cinidel:

V roztoku s pfebytkem &inidla (c, = 7,38 - 10 M) peroxodisiran amonny do koncentrace
10 neovliviiuje stanoveni. Jodistan srazi malo rozpustné iontové asociaty a ovliviiuje
stanoveni. V pfitomnosti askorbové kyseliny (c < 1,7 - 10° M) se snizuje po 120 minutach
absorbance jen mirné (méné nez 2 % pfi 586 nm).

Vliv pufra a iontoveé sily

Acetatovy pufr (pH 4,88), pyridinovy pufr (pH 5,00) a octan amonny neovliviiuje stanoveni
do koncentrace 0,4 M. Chlorid nebo dusi¢nan sodny popf. draselny neovliviiuje stanoveni do
iontové sily [ < 1.

Viiv tenzid(

Anionogenni dodecylsulfat (¢ < 2 -10° M) prakticky neovliviiuje spektrum molekularni
formy Cinidla, snizuje ale absorbanci chelatu Co(lll) pfi obou maximech absorp&niho spektra
a jsou negativné ovlivnény koeficienty smérnice kalibracni kfivky pfi 586 nm. Neionogenni
tenzidy Triton X-100 popf. Brij 35 snizuji absorbanci Co(lll) chelatd, pfi 586 nm 0,1% Triton
X-100 snizuje pfiblizné o 13 % a 1%, Brij 35 snizuje asi 0 8 % (c_ = 7,38 - 10°°). Zpozduji také
tvorbu chelatu v roztoku.

Vliv silnych kyselin

PFidani kyseliny dusiéné (c < 2,34 M) 15 minut po vytvofeni chelatu k roztoku Co'"'L;,
pfipravenému za optimalnich podminek neovliviiuje stanoveni 10 minut po pfidani kyseliny
ani pfi 548 nm ani pfi 586 nm.

Pfidani kyseliny sirové (c < 2,6 M) neovliviiuje stanoveni ani po 120 minutach po pfidani.
Teprve po 12 hodinach se rozlozi 35 % chelatu Co(lll).

Kyselina chlorovodikova (c < 0,05 M) po dobu 10 minut neovliviiuje stanoveni, pozdéji se
rozlozi ¢inidlo i chelat Co(lll).
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Kyselina chlorista srazi zelené iontové asociaty, CoL,CIlO,, které jsou extrahovatelné do
chloroformu.

Vliv maskovacich éinidel

Za optimalnich podminek pfidani 0,1 M EDTA nebo 0,5M CDTA 15 minut po vytvoieni
chelatu neovliviiuje stanoveni po dobu 120 minut. U&inek maskovacich &inidel je potlagen,
pokud jsou tato pfitomna v roztoku bé&hem tvorby chelatu. V pfitomnosti EDTA (c = 10° M)
se za 120 minut nevytvofi chelat. V pfitomnosti nitrilotrioctové kyseliny (c = 10 M) se vytvori
po 120 minutach az 90 % chelatu, v pfitomnosti iminodioctové kyseliny (c = 102 M) se vytvofi
po 120 minutach jen 45 % chelatu. Citrat (c = 0,02 M) nerusi stanoveni vabec.

Stanoveni kobaltu ve vitaminu B12:

Objem 1 ml Ampule kyanokobalaminu ve fyziologickém roztoku chloridu sodného (s
deklarovanym obsahem 1 000 pg/ml) se zfedi 10 krat a 1 ml tohoto zfedéného roztoku se
odpafi v kadince postupnym pfidanim 1 ml koncentrované H,SO,, 1 ml koncentrované HCIO,
a nakonec 1 ml zfedéné H,SO, (1:1) do sucha. Odparek se rozpusti ve vodé a tento roztok
se prfevede do odmérné barky (25 ml) a doplni se po rysku vodou. Déle nasleduje postup
k vytvofeni optimalnich podminek popsanych vySe. Chelaty moznych ruSivych prvkd se
rozlozi pfidavkem 5,20 ml 6 M H,SO,.

Na obrazku €. 7 je znazornéna zavislost naméfené absorbance na vinové délce pfi
pH 2,10; a slozeni vzorku: 10% (v/v) dimethylformamid, ¢, = 1,48 - 10° M, ¢y = 1,23 - 103 M,
0,1% Triton X-100; 1,7 - 10° M askorbova kyselina.

] 1
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Obrazek ¢. 7.: Zavislost namérené absorbance na vinové délce: Kfivka 1-po 1 min, 2-po
5 min, 3-po 9 min, 4-po 15 min, 5-po 20 min, 6-po 35 min

3.3.2 Soucasné stanoveni Fe, Cu, Zn, Co a Ni s 5-Brom-PADAP

5-Brom-PADAP je vhodné cCinidlo i pro stanoveni zeleza pfi pH 4,7 (acetatovy pufr),
pH 9,0 (boratovy pufr) v pfitomnosti EDTA. Toto Cinidlo dava pfijatelné vysledky pfi
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soucasném stanoveni Fe, Cu, Zn, Co a Ni ve vodném prostfedi a pfi stanoveni Fe, Cu, a Zn
v krevnim séru pfi pH 9. Pouziva se multivariani kalibrace s vyhodnocenim dat absorbance
metodou PLS (partial least squares), metodou po projekci do latentnich struktur.

Ke smeési chloridd kovu v priblizné 0,1 M HCIl se odpipetuje 2,5ml 0,5M hydroxyl-
ammonium chloridu a po 10 minutach lehkého promichavani se pfida 2,5 ml 1% Triton X-100,
5 ml 0,3 mmol/l Br-PADAP v 99,5% dimethylformamidu a 5 ml 0,5 M tetraboratového pufru.
Nékolika kapkami koncentrovaného amoniaku se nastavi pH 9,0. Roztok se pfevede do
odmeérné banky (25 ml) a doplni se po rysku destilovanou vodou. Absorbance je méfena po
10 minutach po ustanoveni pH. Maxima absorpénich kfivek jsou nasledujici: Fe(ll)L; — Amax =
554 nm a 742 nm, Cu(l)L — Amax = 555 NM, ZnNLy — Amax = 555 nm, C0"L}, — Anax = 584 nm a

NiL, — Amax = 559 nm. Komplexy jsou kvantitativné formovany pfi pH 9,0 (0,1 M boratovy pufr)
v pfitomnosti 20% dimethylformamidu, 0,1% Triton X-100 a vice nez 5ti nasobném prebytku
¢inidla oproti celkové koncentraci iontl kovu. [19]

3.4 4-(2-thiazolylazo)resorcinol (TAR)

QE\N::N

OH

OH

Obréazek ¢. 8.: 4-(2-thiazolylazo)resorcinol [21]

Analytické vlastnosti 4-(2-thiazolylazo)resorcinolu (obrazek ¢. 8) jsou podobné
vlastnostem ¢inidel PAN a PAR. Hydroxylova skupina je orientovana v o-poloze k azo-
skupiné.

Pfi pH 2,5 — 8,6 TAR vytvafi s mnoha kationty Cervené, Cervenofialové i zelené (s
Paladiem) komplexy, které jsou snadno rozpustné vroztoku voda-aceton a
dimethylformamidu. Samotné ¢&inidlo je zbarveno Zluté. Cinidlo je velmi citlivé pro stanoveni
kobaltu. Selektivitu stanoveni kobaltu s TAR zvySuje pouziti maskujicich latek a vybér
vhodnych reak¢nich podminek. [27]

3.4.1 Stanoveni kobaltu s TAR

lonty kobaltu reaguji s TAR ve slabé kyselém, neutralnim nebo zasaditém prostredi, kde
tvofi rozpustné tmavé Cervené komplexy.

Absorpéni kFivky roztokll, obsahujici prebytek kobaltu, pfi riznych hodnotach pH maji
maximum pfi 510 nm a izobesticky bod pfi 460 — 465 nm. Pozice absorpniho maxima se
neméni ani pfi méfeni roztokl s prfebytkem ¢inidla. Pfi pH < 2,5 se v roztoku vyskytuje
oranzovy kationt RH; (Amax = 488 nm), pfi pH 2,5 — 4,5 se v roztoku vyskytuje Zluty kationt

RH> (Amax = 410 — 440 nm), pfi pH > 4,5 se odstépi proton z hydroxy skupiny, substituované
Vv para pozici k azo skupiné a vytvofi Zluto-oranzovy komplex RH™ (Anax = 470 nm). Pfi pH > 8
se odstépi proton od hydroxy skupiny v ortho poloze k azo skupiné a vytvofi se aniont R*
Cervené barvy. Na obrazku €. 9 jsou znazornény jednotlivé formy TAR v zavislosti na pH.

V rozmezi hodnot, kdy se tvofi chelat Co(ll) s TAR, se maximum absorpce nachazi pfi
470 nm. Absorpce pfi 510 nm je relativné mala a prudce klesa s rostouci vinovou délkou.
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V roztoku se tvofi pfevazné komplex v poméru Co : TAR 1:2. Molarni absorpcni koeficient
je 5,6 -10*dm®- mol™ - cm™.

V prostfedi 0,01 M askorbové kyseliny jsou absorpéni kfivky roztoku pfi raznych pH
prakticky totozné, vznika tedy komplex Co(lll) s TAR. AvSak v prostiedi 0,01 M roztoku
NalO, pfi pH 3,5 je trojmocny kobalt hydrolyzovan a vznika barevna srazenina Co(OH)s, tyto
experimenty ukazuji na komplex Co(ll) s TAR.

Stanoveni ovliviiuje pfidavek nékolikanasobné vysS§iho mnozstvi chelatonu3 a
chelatonu 4 chybou 1 — 3 %, jestlize se pfida do 5 min po vzniku barevnych komplexa.

Postup: K roztoku obsahujicimu kobalt, se pfida 2 ml 1,25 - 10° M acetonového roztoku
¢inidla TAR, 5 ml pufru triethanolaminu ke stabilizaci pH 7,5 — 7,7. Roztok se necha stat po
dobu 10 min, poté se zahfiva 2 — 3 min, ochladi na laboratorni teplotu a pfida se 5 — 10 ml
1 M roztoku Na,S,0s. Cely roztok se zifedi vodou na 50 ml a spektrofotometrie probiha pfi
570 nm ve sklenéné kyveté proti vodé.

Metoda stanoveni kobaltu s Cinidlem TAR umozriuje stanovit kobalt i v pfitomnosti mnoha
jinych ionttl. Konstanta stability komplexu je 1,33 - 10*. Absorbance roztoku vzorku je pfimo
umérna koncentraci kobaltu ve vzorku. [27]

5 M OH  pk, =096 5 ! oH pKp=B23
£ 2 _—
[ NV — [%m Y/
N{r HO ! HO
H
RH5  a= 488 nm RH, %= 410 - 440 nm
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Obrazek ¢. 9.: Formy TAR v zavislosti na pH

3.5 2-(2-thiazolylazo)-4-methoxyfenol (TAMP)
7
N_‘—\—\_

=N

CHy

Obrazek ¢. 10.: 2-(2-thiazolylazo)-4-methoxyfenol

N-heterocyklické o-hydroxysubstituovana azo barviva na bazi pyridinu, thiazolu a
nékterych dalSich heterocyklickych kruzich jsou zna¢né citlivé a selektivni skupiny €inidel na
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identifikaci a spektrofotometrické stanoveni iontt Co, Cu, Zn, Ni (pH 9), nebo Fe(ll) (pH 6 —
7). Tvorba barevnych chelatd v roztoku je doprovazena velkym barevnym kontrastem a
velmi vysokou absorpci svétla ().

Jako reakéni ¢inidlo pro Co(ll) obsahuje 2-(2-thiazolylazo)-4-methoxyfenol (obrazek &. 10)
30% ethanolu a ma iontovou silu | = 0,1. [17]

3.5.1 Stanoveni kobaltu s TAMP

V nadbytku iontu kovu se vytvari pouze mononuklearni komplex ML. Komplex ML, se
dominantné vytvari az za podminek, nadbytku ligandu a pfi pH > 4.

Vinertni atmosféfe dusiku nebo v pfitomnosti askorbové kyseliny a v pfitomnosti
reduk&nich Cinidel v roztoku s prebytkem Co(ll) se vytvofi pouze modry komplex o slozeni
Co"L v rozpéti koncentraci Cy =6,1-10°—1,5-102 M, pfi konstantni koncentraci &inidla
c.=6,1-10°M TAMP. Tento komplex vznika v rozmezi pH 2 — 7 s molekularni formou HL,
s iontem kovu s uvolnénim jednoho protonu o-hydroxylové skupiny podle schématu M + HL
< ML + H. Vroztocich s pfebytkem ligandu a v ekvimolarnich roztocich, c//cy =1, pfi
koncentraci roztoku kobaltu cy = 3,05 - 10 M, byla nalezena smés komplexd ML a ML, (-log
Bi1 = 6,76, Amax = 610 nm, €= 1,34 - 10°dm?® - mol™ - cm™; -log P12 = 15,0, Amax = 610 NM,
£=3,1-10"dm® - mol* - cm™). Koncentraéni pomér obou komplex{ zavisi na koncentraci
ligandu. Komplex ML, se tvofi interakci iontu kobaltu se dvéma molekulami ligandu a také
konverzi dvou komplexu podle rovnice ML + LH <> ML, + H (specialné v roztocich s mensim
prebytkem ligandu). Ke kvantitativnimu vytvareni komplexu dochazi pfi pH > 6, c//cy > 10 a
pficy =3 10° M.

V pfitomnosti vzdusného kysliku nebo v pfitomnosti oxidac¢nich Cinidel (KIO,4, H,0,) se
s TAMP vytvafi zeleny Co(lll) komplex (Amax = 400 @ 690 nm, € = 1,1 - 10* dm® - mol™* - cm™
pro 690 nm). [17]

3.6 Stanoveni s nitroso — R soli

Reakce Co s nitroso-R soli (1-nitroso-2-naftol-3,6-disulfonovou kyselinou) se v praxi
pouzivd pro spektrofotometrické stanoveni kobaltu. Zluté zbarvené &inidlo dava s Co*
Cerveny, ve vodé rozpustny komplex, ktery je znacné staly i v prostfedi zfedénych
mineralnich kyselin v€etné HNO;. Pro vlastni fotometrické stanoveni byva udavana fada
hodnot vinové délky od 415 az do 585 nm (napf. 415, 420, 425, 510, 515, 520, 525, 550, 560,
578 nm). Tyto znacné& se rlznici udaje Uzce souvisi s pribéhem absorp&nich kfivek
komplexu i samotného Cinidla. Méfi-li se absorpce komplexu proti C€inidlu o stejné
koncentraci, je maximum absorpce pfi 420 nm; provadi-li se toto méfeni proti vodé, pak pfi
vinovych délkach nad 480 nm se jinak zna¢na absorpce Cinidla zmenSuje, zatimco absorpce
komplexu se mezi 500 — 540 nm téméf neméni. Pfi 550 nm samotné Cinidlo jiz prakticky
neabsorbuje, ovSem méfeni se v této oblasti provadi se zmensenou citlivosti. Absorpce
Cinidla pfi 480 nm se odstranuje tak, Zze se Cinidlo vhodnym zplUsobem rozruSi spolu
s komplexy, které se soucasné tvofi, napf. Cu, Ni, Fe apod. Po vybarveni komplexu se
k reakéni smési pfidava nejCastéji pouzivana 1 — 2 M HNO3, nebo bromova voda, KBrOg,
peroxoboritanem sodnym, smési bromidu a bromi¢nanu i HCI. Po zahfati zUstava pak
v roztoku pouze zabarveni pfisluSejici komplexu kobaltu, takze se tim souCasné zvysSuje i
selektivita stanoveni. Vlastni vybarveni komplexu probéhne b&éhem 5 — 10 minut, za zvySené
teploty jiz do 3 minut. Zabarveni na dennim svétle ¢asem slabne, proto je nejlépe uchovavat
prisludné roztoky v temnu az do okamziku méfeni.
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Tvorba komplexu probiha v mirné kyselém prostiedi (pH5 — 7), nejlépe vSak
v acetatovém pufru pH 5; pfi pH < 5 reakce jiz neprobiha kvantitativné. Metoda dovoluje
stanovit az 2,4 ppm Co. Stanoveni nerusi pfitomnost alkalickych kovu, kova alkalickych
zemin, Pb, Hg, Sn(IV), Zn, Ce(lll), Mn, Mo(VI), UO%" a aniontd CI, SO; ", NO;, acetatd a
citratd. Vliv dalSich iontd jako Fe (Il i Ill), Cr(VI), Ni, Cu, Sn(ll), V(V), se odstranuje
pfitomnosti alkalickych fluoridd, jejichz nadbytek je opét mozno vazat octanem hofe¢natym.
Zelezo se odstrafuje extrakci z kyselého prostiedi (8 M HCI) smési izobutylalkohol-
amylalkohol (2:1) nebo az do poméru 1:5 000 kombinaci ¢inidla kupferonu a chloroformu.
Zelezo a méd se odstrafniuji extrakci s 8-hydroxychinolinem a dithizonem. Vliv nékterych
prvkd (Zn, Mn, Ni apod.) se omezi zvySenim koncentrace samotného Cinidla. V roztoku
nemaji byt pfitomny CN’, jakoz i oxidujici a redukujici latky. Stanoveni Co s nitroso-R soli
byva také kombinovano s predbéznou extrakci diethyldithiokarbamidem, 1-nitroso-2-naftolem,
dithizonem, se 40% tributylfosfatem z prostfedi 10,5 M HCI, za pouziti anexu (Amberlite IRA-
400), spolusrazenim s Al(OH); i chromatograficky.

Stanoveni s nitroso-R soli je 2 krat méné citlivé nez stanoveni s PAR.

Cinidlo 0,1% nitroso-R sll se uchovava v dobfe uzaviené hnédé lahvi a je-li vtemnu
vydrzi stalé i nékolik mésicu.

Postup: K roztoku o koncentraci az 120 ug Co se pfida 5 ml octanu sodného (pH se popf.
upravi na 5,5), roztok se zahfiva témér k varu 1 minutu, pak se pfida 5 ml HNOs, zahfeje se
opét k varu, ochladi na laboratorni teplotu, dopini se na 50 ml vodou. Mérfeni probiha pfi
520 nm proti vodé. [23]

3.7 Stanoveni s 2-nitroso-1-naftolem

Pro fotometrické stanoveni kobaltu byla navrzena dalsi ¢inidla obsahujici nitroso- skupinu,
jako napf. 2-nitroso-1-naftol, 1-nitroso-2-naftol, dale nitrosokresol, o-nitrosoresorcinol,
nitroso-salicylova kyselina, isonitrosodimedon, karboxy-2-isonitrosoacetanilid, 4-hydroxy-3-
nitrosonaftalen-1-sulfonova kyselina, a dalsi.

Cinidlo 2-nitroso-1-naftol reaguje s Co(ll) za tvorby ve vod& nerozpustného &ervené
zabarveného komplexu, avSak dobfe rozpustného v rlznych organickych rozpoustédlech
napf. benzen, chloroform, toluen, xylen, pfiemz zabarveni je znacné stalé (az 4 tydny).
Absorpcni kfivka komplexu ma jedno dobfe vyvinuté maximum absorpce v UV Casti spektra
okolo 360 nm a druhé velmi ploché okolo 500 nm, doporucuje se v3ak i méfeni pfi 585 nm.
Hodnota vinové délky se liSi podle rozpoustédla ve kterém je komplex rozpustén. Viastni
srazeni komplexu probiha v mirné kyselém, popf. az v slabé alkalickém prostredi (pH 2 —9),
a to bud za laboratorni nebo zvySené teploty. Pfi laboratorni teploté se smés nechava stat
nejmené 30 minut, reakci urychluje intenzivni protfepavani. Zabarveni komplexu v prostredi
organického rozpoustédla je znacné stalé (az 4 tydny), navic je stalé i vuci kyselinam (HCI,
10 M H,SO,4, 5M HNOs3) i vuci zasadam (10 M NaOH). Stalost komplexu vi¢&i zasadam
dovoluje z vytfepku odstranit nadbytek Cinidla, protoZze jeho sodna sul je v organickych
rozpousStédlech nerozpustna. Metodou Ize stanovit az 4 ppm Co.

Stanoveni kobaltu s 2-nitroso-1-naftolem zasadné rusi Fe(ll) a Sn(ll), dale Pd, Au
a platinové kovy. Pfi pH > 4 dava také vétsi mnozstvi Ni €ervenou sraZeninu s Cinidlem.
Provadi-li se méfeni pfi pH 3,0 — 3,8 a promyje-li se chloroformova faze 2 M HCI, pak se
komplex Ni rozrusi. Vliv Fe(ll) a Sn(ll) je mozno odstranit oxidaci H,O,, ¢ehoz Ize pouzit i za
pfitomnosti Mn, Fe(lll) Ize pak maskovat kyselinou citronovou. Pd se oddéli srazenim s
dimethylglyoximem v kyselém prostfedi a extrakci do chloroformu (nadbytek glyoximu se
rozruS§i HNO3). Cu se extrahuje do chloroformové, popf. jiné organické faze jako hnédy
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komplex, ktery se snadno rozruSi protfepavanim této faze se zfedénou kyselinou, popf.
i alkalickym hydroxidem.

1% 2-nitroso-1-naftol se pfipravi tak, Ze se 1g této latky rozpusti ve 100 ml
koncentrované kyseliny octové a k roztoku se pfida 1 g aktivniho uhli. Pfed upotfebenim se
roztok protfepava a potfebné mnozstvi €inidla se Zfiltruje.

Postup: K roztoku obsahujicimu az 200 ug Co se pfida 20 ml citranu sodného, zfedi se
destilovanou vodou asi na objem 70 ml, pomoci HCI se upravi pH na hodnotu 3 — 4. Pfida se
dale 10 ml H,O,, 2 ml ¢inidla a necha se stat nejméné 30 minut. Poté se smés extrahuje
vzdy 1 — 2 minuty, nejprve s 25, pak dvakrat 10 ml chloroformu. Vytfepky se spoji a doplni
chloroformem na 50 ml, pak se je$té protfepavaji s 20 ml HCI a dvakrat s 20 ml NaOH.
Vlastni fotometrické méfeni se provadi pfi 530 nm nebo s dvojnasobnou citlivosti (tj. pro
€ < 100 pg Co) pfi 365 nm proti samotnému rozpoustédlu. [23]

3.8 Stanoveni s thiokyanatanem

lonty Co®" poskytuji s SCN" modré zabarveni komplexniho thiokyanatanu kobaltnatého.
Pfi malé koncentraci SCN" je zabarveni slabé a je pfisuzovano komplexnimu kationtu
[Co(CNS)]*, pfi jeho nadbytku je pak intenzivni a odpovida aniontu [Co(CNS).]%.
Fotometrické méfeni modrého komplexu se provadi bud ve vodném prostfedi za pfitomnosti
ethanolu nebo acetonu podporujici tvorbu komplexu sniZzovanim dielektrické konstanty
roztoku nebo Castéji se komplex extrahuje do faze s vodou nemisitelného rozpoustédla (napf.
cyklohexanonu, isoamlyalkoholu), v némz se pak uskute€ni vlastni stanoveni. Absorpéni
kfivka komplexu ma jedno maximum ve viditeIné oblasti pfi 600 nm a druhé vic nez pétkrat
vy$Si pfi 300 nm. Roztok komplexu v organické fazi je znacné staly (az 24 hodin). Reakce
v prostiedi voda-aceton nejlépe probiha v pomérné kyselém prostfedi (pH < 1), zatimco
extrakci je nejlépe provadét v prostfedi mirné kyselém (pH 3 — 5,3). Acetonovym postupem
je mozno stanovit 4 — 40 ppm a extrakénim 0,2 — 10,0 ppm Co.

Tato metoda je rusena pfitomnosti mnoha prvkd, z nichz Ni, Cr, Mn, Ti, U, Mo poskytuji
za stejnych podminek zabarveni, jiné jako Ca, Sr, Ba, W, Ag, Hg(l) se srazi nebo tvofi zakaly.
Hg(ll) spotiebovava ¢&inidlo za tvorby malo disociovaného Hg(SCN),. V roztoku nesmi byt téz
pfitomny chromany, dichromany a Ce(lV). Ostatni prvky, pokud nejsou ve vétSim nez
100nasobném prebytku nerusi. Vliv vétSiho mnozstvi Fe(lll) a Cu se odstrani pfidavkem
kyseliny askorbové (nejméné 100 mg), Fe(lll) Ize téz zamaskovat pfisadou fluoridu.

PFi extrak&nim postupu je mozno stanovit 6 ug Co vedle fady prvkd (v ppm: 1 000 As, Cd,
Ca, K, Mg, Na, NHj ,...), jiné nesmi byt v roztoku pfitomny vibec (Cr(lll i IV), Fe(lll), Sn(1V),
Ti(IV), U(VI), citraty).

Postup pfi acetonové metodé: Kroztoku obsahujicimu 100-1000ug Co(ll),
okyselenému HCI, se pfida 0,1 ml SCN’, Je-li pfitomno Fe, zabarvi se tekutina Cervené a je
nutno k ni pfikapavat roztok P,0O3 aZ do odbarveni. Potom se k roztoku pfida jesté navic
polovina jiz daného mnozstvi P,0O%, 5 ml SCN’, 25 ml acetonu, doplni se vodou na 50 ml a
spektrofotometrie probiha pfi 625 nm.

Postup pfi extrakéni metodé: K roztoku 10 — 50 pg Co okyselenému HCIO, (pH 3,0 — 5,3)
se pfida 18,5 ml SCN’, doplni se vodou na 50 ml. Poté se roztok extrahuje s 20 ml a potom
dvakrat s 10 ml isoamylalkoholu. Spojené vytfepky se isoamylalkoholem doplni na 50 ml a
mérfeni probiha pfi 312 nm proti samotnému rozpoustédiu. [23]
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3.9 Stanoveni s diethyldithiokarbamidem sodnym

lonty Co®* reaguji s diethyldithiokarbamidem sodnym za vzniku komplexu v podobé
zelenohnédé srazeniny, které jsou dobfe rozpustné v riznych organickych rozpoustédlech
(ethylacetatu, chloroformu) na zelené az zZluté zabarvené roztoky. Podle prostiedi, ve kterém
je komplex rozpustén, se uvadeéji rizna maxima absorpce. V ethylacetatu se doporucuje
mérfeni pfi 410 nm, zatimco druhé maximum pfi 650 nm je malo citlivé. Pro roztok komplexu
v tetrachlormethanu se uvadéji maxima pfi 321 nm a 367 nm, bylo by vS8ak mozné vyuzit i
dalsiho maxima pfi 300 nm. Roztoky komplexu jsou stalé nejméné 3 hodiny. Tvorba
komplexu probiha v mirné kyselém az alkalickém prostfedi (pH 4 — 11), prakticky se v3ak
stanoveni provadi v prostfedi téméf neutralnim (pH 6,3), slabé amoniakalnim nebo
alkalickém.

Stanoveni kobaltu rusi napf. Bi, Fe, Ti, U, Al, Cr(lll), Mn, CN". Fe, Ti. Al je mozno vazat
kyselinou citronovou, Mn se maskuje pfidavkem PZO‘;‘ . Vliv Cu a Ni se odstranuje
protfepanim organické faze s roztokem KCN, jesté lépe je protfepavat jej s roztokem HgCl,,
ktery tyto a jesté dalSi kovy vytésnuje, aniz se tim ovliviiuje komplex Co. Stanoveni Co neni
ruseno napr. As, Ce, Cr, Mo, W, Pt, a Ru.

Postup I: Kroztoku obsahujicimu 20 — 200 ug Co se pfida nékolik kapek NH,OH, 2 ml
¢inidla, promicha se, extrahuje se 14 ml a pak 10 ml ethylesteru octové kyseliny. Spojené
vytfepky se dvakrat promyji malym mnoZstvim vody, doplni se ethylacetatem na 25 ml.
Vzorek se méfi spektrofotometricky pfi 410 nm. Touto metodou se da stanovit 0,8 — 8,0 ppm
Co.

Postup II: K roztoku obsahujicimu az 50 ug Co se pfidaji 2 kapky fenolové ¢ervené, 10 ml
NayP,0, 2,5 ml kyseliny citronové, NH,OH az do ¢erveného odstinu roztoku. Potom se pfida
2,5ml Cinidla a extrahuje se c¢tyfikrat 2 minuty, vzdy 10 ml tetrachlormethanu. Spojené
vytfepky se doplni na 50 ml. Spektrofotometrie probiha pfi 367 nm proti slepému roztoku
pfipravenému za stejnych podminek. Touto metodou se da stanovit 0,4 — 2,0 ppm Co. [23]

3.10 Stanoveni s 1,10-fenantrolinem

Komplexy 1,10-fenantrolinu s Co(lll) a Fe(ll) jsou pevnéjSi nez s Fe(lll) a Co(ll). Pfidava-li
se k roztoku soli Co(ll) roztok Fe(lll) za pfitomnosti fenantrolinu (pH 2 — 4), dochazi k oxidaci
na Co(lll). SouCasné se vytvari Cervené zabarveny komplex o-fenantrolinu s ekvivalentnim
mnozstvim iontd Fe** (Amax = 510 nm). Intenzita jeho zbarveni nepfimo udava v roztoku
obsazeny Co. Reakce probéhne do 2 minut a vytvofené zbarveni je nejméné 1 hodinu stalé.
Reakci Ize jesté urychlit zvySenim teploty reakéniho prostfedi az do 50 °C. Zakladni
podminkou reakce je, aby celkova koncentrace 1,10-fenantrolinu byla znaéné vyssi nez
suma koncentraci Fe a Co. Vhodné pH se zajiStuje acetatovym pufrem. Tento nepfimy
postup dovoluje stanovit koncentrace 0,24 — 1,44 ppm Co.

Stanoveni neru8i Be, Pb, Mn(ll), Cr(lll), Al, Ti(IV), Zr, alkalické kovy, kovy alkalickych
zemin, lanthanoidy i CI, SO a NO;, do urgité miry pak Fe(lll), které je nutné pro viastni
stanoveni. Rusici prvky tvofi s &inidlem rozpustné (Cu, Ni, Fe(lll), Zn) a nerozpustné
komplexy (Ag, Hg(ll), Cd).

Cinidlo 0,1 M 1,10-fenantrolin se pfipravi rozpusténim 18,02 g latky ve vodé okyselené
HCl na pH 3. [23]
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3.11 DalsSi metody stanoveni

K fotometrickému stanoveni je mozno dale vyuzit modrého zabarveni jeho
chloro-komplexu v prostfedi HCI, spektrofotometrické méfeni probiha pfi 625 nm, popf.
688 nm. Novéji bylo toto stanoveni modifikovano tak, ze se modfe zbarveny chloro-komplex
[CoCl,]> prométuje v prostiedi dimethylformamidu, kde vykazuje ob& maxima absorpce,
nizsi pfi 610 nm a vyssi pfi 675 nm. Koncentrace HCI musi byt 0,5 — 2,5 M, obsah vody
nesmi prevysSovat 6 %. Metoda dovoluje stanovit 5 — 100 ppm Co. Stanoveni rusi znacny
nadbytek Fe, Ni, Cu, a Cr(lll), které Ize oddélit iontoméni¢em. Ge, Rh, Nb, Ta se v daném
pfipadé srazeji, chloridy Pb, Ag a Hg(l) se za danych reakénich podminek netvofi. Nerusi
bézné anionty ani acetaty, Stavelany, vinany a EDTA.

Postup: Roztok vzorku obsahujici 50 — 1 000 ug Co se odpafi téméf do sucha, zbytek se
rozpusti maximalné v1ml 12 M HCI, pfida se 6 — 8 ml dimethylformamidu, ochladi se
a doplni se dimethylformamidem na 10 ml. Spektrofotometrické méreni se provadi pfi
675 nm proti slepému vzorku.

Roztok kobaltu v pfitomnosti chelatonu 3, peroxidu vodiku a v alkalickém, nejlépe
amoniakalnim prostfedi se oxiduje za tvorby purpurové cCervené zabarveného komplexu
Co(lll) s maximem absorpce pfi 535 nm (540 nm). Tvorba komplexu probiha téz v prostredi
pyridinu nebo i v kyselém prostfedi (pH 1,5 — 2,5), kde se proméfuje pfi 520 nm. Metodou je
mozno stanovit 5 — 50 ppm Co, a to za pfitomnosti bezbarvych kationtd véetné Mn(ll), dalsi
jako Fe(lll), Mn(lll), Cr(lll), Cu, Ni rusi, méfi-li se proti slepému (nezoxidovanému) roztoku,
odstranuje se vliv Cu a Ni.

Postup: K roztoku 250 — 2 500 uyg Co se pfida dostacujici mnozstvi 5% chelatonu 3
(nejméné 5 ml), 5 ml 3% H,0O,, roztok se zahfeje k varu, povafi se 1 minutu, ochladi se,
doplni se vodou na 50 ml. Spektrofotometrické stanoveni se provadi pfi 535 nm proti roztoku
bez peroxidu vodiku.

Velmi citliva stanoveni Co se zakladaji na tvorbé komplext eriochromcerni A nebo barviva
Fast navy 2R sionty Co?". Eriochromé&erii A tvofi pfi pH 10,0 ervené zabarveny stabilni
komplex s maximem absorpce pfi 560 nm, ktery se nerozklada ani ucinkem chelatonu 3.
Cinidlo samotné je pfi daném pH modré (Amax = 630 nm), vlastni nepfima fotometrie (az
0,16 ppm) se provadi pfi 620 nm, kdy samotné Ccinidlo se tvorbou komplexu nejvice
odbarvuje. Pevnost komplexu €inidla s Co dovoluje provadét jeho stanoveni i za pfitomnosti
dalSich prvku tvoficich pevnéjsi komplexy s chelatonem 3 nez s €inidlem (napf. Mn, Ca, Sr,
Ba, Zn, Cd, Pb, Mn, Ni).

Postup: K 1 ml roztoku ¢&inidla (0,04%) se pfida roztok obsahujici az 4 ug Co, 0,5 ml pufru
(13,8 g NH,CI, 88 ml NH,OH se zfedi na 250 ml destilovanou vodou), 5 ml 0,01 M chelatonu
3, doplini se destilovanou vodou na 25 ml, dobfe se protfepe a po 2 hodinach stani se zméfi
absorbance roztoku pfi 620 nm proti slepému vzorku.

NejcitlivéjSi je vSak stanoveni katalyckymi reakcemi, z nichz nejCastéji pouzivana je
metoda zakladajici se na oxidaci alizarinu s peroxoboritany nebo H,O,, kde se méfeni
provadi pfi 453 nm.

Pro stanoveni kobaltu bylo navrzeno vice dalSich metod pro stanoveni méné nez 5 ppm
Co (napf. s p-nitrofenylhydrazinem biacetylmonooximu nebo s nékterymi azobarvivy —
Diamontd red PV).

VétSina dalSich metod je méné citliva, i kdyZz nékteré nalezly uplatnéni v praxi (napf.
s kyselinou thioglykolovou). [23]
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4 ZAVER

Tato bakalafska prace byla zaméfena na kolob&h kobaltu v Zivotnim prostfedi. Ukolem
bylo sestavit literarni rederSi na téma vyznam kobaltu v Zivotnim prostfedi, pfedevsim
v zivych organismech a popsat spektrofotometrické metody a €inidla pro stanoveni kobaltu.

V mikro koncentracich je kobalt pro zivé organismy nezbytné dulezity, avSak pfi vétSich
koncentracich je toxicky. V elementarni formé katalyzuje mnoho biochemickych reakci.
V télech organismu se v§ak vyskytuje prevazné v komplexu vitaminu B12, kde tvofi centralni
atom. Vitamin B12 si lidské télo nedokaze vytvofit a je nutno ho tedy dodavat v potravé.
Vitamin B12 jsou schopny syntetizovat pouze nékteré rody bakterii. Pfirozenou cestou se do
lidského téla dostava potravnim fetézcem, zejména ze zivoc&iSné stravy. Funkce vitaminu
B12 vtéle spociva vizomeracnich, dehalogenacnich reakcich a jako pfenaseCe methyl
skupiny. Zuc€asthuje se reakci, které jsou kli¢ové pro zZivot organism(, mimo jiné i syntézy
DNA a fosfolipida.

Pro spektrofotometrické stanoveni kobaltu jsou nejvhodnéjSimi cinidly heterocyklicka
4-(2-pyridylazo)resorcinol (PAR)
1-(2-pyridylazo)-2-naftol (PAN)
2-(5-Brom-2-pyridylazo)-5-diethylaminofenol (5-Brom-PADAP)
4-(2-thiazolylazo)resorcinol (TAR)
2-(2-thiazolylazo)-4-methoxyfenol (TAMP)

Nejcitlivéjsi stanoveni jsou s Cinidly PAR a 5-Brom-PADAP. Pfi stanoveni kobaltu s PAR
vznika pfedevsim komplex o sloZeni Co"L3 , ktery je dobfe rozpustny ve vodé. Dvojmocny

YV VVY

kobalt se Cinidlem oxiduje na trojmocny, i bez pfitomnosti oxidacnich Cinidel. Zatim nebyl
dokazany chelat s PAR, kde by mél kobalt oxidaéni Cislo +II. Tvorba tohoto komplexu je
kvantitativni od pH > 6,5. Proto se komplex Co"L5 pfipravuje v prostfedi octanu amonného
nebo boratového pufru. Neni stabilni v prostfedi silnych kyselin a pfi pH < 3 pfechazi na
protonovany komplex Co"'L(LH).

5-Brom-PADAP je jedno z nejcitlivéjSich heterocyklickych azobarviv pro stanoveni kovd,
nejen kobaltu. Ze zminénych Cinidel pro stanoveni kobaltu je nejcitlivéjSi a pouziva se pro
stanoveni v pitné vodé a vitaminu B12. Chelaty kobaltu s 5-Brom-PADAP maji stechiometrii
Co"L5 a jsou stabilni v kyselém az mirné alkalickém pH. Tvorba chelatu je kvantitativni pfi
pH 9.

Pro stanoveni velmi nizkych koncentraci kobaltu je nejvhodnéjsi Cinidlo 5-Brom-PADAP.
Pro stanoveni vysSich koncentraci je vhodnéjsi PAR.
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6 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

DNA
PAR
PAN

5-Brom-PADAP

TAR
TAMP
uv
VIS

v

Y

bipy

acac

Me

phen

L

edta (EDTA)
Py

M

MCD

A

CDTA

Triton X-100
DBS

Brij 35

€

CL

Cwm

I

deoxyribonukleova kyselina
4-(2-pyridylazo)resorcinol
1-(2-pyridylazo)naftol
2-(5-brom-2-pyridylazo)-5-diethylaminofenol
4-(2-thiazolylazo)resorcinol
2-(2-thiazolylazo)-4-methoxyfenol
ultrafialova oblast spektra

viditelna oblast spektra

vyzarena energie

energetické zafeni

bipyridin

acetylaceton

methyl

fenantrolin

ligand

ethylendiamintetraoctova kyselina
pyridin

letalni davka

centralni atom

magneticky cirkularni dichroismus
vinova délka
cyklohexandiamintetraoctova kyselina
oktylfenolpoly(ethylenglykoether),
dodecylbenzensulfonat
polyoxyethylen lauryl ether
molarni absorpéni koeficient
koncentrace ligandu

koncentrace centralniho atom
iontova sila
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