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ABSTRAKT

Komplex 8-hydroxychinolin-5-sulfonové kyseliny skasdiem poskytuje v zavislosti na
pH kolinearni fluorescemi spektra &maxex= 362 NM 8\maxem)= 503 nm. Optimalni pH
komplexu je 4,5, intenzita fluorescence se minidda dobu dvou hodin nemi. Intenzitu
fluorescence komplexu lze vyragznzvySit gitomnosti jiz submicelarni koncentrace
kationtovych tenzitl, obzvlas zephyraminu. Stechiometrie komplexu v figgmnosti
tenzidu odpovidad molarnimu pém M:L = 1:1, v gitomnosti zephyraminu se stechiometrie
zmeéni na molarni porr M:L = 1:3. Optimalni koncenttai rozsah pro stanoveni skandia je
0,05 — 1ug.ml*, pricemz detetni limit podle IUPACu je 0,005i9.mI*, podle Grahama je
X% = 0,02 pg.m*, XPy = 0,07 pg.mi*. V pritomnosti zephyraminu sefip témze
koncentranim rozgti snizi deteéni limit vyposteny podle IUPACu na 0,00Q2).mI*, podle
Grahama pak % = 0,02ug.mr*, XP; = 0,06pg.ml*. Silns negativni vliv na stanoveni ma
Fe*, F, PQ¥. Pozitivni chyba se projevila u interferéenMg®’, Y3, La®" v disledku
fluorescence jejich kompléx

Vyhodnocenim prvnich derivaci emisnich spekteppl 4,5 Shmaxex= 474 NM &maxem)=
551 nm neposkytuje lepSi vysledky nez vyhodnocennalnich spekter.

Hexamethylentetramin v koncentraci 0,05 niblje vhodnym tlumiem pro praktické
stanoveni.

Optimalizovana metoda stanoveni®*S&yselinou 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou byla
aplikovana na realné vzorky vod.

KLi COVA SLOVA

Fluorimetrie, skandium, 8-Hydroxychinolin-5-sulfor@d kyselina, tenzidy, Morin,
Lumogallion, analyza vody



ABSTRACT

The scandium complex with the 8-hydroxyquinolinetBphonic acid produces collinear
fluorescence spectra Withnaxex= 362 Nm anumaxem)= 503 nm. The optimal pH for the
formation of the complex is pH 4,5. The fluoresaet the complex is constant during two
hours. Its fluorescence considerably increaselamtesence of submicellar concentration of
cationic surfactant especially zephyramine. Theicktometry of the complex formed
compounds to the molar ratio Sc:L = 1:1 in the abseof zephyramine, but Sc:L = 1:3 in the
presence of zephyramine. The optimal concentratimval for scandium is 0,05 —y.ml™*
with the detection limit according to IUPAC is 050g.mI* and detection limits according to
Graham are % = 0,02ug.ml*, X’ = 0,07pg.mr™. In the presence of zephyramine detection
limit according to IUPAC is O,OOO;Zg.mrl and detection limits according to Graham afg X
= 0,02pg.ml*, X5 = 0,06pg.ml*. A strong negative influence on the fluorescemterisity
involve F€*, F, PQ*. Some positive error appears with #¥gy3*, La**.

The evaluation of the 1st derivation of the fluaersce spectra does not give more precise
results at pH 4,5 athaxex) = 474 NM &maxem)= 551 nm.

0,05 M Hexamethylentetramine is a suitable bufertiie practical determination of 3¢

The optimized method for the determination of Saoamdwith 8-hydroxyquinoline-5-
sulphonic acid has been applied for some real veai@ples.

KEYWORDS

Fluorimetry, Scandium, 8-Hydroxyquinoline-5-sulpion acid, surfactants, morin,
lumogallion, water analysis
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1. UVOD

Skandium Ize stanovit spektrofotometrickymi metodamhledem k jejich jednoduchosti,
cenové nenatmosti a snadného zautomatizovani.¢idaji se vSak uplabvat metody
fluorimetrické a to hlavé kvali vysSi citlivosti, dikazuschopnosti a selekti¥ive srovnani
s metodami spektrofotometrickymi, ighorSené opakovatelnostiieni.

V analytické chemii ma kyselina 8-hydroxychinolirsblfonova Siroké uplatmi pri
fluorimetrickém stanovovani katianjednotlivych kow nagr. Mg®*, Zr*, Cf*, Ce* a AF*,

V piitomnosti tenzid dochazi ke zvysSeni intenzity fluorescence vzniglé&omplexu.
Komplexotvorné a analytické vlastnosinidla jsou podobné 8-hydroxychinolinu. LiSi se
vySSi rozpustnosti vzniklych kompliexe vodném progedi a samotnéinidlo nevykazuje
fluorescenci v Sirokém rozmezi pH.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1. Obecna charakteristika skandia

Skandium je 21. prvek periodické tabulky pivke zn&kou Sc, nachazejici se vieti
vedlejSi skupia prvki. Je to gfbiité bily, mekky a vyrazg lehky kovovy prvek. Pét mezi
d-prvky s elektronovou konfiguraci [Ar] 3d<, v jednotlivych slupkach 2, 8, 8 a 3 elektrony.
Skandium méa atomovou hmotnost 44,9559 g'mol

2.1.2. Historie [33, 34]

Skandium se nachazi podeébjako Y a La ve Svédskych rudach, kde je obsazeno |
v malém mnozstvi, a tato skdmmst byla také hlavniffEinnou toho, pré bylo skandium
objeveno s patkud zn&nym ¢asovym odstupem. Stalo se tak v roce 1879, kdy. Ni¢lsen
izoloval novy oxid, ktery pojmenoval ,skandiova zeai'. O nékolik let pozdji, kdyz bylo
k dispozici ¥tSi mnoZstvi oxidu, z&no pipravil P. T. Cleve znay paet soli a sotasré
ukazal, Ze jde o oxid nového prvku, jehoz vlastinestvelice dote shodovaly s vlastnostmi
predpovdénymi D. |. Mendlejevem pro ekabor (prvek chjii v jeho klasifikaci).

Kovové skandium byloijpraveno az v roce 1937 elektrolyzou taveniny abloK, Li a
Sc. Skandium 99%istoty bylo ziskano teprve v roce 1960.

2.1.3. Vyskyt a roz&fteni na Zemi [5, 20, 33, 34]

Prvky teti vedlejSi skupiny nejsou tak vzacné, jak seah mkive tradovalo. V zemské
kute je Sc obsazeno v koncentraci 25 ppm (v jinéditée uvedeno rozmezi 5 — 22 ppm).

Skandium je v firodk pomerné znané rozsfteno. Zidka vSak tvéi vétsi loZiska a protoze
nema valny hospodigky vyznam, nezisobuje jeho rozptyleny vyskyt zvlastni problémy.
Jedinym nerostem bohatym na Sc je vzacny Thot\&iSi,O;, ktery se nachazi v Norsku.
V sowasné dob jsou k dispozici znma mnozstvi S€Os, ktery odpada jako vedlejSi produkt
pii zpracovani uranu. YR se skandium nachéazi v cinoveckych wolframitech.

2.1.4. Chemické vlastnosti [18, 33, 34]

Vzhledem k tomu, Ze na jedné sdmezprostedre sousedi se sitnhelektropozitivnimi
kovy alkalickych zemin a na strardruhé pedchazi pechodné prvky, projevuji — podle
ocekavani — odstuvané vlastnosti. Prvek je m&mrlektropozitivni nez ipslusny prvek
predchézejici prvek skupiny II.LA afifpm elektropozitivijSi nez nésledujici ipchodny
prvek. Stoupajici elektropozitivita ve 8m od Sc kY je vSak v souladu s rostoucim
atomovym polorérem.

Pritomnost jednoho elektronu d u Sc (na rozdil o&ted@u p atom B, Al) se projevuje
v nékterych vlastnostech typickych pro kovy. Niégad teploty tani a varu, spolu s entalpiemi
provazejicimi pislusné proreny, od Al k Sc stoupaji, zatimco ve &m od Al ke Ga naopak
klesaji. Z toho lze vyvodit, Ze elektron d mé&si vliv na soudrznost nez elektron p, jejiz
piicinou mize byt lokalizova®Si vazba v kovu zprostdkovana elektrony d. A takiebaze
Sc v kovovém stavu krystalizuje v nggiejSim hexagondlnim uspéadanim (ostatni
modifikace jsou stalé ip vysSich teplotach) typickém pro kovy, vykazuji ohem &tSi
meérny odpor (rezistivitu) nez Al. fipustime-li, Ze mrny odpor je funkci tepelnych vibraci
miizky stejre jako miry lokalizace valemich elektrod, musi byt tak znay rozdil



v mérném odporu mezi Al a Sc #poben vyraznym sniZzenim pohyblivosti elektronuadrat
skandia.

Skandiu dominuje oxidai stav lll, ktery reprezentujirpvazmié iontove slodeniny. Ztrata
3 valergnich elektro vede ke katioritm s dolde charakterizovanou chemii jejich vodnych
roztoki, a &koli jde o prvek ktery je prvninglenem gislusné pechodnérady, neni jeho
chemie typickd pro #echodné prvky. Chybi mu pramivé oxidani stavy a vyrazna
schopnost poskytovat s niggrejSimi ligandy koordinani sloweniny. Skandium je ze své
skupiny nejleiim prvkem s nejmenSim iontovym polérem s nejnizSim bazickym
charakterem. Ze vSechi tprvki projevuje nejetSi sklon k tvor® komplexi. Po chemické
strance se dostiimyka k Al a tato podoba se navenek projevuje zepn& rozsahlé
hydrolyze vodnych roztakskanditych soli a v p@&kud kyselém charakteru oxidu.

2.1.5. Komplexni slodeniny [33, 34]

Skandium jehoZz koordigai chemie, podohkinjako Y a La, neni ve srovnani s dalSimi
piechodnymi prvky rozhodnnijak zvla¥ rozsahla, uplauje v komplexech, jak kowka¢
ukazuje wrkolik nasledujicich fkladi, nefgasgji koordinani ¢islo Sest: [ScF6]3-,
[Sc(bipy}]®*, [Sc(bipyh(NCSY]*, [ScChbipy)]* a [Sc(dmsa)®*" (kde dmso znamena
dimethylsulfoxid). Ktomu je nezbytné jéStdodat, Ze koordirai vazby v takovych
sloweninach jsou vesés slabé, a pokud bychom z tohoto hlediska porovngwaky
skupiny IlIA mezi sebou, pak pevnostito vazeb klesa strem od skandia k lanthanu. La
tak i Y piipominaji znan¢ lanthanoidy, zatimco Sc se mnohem vice podoba Al.

Ze vSech donorovych atdnse prvky skupiny IlIA nejastji koordinuji s kyslikem, a to
zvlase, je-li sowtasti chelatoveho ligandu. Vzniklé komplexy majitary charakter, ktery se
zwetSuje, postupujeme-li ve skugishora dal, podobr jako v tomto sréru stoupa tendence
prvki dosahovat koordigaichcisel wtSich nez Sest.

2.1.6. Hydrolyza skandia[16, 35]

Skandium se vyskytuje v trojmocném stavu v roztocdpada tak mezi hlinik a yttrium.
JelikozZ je iont skandia&sSi nez iont hliniku, ma&si tendenci podléhat hydrolyzeéé
hodnoty koncentraci kdy dochéazi k hydrolyze€imaji @i pH 2,5, pokud rze hodnotan
dosahnout hodnoty 1,Zqd hydrolytickym srazenim vyskytuje se hydrolyzanegzi pH 4 —
5. Vznik produkti hydrolyzy prolghne rychle a vrath
Hydrolyza v kyselém pro&di

NejrozsahlejSi mreni hydrolyzy skandia vroztoku bylo provedeno Hihckem a
Pokrasem (1953, 1954), studovali vliv iontové sllyteploty v roztoku NaClO4. Aveston
(1966) se zaslouzil na zakkadlastnich ndteni o lepSi interpretaci vysledku Kilpatricka a
Pokrase: ScOH, Sc2(OH)24+, Sc3(OH)54+ probihajici podle rovnic:

S + HO < ScOH™ + H'
2SC" + 2H0 > S(OH)* + 2H"
3SC" + 5H,0 <> Sg(OH)s™ + 5H"

Konené Brown, Ellis a Sylva (1983) zaznamenali vysledkspzsahlé potenciometrické
studie v 0,1 molt KNO3.

Sc(OHY* (forma grevazujici pi pH = 3), Se(OH),** (forma grevazujici pi pH = 4-5),
Sa(OH)s™(forma prevazuijici pi pH = 6).

10
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Obr. 1: Distribuce hydrolytickych produkS¢* v 0,1 molf roztoku KN@

2.1.6. Pouziti [5, 33, 34]

Vzhledem k malému technickému vyznamu se skandigndbv jen v omezeném mnoZzstvi.
Zc&asti se ziskava z Thortveititu, ktery obsahuje 3®-% SeOs. Hlavnim zdrojem jsou vSak
odpady vznikajici p zpracovavani uranovych rud, ve kterych je obsazsyuze asi 0,02 %
Sc0s. Ackoli byla pro Sc navrzen&d@ada mozZnosti, jak jej vyuZit, je stale nahrazovano
levngjSimi alternativami. Vyuziti naSlo zejména ve slitcth s Al, které se pouzivaji

v leteckém pimyslu a pi vyrobé sportovniho vybaveni (kola,...). PouZivd se takiéo |
konstrukni kov v kosmonautice.

2.1.7 Toxikologie skandia [19, 47]

Tento prvek a jeho sl@eniny jsou znén¢ rozptylené a tak ani toxikologicky vyznam ani
znalosti o 8m nejsou velké. lonty skandia jsoiegré mére jedovaté nez ionty lanthanu a
lanthanoidi. V pokusech na ziatech bylo zji&no, Ze pitomnost skandia v digtvede ke

vzniku malignich naddr Akutni toxicita chloridu skanditého — SgCje LDso (mys,
oralns) = 4 g.kg".
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3. POZNAMKY K FLUORIMETRII

3.1. Fivod molekularni fluorescence [22, 32, 36]

Fluorescence je emise foto(z&eni) v oblasti viditelného, ultrafialového a infesveného
spektra ze vzbuzenych singletovych elektronovyetdinl Po absorpci ¥éni secast energie
transformuje v sekundarni iedi zpravidla o vySSi vinové délce (Stakesefekt). Vznik
fluorescence je jenom jednou z moznosti relaxacbuzené molekuly. Blezitou
charakteristikou fluorescence je kvantovydagk, exciténi a emisni spektrum a v neposledni
fact doba existence #éni (lifetime).

Relaxace (deexcitace) molekuly ze vzbuzenych alakirych hladin jecasto slozitym
procesem. Vznik fluorescence doprovéazi tmitkonverze molekuly a vibéai desaktivace
bez emise z&ni. Slozitym jevem je flepchod elektrob do tripletového stavu (intersystem
crossing), ktery navozuje zpaiubu fluorescenci nebiasow kinetickou fosforescenci.

Fluorescence jéasto vybuzena jen¢hterym absorgnim maximem, které charakterizuje
excitaini spektrum. Fluoresceéni spektrum je excitovano kteroukoliv vinovou deéiko
v oblasti exciténiho spektra, pouze W#ek je fizny. Pro analytické dely se ndieni provadi
a vyhodnocuje zpravidlaifpmaximech exciténiho a emisniho spektra. Pro zvySeni efektu
fluorescence excitujeme anatigsto energii v celém exattam spektru.

Emisni (fluorescetni) spektrum vybuzené kontinualnim zdrojentera (xenonova lampa)
je zpravidla pimo analyticky vyuzito. Proipsna fyzikalni réfeni je nutné zavedeni korekce
vyrobcem pistroje s pihlédnutim k charakteristice zdrojefeai a detekce. DalSim moznym
reSenim je korekce za pouziti fluoresigoh standand s definovanym fluorescénim
spektrem.

V prabéhu neteni fluorescence se objevuji komplikace s polafizaeni a difuznim
rozptylem zéeni.

Slozitou problematiku jav probihajicich v molekule po absorpcitedi popisuje Perrin-
Jablonského diagram.

Tab. 1:Casova charakteristika jednotlivycléjd, probihajici po absorpci primarniho #ni.

Casova charakteristika

Absorpce 13°s
Vibragni relaxace 1% - 10"s
. Doba, existence zen| 101°-10’s — fluorescence
excitovaneho singletového stavu
Intersystem crossing 10— 10°%s
Vnitini konverze 18°-10°s
Doba existence zani 108-1s — fosforescence

excitovaného tripletového stavu
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Obr. 2: Perrin-Jablonského diagram, ilustrace vaialbsorgnich, fluoresceinich a
fosforescetnich spekter.

Analytické vyuziti fluorescence je komplikovano kemtr&nim samozhdSenim
fluorescence od definované koncentrace analytu ilMgy ale také vlivem cizich iodtna
fluorescenci v zavislosti na elektronové stritktiontu (molecular collision).

V souwasné dob je studovan vliv kationtovych, aniontovych a neéawych tenzid na
fluorescenci v submicelarni a micelarni koncentrRozornost je takéémovana fluorescenci
komplexi a chelai s organickymtinidly a jejich sloZeni a strukturgehto slodenin.

3.2. Excitani a fluorescerni spektra molekul [17]

Pt registraci F = f{) jsou zaznamenana zdvojend symetrickd spektrad lsie mohou
castén¢ prekryvat — exciténi spektrum v kratkovk)Si oblasti a emisni spektrum
(fluorescexni spektrum) v dlouhovijSi oblasti. Exciténi spektrum je vlasthzjednoduSené
absorgni spektrum analytu, protoze jercktera absorgni maxima jsou fluoresceéne
aktivni. Pro analytické dely nejsou zpravidla jiz déle korigovana na nekansti emisi
zdroje v daném oboru (xenonova lampa) nebo prdirou citlivost detektoru (fotonasabi
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Obr. 3: Excitani a fluoresceeni spektrum molekulyCarkované kivky odpovidaji mensimu
Jex, Srafovand oblast souvisi s vimié-filtracnim efektem.

3.3. Vliv tenzidi na fluorescenci [23, 24, 25, 44, 45]

Fluorimetrické stanoveni e byt citliwjsSi v pritomnosti fiznych tenzid. Jsou to
amfifilni molekuly skladajici se z polarni skupiaydlouhého nepolarninetizce a lze u nich
tedy rozliSit hydrofobni a hydrofilntast. Podle charakteru polarni skupiny mohou byt
kationtové, aniontové, neiontové a amfolytické.gekrateni kritické micelarni koncentrace
(CMC) tvari molekuly tenzid sféricka seskupeni a vznikaji micefizného typu.

V micelarnim prosedi dochazi k:

» rozpuséni, oddlovani a koncentrovani latek

» zmené kyselosti, polarity, fluidity a dalSich vlastnostizpusénych latek
» zmené kvantového vytzku fluorescence

» posunu chemické rovnovahy

Zvysovani intenzity fluorescence v micelarnim pfedt je zfisobovano:

» stirtnim komplexu slogeniny s kovem v excitovaném singletovém stavedp
zhaSenim zgsobenym vibraci vazby mezi kyslikem a vodikem vekole vody

» zvySenim viskozity kolem vazebnych mist svitivéyat

» omezenim moznosti zh&$ev roztoku dostat se do kontaktu se vzorkem

» omezenim jinych zhaSecich a dezakthiah pochod v disledku usptfadarjsiho
lokalniho prostedi

» zmeénou rychlosti zAvych a nezvych pochod

Obecr aniontové micely chrani nejlépe proti aniontovytiaseéam a kationtové micely
proti kationtovych. Neiontové micely poskytugiast&énou ochranu proti afma typim
ruSicich iond.

3.4. Vzriast intenzity fluorescence chelatu s kyselinou 8-hydxychinolin-5-
sulfonovou v micelarnim pros¥edi [41, 42]

Dodecylsulfat sodny (aniontovy tenzid) vyfvaegativie nabité micely. Negativnnabity
ligand, kterym je chinolinsulfat podletiekavani nepodléh& asociaci, neni pozorované zadné
vyznamné zvySeni intenzity fluorescence chelatuléMale &€Zko rozpoznatelné zvyseni
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intenzity fluorescence je pozorovano u neionotoviateidi, jakym je nap Triton X-100
nebo Brij-78. Kationtové tenzidy vytigi pozitivre nabité micely a zisobuji vyznamny
vzrast intenzity fluorescence.

3.4. Princip fluorimetru [32, 48, 49, 50]

Na obrazku jsou vigt jednotlivé sodasti fluorimetru. Zdrojem Zéni je obvykle
vysokotlaka xenonova lampa, pouZzivany jsouiané typy lasdr. Nasleduje dvojnasobny
monochromator (ffizkovy) s nezavislym pohonem, jako detektor je [todidtonasobt
s prepinatelnou citlivosti.
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Obr. 4: Schéma spektrofotofluorimetru Aminco Bow.jda

Fluorescence je n&gstji mérena v pravém Ghlwi dhlu 45 % ke swru paprsku
primarniho z#&eni, aby primarni Zé&ni prochazejici kyvetou nerusilcsifani fluorescence.

Reprodukovatelnost &heni byva horSi neZz u molekulové spektroskopie v &WIS
oblasti, dikazuschopnost je vSak nejmémrad vyssi.

Nekorigovana spektra jsou zdeformovana v zaviskdisani intenzity zdroje #éni, na
acinnosti genosu monochromatioa citlivosti detektoru.
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Spravna korekce excitaich a emisnich spekter neni jednoducha a m&tsejvyznam
v kvantitativni analyze (stanoveni kvantovych&ziii a vypaet prekryvajicich se integra),
ve srovnani excitamich a emisnich spektrech a ve srovnani dat flaeree ziskanych za
jinych experimentalnich podminek. Korigovana flismerEni spektra lze ziskat pouzitim
korelkenich faktofi meéteni od vyrobce ndjklad pouZzitim kalibrované wolframové lampy
nebo fluorescamimi standardy. Srovnanim spektra fluoresoéimo standardu a skui&
zaznamenaného spektra fluorestegho standardu naiigtroji l1ze ziskat pdebné korekni
faktory. P@et €chto standaritlje vSak omezen.

Ve fluorimetrickém ndieni je vSak mnoho dalSich komplikaci jako je pakce
primarniho zéeni a emise fluorescence ¢ifinost Fenosu monochromatoru zavisi na
polarizaci primarniho zéni), dadle mozna kontaminace signalu rozptylenyrierdén
(Raylleigh, Raman) zvlaSu vzorki se zakalem nebo fluores¢amm pozadim vzorku.

V modernim pojeti jsou pouZzivany tyto typy fluorime: laserova,caso¥ a fazow
rozliSena, s modulaci vinovych délek, rentgenowéSeci, matricova izatai, dvoufotonova
a stereofluorografie.
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3.5. Fluorimetrické metody stanoveni skandia

Fluorimetrické metody stanoveni skandia jsou zalgZzea jeho schopnosti vytket
stabilni komplexy s organickyndinidly vhodné struktury.

3.5.1. Reakce s derivaty flavonu

Reakci skandia s polyhydroxyflavony vznikaji dvautty komplexi, fluoreskujici a
nefluoreskujici v zavislosti na pouzitém pH. Kveice(3,5,7,3",4 -pentahydroxyflavon)
vytvaii tfi  komplexy, ztoho dva komplexy fluoreskuji. Morin(3,5,7,2°,4 -
pentahydroxyflavon) poskytuje jeden fluoreskujicjeden nefluoreskujici komplex. Rutin
vytvaii pouze jeden nefluoreskujici komplex. VSechny uwtskujici komplexy a jeden
fluoreskujici komplex kvercetinu fp pH 6,0 — 6,5 jsou elektricky neutralni. Druhy
fluoreskujici komplex kvercetinuippH 5,5 6,0 a fluoreskujici komplex morinu maji
pozitivni naboj (ScOB, Sc(OHF"). Stechiometricky posr sloZek je ve vdech zminych

komplexech 1:1. Dochazi k substituci protonu v pel8.
OH

Komplex S&* s morinem dava zelenou fluorescenci. Komplex obj$aitskandium, morin
a antipyrin vznika p pH 1,2 - 4 a je extrahovan jako komplex iontové&smciatu slabymi
bazickymi anionty. Vznikly komplex je vhodny pro témetrické stanoveni skandia po
extrakci (citlivost je 0,1ug.ml™) i fluorimetrické stanoveni skandia po extrakditlijcost
0,01pg.mih). [1,2]

Skandium s morinem vytyéve vodném roztoku ethanolu dva komplexypgH 3,7 — 4,0.
V piitomnosti antipyrinu se extrahuje asociat do chtorou @i pH 3,3 — 3,4. Citlivost je
0,01 — 0,2ug.mi* SE*. Stanoveni rusi Al, In, Zr, Th, Ti, Lu, Y a lantt@dy. V pffitomnosti
silné kyseliny, nap kyseliny chloristé, je citlivost 0,0g.ml*. Stechiometricky po#r je
Sc*: morin : antipyrin : CI& = 1:1:3:1. [3]

Reakce St s morinem je citlivd pro fluorimetrické stanovenheutralnim nebo lehce
kyselém prosedi, ale neni selektivni. Je nutné*Soddilit extrakci butylalkoholem,
ethylacetdtem nebo amylalkoholem. Rusi Fe, Al,@&s, Zn. [4].

Byl popsan zpsob stanoveni Stv povrchovych vodach. Vzorek po filtraci, okyselen
HNO;, dvakrat odp&gn do sucha vitmenné misceip80-95 °C. K suchému zbytkurigat
5 ml redestilované vody, 3 ml 9 mai.HCI, 3 ml 20% tributylfosfatu v CHG| 3 ml CaC}.
Néasleduje extrakce 5 ml CHCpo dobu 5 min, S& reextrahovat vodou. filat ¢inidlo
myricetin-5-glukozid, aceton, tlugi(acetat + HCI) a ®&ti se fluorescenceippH = 3 a i
emisnim maximu 480 nm s excitadi $36 nm. [6]

Podle Charlota Ize morinem dokazovat skandium vasivd 10-3 — 10-4,5 %. [9]

3.5.2. Stanoveni S¢ 2-hydroxy-3-naftoovou kyselinou

Komplex vykazuje modrou fluorescencki pH>3, fluorescetni maximum P Amax =
475 nm. Koncentrac&inidla je 10* mol.I*, koncentrace skandia fGmol.I*. Stanoveni rusi
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acetat, nerusi chloridy, chloristany, dunginy, také Cu, U, Cr. Vyznaramusi Zelezo. Metoda
je vhodna pro stanoveni 3o silikatech — extrakce &ctributylfosfatem z 8-9 moli HCI,
maskovani Ti, V, Mo fitomnosti HO,, reextrakce 3-4 mollHCIl. Komplikované oddenf

S [7]

3.5.3 Fluorimetrické stanoveni St ve formé iontového asociatu rhodaminu B s 5,7-
dinitro-8-hydroxychinolinem.

Extrakce se provadi toluenem, benzenem, ,CCHCkL pii pH 1,5 — 6,0. Maximalni
fluorescence je dosazenti pH 2,0 — 3,0. Musi se dat pozor na hodnotu flsoeace slepého
pokusu (CCJ, CHCE). Stanoveni rusi Th, U, Mg, Ca, Zn, Cd, La. Sélektextrakce St se
provadi gi pH = 3 1-fenyl-3-methyl-4-benzoylpyrazolonem wverrfe iontového asociatu
s rhodaminem B. Mez detekce je 0,a2mi™* Sc. [8]

3.5.4. Fluorescence komplaéxSc* se Schiffovymi bazemi

Byla studovana fluorescence®5se sedmnécti Schiffovymi bazemi. Jako nejlepsitlo
se ukazal 2,4-dyhydroxybenzaldehydesemicarbazowgit€€Eni maximum je # 360 nm,
emisni maximum i 425 nm. Optimalni pH je rovno 6,0. Komplex jetsbai minimalrg 3
hodiny. Stanoveni nerusi Sb, As, Ba, Be, B, Bi, Cd, Ce, Eu, Ge, In, La, Mg, Mn, Se, Sr,
ThaW.

Negativni chybu stanoveni &gobuji Cr, Co, Cu, Ga, Fe, Ni a Sn, pozitivnhi chybu
prokazuje Al, Y a Zn. Rozsah stanoveni {£23400 ng.mt". [10]

3.5.5. Stanoveni S¢ salicylaldehyd carbohydrazonem

Tato fluorimetrickd metoda je jednoduchd, rychiflivé a selektivni. Reakce se provadi
vrozpiti pH 2,7 — 5,2 ve vodném roztoku ethanolu (60% ethanol). Fluoresceéni
maximum je P 452 nm, exciténi maximum P 375 nm. pH bylo upravovano pouzitim
ziednych roztoki hydroxidu draselného a kyseliny chlorovodikovéemzita fluorescence je
konstantni minimaléa hodinu. Mefi se @i laboratorni teplat Stechiometricky posr
komplexu je 1:3 (ion : ligand). Stanoveni nerusj Ba, Mg, Pb, Se, Mn, Tl, In, Zr, W, Cr,
Co, Sr, Sb, La, Ce, Sm, chloridy, bromidy, dasiny, jodidy, dusitany, jodistany. Stanoveni
rusi Bi, Ni, Al, Zn, Th, Cu, Fe. Detéki limit metody je 0,2 ng.rifl S¢* standardni relativni
odchylka stanoveni je + 1,5%. [11]

3.5.6. Fluorescence iontového asociatu Sc-BPMPHD-GAB

Silnou fluorescenci vykazuje iontovy asociat skandi 1,6-bi(1"-fenyl-3"-methyl-5"-
pyrazolon-4"-)hexadionem (BPMPHD) a s kationtovyamzidem cetyltrimethylammonium
bromidem (CTMAB). lontovy asociat vykazuje fluoresci i 350 — 550 nm # pH = 5,5.
Koncentrace BPMPHD byla 3.2omol.I*, koncentrace CTMAB 3.19mol.I"*. Fluorescenci
nerusi K, Na, Ca, Cd, Sr, Ba, As, Mg, Zn, Mn, Ca, Dy, Sm, Yb, Gd, chloridy, bromidy,
dusknany, sirany a fosfoteany v relativni chy® £+ 10%. Ostatni lanthanoidy vSak
fluorescenci ovliviuji a pred stanovenim skandia museji byt separovany. Ra#taabveni je
4.10% - 5.10" g.mI* S¢*, s deteknim limitem 14 ng.mt. [12]

3.5.7. Stanoveni S¢ salicylaldehyd salicyoylhydrazonem

Metoda zaloZena na chel&td reakci, probihajici ve vodném roztoku ethandiid (v/v)
pii pH = 5. Vznikly komplex ma fluoresceéni maximum pi 465 nm, exciténi maximum je
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pfi 388 nm. Kalibrani zavislost ma linearni rozsah pro®*Sje 0,4 — 100 ng.riil. Detekini
limit je 0,12 ng.mt". Fluoreskujici komplex vznika v molarnim pem 1:1. Vliv interfereni
lze odstranit extrakci 1-fenyl-3-methyl-benzoylmobonem z roztoku kyseliny mrav&na
mravergnanu sodnéhoippH = 3. [13]

3.6.8. Stanoveni S¢ salicylaldehyd-5-bromo-salicyoylhydrazonem

Metoda je zaloZzena na chel&iareakci, probihajici ve vodném roztoku ethanatd (v/v)
pii pH = 4,8. Vznikly komplex ma fluoresc&mi maximum pi 466 nm, exciténi maximum
je pii 392 nm. Linearni rozsah pro ¥ge 0 — 1ug/10 ml. Detekni limit je 0,15 ng.nif
skandia. Komplex vznika v molarnim péra 1:1. Metoda aplikovana na geologické vzorky.
[14]

3.6.9. Stanoveni 2-hydroxy-5-methylbenzaldehyd secairbazonem (HMBS)

Smés 3 ml 0,1% HMBS v N,N-dimethylformamidu a 2 ml 1086tanu sodného jako
tlumivého roztoku je Bdan k roztoku obsahujici (2.20stejny 6ug) skandium. Roztok je
ziedén destilovanou vodou na objem 25 ml a gavku 1 ml 1% dodecylbenzensulfonatu
sodného a 10 ml chloroformu, je po dobu 10 minuwtippavan. Intenzita fluorescence
komplexu skandia poipvedeni do organické faze seimpii emisnim maximu 467 nm a
excitainim maximu 380 nm. Detéki limit ziskany tradini metodou je 0,8 ng.M] timto
postupem klesl na 0,08 ng:ml15]
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1. Histroje a zatizeni

4.1.1. Fluorimetr

M¢éteni bylo uskuténéno na luminiscednim spektrofluorimetru Aminco Bownam Series
2. Fluorimetr je jednopaprskovy, zdrojentesdi je vysokotlaka xenonova lampa a detektorem
fotonasohi prevadjici z&ivy tok na elektricky signal. Fluorescence komjileskandia byla
meiena v jednocentimetrovédmenné kyvet Citlivost fotonasoldie byla nastavena vzdy na
60 % pro vSechna &eni, kterd probihalaipriazném napti. Sitka spektralni &tbiny byla
4 nm.

Obr. 5: Luminiscetni spektrofluorimetr Aminco Bowman Series 2 [31]

4.1.2. DalSi pouzité pistroje

Analytické vahy SCALTEC SPB 32 (Scaltec InstrumeB@tsbH), magnetické michadlo
s olfevem Fischer Scientific (Fisher Scientific, spol.s), pH metr WTW level 3 se
sklerenou elektrodou (pravidelna standardizace pomogciipH = 4,0 a pH = 7,0).

4.2. Pouzité chemikdlie a roztoky
VSechny pouzité chemikalie bytystoty p.a.

4.2.1. Standard

Standard skandia o koncentraci I'110 % HCI.

Byl piipraven rozpughim navazky 0,1534 g 80; (Lachema,Brno) ve 23,5 ml
koncentrované HCI, roztok byl zéhan dokud se veSkery oxid nerozpustil, po vychlatin
byl roztok doplgn v odn&érné baice destilovanou vodou na objem 100 ml. Ztohoto
zasobniho roztoku bylyipraveny pracovni roztoky o koncentracich 100 ad.éni™.

4.2.1.Cinidla
8-hydroxychinolin-5-sulfonova kyselina, Aldrich,e8theim, SRN
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Obr. 6: 8-Hydroxychinolin-5-sulfonova kyselina

Vychozi roztok byl gipraven rozpughim 0,1 g 8-HQS ve 250 ml destilované vody, jeho
konetna koncentrace 1,78.26nol.I™.

Lumogallion (5-chloro-3-[(E)-(2,4-dihydroxyfenyl)aihydroxybenzensulfonova

kyselina), Fluorochem, Derbyshire, UK
HO OH
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N
o OH H
HO\S// N
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Obr. 7: Lumogallion (5-chloro-3-[(E)-(2,4-dihydrofgnyl)azo]-hydroxybenzensulfonova
kyselina)

Vychozi roztok pipraven rozpugnim 0,01 g lumogallionu ve 100 destilované vodipje
konesna koncentrace 2,91.fonol.I*.

Morin (3,5,7,2",4"-pentahydroxyflavon)

OH O

Obr. 8: Morin (3,5,7,2",4"-pentahydroxyflavon), A, Steinheim, SRN
Vychozi roztok pipraven rozpughim 0,0338 g morinu ve 100 ml absolutniho ethanolu,
vysledna koncentrace roztokuimol.I™.

4.2.3. Tenzidy

Navazka tenzidu byla po rozp#ési v destilované vad doplntha po zn&ku v 50 ml
odnerné baice, ¢imz vznikl potebny roztok. Roztoky bylyifpravovany bd’ jako 0,1 Mci
1%, zaviselo na jejich rozpustnosti chemikalie.

0,1 M Benzyldimethyltetradecylammonium chlorid (Bgmmin) — Sigma-Aldrich,
Steinheim, SRN

21



CHj,

H2C—I}I+—C14H29 cr
CHa

Obr. 9: Benzyldimethyltetradecylammonium chlorid&yramin)

0,1 M 1-ethoxykarbonylpentadecyltrimethylammoniumorbid (Septonex) — Sigma-
Aldrich, Steinheim, SRN
Br
CH,4
HyC—N"—CH—(CH,),3—CHj
CH; C=——0

Obr. 10: 1-ethoxykarbonylpentadecyltrimethylammaonkhromid (Septonex)

0,1 M Benzyldodecyldimethylammonium bromid (AjatinFluka, Svycarsko
CH, Br

N"—CH,—(CH,);0—CHs

CHs

Obr. 11: Benzyldodecyldimethylammonium bromid {A)at

1 % Hexadecyltrimethylammonium chlorid — Fluka, Sassko
CH, CI

HyC——N"—CH,—(CH,),,—CHs

CH,
Obr. 12: Hexadecyltrimethylammonium chlorid

1% Benzyldimethylhexadecylammonium chlorid, Sigmd¢fh, Steinheim, SRN
CH,4

H3C_(CH2)15_N+_CH3
clr

Obr. 13: Benzyldimethylhexadecylammonium chlorid
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0,1 M Decylpyridinium chlorid
0,1 M Hexadecylpyridinium chlorid

Obr. 14: Decylpyridinium chlorid n = 9, Hexadecytpinium chlorid n = 15

0,1 M Tetradecylpyridinium bromid, Lachema, BraiR
CHy)13—CHy

Br

Obr. 15: Tetradecylpyridinium bromid

1 % 4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)fenyl-polyethylelylgpl (Triton X-100), Calbiochem co.,

San Diego, USA
ﬁjﬁ’ﬂ
OH
n

H17Cg
Obr. 16: 4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)fenyl-polydémyglykol (Triton X-100)

1 % Polyoxyethylen(23)lauryl ether (Brij 35) — Sigrldrich, Steinheim, SRN

H3C—(CHy)10~CH,—(OCH,CH,), - OH
Obr. 17: Polyoxyethylen(23)lauryl ether (Brij 35)

0,1 M Dodecylsulfat sodny — BDH Chemicals, UK
0

H3C—(CH;)1g-CH;——0—5—0 nNa'

0
Obr. 18: Dodecylsulfat sodny

4.2.4. Tlumice

0,1 M Octan sodny

0,1 M Mravernan sodny

VySe uvedené tlumivé roztoky bylyipraveny neutralizaciigslusnych kyselin izdénym
roztokem hydroxidu sodného na pozadované pH = 4,5.

0,1 M 2-(N-Morpholino)ethansulfonova kyselina (MESpigma-Aldrich Co.

0,1 M Hexamethylentetramin — Lachema.
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Tlumivé roztoky byly gipraveny rozpu&him vypatené navazky aifpadnym upravenim
na pozadované pH = 4,5 pomod¢e@&nych roztok kyseliny chlorovodikové a hydroxidu
sodného.

4.2.5. Ostatni chemikalie

Ostatni pouZzité chemikélie byly produkty firem Reg€hrudim,CR), Lachema (Brno,
CR), Onex (RoZnov pod Radhest) vesnis analitick&istoty

1 g.I* standard F&, Analytika, PrahaCR

1 g.I'* standard Y*, Analytika, PrahaCR

1 g.I* standard Al", Analytika, PrahaCR

Dusinan praseodymity, Fluka, Svycarsko

Hexahydrat chloridu lanthanitého, Union Chemiquelgiz

Hexahydrat dughanu ceritého, Loba-chemie, VigdRakousko

4.3. Charakteristika vzorka

4.3.1. Povrchova voda

Odbér vzorku povrchové vody byl proveden z@tku Jestdka, v lokalie Straz pod
Ralskem, do tmavé lahve dne 3Xeina 2008. f&d samotnym stanovenim byl vzorek
zfiltrovan na 0,4%um filtru.

4.3.2. Mineralni voda

Mineralni voda Rajec neperlivd bylded samotnym stanovenim zfiltrovana na 0%
filtru.

4.3.4. Voda z Tatranského plesa

Odbér vzorku vody byl proveden &ervenci 2007 v lokalé Pleso nad Skokem, do tmavé
lahve. RPed samotnym stanovenim byl vzorek zfiltrovan n& Qua filtru.

VSechny vzorky vod byly vyhodnoceny metodou stadddro gidavku. Po gdani
standardu do vzorku byl ponechan roztok po dobin@in v klidu, aby prokéhla dokonala
ekvilibrace.

4.4. Metodika vyhodnoceni analytickych vysledi

4.4.1. Vypdet intervalt spolehlivosti z varianiho rozpéti (Dean, Dixon) [46]

Pro maly pdet paralelnich stanoveni patv analytické praxi mezi nejlépe askené
metody uéeni intervah spolehlivosti z rozgti vysledki. Vypocet se provadi dle vztahu 1:

L, =x£K, R )
kde R je rozpti vysledki (R=x,—x,) a hodnotu K pro koeficient spolehlivosti (1 &)

= 0,95 nebo 0,99 najdeme v tabuice.
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Tab. 2. Tabulka hodnot koeficienty pro vypa@et intervalu spolehlivosti z rogp, pficemz n
udava pdet nereni.

n (1-0)

0,95 0,99
2 6,4 31,8
3 1,3 3,01
4 0,92 1,32
5 0,51 0,84
6 0,40 0,63
7 0,33 0,51
8 0,29 0,43
9 0,26 0,37
10 0,23 0,33

Tento vypdet intervali spolehlivosti byl pouzit pro vypet chybovych usek
jednotlivych bod kalibranich zavislosti.

4.4.2. Kalibrace a charakteristiky metody

Analyzované ekvidistantni kalibfai roztoky byla zpracovany linearni regresni analyz
z niz byly ziskany hodnoty koeficignta a b kalibréni funkce, kter& popisuje linearni
korelaci mezi koncentraci x jako nezavisle péanou a narffenou hodnotu y jako zavisle
promennou. Linearni kalibrani funkce je vyjaéena rovnici:

y =a+bx )
Tato rovnice vyjatlje odhad skutmé funkce, ktera je omezena nevyhnutelnym

rozptylenim hodnot. Shoda odhadu s daty giselrt vyjadiena hodnotou rezidualni

smerodatné odchylky syl, ktera je mirou rozptyleniomfiainich hodnot kolem kalibtai

piimky.

4.4.3. Posouzeni kalibrace [27]
Hodnota koncentrace v analyzovaném vzorku se ziskegiené hodnoty y podle:

x=2"2
b (3)
nebo z hodnoty gméru fady opakovaniy nantiené se stejnymipodnim vzorkem podle:
=Y—2
b

(4)

Ze zakona o rozteni chyb vyplyva, Ze pro kazdou hodnotu x existupeerval
spolehlivosti (konfideéni interval) pokryvajici skut@ou hodnotu y. Krajni body tohoto
intervalu lezi na dvou hyperbolickych obloucich gméntervalu spolehlivosti) mezi nimiz Ize
ocekavat skuténou Kkalibr&ni funkci pro drové vyznamnostia, kterd se ufi pomoci
kvantilu t-rozatleni podle Studenta.

Horni mez intervalu spolehlivosti:
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ULCzy__b+ ﬂgi...i.,. (y_y)

a b N n . DZN:(Xi _;()2
(5)
kde t je kvantil, t-rozéleni podle Studenta.
Dolni mez intervalu spolehlivosti:

lcL=Y=b | Sa i1 1, v-v)

a b N no e Di(xl _;()2
= (6)

4.4.4. Vypaet mezi detekce z kalibréni k¥ivky [26]

Pii béZzn¢ pouZivanych zgsobech ufeni detekniho limitu metody ¥tSinou ignoruji
zavislost odezvy #ficiho gistroje na koncentraci analytu ve vzorku. Zakladnim
piedpokladem popisované metody je linearni odezu&ictho pistroje az k nulové
koncentraci analytu v &ieném vzorku. Vzhledem k tomu, Ze teniedpoklad nemusi byt
vzdy zcela splén, je feba zndtit odezvu ve vzorcich s tak nizkou koncentracij@kto je
mozné (pro zajigni dostaténé wrohodnosti vysledk).

Detekni limit metody X piredstavuje koncentraci analytu, jeZ rigm byt statisticky
rozliSena od koncentrace nulové. S vyuZzitim vySedewych statistickych vypti lze Xp
nalézt jako koncentraci, jejiz dolni mez intervajpolehlivosti na dané hladirstatistické
vyznamnosti je pravrovna nule. Takto nalezeny detek limit (véetré prislusnych mezi
intervalu spolehlivosti) chranit@ed chybou prvniho druhu.fifeti hypotézy, ze analyt je
pritomen, kdyz ve skut@osti gitomen neni. Byva oziavan jako Xp.

s, [ -y
LLCI(Xg)y=0=x2 | 22/t 1y (Ny y)
b N n b? ( —)2
D % —x
(7)

Ochranu ped chybou druhého druhuijeti hypotézy, Ze analyt je ngmmen, kdyz je
skute&nosti [Fitomen je) poskytuje detéii limit metody ozn&ovany jako Xp, pro rthoZ
plati, Ze jeho dolni mez intervalu spolehlivostiggoZna s horni mezi intervalu spolehlivosti
X% a jeho vypoet také n&ini Zzadné potize.

D|\/||S(x§’):Ul_C|(xg):xg+—Syl[ﬂDiﬂLlJr (Ny_y)_
S Y (E)
E (8

Hodnoty deteknich limiti X% a X’5 byly nalezeny z&chto rovnic pomoci funkce hledani
feSeni v programu Microsoft Excel.

4.4.5. Mez detekce[30]

Je definovana jako absolutni mnozstvi nebo konaeatanalytu, které poskytuje signal
rovny trojnasobku semodatné odchylky signalu pozadi [30]. Je vygth vztahem 9:
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308,

md. = <
= 9)
kde, S je citlivost (sirnice kalibr&ni kiivky) a s, je smérodatnd odchylka signalu slepého
pokusu.

Mez detekce byla ziskana desetinasobnym pifenim signalu slepého pokusu a
vypoctena dle rovnice 9. Tato mez detekce je ¢damana jako X.

4.4.6. Vyhodnoceni prvnich derivaci kalibr&nich spekter [21, 22]

Derivace spekter umagje rozliSit gekryvajici absorgni maxima ve slozi{Sich
spektrech, it presrgjSi polohu absofmiho maxima analytu, stanovitimés nebo minoritni
koncentraci analytu na intenz&rabsorbujicim pozadi, eliminovat vliv pozadi, diittzo
rozptylu u koloidnich roztak

Derivani spektra byla vyptiena pouzitim softwaruifstroje na bazi Golay-Savitzky
jedenacti bodové konvoluce. Vygena spektra byla vyhodnocena metodou peak to pedak,
je znazorgno na obrazku 19.

Statistické vyhodnoceni deridaich spekter bylo stejné jako vyhodnoceni spekter

normalnich.
W/

Obr. 19: Metoda peak to peak pro vyhodnoceni dénich spekter

dA/dA —»

4.4.7. Vyhodnoceni kalibr&nich kiivek pro vody

Vyhodnoceni standardnichiigavki bylo mozné gimo z kalibr&nich Kivek vod a
roztoki. Hodnoty fluorescence ¥dhto kalibr&nich Kivkach je také moZnotppciitat na
teoretické hodnoty pro destilovanou vodu podle getlichého vztahu:

F=Dop

o (10)
kde by a by jsou sngrnice pro destilovanou vodu a analyzovanou vodu jgdu nangiené
hodnoty fluorescence pro analyzovanou vodu.

4.4.8. Metoda kontinualnich variaci [21,28,29]

Tato metoda se vyuziva pro z§ist molarniho porru slozek v komplexu, vznika-li
komplex podle schématu :
M+ nL < ML,

Principem této metody je michani ekvimolarnich e&étkationtu M a ligandu L, tak aby
celkova koncentrace C= Gy + C_ zistala konstantni, naproti tomu dochazi keémn
molarniho zlomku . ZjednoduSe# feceno, misi seizné objemy ekvimolarnich roztok
kationtu M a ligandu L tak, aby jejich celkovy objea tim i celkovd koncentrace byly
konstantni.

Zakladni vztahy jsou:
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Mo =cot-x)-[mL,]

(11)
[L]o =Gy X — n[MLn] (12)
ML, ]
B, =l
[M ]0 |:ﬁl-]o (13)

Derivaci rovnic (11, 12 a 13) podle. xa zavedenim podminek pro maximum
d[ML)/dx_. = O dostaneme rovnici (14).

ze které po upravdostaneme rovnici (15)
X
n — max
1- Xmax (15)

ze které vypdteme n, jestlize je n rovno jedné. Vznikajici kompke tvei v poréru sloZzek
1:1, je-li hodnota rovnaislu 0,75 je vznikajici komplex v pamu 1:2 atd. Obecghie¢eno,
maximum zAavislosti (¥ay), [MLn] = f (X.) udavd sotadnice molarniho poénu sloZzek
v komplexu.

AQY) \ /oo

0 Xmax X 1
Obr. 20: Tvar vari@nich kivek pro komplexy 1:1, praizné podmi¢né konstanty stability.
Xmax— maximum zavislosti [MlL= f (x.), 8, — 8 - podmi@né konstanty stability.

28



5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Optimalizace reakce S¢ s 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou kyselinou
(8-HQS)

5.1.1. Excit&né fluorescertni spektra

Pii reakci S&" s 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou kyselinou vznilz&leré fluoreskujici
chelat gi pH = 4,5 ve vodném prdstdi. Excit&ni spektrum ma maximuiteymax= 362 nm.
Maximum pro emisni #vku je @i Aemmax) = 503 nm. Poloha maxim neni ovlitma
koncentractinidla. Fluorescence samotnétinidla nebyla pozorovana.

120 - (1a) (1b)
110 |
100 -
90 |
80 -
70 (2b)
L 60 -
50 -
40 | (3a) (3b
30
20 | (4a) (4b)
10 - (50)
0 4 ___A_,; : e ‘ :
280 330 (Ga%SO 430 480 (6b)530 580 630

A (nm)

Obr. 21: Zavislost fluorescence na koncentracinska. Zobrazena jsou excitai (a) a
emisni (b) spektra komplexu Skandiarfegmnosti 1,11-16 mol.I* 8-hydroxychinolin-5-
sulfonové kyseliny, E = 730 VigpH 4,5.

1-1,6ug.ml*, 2 —0,8:9.ml*, 3 —0,4ug.mi*, 4 — 0,2ug.mi*, 5 — 0,05g.ml*, 6 — Oug.mf*

K vyhodnoceni dalSich vliv byly pouzity pouze hodnoty maxima fluorescendé p
503 nm. Na spektrofluorimetru byla také vzdy nastev exciténi a emisni vinova délka
362 nm a 503 nm. Pro veSkera stanoveni byla vyltadaota koncentrace kovu z kalitma
kiivky a to bul’ 2,22-1@ mol.I* (1 ug.mr*) a nebo 1,11-10mol.I* (0,5pug.mr™).
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79.65

Fluorescence

Obr. 22: 3D excitané-emisni spektrum komplexu 1,11°1ol.i* (0,5 ug.mi*) Sé&" a
1,11-1¢" mol.I* 8-hydroxychinolin-5-sulfonové kyseliny, E = 76@ Wi pH 4,5.

5.1.2. Vliv pH roztoku

Pro zjis&ni optimalniho pH reakce &cs 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou kyselinou byla
zmetena fluorescence roztlo stejné koncentraci $6(2,22-1@ mol.I'') a stejné koncentraci
ginidla (1,11-1dmol.I"). pH jednotlivych roztok bylo upravovano pomociizné zredsnych
roztoki hydroxidu sodného a kyseliny chlorovodikové.
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Obr. 23: Zavislost maxima fluorescence komplexwHa (1) 2,22-18 mol.I* (1 xg.mi")
Sc¢* a 1,11-1d mol.r* 8-hydroxychinolin-5-sulfonové kyseliny, E = 730 V,

(2) 2,22:10 mol.I* (1 xug.mi*) SE* a 4,44-1F mol.I* 8-hydroxychinolin-5-sulfonové
kyseliny, E = 755 V.

Z prvni Kivky je patrné, Zze optimalni pHfipmolarnim 5nasobkuéinidla vzhledem ke
kovu je v rozmezi od pH 4,5 aZ po pH 6,5. Vzhledetomu, Ze by mohl vznikajici komplex
pii pH>7 hydrolyzovat, bylo zvoleno optimalni pH vdefejSi oblasti.

Pro kontrolu byla sestrojena jg&truha kivka, z niz vyplyva, Zeijp molarnim 20nasobku
¢inidla vzhledem ke kovu, je optimalni pH 4,5. Vaiden k namirenym zavislostem, byla
optimalni hodnota pH zvolena 4,5, ta byla pouZita w8ech ostatnich prattovanych
roztocich.

5.1.3. Zavislost fluorescence komplexu né&ase

Byl pripraven roztok o koncentraci $c2,22:1¢ mol.I* (1 pg.mM) a ptindsobném
molarnim nadbytkwinidla o pH = 4,5. Fluorescence roztoku byla pé&mwana po dobu 2
hodin v intervalu 15 minut.

31



105 -
104 -
103 -
102 - ] -
101 -
w 100 -
99 -
98 -
97 -

96 -

95 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140

¢as (min)

Obr. 24: Casova zavislost fluorescence komplexu 2,22-a@l.I* (1 xg.mi*) SE* a
1,11-1¢" mol.I* 8-hydroxychinolin-5-sulfonové kyseliny, E = 73@ Y#i pH 4,5.

Béhem doby, po kterou byla fluorescence komplexuasiada, nebyl zaznamenam zadny
vyrazny pokles intenzity fluorescence. Komplex feeth po namichani stabilni a jeho stabilita
se tendt nentni po dobu dvou hodin. VSechny vzorky bylgieny aZz po dvou hodinach.
Doba potebné k pipraw jedné sady roztakvzorka je zhruba 2 hodiny, proto byly roztoky
meéieny po uplynuti této doby.

Dale bylo prongieno i 3D¢asové spektrum tohoto komplexugidni probihalo fibliznég
hodinu, gicemz jednotliva spektra bylagiena po 78 viignach.
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Fluorescence

Obr. 25: 3D casové spektrum komplexu pro 2,221énol.I* (1 wg.mi') Sé a
1,11-1¢" mol.I* 8-hydroxychinolin-5-sulfonové kyseliny, E = 74@ Wi pH 4,5.
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Obr. 26: 3Dcasové spektrum komplexu 2,222xf0l.I* (1 xg.mi*) SE* a 1,11-1¢ mol.I*
8-hydroxychinolin-5-sulfonové kyseliny, E = 740 YapH 4,5. Obrazek odpovida obr. 25 je
sniman z jiné perspektivy.
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5.1.4. Vliv koncentrace€inidla

Pro zjiseni optimalniho nadbytkdinidla pro tvorbu chelatu byla pratifena fluorescence
2,22.10 mol.I* (1 pg.mM™) SS* a kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové kyseliny
v rozmezi 0,5 az 30 nasobném molarnim nadbytku.

Tab. 3: Pordr molarnich koncentracfinidla ke S& je uveden v nasleduijici tabulce.

pomér Cainigla_(MoOL.I™)
1:05 1,11-18
1:1 2,22.18
1:2 4,44-19
1:5 1,11-1¢
1:10 2,22.-18
1:20 4,44-19
1:30 6,66-10
90 4
80 -
70 A
60 -
50 4
L
40 -
30 -
20 -
10 -
O T T T T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7

Cainidla (-10° mol.I™)

Obr. 27: Vliv koncentracefinidla na fluorescenci chelatu Sca 1,11-10 mol.I' az
6,66-10" mol.I* kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové pH 4,5 a E = 730 V.

Z obrazku je patrné, Ze nejvyssi fluorescenci m@athv gitomnosti 5nasobného az 10
nasobného molarniho nadbytnidla pro koncentraci kovu 2,22-2@nol.I* (1 pg.mr?).

Pri vétSim molarnim nadbytkdinidla se objevuje samozhaseni fluorescence sammotny
¢inidlem.

Proto byla zvolena pro vSechna nasledujicifemi koncentraceiinidla odpovidajici
5n4dsobnému molarnimu nadbytku vzhledem ke konagrkoau.
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5.1.5. Zakladni kalibraéni zavislost

Studium kalibrani funkce bylo provagho pro rozsah koncentraci*$od 0,1 — Iug.mi?,
zmeiena zavislost byla linearni. Koncentragiridla byla konstantni a byla stanovena jako
5moléarni nasobek nejvyssi koncentrace kovu v kaditirkiivce.

60 -
55 -
50 -
45 -
40 - y = 48,499x + 2,4661
35 _ R?=0,9981
w 30 -
25 -
20 -
15 -
10 -

—— HMIS

— DMIS
o DATA
+ XDa
+ XDb

0 T T T T T T T T T 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1,0

¢ [pg-ml™

Obr. 28: Kalibrachi zavislost S& pro koncentrace 0,1 — Ag.ml* s intervaly spolehlivosti.
Koncentrace kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonay®l-10* mol.i* pri pH 4,5 a E = 700 V.

Tab. 4: Teoreticka kalibini zavislost

detekéni limit detekéni limity
regresni rovnice podle IUPAC podle Grahama
(ng.ml™) (ng.ml)
kalibratni zavislost y = 48,499x + 2,4661 p % 0,005 X0 =002
’ ' ’ XP5 = 0,07

5.1.6. Vliv tenzidi

Tenzidy fzné struktury dzné ovliviuji fluorescenci slotenin i komplex kowvi
s organickymcinidly.

Byla prométena fluorescence o koncentrac'St,11-1¢ mol.I* (0,5 pg.m*) a &inidla
1,11-1¢" mol.I* v zavislosti na rmnici se koncentraci kationtovych, aniontovych a
neiontovych tenziil Volba koncentréniho rozsahu jednotlivych tenzidbyla zvolena
vzhledem K jejich kritické micelarni koncentraciMC) tak, aby bylo mozné posoudit vliv
jak podkritické tak i kritické a micelarni konceate daného tenzidu.
5.1.6.1. Vliv aniontovych tenzid

Byl studovan vliv aniontového tenzidu dodecylsulf&odného (CMC = 8,1-Fomol.I*)
do koncentrace 0,016 mot.|

35



-10

-20

-30 -

-40 -

-50 -

AF

-60 1
-70 4
-80 -+
-90
® —o0— —0
'100 T T T T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014 0,016

c (mol.I"Y

Obr. 29: Zavislost fluorescence chelatu®Sa  kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové na
koncentraci aniontového tenzidu dodecylsulfatu ébdngi pH 4,5 a E = 870 VCernym
plnym bodem je ozdana kriticka micelarni koncentrace.

Aniontovy tenzid ovliviuje jiz v submicelarni koncentraci fluorescenci kexu S¢&*
s 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou kyselinou vyr&znegativie. UZ po gidani nepatrného
mnoZstvi dodecylsulfatu sodného je ttak vSechna fluorescence zhaSenatia dalSim
prfidavani tenzidu uztstava na velice nizkych hodnotach. Z obrazku jengatze v tomto
piipadt kriticka micelarni koncentrace tenzidu nehrajerioadroli.

5.1.6.2. Vliv kationtovych tenzid

Dale byl podrobgji studovan vliv kationtovych tenzid Jednalo se o ajatin (benzyl-
dodecyldimethylammonium bromid), zephyramin (bediykthyltetradecylammonium
chlorid), septonex (1-ethoxykarbonylpentadecylttimpfgammonium bromid), benzyl-
dimethylhexadecylammonium chlorid (BDMHAC), hexagéimethylammonium chlorid
(HTMAC), decylpyridinium chlorid (DPC), tetradecylpdinium bromid (TPB) a hexadecyl-
pyridinium chlorid (HPC).

Tab. 5: Kritické micelarni koncentrace pouzitychid&atovych tenzid

Tenzid CMC(mol.l™}
Zephyramin 0,00037
Septonex 0,00077
Ajatin 0,0088
HPC 0,0009
TPB 0,0027
HTMAC 0,0013
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Obr. 30: Vliv niznych kationtovych tenzicha komplex S¢ a kyseliny 8-hydroxychinolin-5-
sulfonové p pH 4,5. Ajatin, zephyramin, septonex, benzyldiylbexadecylammonium
chlorid (BDMHAC), hexadecyltrimethylammonium chibriHTMAC), decylpyridinium
chlorid (DPC), tetradecylpyridinium bromid (TPB) teexadecylpyridinium chlorid (HPC).
Cernymi plnymi body jsou vyzeeny kritické micelarni koncentraceigludného tenzidu.

Z obr. 30 vyplyva, Ze kationtové tenzidy owliyji fluorescenci komplexu $ts kyselinou
8-hydroxychinolin-5-sulfonovou ve ¢&8iné  pripadech vyrazh pozitivire. Dochazi
k bathochromnimu posunu excitaho maxima o 25 nm (excitace byla proto pravedi
vinové délce 387 nm), u emisniho maxima se zadsypomeprojevil Xem = 503 nm) pouze
lehk& deformace spektra. NejvysSi fluorescence bglmamenana u zephyraminu, a proto
byla pro tento tenzid zhotovena kalitmazavislost za stanovenych podminek. N&§vefekt
byl pozorovan pro koncentraci tenzidu 0,0012 rifolZhotovena kalibréni zavislost ma
linearni piib¢h, picemz snérnice kalibr&ni funkce se vyraznzvysila, dokonce o 7,75krat
vici pavodni kalibraci bez ifitomnosti tenzidu.

Byly zkoumany i tenzidy na bazi pyridinu. Z obr. @0patrné, Ze vSechny tenzidy na bazi
pyridinu, intenzitu fluorescence zhaseji. Byla vfakorovana zavislost na délce postranniho
fetézce této sloteniny.Cim je postrannfetzec delsi, tim vice dany tenzid zhasi fluorescenci
komplexu S& s kyselinou 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou.

Emisni a excit&ni spektrum komplexu vifitomnosti zephyraminu

Byl ptipraven roztok o koncentraci $c1,11-1¢ mol.I* (0,5 pg.mI") a desetindsobném
molarnim mnozstvéinidla, v pitomnosti konstantni koncentrace 0,0012 riatéphyraminu
aopH=45.
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Obr. 31: 3D excitané-emisni spektrum komplexu 1,11%1fol.i* (0,5 ug.mi') SE* a
1,11-1¢" mol.I* 8-hydroxychinolin-5-sulfonové kyseliny Aftpmnosti 0,0012 mol
zephyraminu, E = 625 V aipH 4,5.

Casova zavislost komplexu se zephyraminem

Byl ptipraven roztok o koncentraci $c1,11-1¢ mol.I* (0,5 pg.mI") a desetindsobném
molarnim nadbytkainidla a konstantni koncentraci 0,0012 mibkephyraminu § pH = 4,5.
Fluorescence roztoku byla préfovana po dobu 2 hodin v intervaltilgizné 2 minut.

56.05

Fluorescence

Obr. 32: 3Dcasové spektrum komplexu 1,112180l.I* (0,5xg.m*) SE¢* a 1,11-1d mol.I*
8-hydroxychinolin-5-sulfonové  kyseliny Aftpmnosti  0,0012 motll zephyraminu,
E =610V api pH 4,5.
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Obr. 33: 3Dcasové spektrum komplexu 1,1121fol.I* (0,54g.m) S¢* a 1,11-1¢ mol.I*
8-hydroxychinolin-5-sulfonové  kyseliny Aitpmnosti  0,0012 mot!l zephyraminu,
E =610V a pi pH 4,5. Obrazek stejny jako obr. 32 pouze z fieéspektivy.

Fluorescence komplexu je konstantni hned po namicte&toku a stdla minimétnpo
dobu dvou hodin. Jestlize je vzorek neustalermzmn dochazi k zanedbatelnému tséu
fluorescence o 1 %. U roztoku, ktery byl po dobouwfhodin uchovavan ve tndoslo taktéz
jen k minimalni zming, fluorescence komplexu se zvysSila o0 2,7 %. V rAgieich ngérenich
byla fluorescence #iiena vzdy az po dvou hodinach.

5.1.6.3. Vliv neiontovych tenzid

Byl zkouman i vliv neiontovych tenzidna fluorescenci komplexu 3cs kyselinou
8-hydroxychinolin-5-sulfonovou. Jako zastupci tétaipiny, byly zvoleni Brij 35 (CMC =
0,00009 mol:f) a Triton X-100 (CMC = 0,0003 mot).
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Obr. 34: Vliv neiontovych tenzicha komplex S¢ a kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové
pii pH 4,5. Koncentrace $t byla 1,11-18 mol.I* (0,5 xg.mi") a koncentracecinidla
1,11-1¢" mol.I*. Cernym plnym bodem je ozfema kritickd micelarni koncentrace. Brij 35 —
c-80 (mol.1); Triton X-100 — ¢/ 4-16 (ug.mi™).

Z obrazku vyplyva, Ze neiontové tenzidy fluoreséekomplexu S&° s kyselinou
8-hydroxychinolin-5-sulfonovou nijak vyrazmeovliviiuji. Lze vyist pouze zanedbatelny
pozitivni vliv jak u Tritonu X-100 tak i u Brije 35\Neprojevil se Zzadnym #gobem ani vliv
kritické micelarni koncentrace.

Souhrn vliva vSech pozitych tenzidje na obr. 35.
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Obr. 35: Vliv tenzid na fluorescenci komplexu ¥cs kyselinou 8-hydroxychinolin-5-
sulfonovou. Koncentrace cbyla 1,11-10-5 molll (0,5 ug.mi*) a koncentracefinidla
1,11-1¢" mol.I*. Septonex, Zephyramin, Ajatin, HTMAC (hexadecythylammonium
chlorid), SDS (dodecylsulfat sodny), BDMHAC (bedinyéthylhexadecylammonium chlorid),
DPC  (decylpyridinium  chlorid), TPB (tetradecylpyindum  bromid), HPC
(hexadecylpyridinium chlorid) — (mol/l); Brij 35 &-80 (mol/l); Triton X-100 — ¢/ 4-10

(ug.mi).

Je Zejmé, Ze pro praxi jsou vhodné kationtové tenzidgré fluorescenci komplexu 8c
s kyselinou 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou zvySujs vyjimkou kationtovych tenzid
obsahujici pyridinovou strukturu). Aniontové tenzidluorescenci komplexu zhaseji a
neiontoveé tenzidy fluorescenci komplexu t#meneni.

5.1.5. Vliv tlumi¢a

Pro optimalni hodnoty pH 4,5, byly studovany vylFatiumivé systémy pro rychlé
nastaveni pH. U vSech zkouSenych tlumivych sys&téml pozorovan pokles intenzity
fluorescence. Koncentrace nizsi neZ 0,005 fotlimice nebyla testovana, vzhledem
k velkému poklesu kapacity tluta.
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Obr. 36: SniZeni intenzity fluorescence komplexa @.mi* (1,11-1¢ mol.I") S¢* a
1,11-1¢" mol.r* 8-hydroxychinolin-5-sulfonové kyseliny Atpmnosti 0,005 mol}
0,01 mol., 0,05 molf, 0,08 molf tlumici na bazi octanu, mravénanu, MES a
hexamethylentetraminu.

Na obr. 36 je zaznamenano o kolik procent kleslanizita fluorescence komplexu®5c
s kyselinou 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou pdigani ugitého mnoZstvi tlundie. Jako
nejvhodrjsi tlumic se jevi hexamethylentetramin v koncentraci 0,08.Ifh@ro nastaveni
optimalniho pH = 4,5, iip které dochazi jen k 10 % poklesu intenzity fllsmence. Zagthto
podminek byla progfena kalibrani zavislost. Tato funkce je linearni, &mice se vSak
podstatg sniZuje v porovnani se zavislosti za stejnych doéi bez pitomnosti tlumée.
Proto byly k nastavovani optimalniho pH = 4,5 rédtgouzivany dale iedkné roztoky
kyseliny chlorovodikové a roztoku hydroxidu sodného

5.1.9. Porovnani kalibratnich funkci pro roztoky Sc* s 8-HQS kyselinou za #iznych
experimentalnich podminek

Studium kalibranich funkci bylo provatho pro rozsah koncentraci *5cod 0,1 —
1 pug.mit, zmstené zavislosti byly linearni. Koncentractidla byla konstantni a byla
stanovena jako 5molarni nasobek nejvyssi koncenkaeu v kalibrani kiivce.
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Obr. 37: Kalibrani zavislosti komplexu Scpro koncentrace 0,1 — Ag.ml* a koncentraci
dinidla 1,11-1¢ mol.I* pii pH = 4,5 a E = 700 V (1) v néftomnosti zephyraminu i HTMA
(hexamethylentetramin), (2) v n@emnosti zephyraminu a 0,05 molLIHTMA, (3)
v piitomnosti  0,0012 motl zephyraminu a v néflomnosti HTMA, (4) viitomnosti
0,0012 mol:f zephyraminu a 0,05 mét HTMA.

Tab. 6: Regresni rovnice a detaklimity pro nizné kalibrani funkce pro E = 700 V.

detekéni limit detekeni limity
kalibra ¢ni zavislost regresni rovnice podle IUPAC podle Grahama
(ng.ml™) (ng.ml™)
. ] _ X% =0,02
zakladni y =48,499x + 2,4661 pX 0,005 b = 0,07
zakladni v pitomnosti _ . X% =0,06
HTMA y = 34,259x + 4,8921 »= 0,009 XPo =017
zakladni v pitomnosti _ 5 X% =0,02
zephyraminu y = 375,62x + 0,5993 »&= 0,0002 XPo = 0.06
zakladni v pitomnosti _ 3 X% =0,07
zephyramina a HTMA y = 268,89x + 32,8 &= 0,001 X’5 = 0,20

Z vySe uvedené tabulky a obrazku je patrné, Zenaite fluorescence viftomnosti
zephyraminu vyznaninvzroste. Srérnice kalibr&ni zavislosti s timto tenzidem je 7,75kréat
vétSi nez kalibrani funkce bez tenzidu, z toho plynou i vyraznzsi detekni limity.

Pro aplikaci v praxi je uvedena i kalilbrda zavislost v fitomnosti tlumivého roztoku
hexamethylentetraminu. Smmice kalibr&ni funkce v pitomnosti tohoto tluntie klesla o
29 %.
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Déle byla pronitena také kalibrni zavislost v fitomnosti 0,0012 mol zephyraminu a
0,05 mol.I* tlumivého roztoku, v porovnani s kaliird zavislosti pouze s tenzidem klesla
smérnice kalibr&ni zavislosti o 28 %. Tento pokles souhlasi i slggdm pro roztok bez
piitomnosti tenzidu.

5.1.10 Prvni derivace exciténé fluorescertnich spekter komplexu

Byla prontiena a vyhodnocena také spektra prvni derivaceagr@it i emisnich spekter,
za stejnych optimalnich podminek jako normalnikse Kalibrani funkce proimaxem)=
551 nm a proumaxex= 474 nm. Kalibrani zavislosti derivaci byly vyhodnoceny jako zakiad
kalibratni funkce. Pro vyhodnoceni deréirach spekter byla pouzita metoda peak to peak.

15
1
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Obr. 38: Prvni derivace excitaich (a) a emisnich (b) spekter komplexu prénigi se
koncentraci skandia viftomnosti 1,11-16 mol.I* 8-hydroxychinolin-5-sulfonové kyseliny, E
=700 V pi pH 4,5.

1—1ug.ml*, 2 — 0,8:9.ml*, 3 - 0,6ug.mi*, 4 —0,4ug.mi*, 5 — 0,2ug.ml*, 6 — Oug.mi*
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Obr. 39: Kalibra‘ni zavislost ze spekter prvnich derivaci zakladmibkacni zavislosti
ziskana metodou peak to peak.

Ostatni kalibrani funkce, tedy pro roztoky komplexu 3®,1 — 1ug.mi* a koncentraci
ginidla 1,11-1¢ mol.I* v piitomnosti konstantni koncentrace 0,0012 M zephymampro
roztoky komplexu v fitomnosti tlumivého roztoku hexamethylentetraminw aeposledni
fadk pro roztoky komplexu vifitomnosti jak zephyraminu tak i tlumivého roztokTMA,
byly také vyhodnoceny z derignaich spekter podle stejného postupu.

Tab. 7: Regresni rovnice a detaeklimity pro derivacedznych kalibra@nich funkci.

detekéni limit detekeni limity
kalibra ¢ni zavislost regresni rovnice podle IUPAC podle Grahama
(ng.ml™) (ng.ml™)
. . _ X% =0,02
zakladni y =1,3884x + 0,0448 pX 0,02 X5 =006
zakladni v pitomnosti _ 5 X% =0,07
HTMA y =1,0159x + 0,1289 »&= 0,05 P = 0.21
zakladni v pitomnosti _ 5 X% =0,02
zephyraminu y = 14,425x + 0,0662 »&= 0,0004 P = 0.07
zakladni v pitomnosti _ . X% =0,07
zephyramina a HTMA y =88519x+ 1,0147 5= 0,008 XP5=0,21

5.1.7. Studium stechiometrie chelatu metodou kontiralnich variaci

V zavislosti na koncentraginidla se neobjevuje zadny vyrazny zlom, ktery nyodioval
posoudit stechiometrii fluoreskujiciho komplexu®Ses kyselinou 8-hydroxychinolin-5-
sulfonovou, a proto byla pouZita metoda kontinuginvariaci. Byla pouZzita sfa tiznych
objemi ekvimolarnich roztok tak, aby jejich celkovy objem byl konstantnii gelkove
koncentraci ¢ = 1,34-10 mol.I' a 6,67-18 mol.I*. Pro tuto celkovou koncentraci byla
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metoda aplikovana i vifiomnosti konstantni koncentrace 0,0012 rifoldephyraminu.
Maximum zavislosti udava séadnice pornidru slozek komplexu.

Tab. 8: Objemy ekvimolarnich rozibgouZité k r¥eni
Objem roztoku S¢*(ml) | 10| 9| 8| 7

o
(&)
N
w
N
[
o

Objem roztoku ¢inidla(ml) | O | 1 | 2| 3| 4| 5| 6| 7| 8 9 10

240 ~

Obr. 40: Zavislost fluorescence komplexu na objekwimolarniho roztokudinidla kyseliny
8-hydroxychinolin-5-sulfonové. Celkova koncentr&® a cinidla (1) 1,34-1¢ mol.I* pri
pH 4,5 a E = 800 V; (2) 6,67-Tamol.I* pi pH 4,5 a E = 860 V; (3) 6,67-T0mol.I*, 0,0012
M zephyraminup pH4,5aE =770 V.

Metoda kontinualnich variaci indikuje v rozsahu &emtraci St 1,11-1F — 2,22-10
mol.I* (0,5 — 1pg.mM) pii pH 4,5 jednoznéy vznik komplexu v molarnim pofru
SciL=1:1.

Dale byl metodou kontinualnich variaci vyhodnocenkdmplex S&" a kyseliny
8-hydroxychinolin-5-sulfonové vifiomnosti konstantni koncentrace 0,0012 riol.l
zephyraminu. V tomto ffjpadt vznikd komplex v molarnim pa¥ru Sc:L = 1:3, ktery riwe
odpovidat neutralnimu komplexu.

5.1.8. Rugeni fluorescence komplexu 8@ kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové
jednotlivymi ionty

Interference fluorescence komplexu *Scbyla studovana pro koncentraci 3Sc
1,11-16 mol.I* (0,5pg.mM) a 1,11-1F mol.I* kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové za
optimalnich podminek vzniku komplexu. Bylaéiana fluorescence komplexu v roztoku
s pridavkem postupn1000, 100, 10, 5 a 1 nasobného molarniho nadhbgteuferentu wci
skandiu. Jestlize latka snizovala fluorescenci oxm#ez 5 % byl pouzit interferent vzdy
ve vysSim por#ru vaci skandiu.
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Obr. 41: Interference danych iahnha fluorescenci komplexu 3@ kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové. Koncaogr S&™ 1,11-16 mol.I*
(0,519.mM") a 1,11-1d mol.I* kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové za optinéinpodminek # pH 4,5. Ciselna hodnota nad sloupcem
ozna'uje pokles intenzity fluorescencégselnd hodnota pod sloupcem ozme vziist intenzity fluorescence komplexu.
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V uvedeném porru SE¢* ke koncentraci interferentu na obr. 41 vyplyvaflaerescenci
komplexu ruSi fitomnost velkého piu interferent. S vyjimkou hdc¢iku, lantanu a yttria,
které zvysuji fluorescenci komplexu, Mg o 14 %, ©a9,37 % a Y taktéz o 14 %.
Fluorescence La a Y se da vysit tim, Ze se jedna o prvky stejné skupiny peickd
soustavy s analogickou elektronovou strukturouokscence je vSak nizSi nez u skandia a
klesa v ptadi Sc > La > Y. Vtomtéz padi naopak roste atomovy polédnprvku a tim se
snizuje jeho tendence tkib komplexni slodeniny, coZ se projevuje snizujici se intenzitou
fluorescence.

U lehkych lanthanoil Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, ve vSectippdech doSlo k poklesu
intenzity fluorescence v molarnim pém 1:10 v péméru o 10 %.

Vliv Fe** je vyznamny uZ v molarnim pamu (S¢*: Fe) 1:5, snizuje fluorescenci
komplexu o 88,38 %, proto byla aplikovana redukogntocného Zeleza na Fekyselinou
askorbovou. Po redukci rusi dvojmocné Zelezo flsmeaci komplexu jen 0 39,07 %.

Déle bylo podrob# zkoumano i ruSeni vifiomnosti optimalniho mnoZstvi 0,0012 mol.|
zephyraminu. V fitomnosti zephyraminu se ruSici vliv na fluoresietomplexu vyrazi
zvySil v negativnim smyslu, viz obr. 42.

Trojmocné Zelezo bylo zredukovano kyselinou askesbona F&', avsak v tomto ifpads
se neprojevil vyznamny pokles negativniho ruSiacilneu, ruSeni se snizilo pouze o zhruba
4 %, gicemz v gedchozim fipact v negitomnosti zephyraminu se zhaSeni snizilo o 49 %.

Vliv Al®, ktery vkomplexu s kyselinou 8-hydroxychinolinsGionovou vyraze
fluoreskuje a rusi stanoveni®*Smelze odstranit ani maskovanim malou koncentradRd
(pfi raizné koncentraci kyseliny borité), protoZe se smitaké fluorescence komplexu®Sc
JelikozZ fluorescence komplexu skandi&rsdlem je sniZzena o 25 % jizZ v molarnim p&m
Sc: F = 1:1, ficemz fluorescence komplexu hlinikwigidlem je snizovana az v painu
1:100, a to 0 22 %. PouZitelna koncentrace fluotédly byla pouze v molarnim pém Sc:F
= 1:1. Vtomto poréru vSak dochazi k anomalnimu #stu fluorescence komplexu hliniku
patrre tvorbou ternarniho komplexu Al-L-F. Tentoigmb maskovani Af je pi stanoveni
Sc* nepouzitelny.
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Obr. 42: Interference danych iahnha fluorescenci komplexu 3a kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové. Koncaogr St 1,11-16 mol.I*
(0,54g.mi") a 1,11-1d mol.I* kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové za optindirpodminek a viftomnosti 0,0012 M zephyramintiiselna
hodnota nad sloupcem ozhuge pokles intenzity fluorescence komplexu.

49



5.2. Zakladni porovnani reakce St s 8-Hydroxychinolin-5-sulfonovou
kyselinou a reakce St s morinem (3,5,7,2",4 -pentahydroxyflavon)

5.2.1. Excit&né fluorescertni spektra

Pri reakci S&" s morinem vzniké zelérfluoreskujici komplex  pH 2,5 — 3 ve vodném
prostedi i v @gitomnosti ethanolu. Excikai spektrum ma maximuntipvinové délce 410 nm
a fluorescetni spektrum vykazuje maximalni hodnotié plnové délce 493 nm. Poloha
maxim neni ovlivina koncentradiinidla, ethanolu antasem.

28 -
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24
22 -
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16 -
w 14
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Obr. 43: Zavislost excitmich a emisnich spekter naemici se koncentraci skandia.
Zobrazena jsou excidai (a) a emisni (b) spektra komplexu skandiaritopnnosti
2,22-10" mol.I* morinu, E = 505 V @ pH 2,5.

1—1ug.ml*, 2 — 0,8:9.ml*, 3 -0,6ug.mi*, 4 —0,4ug.mi*, 5 — 0,2u9.mf*, 6 — Oug.mi*

K vyhodnoceni dalSich &eni byly pouzity pouze hodnoty maxima fluorescemptie

493 nm. Na spektrofluorimetru byla také vzdy nastew exciténi a emisni vinova délka
410 nm a 493 nm.
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Fluorescence

Obr. 44: 3D excitané emisni spektrum komplexu 1,11°1fol.I* (0,5 ug.mi) Sé* a
1,11-1¢" mol.I* morinu, E = 545 V a pH 2,5.

5.2.2. Vliv pH roztoku

Pro zjiS¢ni optimalniho pH reakce skandia s morinem byladfema fluorescence roztok
o koncentraci skandia 1,11:3énol.I* (0,5ug.mi*) a 1,11-1F mol.I* morinu i razném pH.
pH roztoki bylo upravovano iidavkem ¥edtného roztoku hydroxidu sodného @&a&ného
roztoku kyseliny chlorovodikové.
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Obr. 45: Zavislost maxima fluorescence komplexypHa (1) 1,11:18 mol.i* (0,5 xg.ml%)
sc¢* a 1,11-1d mol.I* morinu, E = 525 V, (2) 1,11-F0omol.I* (0,5 ug.mi*) Sé" a
5,56-10° mol.I* morinu, E = 530 V. (3) a (4) pozadi pro pkivky je prakticky totozné pro
molarni 10nasobek tak i 5Snasoh@ékidla pri danych nagtich.

NejvysSi fluorescence komplexu skandia s morinestava pi pH = 2,5 pro 10nasobné
koncentracicinidla, coZ bylo potvrzeno v literate. Pro 5nasobnou koncentraginidla
dochazi k nej#tsi intenzi¢ fluorescenceip pH = 3. Vzhledem k tomu, Ze optimalni nadbytek
¢inidla byla 10nasobna koncentra¢aidla vzhledem ke kovu, bylo zvoleno optimalni
pH 2,5. Toto pH bylo pouzitoipvSech dalSich gtenich.

5.2.3. Zavislost fluorescence komplexu $ca morinu na ¢ase

Byl piipraven roztok o koncentraci skandia 1,1T1@ol.I"* (0,5 pg.ml) a morinu o
koncentraci 1,11-TOmol.I"* pii pH 2,5. Fluorescence komplexu byla pigema v 3D grafu.
Fluorescence byla &ena hned po namichani roztoku, poté byla growéna po dobu
priblizné dvou hodin. Intenzita fluorescence roztoku bylaopoana s tim samym roztokem
po dvouhodinovém o*avani a tim samym roztokem, ktery stéat dodiny ve temnu.
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Obr. 46: 3Dcasové spektrum komplexu 1,1121fol.I* (0,54g.m) S¢* a 1,11-1d mol.I*
morinu, E =525V af pH 2,5.
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Obr. 47: 3Dcasové spektrum komplexu 1,1121fol.I* (0,54g.m) S¢* a 1,11-1d mol.I*
morinu, E =525V af pH 2,5. TentyZ obrazek jako vySe, pouze z jingppé&tivy.

Fluorescence komplexu je konstantni hned po namicbatoku minimala po dobu dvou

hodin. Jestlize je vzorek neustale imen nedochazi k Zzadné &ms fluorescence. Taktéz ani
u roztoku, ktery byl po dobu dvou hodin uchovavantwe. V nasledujicich krenich byla
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fluorescence ®fena az po dvou hodinach, z tohtvddu, aby mohla byt namichana cela sada
roztok.

5.2.4. Vliv ethanolu

Byl sledovan vliv koncentrace ethanolu v rozmezid? 100 % (v/v) na fluorescenci
komplexu S& pii koncentraci 1,11-10mol.I* (0,5pg.m™) a 1,11-18 mol.I* morinu.
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Obr. 48: Vliv koncentrace ethanolu na intenzituwfescence komplexu¥cl,11-16 mol.I*
(0,5 ug.mi*) a 1,11-1¢ mol.I* morinu v gitomnosti nanici se koncentrace ethanolu 11 a?
100% (v/v) pi pH 2,5 a E = 480 V.

Bylo zjistno, Ze fluorescence komplexu®$s morinem {i koncentraci 1,11-I10mol.I*
(0,5ug.m) SE* a koncentraci 1,11-T0 mol.I* morinu g pH = 2,5 lineardy roste
s koncentraci ethanolu az do 68 % (v/v§i #to koncentraci je fluorescenceilpizné
ctyrikrat vyssi nez v 11 % (v/v) ethanolu, ktera bylBupivana fi dalSich ndtenich. Ri
dalSim zvySovani koncentrace ethanolu jiz dochaaiyraznému poklesu intenzity
fluorescence.

5.2.5. Vliv koncentrace€inidla

Pro zjistni optimalniho nadbytkwinidla pro tvorbu komplexu St s morinem byla
promstena fluorescence 1,11:1@nol.I* (0,5ug.miY) SE* a morinu o koncentraci v rozmezi
0,5 az 30 nasobného molarniho nadbytkidla a konstantniho obsahu 33 % ethanolu v
roztoku. Vzhledem ktomu, Ze ethanol zvySuje flsoemci, byla koncentrace ethanolu
konstantni a byla zvolena na 33 %, protofie3@nasobném molarnim nadbytkinidla je
v roztoku 33 % ethanolu.
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Tab. 9: Pordr molarnich koncentracfinidla ke S&" a odpovidajici koncentracénidla

pomér Cainigla_(MoOL.I™)
1:05 5,56-10-6

1:1 1,11-16

1:2 2,22.19

1:5 5,56-10

1:10 1,11-19

1:15 1,67-10

1:20 2,22-10

1:30 3,34-10
22
20 4
18 -
16 -
14
12

LL
10 -
8 -
6 -
4 -
2 -
O T T T T T T 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35

¢ (10° mol.I™

Obr. 49: Vliv koncentracefinidla na fluorescenci chelatu Sca 5,56-10-6 moli az
3,34-10" mol.I'* morinu pi pH 2,5 a E = 490 V.

Pri konstantni koncentraci ethanolu 33 % je fluoresee komplexu nejvysSiip 10
molarnim nasobkinidla. Optimalni koncentrace morinu je tedy 1,01* inol.I™%.

5.2.6. Kalibraéni zavislost

Kalibracni funkce byla strikt# linearni v rozsahu 0,1 —jig.m* S&* v piitomnosti 22 %
(je to nejnizSi nutna koncentrace ethanolu v raztdikery je pitomny v roztokucinidla)
ethanolu a koncentraginidla 2,22-1d mol.I,
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Obr. 50: Kalibra’ni zavislost 0,1 — Lg.mi* S¢* s intervaly spolehlivosti. Koncentrace
morinu 2,22-18 mol.I*, E = 505 V pi pH 2,5

5.2.7. Prvni derivace exciténé fluorescertnich spekter komplexu

Byla nangtena a vyhodnocena i spektra prvni derivace eidith i emisnich spekter, tato
data byla nartena za stejnych optimalnich podminek jako normé&jréktra pislusne
kalibrasni funkce, picemz Amaxem)= 509 NM @Amaxex) = 470 nm. Derivéni spektra byla
vyhodnocena taktéZz metodou peak to peak.
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Obr. 51: Prvni derivace excitaich (a) a emisnich (b) spekter komplext mpenici se
koncentraci skandia viftomnosti 2,22-16mol.I* morinu, E = 505 V @ pH 2,5.

1—1ug.ml*, 2 — 0,8:9.ml*, 3 -0,6ug.mi*, 4

—0,4ug.mi*, 5 - 0,2ug.mi*, 6 — Oug.mf*
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Obr. 52: Kalibrani zavislost ze spekter
komplexu ziskana metodou peak to peak.

prvnich derivagivadni kalibra'ni zavislosti
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Tab. 10: Regresni rovnice pro kalilata funkci a jeji prvni derivace je uvedena v takuic
s vyp@tenymi detednimi limity.

detekéni limit detekéni limity
kalibra ¢ni zavislost regresni rovnice podle IUPAC podle Grahama
(ng.m) (ng.m)
. . _ X% =0,03
zakladni y = 25,813x + 3,2706 pX 0,01 X5 = 0,09
C X% =0,04
e =
prvni derivace y =1,1809x + 0,1959 p X 0,06 XPo = 0.12
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5.3. Zakladni porovnani reakce St s 8-Hydroxychinolin-5-sulfonovou
kyselinou a reakce St s lumogallionem (5-chloro-3-[(E)-(2,4-
dihydroxyfenyl)azo]-hydroxybenzensulfonova kyselini

5.3.1. Excita&né fluorescertni spektra

Pri reakci S&* s lumogallionem vzniké& oranzévluoreskujici komplex $ pH 5 — 5,5 ve
vodném prosedi. Excit&ni spektrum ma maximum ve viditelné oblasti yinové délce
497 nm a fluoresceni spektrum vykazuje maximalni hodnotié plnové délce 604 nm.
Poloha maxim neni ovlivma koncentractinidla ani casem. Samotnéinidlo vSak takeé
fluoreskuje. Jeho emisni maximum jé yinové délce 585 nm.

30
(1a) (1b)
25 | (2b)
(3b)
20 - (4b)
w15 b)
10 | (6b)
5 1
O T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500 550 600 650 700
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Obr. 53: Zavislost fluorescence namci se koncentraci skandia. Zobrazena jsou exeita
(a) a emisni (b) spektra komplexu skandiasftopnnosti 5,56-18 mol.I* lumogallionu,
E = 845 V i pH 5.

1—1ug.ml*, 2 — 0,8:9.ml*, 3 - 0,6ug.mi*, 4 —0,4ug.mi*, 5 — 0,2u9.ml*, 6 — Oug.mi*

K vyhodnoceni dalSich &eni byly pouzity pouze hodnoty maxima fluorescemptie

vinové délce 604 nm. Na spektrofluorimetru bylaétakdy nastavena exacitd a emisni
vinova délka 497 nm a 604 nm. Zahito podminek E 845 V fluoreskuje i samotrinidlo.
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Fluorescence

Obr. 54: 3D excitané emisni spektrum komplexu 1,11°1fol.I* (0,5 ug.mi) Sé* a
5,56-10° mol.I* lumogallionu pi napéti 870 V a pi pH 5.

5.3.2. Vliv pH roztoku
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Obr. 55: Zavislost maxima fluorescence komplexypHa (1) 1,11-18 mol.i* (0,5 xg.ml%)
S¢* a 5,56-16 mol.I* lumogallionu, E = 970 V, (2) 1,11-fanol.I* (0,5xg.mi*) S¢* a
1,11-10¢" mol.I* lumogallionu, E = 970 V. (3) a (4) odpovidaji pdza pro pH Kivky jak pro
molarni 10nasobnou tak i 5nasobnou koncente@ddla p/i daném nagti.

V obr. neni od na#gifenych pH Kvek pozadi #ivek odéteno.
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Fluorescence komplexu skandia 1,1T-1ol.I* (0,5 pg.mr*) s5,56-16 mol.I* a
s 1,11-1¢ mol.I* lumogallionem je maximalnitppH = 5, jak pro 10nasobnou molarni
koncentrackinidla, tak i pro 5nasobnou molarni koncentrénidla. VSechna ostatni ¢feni
tedy probihala i pH = 5.

5.3.2. Zavislost fluorescence komplexu %ca lumogallionu nagase

Byl pripraven roztok o koncentraci skandia 1,12 hol.I* (0,5ug.mI*) a lumogallionu o
koncentraci 5,56-T0 mol.I''. Fluorescence komplexu byla prafna v 3D grafu po dobu
dvou hodin. Byla také porovnana fluorescence rartpo dvouhodinovém opavani s
roztokem, ktery byl ponechan &todiny v temnu.

28.5
NERNNARENEEN

10

Fluorescence
0

Obr. 56: 3Dcasové spektrum komplexu 1,1121fol.I* (0,5g9.m") S¢* a 5,56-10 mol.I*
lumogallionu, E =950 V ajppH 5.
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Obr. 57: 3Dcasové spektrum komplexu 1,1121fol.I* (0,5g.m") S¢* a 5,56-10 mol.I*

lumogallionu, E = 950 V a /o pH 5. Stejny obrazek jako obr. 54 pouze pouZia |
perspektiva.

Fluorescence komplexuc¢asem mirty vzrista. Jestlize je vzorek neustéle ia@@n po
dobu dvou hodin dochazi k ridtu fluorescence o 15 %. U téhoZ roztoku uchovargho
dobu dvou hodin ve tthdoch&zi k ndistu fluorescence dokonce o 18 % efo byla
fluorescence vSech roztbknéiena az po dvou hodinach.

5.3.3. Vliv koncentracedinidla

Pro zjis€ni optimélniho nadbytk¢inidla pro tvorbu daného komplexu byla pré&ena

fluorescence 1,11-famol.I* (0,5ug.ml*) SE* a lumogallionu v rozmezi 0,5 a? 20 nadsobném
molarnim nadbytku.

Tab. 11: Porer molarnich koncentradfinidla a SE* a odpovidajici koncentracénidla

pomér Cainigla_(Mol.I"?)
1:05 5,56-10-6
1:1 1,11-10
1:2 2,22-10
1:5 5,56-10
1:10 1,11-19
1:15 1,67-10
1:20 2,22-19
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Obr. 58: Vliv koncentracesinidla na fluorescenci (1) komplexu %6¢1,11-1¢" mol.I*
(0,519.mMM) a 5,56-16 mol.I* az 2,22-10 mol.I* lumogallionu (2) fluorescence samotného
lumogallionu v rozmezi 5,56 -i@nol.I* aZz 2,22-18 mol.I* (3) 4F komplexu S¢  1,11-1d¢
mol.I* (0,5 ug.mi*) a 5,56:16 mol.I* az 2,22-16 mol.I* lumogallionu; @i pH 5 a E =
950 V.

NejvysSi fluorescenci ma komplex yigomnosti 2 az 5 nasobného molarniho nadbytku
ginidla pro koncentraci S€0,5 ug.ml'l. Beéhem nétreni byly pro kaZzdou koncentraginidla
zmefeny i intenzity fluorescence samotnéhioidla, do grafu byla vynesena jak fluorescence
samotnéhginidla tak i rozdilAF. Ac¢koliv se po odé&eni fluorescence samotnétiaidla jevi
jako optimalni molarni nadbytek dvounasobna komeeetinidla. Byl ponechan pro dalsi
mé&teni 5molarni nadbytekinidla (1,11-1¢ mol.I* lumogallionu).

5.3.4. Kalibraéni zavislost

Kalibrasni zavislost bylo nagtena pro rozsah koncentraci®*Sod 0,1 — 1pg.mi?,
zmeiena zavislost byla row#t linearni. Koncentraceginidla 1,11-1¢" mol.I* (5molarni
nadbytek vzhledem ke koncentraci skandia).
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Obr. 59: Kalibraini zavislost s intervaly spolehlivosti pro 0,1 #glmI* S¢* a lumogallionu

30 -

¢ (ug.ml?)

1,11-1¢* mol.I" pfipH =5a E = 845 V.

5.3.5. Prvni derivace exciténé fluorescertnich spekter komplexu
Spektra prvni derivace exaditdch i emisnich spekter byla n&fana za stejnych

optimalnich podminek za jakych bylatfana normalni spektrafifemz Amaxem= 645 nm a

}Lmax(ex): 565 nm.
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Obr. 60: Prvni derivace excifaich a emisnich (b) spekter komplexuesiti se koncentraci
skandia v pitomnosti 5,56-1®mol.I* lumogallionu gi E = 845 V i pH 5.
1—1ug.ml*, 2 —0,8:9.mi*, 3 -0,6ug.mi*, 4 —0,4ug.mi*, 5 — 0,2u9.ml*, 6 — Oug.mi*
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Obr. 61: Kalibrani zavislost ze spekter prvnich derivagivadni
komplexu ziskana metodou peak to peak.

Tab. 12: Kalibra'ni zavislost a prvni derivace této zavislosti

kalibra'ni zavislosti

detekéni limit detekéni limity
kalibra ¢ni zavislost regresni rovnice podle IUPAC podle Grahama
(ng.m) (ng.m)
, , _ XGD = 0,04
zakladni y = 15,925x + 12,085 pX 0,157 XPo = 0,13
, . _ XGD = 0,07
prvni derivace y =0,5303x + 0,3363 p %X 0,154 X = 0.20

V piipac lumogallionu se deteki limit vypocitany podle IUPACu tést shoduje u
normalni kalibr&ni funkce a jeji prvni derivace. Detek limity podle Grahama se u derivace

opet zvysSily. Derivace byla vyhodnocenadpnetodou peak to peak.
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5.4. Aplikace stanoveni S¢ s pouzitim 8-hydroxychinolin-5-sulfonové
kyseliny na riazné typy vod

5.4.1. Optimalizovany postup

Do kadinky 25 ml se ke vzorku vody napipetuje mmXeany objem standardniho
piidavku. Rida se 1,6 ml 1,78-10mol.I* kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové, po
promichani se objem roztoku uprauibtizné na 20 ml destilovanou vodou. Nasleduje
upraveni pH na hodnotu 4,5 pomode@&nych roztoki hydroxidu sodného a kyseliny
chlorovodikové. Upraveny roztok se kvantitativpifevede do odgrné baiky a doplni na
objem 25 ml destilovanou vodou. Po dvou hodinacmena fluorescenceiplex = 362 nm
alem =503 nm, f laboratorni teplat 20°C.

Piirozeny obsah St v jednotlivych vodach je pod detekm limitem p pouZiti
fluorescence, proto bylo pouzitékolik standardnichifidavki.

Nameéiené hodnoty fluorescence byligpaiteny na teoretickou hodnotu kalibra kiivky
v destilované vodls pouzitim vztahu:

F=bop

o, (10)
kde by a b, jsou sndrnice pro destilovanou vodu a analyzovanou vodu géu nargiené
hodnoty fluorescence pro analyzovanou vodu.

Vysledna koncentrace Sov roztoku, pak byla vypitena z teoretické kalibéai zavislosti,
piicemz u vSech kalibtamich zavislosti byloied vyp@tem odéteno pozadi.

Druhy zpisob vyhodnoceni je vyget koeficientu, ktery se wfpad destilované vody
rovna 1,¢im vice se bude hodnota koeficientu liSit, tim véeestanoveni v realném vzorku
vody lisi od stanoveni $tv destilované vo#l v disledku vlivu matrice a dochazi k chiyb
stanoveni.

Vypocet koeficientu je podle vztahu:

k=

F (15)
kde F’ je fluorescence roztoku ve vzorku vody a Hyorescence roztoku v destilované &od

Funkce byly linearni v rozsahu 0,1 —ugy.ml*. Byly nansteny &tyibodové kalibrani
kiivky. Kazda koncentrace byla ziena fikrat a vyhodnoceni bylo provedeno z kalibra
kiivky po pridani standardnihorfglavku pro dany druh analyzované vody.

V jednotlivych vodach byly stanoveny makroelememigtodou ICP-AES

Tab. 13: Koncentracedinych makroelemeahtircené pomoci ICP-AES.

. Potok Mineralni Voda
mg.I Jesidka voda z Tatranského
Rajec Plesa
Na' 0,4010 - 1,277
K* 0,8833 0,024 -
ca’ 47,53 145,5 4,459
Mg** 4,197 16,48 0,2244
Fe* 0,0797 - -
A% 0,3612 0,400 -
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Obr. 62: Kalibracni zavislosti pro jednotlivé vodyipstejném E = 700 V. (1) Mineralni voda
Rajec, (2) teoreticka kalibeai zavislost v destilované wd3) Voda z Tatranského Plesa,
(4) Potok Je@dka.

Tab. 14: Reélna hodnota 8ove vodach i daném standardninvflavku, vypéitana pomoci
vySe uvedeného vzorce a z teoretické kafitiraavislosti v destilované vétl

O

Mineralni Voda
Sc ug.ml™?) | Potok Jes&dka % . % z Tatranského %
voda Rajec
Plesa

1 1,347+0,015 | 135+1,5 0,921+0,019 92+2 0,987+0,003 9940,
0,7 1,145+0,058 164+8  0,585+0,014 84+ 0,720+0,008 103+1
0,3 0,908+0,067 303+22 0,164+0,015 55+5 0,322+0,002 107+0,6
0,1 0,394+0,010 394+10 0,036+0,012 3612 0,083,000 83+3

a vyhodnoceno podle Deana-Dixonaehbdnot pro kazdysdavek

Tab. 15: Vypetené hodnoty koeficiehtpro jednotlivé standardnifdavky St v riznych

druzich vod:
: . . Voda
Sc (ug.ml‘l) Destilovana onvtok Mlneralr_n » Tatranskéh
voda JeS€dka voda Rajec

o Plesa

1 1 0,96 2,05 0,91

0,7 1 1,17 1,87 0,95

0,3 1 2,02 1,37 0,99

0,1 1 2,38 1,42 0,91
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6. ZAVER

Bylo podrobr studovano fluorimetrické stanoveni s 8-hydroxgofin-5-sulfonovou
kyselinou (8-HQS). Pro porovnani bylo provedenoétaiékladni zhodnoceni reakce®*Sc
s dema vybranymi ¢inidly morinem (3,5,7,2",4"-pentahydroxyflavon) amogallionem
(5-chloro-3-[(E)-(2,4-dihydroxyfenyl)azo]-hydroxybeensulfonova kyselina).

Kyselina 8-hydroxychinolin-5-sulfonova vyttiarozpustné komplexy&Siho p@tu kowi:
Mg®, zr?*, Cf*, Ce* a AP [37,38], které v optimélnich podminkach fluoreskpficemz
samotn&inidlo nevykazuje Zadnou fluorescenci v Sirokénmezi pH 1-12.

Optimalni pH pro komplex St s 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou kyselinou je 4p%0
5nasobny molarni nadbytefnidla (1,11.1¢" mol.I). Vznika zeles fluoreskujici komplex
s excit&nim a emisnim maximem 362 nm a 503 nm. Tento kampyéazuje konstantni
fluorescenci v pibéhu minimal& dvou hodin.

Kalibracni zavislosti komplexu maji zatuanych podminek strikth linearni ptibéh
v rozsahu 0,05 — fig.mI*. Kalibrasni funkce byly vyhodnoceny podle Dean-Dixona [46],
Grahama [26] a IUPACu [30]¢etns detekniho limitu. Byla vyhodnocena i prvni derivace
kalibratnich funkci metodou peak to peak. Bohuzel vyhodnbé&vek prvnich derivaci
nepinasi podstatjsi vyhody pro fluorimetrické stanoveni®$se studovanymiinidly.

Bylo zjiSténo, Ze kationtové tenzidy vyraznymigobem zvysSuji intenzitu fluorescence
komplexu, s vyjimkou tenzid na bazi pyridinu. Maximalni vliv takovych tenzidoyl
pozorovan uz v submicelarnich koncentracich. NegmSi efekt byl pozorovan pro
zephyramin, u kterého doSlo k vyznamnému zvySendrrsioe kalibr&ni zavislosti a to
7,75krat wici zavislosti bez tenzidu. U komplexu vifpmnosti zephyraminu byl pozorovan
maly bathochromni posun u ex¢itého maxima o 25 nm na 387 nm, u emisniho maxima se
Zadny posun neprojevil. U aniontovych terizdbchazi také k aplnému zhaseni fluorescence
komplexu, a to uz po fgani minimalniho mnoZstvi tenzidu. U neiontovyabnzidi
nedochazi tégt k Zzadné zrén¢ fluorescence, jejich vliv je nevyznamny.

Metodou kontinualnich variaci bylo zjio, Ze v pitomnosti kyseliny 8-hydroxychinolin-
sulfonové vznika komplex ve stechiometrickém gomSc:L = 1:1. Po fidani 0,0012 mol}
zephyraminu, vznika jiny neutralni komplex s moléarmpontrem komponent Sc:L = 1:3.

o komplex 1:3 793
komplex 1:1 o—=s—o0
X .
X | 3T
| T/
N
\ Se—©
SCZ+~O 3

Pro Upravu pH byly také pouzityyii rizné tlumivé systémy, které vSak vyrazmizovaly
intenzitu fluorescence komplexu. Pro hexamethytestein v koncentraci 0,05 mot.Ibyl
zavislost, kterd ma linearnigieh, ovSem citlivost systému klesla o 30%. Také hyini¢
pouzit i v @itomnosti zephyraminu, sestrojena kalimia zavislost opt ukazala pokles
citlivosti metody o 30%. Proto bylo nadale pH uprééno pomociiednych roztoki NaOH
a HCI.
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Fluorimetrické stanoveni 3t s 8-HQS rusi vetsi pet kationfi a aniont, jejich
interference byla podrokrsledovana. Jako nejgimi negativnimi interferenty se projevily
Fe’* (v molarnim ponru 1:5, negativni vliv F€ Ize podstaté snizit redukci na Fé
kyselinou askorbovou), FPQ>(v pontru 1:1). Naopak Mg, La®*, Y** fluorescenci
komplexu zvySovaly, a to v molarnich p&mch uvedenych v obr. 40. Zvtd¥yrazné
zvySeni fluorescencedpobi jiz ekvimolarni koncentrace Al kterou nelze selektivn
maskovat. V fitomnosti lehkych lanthanoid(Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd) doSlo k poklesu
fluorescence v molarnim panu 1:10 v ptméru o 10 %. Rusici vliv byl praen i v systému
s piitomnosti zephyraminu. V tomtdipact dochazi k vyraz¥Simu zh&Seni fluorescence nez
v systému bez ffomnosti tenzidu, jak je patrné z obr. 41. Zde jige Zadné zvySeni
fluorescence u Zadného prvku neprojevilo.

Pro porovnani reakce 8cs 8-HQS bylo provedeno pouze zakladni studiumaedd*
s morinem (3,5,7,2",4"-pentahydroxyflavon) a*'Se lumogallionem (5-chloro-3-[(E)-(2,4-
dihydroxyfenyl)azo]-hydroxybenzensulfonova kyse)ind pritomnosti morinu vznika zelén
fluoreskujici komplex p pH 2,5 s excittnim maximem 410 nm a s emisnim maximem
493 nm. Fluorescence komplexu se geimminimalré po dobu dvou hodin. Optimalni je
10nasobny molarni nadbyteknidla. Zavislost fluorescence na ethanolu liné&toupa do
(v/v), ip vySSim obsahu ethanolu dochazi kvyraznému pokles
fluorescence komplexu. Kalibfai zavislost komplexu je roé# linearni vrozsahu 0,1 —

koncentrace 68%

1 pg.mi.

V piitomnosti lumogallionu vznika oranzéwvluoreskujici chelat ip optimalnim pH 5,
s excit&nim maximem 497 nm a s emisnim maximem 604 nm.naite fluorescence
sc¢asem mird stoupa. Optimalni je 5nasobny molarni nadbyiaidla vic¢i kovu. Kalibrani
zavislost je opt linearni v rozsahu 0,1 —g.ml*. Lumogallion je nevhodnyntinidlem pro
S, i kdyz vykazuje linearni beh kalibrasni funkce pro stejny rozsah koncentracé'Sc
Vykazuje totiz sdm pownné vyrazné fluorescemi pozadi fi Aem = 585 nm. Je to Zisobeno
vysokym naptim E>845 V, které bylo nutné pouzit pro malou fluorestewlastniho

komplexu.

Tab. 16: Meze detekce vypené ze zakladnich kalibfaich funkci pro studovanénidla

8-hydroxychinolin-5-

o

. . morin lumogallion
sulfonova kyselina
nageti 700 V 505 V 845V
regresni rovnice y = 48,499x + 2,4661 y =25,8132706| y = 15,925x + 12,08%
pH 4,5 2,5 5
X% 0,02 0,03 0,04
XPs 0,07 0,09 0,13
Xb 0,005 0,01 0,16
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Tab. 17: Meze detekce vypené z prvnich derivaci z&kladnich kaliin&ch funkci pro
stanovovanainidla, po vyhodnoceni derivaich spekter metodou peak to peak:

8-hydroxychinolin-5- : .
. . morin lumogallion
sulfonova kyselina
napeti 700 V 505 V 845V
regresni rovnice y = 1,3884x + 0,0448§ y =1,1809H959| y = 0,5303x + 0,3363
pH 4,5 2,5 5
X%p 0,02 0,04 0,07
X"p 0,06 0,12 0,20
Xb 0,02 0,06 0,15

Jak je patrné zvySe uvedenych tabulek, nejlepSzemeetekce vykazuje kyselina
8-hydroxychinolin-5-sulfonova, kterd ma nejnizSiadkeni limity, jak podle postupu podle
Grahama tak podle IUPACu. Ze studovany&hidel je kyselina 8-hydroxychinolin-5-
sulfonova vyrazé nejlepSimeinidlem pro fluorimetrické stanoveni skandia.

Optimalizovana metoda s kyselinou 8-hydroxychindisulfonovou byla aplikovana na
realné vzorky vod. fitozeny obsah S¢ v jednotlivych vodach je pod detekm limitem i
pouZziti fluorescence, proto byly vyhodnoceniinmp standardnifjdavky.

Bylo zjiS€no, Ze ve vod z Tatranského Plesa a v mineralni &dgajec neni itomno
zadné skandium. Byla potvrzenafitpmnost skandia v Jeégice v piméru
0,424+0,04 pg.ml*, piicem? vysledek ri¥e byt do znéné miry zkreslen ftomnosti
ostatnich prvi, které jsou ve vatlobsaZzeny. Pro porovnani byla provedena analyzense
béZznych prvki v makrokoncentracich metodou ICP-AES. Relatiamané odchylky pi
vyhodnocovani koncentrace *$cpochéazeji od anomadlii na Kkalikirdch zavislostech
v disledku zvySenych koncentraci KMgCa*, Al**, Fe* a ionti alkalickych kow, pricemz
pro Mg a AP vznikd roviz fluoreskujici komplex s 8-HQS, fipadré dochazi
k vyraznému zhaseni fluorescendenadbytku iont alkalickych kowi a predevsim F&.

Pro zvySeny vliv fitomnych makroelemeitMg?*, C&" alkalickych kow, ale také F& a
Al** nelze zpravidla spolehBvfluorimetricky stanovit St ve vodach bez fpdchoziho
oddsleni SE* [18,20,51] nebo shora uvedenych makroelefent
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8. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
8-HQS — Kyselina 8-hydroxychinolin-5-sulfonova
MES — Kyselina 2-(N-Morpholino)ethansulfonova
BDMHAC — benzyldimethylhexadecylammonium chlorid
HTMAC — hexadecyltrimethylammonium chlorid
DPC — decylpyridinium chlorid
TPB — tetradecylpyridinium bromid
HPC — hexadecylpyridinium chlorid
CMC - kritick& micelarni koncentrace
SDS - dodecylsulfat sodny
HTMA — hexamethylentetramin
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