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ABSTRAKT

Komplex 8-hydroxychinolin-5-sulfonové kyseliny se skandiem poskytuje v zdvislosti na
pH kolinedrni fluorescencni spektra s Amaxex) = 362 nm a Amaxem) = 503 nm. Optimélni pH
komplexu je 4,5, intenzita fluorescence se minimalné po dobu dvou hodin nemeéni. Intenzitu
fluorescence komplexu lze vyrazn€é zvysSit piitomnosti jiZ submiceldrni koncentrace
kationtovych tenzidd, obzvlasté zephyraminu. Stechiometrie komplexu v nepfitomnosti
tenzidu odpovidd molarnimu poméru M:L = 1:1, v pfitomnosti zephyraminu se stechiometrie
zmeéni na molarni pomér M:L = 1:3. Optimdlni koncentracni rozsah pro stanoveni skandia je
0,05 -1 ug.ml'l, pficemz detek¢ni limit podle ITUPACu je 0,005 ug.ml'l, podle Grahama je
X% = 0,02 pgml’, XPy = 0,07 pgml’. V piitomnosti zephyraminu se pii témze
koncentraénim rozpéti snizi detekéni limit vypocteny podle ITUPACu na 0,0002 ug.ml'l, podle
Grahama pak X% = 0,02 ug.ml'l, XBD = 0,06 ug.ml'l. Siln€ negativni vliv na stanoveni ma
Fe**, F, PO,”. Pozitivni chyba se projevila u interferentt Mg®*, Y**, La> v disledku
fluorescence jejich komplexu.

Vyhodnocenim prvnich derivaci emisnich spekter pti pH 4,5 s Amax(ex) = 474 nm a Amax(em) =
551 nm neposkytuje lepsi vysledky nez vyhodnoceni normdlnich spekter.

Hexamethylentetramin v koncentraci 0,05 mol.I"! je vhodnym tlumi¢em pro praktické
stanoveni.

Optimalizovand metoda stanoveni Sc* kyselinou 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou byla
aplikovana na redlné vzorky vod.

KLICOVA SLOVA

Fluorimetrie, skandium, 8-Hydroxychinolin-5-sulfonovd kyselina, tenzidy, Morin,
Lumogallion, analyza vody



ABSTRACT

The scandium complex with the 8-hydroxyquinoline-5-sulphonic acid produces collinear
fluorescence spectra with Amaxex) = 362 nm and Amaxem) = 503 nm. The optimal pH for the
formation of the complex is pH 4,5. The fluorescence of the complex is constant during two
hours. Its fluorescence considerably increases in the presence of submicellar concentration of
cationic surfactant especially zephyramine. The stoichiometry of the complex formed
compounds to the molar ratio Sc:L. = 1:1 in the absence of zephyramine, but Sc:L = 1:3 in the
presence of zephyramine. The optimal concentration interval for scandium is 0,05 — 1 ug.ml'1
with the detection limit according to [UPAC is 0,005 ug.ml'1 and detection limits according to
Graham are X%, = 0,02 ug.ml'l, XBD =0,07 ug.ml'l. In the presence of zephyramine detection
limit according to [UPAC is 0,0002 ug.ml'1 and detection limits according to Graham are X%p
= 0,02 ug.ml'l, X = 0,06 ug.ml'l. A strong negative influence on the fluorescence intensity
involve Fe®*, F, PO,>. Some positive error appears with Mg?*, Y**, La’*.

The evaluation of the 1st derivation of the fluorescence spectra does not give more precise
results at pH 4,5 and Amaxex) = 474 nm a Amaxem) = 551 nm.

0,05 M Hexamethylentetramine is a suitable buffer for the practical determination of Sc™.

The optimized method for the determination of Scandium with 8-hydroxyquinoline-5-
sulphonic acid has been applied for some real water samples.

KEYWORDS

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

Skandium lze stanovit spektrofotometrickymi metodami, vzhledem k jejich jednoduchosti,
cenové nendroCnosti a snadného zautomatizovani. Zacinaji se vSak uplatiiovat metody
fluorimetrické a to hlavné kvuli vyssi citlivosti, dikazuschopnosti a selektivité ve srovnani
s metodami spektrofotometrickymi, i pfi zhorSené opakovatelnosti méteni.

V analytické chemii mé kyselina 8-hydroxychinolin-5-sulfonova Siroké uplatnéni pfi
fluorimetrickém stanovovani kationti jednotlivych kovi napt. Mg**, Zn**, Cd**, Ce™ a AI*".

V pritomnosti tenzidi dochdzi ke zvySeni intenzity fluorescence vzniklého komplexu.
Komplexotvorné a analytické vlastnosti Cinidla jsou podobné 8-hydroxychinolinu. LiSi se

vys8i rozpustnosti vzniklych komplext ve vodném prostiedi a samotné Cinidlo nevykazuje
fluorescenci v Sirokém rozmezi pH.



2. SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1. Obecna charakteristika skandia

Skandium je 21. prvek periodické tabulky prvka se znackou Sc, nachdzejici se ve treti
vedlejsi skupin€ prvku. Je to stiibfit€ bily, meékky a vyrazné lehky kovovy prvek. Patii mezi
d-prvky s elektronovou konfiguraci [Ar] 3d' 4s% v jednotlivych slupkach 2, 8, 8 a 3 elektrony.
Skandium mé atomovou hmotnost 44,9559 g.mol'l.

2.1.2. Historie [33, 34]

Skandium se nachdzi podobné jako Y a La ve Svédskych rudédch, kde je obsaZeno jen
v malém mnoZstvi, a tato skuteCnost byla také hlavni pfi¢innou toho, pro¢ bylo skandium
objeveno s pon€kud znacnym Casovym odstupem. Stalo se tak v roce 1879, kdy L. F. Nielsen
izoloval novy oxid, ktery pojmenoval ,,skandiovd zemina“. O nékolik let pozdéji, kdyZ bylo
k dispozici vétsi mnozstvi oxidu, z ného pripravil P. T. Cleve znacny pocet soli a souCasné
ukézal, Ze jde o oxid nového prvku, jehoZ vlastnosti se velice dobfe shodovaly s vlastnostmi
ptedpovédénymi D. I. Mend€lejevem pro ekabor (prvek chybéjici v jeho klasifikaci).

Kovové skandium bylo pfipraveno az v roce 1937 elektrolyzou taveniny chloridu K, Li a
Sc. Skandium 99% Cistoty bylo ziskdno teprve v roce 1960.

2.1.3. Vyskyt a rozsiieni na Zemi [5, 20, 33, 34]

Prvky tfeti vedlejSi skupiny nejsou tak vzicné, jak se o nich diive tradovalo. V zemské
kare je Sc obsazeno v koncentraci 25 ppm (v jiné literatuie uvedeno rozmezi 5 — 22 ppm).

Skandium je v pfirodé pomérnée znacné rozsiteno. Ziidka vSak tvoii vetsi loZiska a protoze
nemd valny hospodaisky vyznam, nezpusobuje jeho rozptyleny vyskyt zvlastni problémy.
Jedinym nerostem bohatym na Sc je vzacny Thortveitit Sc2Si207, ktery se nachdzi v Norsku.
V soucasné dobé jsou k dispozici znacnd mnozstvi Sc,03, ktery odpada jako vedlejsi produkt
pii zpracovéni uranu. V CR se skandium nachdzi v cinoveckych wolframitech.

2.1.4. Chemické vlastnosti [18, 33, 34]

Vzhledem k tomu, Ze na jedné stran€ bezprostfedné sousedi se siln€ elektropozitivnimi
kovy alkalickych zemin a na stran¢ druhé pfedchdzi prechodné prvky, projevuji — podle
ocekdvani — odstupfiované vlastnosti. Prvek je méné elektropozitivni nez piisluSny prvek
pfedchdzejici prvek skupiny ILLA a pfitom elektropozitivnéjsi neZ ndsledujici pfechodny
prvek. Stoupajici elektropozitivita ve sméru od Sc kY je vSak vsouladu s rostoucim
atomovym polomé&rem.

Pritomnost jednoho elektronu d u Sc (na rozdil od elektronu p atoma B, Al) se projevuje
v nékterych vlastnostech typickych pro kovy. Napftiklad teploty tdni a varu, spolu s entalpiemi
provézejicimi piisluSné promeény, od Al k Sc stoupaji, zatimco ve smeru od Al ke Ga naopak
klesaji. Z toho Ize vyvodit, Ze elektron d ma vétsi vliv na soudrZnost neZ elektron p, jejiz
pti¢inou muaze byt lokalizované€jsi vazba v kovu zprostiedkovana elektrony d. A tak, tiebaze
Sc v kovovém stavu krystalizuje v nejtésnéjSim hexagondlnim uspofdddnim (ostatni
modifikace jsou stdlé pti vySSich teplotich) typickém pro kovy, vykazuji mnohem vétsi
meérny odpor (rezistivitu) neZ Al. Pfipustime-li, Ze mérny odpor je funkci tepelnych vibraci
miizky stejné jako miry lokalizace valen¢nich elektront, musi byt tak zna¢ny rozdil



v mérném odporu mezi Al a Sc zpusoben vyraznym sniZenim pohyblivosti elektronu d atomu
skandia.

Skandiu dominuje oxidac¢ni stav III, ktery reprezentuji pfevaZné¢ iontové slouCeniny. Ztrata
3 valenc¢nich elektronti vede ke kationtiim s dobfe charakterizovanou chemii jejich vodnych
roztokl, a ackoli jde o prvek ktery je prvnim Clenem pfislusné prechodné fady, neni jeho
chemie typickd pro pfechodné prvky. Chybi mu proménlivé oxidacni stavy a vyrazna
schopnost poskytovat s nejriznéj$imi ligandy koordina¢ni slouceniny. Skandium je ze své
skupiny nejlehéim prvkem snejmensim iontovym polomérem s nejniz§im bazickym
charakterem. Ze vSech tii prvka projevuje nejvétsi sklon k tvorbé komplexd. Po chemické
strdnce se dost pfimykd k Al a tato podoba se navenek projevuje zejména v rozsihlé
hydrolyze vodnych roztoki skanditych soli a v ponékud kyselém charakteru oxidu.

2.1.5. Komplexni slouceniny [33, 34]

Skandium jehoZ koordinaéni chemie, podobné jako Y a La, neni ve srovndni s dalSimi
pfechodnymi prvky rozhodné nijak zvIast rozsdhld, uplatiiuje v komplexech, jak konecné
ukazuje né€kolik nasledujicich pfikladi, nejcastéji koordinacni Cislo Sest: [ScF6]3-,
[Sc(bipy)s]*, [Sc(bipy)o(NCS),]*, [ScCly(bipy),]* a [Sc(dmso)e]™ (kde dmso znamend
dimethylsulfoxid). Ktomu je nezbytné jeSt¢ dodat, Ze koordinacni vazby v takovych
sloucenindch jsou vesmes slabé, a pokud bychom z tohoto hlediska porovnavali prvky
skupiny IIIA mezi sebou, pak pevnost téchto vazeb klesd smerem od skandia k lanthanu. La
tak 1 Y pripominaji zna¢né lanthanoidy, zatimco Sc se mnohem vice podoba Al.

Ze vsech donorovych atomu se prvky skupiny IIIA nejcastéji koordinuji s kyslikem, a to
zv1aste, je-li soucdsti chelatového ligandu. Vzniklé komplexy maji iontovy charakter, ktery se
zvétSuje, postupujeme-li ve skupiné shora dolt, podobné jako v tomto sméru stoupa tendence
prvka dosahovat koordinacnich c¢isel vétsich nez Sest.

2.1.6. Hydrolyza skandia[16, 35]

Skandium se vyskytuje v trojmocném stavu v roztocich spadd tak mezi hlinik a yttrium.
JelikoZ je iont skandia vétSi neZ iont hliniku, ma vétsi tendenci podléhat hydrolyze. Bézné

hodnoty koncentraci kdy dochazi k hydrolyze zacinaji pfi pH 2,5, pokud mize hodnota n
dosdhnout hodnoty 1,2 pfed hydrolytickym srdZenim vyskytuje se hydrolyza aZ mezi pH 4 —
5. Vznik produktt hydrolyzy probéhne rychle a vratn¢.
Hydrolyza v kyselém prostiedi

NejrozsahlejSi méfeni hydrolyzy skandia v roztoku bylo provedeno Kilpatrickem a
Pokrasem (1953, 1954), studovali vliv iontové sily a teploty v roztoku NaClO4. Aveston
(1966) se zaslouZzil na zdkladeé vlastnich méteni o lepsi interpretaci vysledku Kilpatricka a
Pokrase: SCOH*", Sc2(OH)24+, Sc3(OH)54+ probihajici podle rovnic:

Sc** + H,O < ScOH* + H'
2Sc* + 2H,0 < Scr(OH),* + 2H"
3Sc* + 5H,0 <> Scy(OH)s*™ + 5H*

Konecn€ Brown, Ellis a Sylva (1983) zaznamenali vysledky z rozsdhlé potenciometrické
studie v 0,1 mol.I" KNO3.

Sc(OH)** (forma prevazujici pfi pH = 3), Sco(OH),** (forma pievazujici pti pH = 4-5),
Sc3(OH)s™ (forma pievazujici pti pH = 6).

10



100

Percentage conceniration

4 4.5 5
pH

Obr. 1: Distribuce hydrolytickych produkti S v 0,1 mol.I'" roztoku KNOj;

2.1.6. Pouziti [5, 33, 34]

Vzhledem k malému technickému vyznamu se skandium vyrdbi jen v omezeném mnoZstvi.
Z&asti se ziskava z Thortveititu, ktery obsahuje 35 — 40 % Sc,03. Hlavnim zdrojem jsou vSak
odpady vznikajici pfi zpracovdvani uranovych rud, ve kterych je obsaZeno pouze asi 0,02 %
Sc203. Ackoli byla pro Sc navrZzena fada moZnosti, jak jej vyuZit, je stidle nahrazovédno
levnéjSimi alternativami. VyuZiti naSlo zejména ve slitinich s Al, které se pouzivaji
v leteckém prumyslu a pii vyrobé sportovniho vybaveni (kola,...). Pouzivd se také jako
konstrukéni kov v kosmonautice.

2.1.7 Toxikologie skandia [19, 47]

Tento prvek a jeho slouceniny jsou znacné€ rozptylené a tak ani toxikologicky vyznam ani
znalosti 0 ném nejsou velké. Ionty skandia jsou zfejmeé méné jedovaté nez ionty lanthanu a
lanthanoidti. V pokusech na zvitatech bylo zjiSténo, Ze pfitomnost skandia v dieté vede ke

vzniku malignich nddord. Akutni toxicita chloridu skanditého — ScCls je LDsy (mys,
ordlng) =4 g kg
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3. POZNAMKY K FLUORIMETRII

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

Fluorescence je emise fotond (zafeni) v oblasti viditelného, ultrafialového a infracerveného
spektra ze vzbuzenych singletovych elektronovych hladin. Po absorpci zafeni se Cast energie
transformuje v sekundarni zafeni zpravidla o vys$i vlnové délce (Stokesuv efekt). Vznik
fluorescence je jenom jednou z moZnosti relaxace vzbuzené molekuly. Dilezitou
charakteristikou fluorescence je kvantovy vytézek, excitacni a emisni spektrum a v neposledni
radé doba existence zareni (lifetime).

Relaxace (deexcitace) molekuly ze vzbuzenych elektronovych hladin je Casto sloZitym
procesem. Vznik fluorescence doprovazi vnitini konverze molekuly a vibracni desaktivace
bez emise zafeni. Slozitym jevem je pfechod elektrond do tripletového stavu (intersystem
crossing), ktery navozuje zpozdénou fluorescenci nebo Casove kinetickou fosforescenci.

Fluorescence je Casto vybuzena jen n€kterym absorpénim maximem, které charakterizuje
excitaCni spektrum. Fluorescen¢ni spektrum je excitovdno kteroukoliv vinovou délkou
v oblasti excitacniho spektra, pouze vytézek je rizny. Pro analytické tcely se méfeni provadi
a vyhodnocuje zpravidla pfi maximech excitaCniho a emisniho spektra. Pro zvySeni efektu
fluorescence excitujeme analyt Casto energii v celém excitaCnim spektru.

Emisni (fluorescencni) spektrum vybuzené kontinudlnim zdrojem zéfeni (xenonova lampa)
je zpravidla pfimo analyticky vyuZito. Pro pfesnd fyzikdlni méfeni je nutné zavedeni korekce
vyrobcem pfistroje s ptfihlédnutim k charakteristice zdroje zareni a detekce. DalSim moZnym
feSenim je korekce za pouziti fluorescencnich standardu s definovanym fluorescenénim
spektrem.

V prabéhu meéfeni fluorescence se objevuji komplikace s polarizaci zafeni a diftiznim
rozptylem zafeni.

Slozitou problematiku jevl probihajicich v molekule po absorpci zafeni popisuje Perrin-
Jablonského diagram.

Tab. 1: Casovd charakteristika jednotlivych déjii, probihajici po absorpci primdrniho zdfeni.

Casova charakteristika

1
Absorpce 1075
Y 12 1
Vibracni relaxace 102 10"
Doba existence zareni 1 7
) i i j 10'°-107s — fluorescence
excitovaného singletového stavu
R 1 K
Intersystem crossing 10°-10%s
Vnitini konverze 102 -107s
Doba existence zareni i
10815 — fosforescence

excitovaného tripletového stavu
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Obr. 2: Perrin-Jablonského diagram, ilustrace vztahu absorpcnich, fluorescencnich a
fosforescencnich spekter.

Analytické vyuziti fluorescence je komplikovdno koncentratnim samozhdSenim
fluorescence od definované koncentrace analytu (Vavilov), ale také vlivem cizich iontd na
fluorescenci v zavislosti na elektronové strukture iontu (molecular collision).

V soucasné dobé je studovéan vliv kationtovych, aniontovych a neiontovych tenzidii na
fluorescenci v submiceldrni a miceldrni koncentraci. Pozornost je také vénovéna fluorescenci
komplext a chelat s organickymi Cinidly a jejich sloZeni a struktury té€chto sloucenin.

3.2. Excitacni a fluorescencni spektra molekul [17]

Pii registraci F = f(L) jsou zaznamendna zdvojend symetrickd spektra, kterd se mohou
CasteCné piekryvat — excitacni spektrum v kratkovIngj$i oblasti a emisni spektrum
(fluorescenéni spektrum) v dlouhovIngjsi oblasti. Excitacni spektrum je vlastné zjednoduSené
absorpcni spektrum analytu, protoze jen nékterd absorpEni maxima jsou fluorescencné
aktivni. Pro analytické tdcely nejsou zpravidla jiz ddle korigovdna na nekonstantni emisi

zdroje v daném oboru (xenonovd lampa) nebo proménlivou citlivost detektoru (fotondsobic).
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Obr. 3: Excitacni a fluorescencni spektrum molekuly. Cdrkované krivky odpovidaji mensimu
Aexs STafovand oblast souvisi s vnitrné-filtracnim efektem.

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

Fluorimetrické stanoveni muze byt citlivéjsi v pfitomnosti rtznych tenzidu. Jsou to
amfifilni molekuly sklddajici se z polarni skupiny a dlouhého nepolarniho fetézce a lze u nich
tedy rozliSit hydrofobni a hydrofilni C4st. Podle charakteru poldrni skupiny mohou byt
kationtové, aniontové, neiontové a amfolytické. Po piekroceni kritické miceldrni koncentrace
(CMC) tvoii molekuly tenzidt sféricka seskupeni a vznikaji micely rizného typu.

V miceldrnim prostiedi dochéz{ k:
rozpusteéni, oddélovani a koncentrovani latek
zmeéne kyselosti, polarity, fluidity a dalSich vlastnosti rozpusténych latek
zméne kvantového vytézku fluorescence
posunu chemické rovnovahy

Zvysovani intenzity fluorescence v micelarnim prostiedi je zpusobovano:

» stinénim komplexu slouceniny s kovem v excitovaném singletovém stavu pred
zhaSenim zplisobenym vibraci vazby mezi kyslikem a vodikem v molekule vody

» zvySenim viskozity kolem vazebnych mist svitivé latky

» omezenim moznosti zhaSecu v roztoku dostat se do kontaktu se vzorkem

» omezenim jinych zhasecich a dezaktivacnich pochodu v disledku uspotradanéjsiho
lokéalniho prostredi

» zménou rychlosti zafivych a nezativych pochodu

Obecné aniontové micely chrani nejlépe proti aniontovych zhasecim a kationtové micely
proti kationtovych. Neiontové micely poskytuji CasteCnou ochranu proti obé€ma typum
rusicich iontd.

YV VY

3.4. Vzrust intenzity fluorescence chelatu s kyselinou 8-hydroxychinolin-5-
sulfonovou v micelarnim prostredi [41, 42]

Dodecylsulfat sodny (aniontovy tenzid) vytvaii negativné nabité micely. Negativné nabity
ligand, kterym je chinolinsulfit podle oekdvani nepodléhd asociaci, neni pozorované Zadné
vyznamné zvySeni intenzity fluorescence cheldtu. Malé, ale té€Zko rozpoznatelné zvySeni
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intenzity fluorescence je pozorovano u neionotovych tenzidu, jakym je napf, Triton X-100
nebo Brij-78. Kationtové tenzidy vytvafeji pozitivné nabité micely a zpusobuji vyznamny
vzrust intenzity fluorescence.

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

Na obrazku jsou vidét jednotlivé soucdsti fluorimetru. Zdrojem zafeni je obvykle
vysokotlakd xenonova lampa, pouzivany jsou i rtzné typy laserd. Nasleduje dvojnasobny
monochromdtor (mifiZzkovy) s nezdvislym pohonem, jako detektor je pouZzit fotondsobil
s prepinatelnou citlivosti.

0
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nebo registracni pfistroj

(v o

2droj energie
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o ety fotonasobic
excitacni zareni

O rarrsmnrisnrrriverisasrvaaarssarrssnrsivarerasrenanrvaa,

3% o diskové nastaveni
a vinové délky
pohon * I"

nastaveni vinové
délky kivkovym

A kotoudem A
excitaéni monochromator fluorescenéni monochromator

Obr. 4: Schéma spektrofotofluorimetru Aminco Bowman.[43]

pohon

Fluorescence je nejCastéji méefena v pravém uvhlu i dhlu 45 % ke sméru paprsku
primérniho zéfeni, aby primarni zafeni prochazejici kyvetou nerusilo méteni fluorescence.

Reprodukovatelnost méfeni byva hor$i nez u molekulové spektroskopie v UV a VIS
oblasti, dukazuschopnost je v§ak nejméne o rad vyssi.

Nekorigovand spektra jsou zdeformovédna v zdvislosti kolisdni intenzity zdroje zireni, na

ucinnosti prenosu monochromatort a citlivosti detektoru.
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Spravna korekce excitaCnich a emisnich spekter neni jednoduchd a ma nejvétsi vyznam
v kvantitativni analyze (stanoveni kvantovych vytézki a vypocet piekryvajicich se integrall),
ve srovndni excitacnich a emisnich spektrech a ve srovndni dat fluorescence ziskanych za
jinych experimentdlnich podminek. Korigovand fluorescencni spektra lze ziskat pouZitim
korek¢nich faktori meéfeni od vyrobce napiiklad pouzitim kalibrované wolframové lampy
nebo fluorescen¢nimi standardy. Srovndnim spektra fluorescenéniho standardu a skutecné
zaznamenaného spektra fluorescenéniho standardu na pfistroji 1ze ziskat potfebné korekéni
faktory. Pocet téchto standardu je vSak omezen.

Ve fluorimetrickém meéfeni je vSak mnoho dalSich komplikaci jako je polarizace
primdrniho zafeni a emise fluorescence (Uc€innost prenosu monochromdtoru zdvisi na
polarizaci  primdrniho zdfeni), dile moZnd kontaminace signdlu rozptylenym zatfenim
(Raylleigh, Raman) zvlasteé u vzorka se zdkalem nebo fluorescencnim pozadim vzorku.

V modernim pojeti jsou pouzivdny tyto typy fluorimetrie: laserovd, Casové a fazoveé
rozliSend, s modulaci vlnovych délek, rentgenovd, zhaSeci, matricové izola¢ni, dvoufotonova
a stereofluorografie.

16



3.5. Fluorimetrické metody stanoveni skandia

Fluorimetrické metody stanoveni skandia jsou zaloZzeny na jeho schopnosti vytvéret
stabilni komplexy s organickymi ¢inidly vhodné struktury.

3.5.1. Reakce s derivaty flavonu

Reakci skandia s polyhydroxyflavony vznikaji dva druhy komplext, fluoreskujici a
nefluoreskujici v zdvislosti na pouzitém pH. Kvercetin (3,5,7,37,4"-pentahydroxyflavon)
vytvaii tfi komplexy, ztoho dva komplexy fluoreskuji. Morin (3,5,7,2°,4"-
pentahydroxyflavon) poskytuje jeden fluoreskujici a jeden nefluoreskujici komplex. Rutin
vytvaii pouze jeden nefluoreskujici komplex. VSechny nefluoreskujici komplexy a jeden
fluoreskujici komplex kvercetinu pfi pH 6,0 — 6,5 jsou elektricky neutrdlni. Druhy
fluoreskujici komplex kvercetinu pii pH 5,5 6,0 a fluoreskujici komplex morinu maji
pozitivni naboj (ScCOH?, Sc(OH)™). Stechiometricky pomér sloZzek je ve vSech zminénych
komplexech 1:1. Dochdzi k substituci protonu v poloze 8.

Komplex Sc™* s morinem dév4 zelenou fluorescenci. Komplex obsahujici skandium, morin
a antipyrin vznikd pfi pH 1,2 - 4 a je extrahovén jako komplex iontového asocidtu slabymi
bazickymi anionty. Vznikly komplex je vhodny pro fotometrické stanoveni skandia po
extrakci (citlivost je 0,1 pg.ml™) i fluorimetrické stanoveni skandia po extrakci (citlivost
0,01 pg.ml™). [1,2]

Skandium s morinem vytvaii ve vodném roztoku ethanolu dva komplexy pii pH 3,7 — 4,0.
V ptitomnosti antipyrinu se extrahuje asociit do chloroformu pii pH 3,3 — 3,4. Citlivost je
0,01 - 0,2 ug.ml'1 Sc**. Stanovenf rusi Al In, Zr, Th, Ti, Lu, Y a lanthanoidy. V pfitomnosti
silné kyseliny, napf. kyseliny chloristé, je citlivost 0,01 ug.ml'l. Stechiometricky pomér je
Sc**: morin : antipyrin : ClO* = 1:1:3:1. [3]

Reakce Sc** s morinem je citlivd pro fluorimetrické stanoveni v neutrdlnim nebo lehce
kyselém prostiedi, ale neni selektivni. Je nutné Sc’* oddélit extrakci butylalkoholem,
ethylacetdtem nebo amylalkoholem. Rusi Fe, Al, Be, Ga, Zn. [4].

Byl popsén zptsob stanoveni Sc®* v povrchovych vodéach. Vzorek po filtraci, okyselen
HNOs;, dvakrat odpafen do sucha v kiemenné misce pii 80-95 °C. K suchému zbytku pfidat
5 ml redestilované vody, 3 ml 9 mol.I'! HCI, 3 ml 20% tributylfosfatu v CHCl;, 3 ml CaCl,.
Nésleduje extrakce 5 ml CHCI; po dobu 5 min, Sc®* reextrahovat vodou. Pidat &inidlo
myricetin-5-glukozid, aceton, tlumi¢ (acetdt + HCI) a méii se fluorescence pii pH = 3 a pfi
emisnim maximu 480 nm s excitaci pfi 436 nm. [6]

Podle Charlota l1ze morinem dokazovat skandium v mnozZstvi 10-3 — 10-4,5 %. [9]

3.5.2. Stanoveni Sc** 2-hydroxy-3-naftoovou kyselinou

Komplex vykazuje modrou fluorescenci pti pH>3, fluorescenéni maximum pfi Amax =
475 nm. Koncentrace €inidla je 10 mol.l'l, koncentrace skandia 10°® mol.I'. Stanovenf rusi
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acetat, nerusi chloridy, chloristany, dusi¢nany, také Cu, U, Cr. Vyznamné rusi Zelezo. Metoda
je vhodnd pro stanoveni Sc™ v silikdtech — extrakce Sc** tributylfosfatem z 8-9 mol.I"" HCI,
maskovéni Ti, V, Mo pfitomnosti H,O,, reextrakce 3-4 mol.I'! HCI. Komplikované oddé&leni
Sc*. [7]

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

Extrakce se provadi toluenem, benzenem, CCly, CHCI; pii pH 1,5 — 6,0. Maximdlni
fluorescence je dosaZzeno pii pH 2,0 — 3,0. Musi se dét pozor na hodnotu fluorescence slepého
pokusu (CCly, CHCl3). Stanoveni rusi Th, U, Mg, Ca, Zn, Cd, La. Selektivni extrakce Sc** se
provadi pii pH = 3 1-fenyl-3-methyl-4-benzoylpyrazolonem ve formé iontového asocidtu
s thodaminem B. Mez detekce je 0,02 ug.ml'1 Sc. [8]

3.5.4. Fluorescence komplexii Sc™* se Schiffovymi bazemi

Byla studovéna fluorescence Sc™ se sedmndcti Schiffovymi bdzemi. Jako nejlepsi ¢inidlo
se ukdzal 2,4-dyhydroxybenzaldehydesemicarbazon. Excitaéni maximum je pifi 360 nm,
emisni maximum pii 425 nm. Optimdlni pH je rovno 6,0. Komplex je stabilni minimalné 3
hodiny. Stanoveni nerusi Sb, As, Ba, Be, B, Bi, Cd, Ca, Ce, Eu, Ge, In, La, Mg, Mn, Se, Sr,
ThaW.

Negativni chybu stanoveni zpuasobuji Cr, Co, Cu, Ga, Fe, Ni a Sn, pozitivni chybu
prokazuje Al, Y a Zn. Rozsah stanoveni je pii 2-400 ng.ml'l. [10]

3.5.5. Stanoveni Sc** salicylaldehyd carbohydrazonem

Tato fluorimetrickd metoda je jednoduchd, rychld, citlivd a selektivni. Reakce se provadi
vrozpéti pH 2,7 — 5,2 ve vodném roztoku ethanolu (60% v/v ethanol). Fluorescenc¢ni
maximum je pii 452 nm, excita¢ni maximum pfi 375 nm. pH bylo upravovdno pouZitim
ziedénych roztoka hydroxidu draselného a kyseliny chlorovodikové. Intenzita fluorescence je
konstantni minimdlné¢ hodinu. M¢fi se pfi laboratorni teploté. Stechiometricky pomeér
komplexu je 1:3 (ion : ligand). Stanoveni nerusi Ba, Ca, Mg, Pb, Se, Mn, T, In, Zr, W, Cr,
Co, Sr, Sb, La, Ce, Sm, chloridy, bromidy, dusi¢nany, jodidy, dusitany, jodistany. Stanoveni
rusi Bi, Ni, Al, Zn, Th, Cu, Fe. Detekéni limit metody je 0,2 ng.ml™ Sc™* standardni relativni
odchylka stanoveni je + 1,5%. [11]

3.5.6. Fluorescence iontového asociatu Sc-BPMPHD-CTMAB

Silnou fluorescenci vykazuje iontovy asocidt skandia s 1,6-bi(1°-fenyl-3 "-methyl-5"-
pyrazolon-4”-)hexadionem (BPMPHD) a s kationtovym tenzidem cetyltrimethylammonium
bromidem (CTMAB). Iontovy asociit vykazuje fluorescenci pfi 350 — 550 nm pii pH = 5,5.
Koncentrace BPMPHD byla 3.10” mol.l"', koncentrace CTMAB 3.10™* mol.l"". Fluorescenci
neru$i K, Na, Ca, Cd, Sr, Ba, As, Mg, Zn, Mn, Cr, La, Dy, Sm, Yb, Gd, chloridy, bromidy,
dusi¢nany, sirany a fosforeCnany v relativni chybé + 10%. Ostatni lanthanoidy vSak
fluorescenci ovliviiuji a pfed stanovenim skandia museji byt separovdny. Rozsah stanoveni je
4.10% =5.107 gml™" Sc**, s detekénim limitem 14 ng.ml™. [12]

3.5.7. Stanoveni Sc’* salicylaldehyd salicyoylhydrazonem

Metoda zaloZena na chelatacni reakci, probihajici ve vodném roztoku ethanolu (1:1, v/v)
pii pH = 5. Vznikly komplex mé fluorescencni maximum pii 465 nm, excitacni maximum je
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pifi 388 nm. Kalibra¢ni zadvislost ma linedrni rozsah pro Sc* je 0,4 — 100 ng.ml'l. Detek¢ni
limit je 0,12 ng.ml™. Fluoreskujici komplex vznikd v moldrnim poméru 1:1. Vliv interferentd
lze odstranit extrakci 1-fenyl-3-methyl-benzoylpyrazolonem z roztoku kyseliny mravenci a
mravencnanu sodného pii pH = 3. [13]

3.6.8. Stanoveni Sc’* salicylaldehyd-5-bromo-salicyoylhydrazonem

Metoda je zaloZena na chelatacni reakci, probihajici ve vodném roztoku ethanolu (1:1, v/v)
pii pH = 4,8. Vznikly komplex ma fluorescencni maximum pii 466 nm, excitaCni maximum
je pii 392 nm. Linedrni rozsah pro Sc** je 0 — 1 pug/10 ml. Detekéni limit je 0,15 ng.ml™
skandia. Komplex vznikd v moldrnim poméru 1:1. Metoda aplikovdna na geologické vzorky.
[14]

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

Smé&s 3 ml 0,1% HMBS v N,N-dimethylformamidu a 2 ml 10% octanu sodného jako
tlumivého roztoku je pfidan k roztoku obsahujici (2.107 stejny 6 pg) skandium. Roztok je
zfedén destilovanou vodou na objem 25 ml a po pfidavku 1 ml 1% dodecylbenzensulfonatu
sodného a 10 ml chloroformu, je po dobu 10 minut protfepdvan. Intenzita fluorescence
komplexu skandia po prevedeni do organické fdze se mefi pii emisnim maximu 467 nm a
excitatnim maximu 380 nm. Detek¢ni limit ziskany tradi¢ni metodou je 0,8 ng.ml'l, timto
postupem klesl na 0,08 ng.ml'l. [15]
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4. EXPERIMENTALNI CAST
4.1. Pristroje a zaiizeni

4.1.1. Fluorimetr

Meéfeni bylo uskutecnéno na luminiscenénim spektrofluorimetru Aminco Bownam Series
2. Fluorimetr je jednopaprskovy, zdrojem zéteni je vysokotlakd xenonova lampa a detektorem
fotondsobi¢ prevadéjici zarivy tok na elektricky signal. Fluorescence komplext skandia byla
meéfena v jednocentimetrové kiemenné kyveté. Citlivost fotondsobice byla nastavena vzdy na
60 % pro viechna méfeni, kterd probihala pii rizném napéti. Sitka spektrlni $térbiny byla
4 nm.

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

4.1.2. DalSi pouzité pristroje
Analytické vdhy SCALTEC SPB 32 (Scaltec Instruments GmbH), magnetické michadlo

s ohfevem Fischer Scientific (Fisher Scientific, spol. s.r.0.), pH metr WTW level 3 se
sklenénou elektrodou (pravidelna standardizace pomoci pufria pH = 4,0 a pH = 7,0).

4.2. Pouzité chemikalie a roztoky
VSechny pouzité chemikalie byly Cistoty p.a.

4.2.1. Standard

Standard skandia o koncentraci 1 g.I" v 10 % HCI.

Byl pfipraven rozpuSténim navdzky 0,1534 g Sc,0; (Lachema,Brno) ve 23,5 ml
koncentrované HCI, roztok byl zahiivan dokud se veSkery oxid nerozpustil, po vychladnuti
byl roztok doplnén v odmeérné barice destilovanou vodou na objem 100 ml. Z tohoto
zésobniho roztoku byly pfipraveny pracovni roztoky o koncentracich 100 a 10 ug.ml'l.

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

Vychozi roztok byl pfipraven rozpuSténim 0,1 g 8-HQS ve 250 ml destilované vody, jeho
konecna koncentrace 1,78.10'3 mol.I'.

Lumogallion (5-chloro-3-[(E)-(2,4-dihydroxyfenyl)azo]-hydroxybenzensulfonova

kyselina), Fluorochem, Derbyshire, UK
HO OH

Cl
Obr. 7: Lumogallion (5-chloro-3-[(E)-(2,4-dihydroxyfenyl)azo]-hydroxybenzensulfonovd
kyselina)

Vychozi roztok pfipraven rozpusSténim 0,01 g lumogallionu ve 100 destilované vody, jeho
konecna koncentrace 2,91. 10* mol.I",

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

OH O

Obr. 8: Morin (3,5,7,2 "4 -pentahydroxyflavon), Aldrich, Steinheim, SRN
Vychozi roztok pfipraven rozpusténim 0,0338 g morinu ve 100 ml absolutniho ethanolu,
vysledna koncentrace roztoku 107 molL.I'".

4.2.3. Tenzidy

Navazka tenzidu byla po rozpusténi v destilované vode€ doplnéna po znacku v 50 ml
odmérné barice, ¢imz vznikl potiebny roztok. Roztoky byly pfipravovany bud’ jako 0,1 M ¢i
1%, zaviselo na jejich rozpustnosti chemikalie.

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

HZC—ITIJ'—CMHZQ cl
CHs

Obr. 9: Benzyldimethyltetradecylammonium chlorid (Zephyramin)

0,1 M I-ethoxykarbonylpentadecyltrimethylammonium bromid (Septonex) — Sigma-
Aldrich, Steinheim, SRN

Br
CHg
HaC—N"——CH—(CH,)15—CHs
CHy C=—=O0

O——CH,—CH,
Obr. 10: 1-ethoxykarbonylpentadecyltrimethylammonium bromid (Septonex)

0,1 M Benzyldodecyldimethylammonium bromid (Ajatin) — Fluka, Svycarsko
CHy  Br

N—CH,—(CHp)1g—CHs
CHjz
Obr. 11: Benzyldodecyldimethylammonium bromid (Ajatin)

1 % Hexadecyltrimethylammonium chlorid — Fluka, Svycarsko

CH, C
HaC——N=——CH,—(CHy);4—CHj

CHj
Obr. 12: Hexadecyltrimethylammonium chlorid

1% Benzyldimethylhexadecylammonium chlorid, Sigma-Aldrich, Steinheim, SRN
CHj

HyC—(CH,)5——N"—CHy
cr

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

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

0,1 M Tetradecylpyridinium bromid, Lachema, Brno, CR
CHy)13—CHs

Br

Obr. 15: Tetradecylpyridinium bromid

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

San Diego, USA
O
\/ﬂ\OH

n

Hq7Csg
Obr. 16: 4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)fenyl-polyethylen glykol (Triton X-100)

1 % Polyoxyethylen(23)lauryl ether (Brij 35) — Sigma-Aldrich, Steinheim, SRN

H3C—(CHy)19~CHx—(OCH2CHy),  OH
Obr. 17: Polyoxyethylen(23)lauryl ether (Brij 35)

0,1 M Dodecylsulfit sodny — BDH Chemicals, UK
O

HSC_(CHz) 1 O_C HZ_O_S_O_ Na+

Obr. 18: Dodecylsulfdt sodny

4.2.4. Tlumice

0,1 M Octan sodny

0,1 M Mraven¢nan sodny

VySe uvedené tlumivé roztoky byly pfipraveny neutralizaci ptislu$nych kyselin zfedénym
roztokem hydroxidu sodného na pozadované pH =4.,5.

0,1 M 2-(N-Morpholino)ethansulfonova kyselina (MES) — Sigma-Aldrich Co.

0,1 M Hexamethylentetramin — Lachema.
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Tlumivé roztoky byly pfipraveny rozpusSténim vypoctené navdzky a pripadnym upravenim
na pozadované pH = 4,5 pomoci zfedénych roztoku kyseliny chlorovodikové a hydroxidu
sodného.

4.2.5. Ostatni chemikalie

Ostatni pouZité chemikélie byly produkty firem Penta (Chrudim, CR), Lachema (Brno,
CR), Onex (Roznov pod Radhostém) vesmés analitické &istoty

1 g.I'! standard Fe™, Analytika, Praha, CR

1 g.I" standard Y?*, Analytika, Praha, CR

1 g.I' standard AI**, Analytika, Praha, CR

Dusiénan praseodymity, Fluka, Svycarsko

Hexahydrét chloridu lanthanitého, Union Chemique, Belgie

Hexahydrét dusi¢nanu ceritého, Loba-chemie, Viden, Rakousko

4.3. Charakteristika vzorku

4.3.1. Povrchova voda

Odbér vzorku povrchové vody byl proveden z potacku Jestédka, v lokalité Straz pod
Ralskem, do tmavé lahve dne 31. bfezna 2008. Pfed samotnym stanovenim byl vzorek
zfiltrovan na 0,45 pm filtru.

4.3.2. Mineralni voda

Minerélni voda Rajec neperlivd byla pfed samotnym stanovenim zfiltrovdna na 0,45 pm
filtru.

4.3.4. Voda z Tatranského plesa

Odbér vzorku vody byl proveden v Cervenci 2007 v lokalité Pleso nad Skokem, do tmavé
lahve. Pred samotnym stanovenim byl vzorek zfiltrovdn na 0,45 pum filtru.

VSechny vzorky vod byly vyhodnoceny metodou standardniho pifidavku. Po ptidani
standardu do vzorku byl ponechédn roztok po dobu 24 hodin v klidu, aby probéhla dokonald
ekvilibrace.

4.4. Metodika vyhodnoceni analytickych vysledku

4.4.1. Vypocet intervalu spolehlivosti z varia¢niho rozpéti (Dean, Dixon) [46]

Pro maly pocet paralelnich stanoveni patfi v analytické praxi mezi nejlépe osveédcené
metody urceni intervala spolehlivosti z rozpéti vysledka. Vypocet se provadi dle vztahu 1:

L,=xtK, R )
kde R je rozpéti vysledki (R =x, —x,) a hodnotu K, pro koeficient spolehlivosti (1 — a)

= 0,95 nebo 0,99 najdeme v tabulce €. 2.
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Tab. 2. Tabulka hodnot koeficientu K, pro vypocet intervalu spolehlivosti z rozpéti, pricem? n
uddvd pocet mérent.

n d-a

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 vypocCet intervali spolehlivosti byl pouzit pro vypocet chybovych usecek
jednotlivych boda kalibracnich zavislosti.

4.4.2. Kalibrace a charakteristiky metody

Analyzované ekvidistantni kalibra¢ni roztoky byla zpracovédny lineédrni regresni analyzou,
zniz byly ziskdny hodnoty koeficienti a a b kalibra¢ni funkce, kterd popisuje linedrn{
korelaci mezi koncentraci x jako nezdvisle promé€nnou a namétenou hodnotu y jako zdvisle
promeénnou. Linedrni kalibracni funkce je vyjadrena rovnici:

y=a+bx )

Tato rovnice vyjadfuje odhad skute€né funkce, kterd je omezena nevyhnutelnym
rozptylenim hodnot. Shoda odhadu sdaty je Ciselné¢ vyjddfena hodnotou rezidudlni
smérodatné odchylky syl, kterd je mirou rozptyleni informacnich hodnot kolem kalibracni
piimky.

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

=21
b 3)
nebo z hodnoty pruméru fady opakovani y naméfené se stejnym pavodnim vzorkem podle:
§220
b “)

Ze zdkona o rozdeleni chyb vyplyvd, Ze pro kaZzdou hodnotu x existuje interval
spolehlivosti (konfiden¢ni interval) pokryvajici skuteCnou hodnotu y. Krajni body tohoto
intervalu leZi na dvou hyperbolickych obloucich (meze intervalu spolehlivosti) mezi nimiz lze
ocekdvat skuteCnou kalibracni funkci pro droved vyznamnosti o, kterd se urc¢i pomoci
kvantilu t-rozdéleni podle Studenta.

Horni mez intervalu spolehlivosti:

25



y=b [sact (L1, eyl

ULC = m
a b N n bZ'Z(xi_;)z
(5)
kde t je kvantil, t-rozdé€leni podle Studenta.
Dolni mez intervalu spolehlivosti:
LCL:)’_—b_ Lt i+l+ (13]_)])
a b N n bZ'Z(xi—;)z
(6)

4.4.4. Vypocet mezi detekce z kalibra¢ni krivky [26]

Pii bézné pouzivanych zpusobech urCeni detekéniho limitu metody vétSinou ignoruji
zévislost odezvy méfictho pfistroje na koncentraci analytu ve vzorku. Zdkladnim
pfedpokladem popisované metody je linedrni odezva méfictho piistroje az k nulové
koncentraci analytu v méfeném vzorku. Vzhledem k tomu, Ze tento pfedpoklad nemusi byt
vzdy zcela splnén, je tfeba zméfit odezvu ve vzorcich s tak nizkou koncentraci,jak jen to je
mozné (pro zajiSténi dostate¢né vérohodnosti vysledki).

Detek¢ni limit metody Xp predstavuje koncentraci analytu, jez nemiZe byt statisticky
rozliSena od koncentrace nulové. S vyuzitim vySe uvedenych statistickych vypocta lze Xp
nalézt jako koncentraci, jejiz dolni mez intervalu spolehlivosti na dané hladiné¢ statistické
vyznamnosti je prdvé rovna nule. Takto nalezeny detek¢ni limit (vCetné pfisluSnych mezi
intervalu spolehlivosti) chrdni pfed chybou prvniho druhu. Pfijeti hypotézy, Ze analyt je
piftomen, kdyZ ve skuteénosti piitomen neni. Byva oznacovén jako X°p.

St v
LLCI(XZ)=0=X2 —| X —. i+l+ (y Y)

N
b N n bZ'Z(xi_;)z
i=1 (7)
Ochranu pfed chybou druhého druhu (pfijeti hypotézy, Ze analyt je neptfitomen, kdyz je
skuteCnosti pfitomen je) poskytuje detek¢ni limit metody oznacCovany jako XPp, pro n¢hoz
plati, Ze jeho dolni mez intervalu spolehlivosti je totozna s horni mezi intervalu spolehlivosti
X% a jeho vypocet také ne€ini Zadné potiZe.

st |11 —y
DMIS(X?)=ULCI(X2)= X2 + L —+—+ (13] y)
b N n 2 ( _)2
b Z X, — X
(8)
Hodnoty detekénich limitd X% a xXPp byly nalezeny z téchto rovnic pomoci funkce hledani
feSeni v programu Microsoft Excel.

4.4.5. Mez detekce[30]

Je definovana jako absolutni mnoZstvi nebo koncentrace analytu, které poskytuje signal
rovny trojndsobku smérodatné odchylky signdlu pozadi [30]. Je vyjadiena vztahem 9:
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_35m

S )
kde, S je citlivost (smérnice kalibracni kfivky) a sgr je smérodatnd odchylka signalu slepého
pokusu.

Mez detekce byla ziskdna desetindsobnym promeéfenim signdlu slepého pokusu a
vypoctena dle rovnice 9. Tato mez detekce je oznaCovéna jako Xy,

m.d.

4.4.6. Vyhodnoceni prvnich derivaci kalibra¢nich spekter [21, 22]

spektrech, urcit presnéjsi polohu absorpcniho maxima analytu, stanovit pfimés nebo minoritni
koncentraci analytu na intenzivné absorbujicim pozadi, eliminovat vliv pozadi, difizniho
rozptylu u koloidnich roztokd.

Derivacni spektra byla vypocCtena pouZitim softwaru pfistroje na bazi Golay-Savitzky
jedenécti bodové konvoluce. Vypoctend spektra byla vyhodnocena metodou peak to peak, jak
je zndzornéno na obrazku 19.

Statistické vyhodnoceni derivaCnich spekter bylo stejné jako vyhodnoceni spekter

normalnich.
W/ T

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

dA/dA —»

4.4.7. Vyhodnoceni kalibrac¢nich krivek pro vody

Vyhodnoceni standardnich piidavk(l bylo mozné piimo z kalibracnich kiivek vod a
roztokd. Hodnoty fluorescence v téchto kalibracnich kiivkach je také mozno prepocitat na

teoretické hodnoty pro destilovanou vodu podle jednoduchého vztahu:

F=to g
b

" (10)
kde bg a b, jsou smernice pro destilovanou vodu a analyzovanou vodu a F” jsou namétené
hodnoty fluorescence pro analyzovanou vodu.

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

Tato metoda se vyuzivd pro zjiSténi moldrntho poméru slozek v komplexu, vznikd-li
komplex podle schématu :
M + nL. < ML,

Principem této metody je michani ekvimoldrnich roztoku kationtu M a ligandu L, tak aby
celkova koncentrace Cp = Cy + Cp zustala konstantni, naproti tomu dochdzi ke zméné
molarniho zlomku xy. Zjednodusené feCeno, misi se razné objemy ekvimoldrnich roztoku
kationtu M a ligandu L tak, aby jejich celkovy objem a tim i celkovd koncentrace byly
konstantni.

Zakladni vztahy jsou:
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[M], =, (1-x,)-[ML, ]

(11)

L], = ¢, -x, —n[ML,] (12)
_ [mp,]

=l 1Lk 03

Derivaci rovnic (11, 12 a 13) podle x; a zavedenim podminek pro maximum
d[ML,]/dxy = 0 dostaneme rovnici (14).

n— X (1+n)=0 (14)
ze které po upraveé dostaneme rovnici (15)
X

max

n=

1= X (15)
ze které vypoCteme n, jestliZze je n rovno jedné. Vznikajici komplex se tvoii v poméru slozek
1:1, je-li hodnota rovna Cislu 0,75 je vznikajici komplex v pomé&ru 1:2 atd. Obecné feceno,

maximum zavislosti (Xmax), [MLy] = f (xp) uddvad soufadnice moldrntho poméru sloZek
v komplexu.

A(Y) /)

0 Xmcxx X 1
Obr. 20: Tvar variacnich krivek pro komplexy 1:1, pro riizné podminéné konstanty stability.
Xonax — maximum zdvislosti [ML,] = f (x), B, — B - podminéné konstanty stability.
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5. VYSLEDKY A DISKUZE

5.1. Optimalizace reakce Sc’* s 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou kyselinou
(8-HQS)

5.1.1. Excita¢né fluorescencni spektra

Pii reakci Sc™* s 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou kyselinou vznikd zelen& fluoreskujici
chelat pfi pH = 4,5 ve vodném prostiedi. Excitacni spektrum mad maximum Aex(max) = 362 nm.
Maximum pro emisni kfivku je pfi Aemmaxy = 503 nm. Poloha maxim neni ovlivnéna
koncentraci Cinidla. Fluorescence samotného €inidla nebyla pozorovéna.

120 - (1a) (1b)
110 -
100 -

(2b)

(3a) (3b

(4a)
(5a)

(4b)
(5b)

280 330 (62%80 430 480 (6b) 530 580 630
A (nm)

Obr. 21: Zdvislost fluorescence na koncentraci skandia. Zobrazena jsou excitacni (a) a
emisni (b) spektra komplexu Skandia v pritomnosti 1,11-1 0* mol.l” 8-hydroxychinolin-5-
sulfonové kyseliny, E = 730 V pri pH 4,5.

1-1,6 ugml’, 2-08 ugml’, 30,4 ugml”, 4—0,2 ug.mi”, 5- 0,05 ug.ml™”, 6 — 0 ug.mi”*

K vyhodnoceni dalSich vlivi byly pouzity pouze hodnoty maxima fluorescence pfi
503 nm. Na spektrofluorimetru byla také vZdy nastavena excitaCni a emisni vlnovd délka
362 nm a 503 nm. Pro veSkerd stanoveni byla vybrand hodnota koncentrace kovu z kalibraéni
kfivky a to bud’ 2,22:10° mol.I" (1 pg.ml™) a nebo 1,11-10° mol.I"' (0,5 pg.ml™).
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Fluorescence

Obr. 22: 3D excitacné-emisni spektrum komplexu 1,11-10° mol.I'" (0,5 ,ug.ml'l) Sc™* a
1,11-10% mol.I" 8-hydroxychinolin-5-sulfonové kyseliny, E = 760 V a pri pH 4,5.

5.1.2. Vliv pH roztoku

Pro zjisténi optimalniho pH reakce Sc** s 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou kyselinou byla
zméiena fluorescence roztoku o stejné koncentraci Sc (2,22- 10° mol.l']) a stejné koncentraci
&inidla (1,11-10*molL.I™"). pH jednotlivych roztokd bylo upravovino pomoci riizné zfedénych
roztoku hydroxidu sodného a kyseliny chlorovodikové.
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Obr. 23: Zdvislost maxima fluorescence komplexu na pH. (1) 2,22-10° mol.I” (1 ,ug.ml'l)
S a 1,11-107 mol.l”! 8-hydroxychinolin-5-sulfonové kyseliny, E = 730V,

(2) 2,22:10° mol.lI'" (I ,ug.ml'l) St a 4,44-10% mol.l” 8-hydroxychinolin-5-sulfonové
kyseliny, E = 755 V.

Z prvni kiivky je patrné, Ze optimalni pH pfi moldrnim Sndsobku cinidla vzhledem ke
kovu je v rozmezi od pH 4,5 aZ po pH 6,5. Vzhledem k tomu, Ze by mohl vznikajici komplex
pii pH>7 hydrolyzovat, bylo zvoleno optimdlni pH v kyselejsi oblasti.

Pro kontrolu byla sestrojena jeSté druhd kiivka, z niZ vyplyv4, Ze pfi molarnim 20ndsobku
¢inidla vzhledem ke kovu, je optimélni pH 4,5. Vzhledem k naméfenym zavislostem, byla
optimdlni hodnota pH zvolena 4,5, ta byla pouZita ve vSech ostatnich proméfovanych
roztocich.

5.1.3. Zavislost fluorescence komplexu na case

Byl piipraven roztok o koncentraci Sc** 2,22:10° moll' (1 pg.ml") a pétindsobném
moldrnim nadbytku ¢inidla o pH = 4,5. Fluorescence roztoku byla proméfovdna po dobu 2
hodin v intervalu 15 minut.
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Obr. 24: Casovd zdvislost fluorescence komplexu 2,22-10° mol.l" (I ,ug.ml'l) St a
1,11-107 mol.l” 8-hydroxychinolin-5-sulfonové kyseliny, E = 730 V a pri pH 4,5.

Béhem doby, po kterou byla fluorescence komplexu sledovdna, nebyl zaznamendm zZadny
vyrazny pokles intenzity fluorescence. Komplex je hned po namichdni stabilni a jeho stabilita
se témeéf neméni po dobu dvou hodin. VSechny vzorky byly méfeny azZ po dvou hodinich.
Doba potiebnd k piiprave jedné sady roztoka vzorka je zhruba 2 hodiny, proto byly roztoky
meéfeny po uplynuti této doby.

Dale bylo promeéteno i 3D Casové spektrum tohoto komplexu. Méfeni probihalo pfiblizné
hodinu, pficemz jednotlivd spektra byla méfena po 78 vtefinéch.
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Obr. 26: 3D cusops Spektrum kompley, 2.22:10° mol.r (4 Hg.ml’) s+, L1110 yop 1!
S-hydroxychinolin-5-sulf0nové kyseliny, F = 740V q DPFipH 4.5 Obrdzelk 0dpovidi opy- 25 je
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5.1.4. Vliv koncentrace ¢inidla

Pro zjisténi optimédlniho nadbytku ¢inidla pro tvorbu cheldtu byla proméfena fluorescence
2,22:10° molI" (1 pgml") Sc®™* a kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové kyseliny
v rozmezi 0,5 aZ 30 ndsobném mol4rnim nadbytku.

Tab. 3: Pomér moldrnich koncentraci cinidla ke S¢>* Je uveden v ndsledujici tabulce.

pomér Cinidla (mol.l'l)
1:0,5 1,11-10°
1:1 2.22.10°
1:2 444107
1:5 1,11-10"
1:10 2.22-10"
1:20 4,44-10"
1:30 6,66-10*
90 -
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O T T T T
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Cé¢inidla (.1 0-3 m0|.|-1)
Obr. 27: Vliv koncentrace cinidla na fluorescenci cheldtu St a 1,11-10° mol.l’ az
6,66-10 mol.I”! kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové pri pH 4,5 a E = 730 V.

Z obrdzku je patrné, Ze nejvySsi fluorescenci md cheldt v pfitomnosti Snasobného az 10
nasobného moldrniho nadbytku &inidla pro koncentraci kovu 2,22-10™ mol.I"' (1 ug.ml™).

Pfi vétsim molarnim nadbytku cCinidla se objevuje samozhéseni fluorescence samotnym
Cinidlem.

Proto byla zvolena pro vSechna nésledujici meéfeni koncentrace cinidla odpovidajici
Snasobnému moldrnimu nadbytku vzhledem ke koncentraci kovu.
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5.1.5. Zakladni kalibracni zavislost

Studium kalibra¢ni funkce bylo provddéno pro rozsah koncentraci Sc> 0d 0,1 — 1 ug.ml'l,
zméfend zdvislost byla linedrni. Koncentrace Cinidla byla konstantni a byla stanovena jako
Smolérni ndsobek nejvyssi koncentrace kovu v kalibracni kfivce.
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Obr. 28: Kalibracni zdvislost Sc’* pro koncentrace 0,1 — 1 ,ug.ml'] s intervaly spolehlivosti.
Koncentrace kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové 1,11-1 0 mol.I” pripH4,5a E=700V.

Tab. 4: Teoretickd kalibracni zdvislost

detekéni limit

detekéni limity

regresni rovnice podle IUPAC podle Grahama
(ng.ml™) (ng.ml™)
) ) “>=10,02
kalibraéni zavislost y =48,499x + 2,4661 Xp = 0,005 B
X D= 0,07

5.1.6. Vliv tenzidi

Tenzidy rizné struktury razné ovliviiuji fluorescenci sloucenin i komplexd kovu

s organickymi Cinidly.

Byla proméfena fluorescence o koncentraci Sc** 1,11-10'5 mol.1"! 0,5 ug.ml'l) a Cinidla
1,11-10* mol.I" v zévislosti na ménici se koncentraci kationtovych, aniontovych a
neiontovych tenzidd. Volba koncentraéniho rozsahu jednotlivych tenzidi byla zvolena
vzhledem k jejich kritické miceldrni koncentraci (CMC) tak, aby bylo moZné posoudit vliv
jak podkritické tak i kritické a miceldrni koncentrace daného tenzidu.
5.1.6.1. Vliv aniontovych tenzidu

Byl studovén vliv aniontového tenzidu dodecylsulfitu sodného (CMC = 8,1-10” mol.I"")
do koncentrace 0,016 mol.l™.
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Obr. 29: Zadvislost fluorescence cheldtu St a kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové na
koncentraci aniontového tenzidu dodecylsulfdtu sodného pri pH 4,5 a E = 870 V. Cernym
plnym bodem je oznacena kritickd miceldrni koncentrace.

Aniontovy tenzid ovliviiuje jiz v submiceldrni koncentraci fluorescenci komplexu Sc**
s 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou kyselinou vyrazné negativné. UZ po pfiddni nepatrného
mnozstvi dodecylsulfitu sodného je takika vSechna fluorescence zhaSena a ptfi dalSim
pridavani tenzidu uz zastava na velice nizkych hodnotach. Z obrazku je patrné, Ze v tomto
piipad¢ kritickd micelarni koncentrace tenzidu nehraje Zadnou roli.

5.1.6.2. Vliv kationtovych tenzidi

Déle byl podrobngji studovan vliv kationtovych tenzidi. Jednalo se o ajatin (benzyl-
dodecyldimethylammonium bromid), zephyramin (benzyldimethyltetradecylammonium
chlorid), septonex (l-ethoxykarbonylpentadecyltrimethylammonium bromid), benzyl-
dimethylhexadecylammonium chlorid (BDMHAC), hexadecyltrimethylammonium chlorid
(HTMAC), decylpyridinium chlorid (DPC), tetradecylpyridinium bromid (TPB) a hexadecyl-
pyridinium chlorid (HPC).

Tab. 5: Kritické miceldrni koncentrace pouZitych kationtovych tenzidu

Tenzid CMC(mol.I"")
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 riiznych kationtovych tenzidit na komplex S a kyseliny 8-hydroxychinolin-5-
sulfonové pri pH 4,5. Ajatin, zephyramin, septonex, benzyldimethylhexadecylammonium
chlorid (BDMHAC), hexadecyltrimethylammonium chlorid (HTMAC), decylpyridinium
chlorid (DPC), tetradecylpyridinium bromid (TPB) a hexadecylpyridinium chlorid (HPC).
Cernymi plnymi body jsou vyznaceny kritické miceldrni koncentrace prislusného tenzidu.

Z obr. 30 vyplyva, ze kationtové tenzidy ovliviuji fluorescenci komplexu Sc™ s kyselinou
8-hydroxychinolin-5-sulfonovou ve vétSin¢ piipadech vyrazné pozitivn€. Dochdzi
k bathochromnimu posunu excitaéniho maxima o 25 nm (excitace byla proto provddéna pfti
vlnové délce 387 nm), u emisniho maxima se Zadny posun neprojevil (A, = 503 nm) pouze
lehkd deformace spektra. Nejvyssi fluorescence byla zaznamendna u zephyraminu, a proto
byla pro tento tenzid zhotovena kalibracni zavislost za stanovenych podminek. Nejvétsi efekt
byl pozorovédn pro koncentraci tenzidu 0,0012 mol.I". Zhotovend kalibrani zdvislost ma
linedrni prubéh, pficemz smérnice kalibracni funkce se vyrazné zvysila, dokonce o 7,75krat
vuci puvodni kalibraci bez pritomnosti tenzidu.

Byly zkoumadny i tenzidy na bdzi pyridinu. Z obr. 30 je patrné, Ze vSechny tenzidy na bazi
pyridinu, intenzitu fluorescence zhaseji. Byla vSak pozorovédna zdvislost na délce postranniho
fetdzce této sloudeniny. Cim je postranni fetdzec deli, tim vice dany tenzid zhas{ fluorescenci
komplexu Sc** s kyselinou 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou.

Emisni a excitacni spektrum komplexu v pritomnosti zephyraminu

Byl pipraven roztok o koncentraci Sc®* 1,11-10° mol.l” (0,5 pg.ml™") a desetindsobném
moldrnim mnoZstvi €inidla, v pfitomnosti konstantni koncentrace 0,0012 mol.I"! zephyraminu
aopH=45.
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Obr. 31: 3D excitacné-emisni spektrum komplexu 1,11-10° mol.l’ (0,5 ,ug.ml']) S’ a
1,11-10% mol.l"  8-hydroxychinolin-5-sulfonové kyseliny v pritomnosti 0,0012 mol.l”!
zephyraminu, E = 625 V a pri pH 4,5.

Casova zdvislost komplexu se zephyraminem

Byl pfipraven roztok o koncentraci Sc** 1,11-10° mol.l™ (0,5 pg.ml™") a desetindsobném
molarnim nadbytku cinidla a konstantni koncentraci 0,0012 mol.I"" zephyraminu pti pH = 4,5.
Fluorescence roztoku byla proméfovana po dobu 2 hodin v intervalu pfiblizné 2 minut.

Fluorescence

7 /'rh o \
e sS
0 A20 g™

Obr. 32: 3D casové spektrum komplexu 1,11-10° mol.I" (0,5 ug.ml™) S¢™* a 1,11-10% mol.I”"
8-hydroxychinolin-5-sulfonové  kyseliny v pritomnosti  0,0012 mol.I"" zephyraminu,
E =610V apripH4,5.
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Obr. 33: 3D Casové spektrum komplexu 1,11-10° mol.I” (0,5 ug.ml’) S a 1,11-10% mol.I”
8-hydroxychinolin-5-sulfonové kyseliny v pritomnosti  0,0012  mol.I”’ zephyraminu,
E =610V apripH 4,5. Obrdzek stejny jako obr. 32 pouze z jiné perspektivy.
Fluorescence komplexu je konstantni hned po namichéni roztoku a stild minimdlné po
dobu dvou hodin. Jestlize Je vzorek neustile ozafovan dochdzi k zanedbatelnému nartstu
fluorescence 0 1 %. U roztoku, ktery byl po dobu dvou hodin uchovivin ve tmé, doslo taktéz

Jen k minimdlni zméné, fluorescence komplexu se zvysila 0 2,7 %. V nasledujicich méfenich
byla fluorescence méfena vzdy az po dvou hodinach.

5.1.6.3. Vliv neiontovych tenzidii

Byl zkoumén i vliv neiontovych tenzidG na fluorescenci komplexu Sc¢** s kyselinou
8-hydroxychinolin-5-sulfonovou. Jako zastupci této skupiny, byly zvoleni Brij 35 (CMC =
0,00009 mol.I") a Triton X-100 (CMC = 0,0003 mol.1™).
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Obr. 34: Vliv neiontovych tenzidii na komplex Sc’* a kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové
pii pH 4,5. Koncentrace Sc¢’* byla 1,11-10° mol.l" (0,5 ,ug.ml'l) a koncentrace cinidla
1,11-10* mol.l'". Cernym plnym bodem je oznacena kritickd miceldrni koncentrace. Brij 35 —
¢-80 (mol.I""); Triton X-100 — ¢/ 4-10* (ug.ml’").

Zobrazku vyplyvd, Ze neiontové tenzidy fluorescenci komplexu Sc®* s kyselinou
8-hydroxychinolin-5-sulfonovou nijak vyrazné neovliviiuji. Lze vycCist pouze zanedbatelny
pozitivni vliv jak u Tritonu X-100 tak i u Brije 35. Neprojevil se Zddnym zptusobem ani vliv
kritické miceldrni koncentrace.

Souhrn vlivl vSech pozitych tenzidu je na obr. 35.
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Obr. 35: Vliv tenzidit na fluorescenci komplexu St s kyselinou 8-hydroxychinolin-5-
sulfonovou. Koncentrace Sc** byla 1,11-10-5 mol.l" (0,5 ,ug.ml']) a koncentrace cinidla
111107 mol.l’". Septonex, Zephyramin, Ajatin, HTMAC (hexadecyltrimethylammonium
chlorid), SDS (dodecylsulfdat sodny), BDMHAC (benzyldimethylhexadecylammonium chlorid),
DPC  (decylpyridinium  chlorid), ~ TPB (tetradecylpyridinium  bromid), =~ HPC
(hexadicylpyridinium chlorid) — (mol/l); Brij 35 — ¢80 (mol/l); Triton X-100 — ¢/ 4-10™
(ug.ml™).

Je ztejmé, Ze pro praxi jsou vhodné kationtové tenzidy, které fluorescenci komplexu Sc*
s kyselinou 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou zvySuji (s vyjimkou kationtovych tenzida
obsahujici pyridinovou strukturu). Aniontové tenzidy fluorescenci komplexu zhaSeji a
neiontové tenzidy fluorescenci komplexu téméef neméni.

5.1.5. Vliv tlumica

Pro optimdlni hodnoty pH 4,5, byly studovdny vybrané tlumivé systémy pro rychlé
nastaveni pH. U vSech zkouSenych tlumivych systémi byl pozorovdn pokles intenzity
fluorescence. Koncentrace niz§i nez 0,005 mol.1"! tlumice nebyla testovdna, vzhledem
k velkému poklesu kapacity tlumice.
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Obr. 36: SniZeni intenzity fluorescence komplexu 0,5 ,ug.ml'l (1,11-10° mol.lI"') S a
1L11-10% moll’ 8-hydroxychinolin-5-sulfonové kyseliny v pritomnosti 0,005 mol.l”,
0,01 mol.I', 0,05 mol.l’, 0,08 mol.lI" dumicii na bdzi octanu, mravencnanu, MES a
hexamethylentetraminu.

Na obr. 36 je zaznamendno o kolik procent klesla intenzita fluorescence komplexu Sc*
s kyselinou 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou po pfidani urcit¢tho mnozstvi tlumice. Jako
nejvhodnéjsi tlumic se jevi hexamethylentetramin v koncentraci 0,05 mol.I"! pro nastaveni
optimélniho pH = 4,5, pfti které dochdzi jen k 10 % poklesu intenzity fluorescence. Za téchto
podminek byla promeétfena kalibracni zdvislost. Tato funkce je linedrni, smérnice se vSak
podstatn€ sniZuje v porovndni se zdvislosti za stejnych podminek bez ptfitomnosti tlumice.
Proto byly k nastavovani optimalniho pH =4,5 roztoki pouZzivany déle ziedéné roztoky
kyseliny chlorovodikové a roztoku hydroxidu sodného.

5.1.9. Porovnani kalibraénich funkei pro roztoky Sc™* s 8-HQS kyselinou za riznych
experimentalnich podminek

Studium kalibrac¢nich funkci bylo provddéno pro rozsah koncentraci Sc™ od 0,1 —
1 pg.ml”’, zméfené zdvislosti byly linedrni. Koncentrace Ginidla byla konstantni a byla
stanovena jako Smoldrni ndsobek nejvyssi koncentrace kovu v kalibracni kfivce.
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Obr. 37: Kalibracni zdvislosti komplexu Sc’* pro koncentrace 0,1 — 1 ,ug.ml'l a koncentraci
inidla 1,11-107 mol.I” pripH =45 a E =700V (1) v nepritomnosti zephyraminu i HTMA
(hexamethylentetramin), (2) v nep¥itomnosti zephyraminu a 0,05 mol.lI”" HTMA, (3)
v pFitomnosti  0,0012 mol. I zephyraminu a v nepritomnosti HTMA, (4) v prFitomnosti
0,0012 mol.I"! zephyraminu a 0,05 mol. I HTMA.

Tab. 6: Regresni rovnice a detekcni limity pro riuzné kalibracni funkce pro E = 700 V.

detekéni limit detekéni limity
kalibracni zavislost regresni rovnice podle IUPAC podle Grahama
(ug.ml™) (ug.ml™)
ikladni = 48,499x + 2,4661 X, = 0,005 =002
zad y=aemIR TS b= Xy = 0,07
zékladni v piitomnosti 3 3 X% = 0,06
HTMA y =34,259x + 4,8921 Xp = 0,009 xPo = 0.17
zékladni v piitomnosti X% =0,02
zephyraminu y =375,62x + 0,5993 » = 0,000 xPs = 0.06
zékladni v piitomnosti X% =0,07
= Xy, = 1

zephyramina a HTMA y =268,89x +32.8 b=0,00 XPp=0,20

Z vySe uvedené tabulky a obrdzku je patrné, Ze intenzita fluorescence v pritomnosti
zephyraminu vyznamné vzroste. Smernice kalibracni zdvislosti s timto tenzidem je 7,75krat
vetsi nez kalibracni funkce bez tenzidu, z toho plynou i vyrazné nizsi detekéni limity.

Pro aplikaci v praxi je uvedena i kalibracni zdvislost v pfitomnosti tlumivého roztoku
hexamethylentetraminu. Smérnice kalibrac¢ni funkce v pfitomnosti tohoto tlumice klesla o
29 %.
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Déle byla promeéfena také kalibracni zavislost v piitomnosti 0,0012 mol.I"! zephyraminu a
0,05 mol.l"! tlumivého roztoku, v porovnani s kalibraCni zdvislosti pouze s tenzidem klesla
smérnice kalibracni zdvislosti o 28 %. Tento pokles souhlasi i s poklesem pro roztok bez
piitomnosti tenzidu.

5.1.10 Prvni derivace excitacné fluorescenc¢nich spekter komplexu

Byla prométena a vyhodnocena také spektra prvni derivace excitacnich i emisnich spekter,
za stejnych optimdlnich podminek jako normdlni spektra. Kalibracni funkce pro Amaxem) =
551 nm a pro Amax(ex) = 474 nm. Kalibracni zavislosti derivaci byly vyhodnoceny jako zakladni
kalibracni funkce. Pro vyhodnoceni deriva¢nich spekter byla pouZita metoda peak to peak.
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a)

0,5 -

L6a) L1

320 0 20 470
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Obr. 38: Prvni derivace excitacnich (a) a emisnich (b) spekter komplexu pro ménici se
koncentraci skandia v pritomnosti 1,11-1 0? mol.l” 8-hydroxychinolin-5-sulfonové kyseliny, E
=700V pri pH 4,5.
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Obr. 39: Kalibracni zdvislost ze spekter prvnich derivaci zdkladni kalibracni zdvislosti
ziskand metodou peak to peak.

Ostatni kalibraéni funkce, tedy pro roztoky komplexu Sc** 0,1 — 1 pg.ml™ a koncentraci
Ginidla 1,11-10* mol.I' v ptitomnosti konstantni koncentrace 0,0012 M zephyraminu, pro
roztoky komplexu v pfitomnosti tlumivého roztoku hexamethylentetraminu a v neposledni
fad¢ pro roztoky komplexu v piitomnosti jak zephyraminu tak i tlumivého roztoku HTMA,
byly také vyhodnoceny z derivacnich spekter podle stejného postupu.

Tab. 7: Regresni rovnice a detekcni limity pro derivace riznych kalibracnich funkci.

1,0

detekcni limit detek¢ni limity
kalibraéni zavislost regresni rovnice podle IUPAC podle Grahama
(ng.ml™) (ng.ml™)

zékladni =1,3884x + 0,0448 Xy =0,02 =002
y=1, ’ b—VY, XBD — 0,06
zékladni v piitomnosti 3 3 X% =0,07
HTMA y=1,0159x + 0,1289 X =0,05 XPy = 0.21
zékladni v piitomnosti 3 3 X% =0,02
zephyraminu y = 14,425x + 0,0662 X = 0,0004 Xy = 0.07
zékladni v piitomnosti 3 3 X% =0,07
zephyraminaa HTMA | Y~ 8,8519x + 10147 Xp = 0,008 XPy=0,21

5.1.7. Studium stechiometrie chelatu metodou kontinualnich variaci

V zdvislosti na koncentraci €inidla se neobjevuje Zadny vyrazny zlom, ktery by umoZziioval
posoudit stechiometrii fluoreskujictho komplexu Sc™ s kyselinou 8-hydroxychinolin-5-
sulfonovou, a proto byla pouzita metoda kontinualnich variaci. Byla pouzita smés rtiznych
objemt ekvimolarnich roztoka tak, aby jejich celkovy objem byl konstantni pifi celkové
koncentraci ¢y = 1,34-10'4 mol.I! a 6,67-10'5 mol.I". Pro tuto celkovou koncentraci byla
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metoda aplikovdna i v piftomnosti konstantni koncentrace 0,0012 mol.I"" zephyraminu.
Maximum zdvislosti uddva soutradnice pomeru sloZek komplexu.

Tab. 8: Objemy ekvimoldrnich roztokit pouZité k méreni
Objem roztoku Sc** (ml) 10| 9 8 | 7 6 | 5| 4| 3 2 1 0

Objem roztoku ¢inidla (ml) | O 1 2 31415 6 | 7 8 19 [10
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Obr. 40: Zdvislost fluorescence komplexu na objemu ekvimoldrniho roztoku cinidla kyseliny
8-hydroxychinolin-5-sulfonové. Celkovd koncentrace Sc™* a cinidla (1) 1,34-107 mol.l”’ pri
pH4,5aE =800V; (2)6,67-10° mol.lI" pri pH4,5 a E = 860 V; (3) 6,67-10° mol.I", 0,0012
M zephyraminu pri pH 4,5 a E =770 V.

Metoda kontinudlnich variaci indikuje v rozsahu koncentraci Sc 1,11-10'5 - 2,22-10'5
mol.I" (0,5 — 1 pg.ml'l) pii pH 4,5 jednoznacny vznik komplexu v moldrnim poméru
Sc:L=1:1.

Dile byl metodou kontinudlnich variaci vyhodnocen i komplex Sc®* a kyseliny
8-hydroxychinolin-5-sulfonové v pfitomnosti konstantni koncentrace 00,0012 mol.I"!
zephyraminu. V tomto piipadé vznikd komplex v molarnim poméru Sc:L = 1:3, ktery muze
odpovidat neutralnimu komplexu.

5.1.8. Ruseni fluorescence komplexu Sc** a kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové
jednotlivymi ionty

Interference fluorescence komplexu Sc* byla studovdna pro koncentraci Sc*
1,11-10° molI™" (0,5 pug.ml™) a 1,11-10™ moL.I"" kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové za
optimalnich podminek vzniku komplexu. Byla méfena fluorescence komplexu v roztoku
s ptidavkem postupné 1000, 100, 10, 5 a 1 ndasobného molarniho nadbytku interferentu vuci
skandiu. Jestlize latka sniZovala fluorescenci o mén€ nez 5 % byl pouzit interferent vzdy
ve vy$§im poméru vuci skandiu.
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Obr. 41: Interference danych iontii na fluorescenci komplexu S’ a kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové. Koncentrace Sc™* 1,11-10° mol.l'!
(0,5 ,ug.ml'l )a 1,11-107 mol.l” kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové za optimdlnich podminek pii pH 4,5. Ciselnd hodnota nad sloupcem
oznacuje pokles intenzity fluorescence, Ciselnd hodnota pod sloupcem oznacuje vzriist intenzity fluorescence komplexu.
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V uvedeném poméru Sc** ke koncentraci interferentu na obr. 41 vyplyva, Ze fluorescenci
komplexu rusi pfitomnost velkého poctu interferenti. S vyjimkou hoi¢iku, lantanu a yttria,
které zvysuji fluorescenci komplexu, Mg o 14 %, La o 9,37 % a Y taktéZ o 14 %.
Fluorescence La a Y se da vysvétlit tim, Ze se jednd o prvky stejné skupiny periodické
soustavy s analogickou elektronovou strukturou. Fluorescence je vSak niz8i neZ u skandia a
klesa v potadi Sc > La > Y. V tomtéZ potfadi naopak roste atomovy polomér prvku a tim se
sniZuje jeho tendence tvofit komplexni slouceniny, coZ se projevuje sniZujici se intenzitou
fluorescence.

U lehkych lanthanoidid Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd, ve vSech pfipadech doslo k poklesu
intenzity fluorescence v molarnim pomeéru 1:10 v priméru o 10 %.

Vliv Fe’* je vyznamny uZ v moldmim poméru (Sc’*: Fe™) 1:5, snizuje fluorescenci
komplexu o 88,38 %, proto byla aplikovdna redukce trojmocného Zeleza na Fe* kyselinou
askorbovou. Po redukci rusi dvojmocné Zelezo fluorescenci komplexu jen o 39,07 %.

Diéle bylo podrobné¢ zkoumadno i ruSeni v piitomnosti optimalniho mnoZstvi 0,0012 mol.I"!
zephyraminu. V pfitomnosti zephyraminu se ruSici vliv na fluorescenci komplexu vyrazné
zvysil v negativnim smyslu, viz obr. 42.

Trojmocné Zelezo bylo zredukovano kyselinou askorbovou na Fe?*, aviak v tomto ptipadé
se neprojevil vyznamny pokles negativniho ruSiciho vlivu, ruSeni se sniZilo pouze o zhruba
4 %, pticemz v pfedchozim pfipad€ v nepfitomnosti zephyraminu se zhdSen{ sniZilo 0 49 %.

Vliv A, ktery v komplexu s kyselinou 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou vyraznd
fluoreskuje a rusi stanoveni Sc™ nelze odstranit ani maskovdnim malou koncentraci NaBF4
(pfi rizné koncentraci kyseliny borité), protoZe se snizuje také fluorescence komplexu Sc™**.
JelikoZ fluorescence komplexu skandia s €inidlem je sniZena o 25 % jiZ v molarnim pomé&ru
Sc: F = 1:1, pficemz fluorescence komplexu hliniku s €inidlem je sniZovdna aZ v poméru
1:100, a to 0 22 %. Pouzitelnd koncentrace fluoridu tedy byla pouze v molarnim poméru Sc:F
= 1:1. V tomto poméru vSak dochdzi k anomalnimu nartstu fluorescence komplexu hliniku
patrné tvorbou terndrniho komplexu Al-L-F. Tento zptsob maskovéni Al** je pii stanoveni
Sc** nepouZitelny.
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Fe(ll)

% zmeéna fluorescence

Obr. 42: Interference danych iontii na fluorescenci komplexu S’ a kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové. Koncentrace Sc™* 1,11-10° mol.l'!
(0,5 ,ug.ml'l )a1,11-10% mol.lI” kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové za optimdlnich podminek a v pritomnosti 0,0012 M zephyraminu. Ciselnd
hodnota nad sloupcem oznacuje pokles intenzity fluorescence komplexu.
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5.2. Zakladni porovnani reakce Sc®* s 8-Hydroxychinolin-5-sulfonovou
kyselinou a reakce Sc** s morinem (3,5,7,2 “,4"-pentahydroxyflavon)

5.2.1. Excita¢né fluorescencni spektra

Pii reakei Sc** s morinem vznik4 zelend fluoreskujici komplex pti pH 2,5 — 3 ve vodném
prostiedi i v pfitomnosti ethanolu. Excita¢ni spektrum méd maximum pfii vlnové délce 410 nm
a fluorescen¢ni spektrum vykazuje maximdlni hodnotu pfi vlnové délce 493 nm. Poloha
maxim neni ovlivnéna koncentraci ¢inidla, ethanolu ani ¢asem.
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Obr. 43: Zavislost excitacnich a emisnich spekter na ménici se koncentraci skandia.
Zobrazena jsou excitacni (a) a emisni (b) spektra komplexu skandia v pritomnosti
2,22-10" mol.I"" morinu, E = 505 V pri pH 2,5.

1-1 ,ug.ml'], 2-08 ,ug.ml'], 3-06 ,ug.ml'], 4-04 ,ug.ml'], 5-02 ,ug.ml'], 6-0 ,ug.ml']

K vyhodnoceni dalSich méfeni byly pouzity pouze hodnoty maxima fluorescence pfii
493 nm. Na spektrofluorimetru byla také vZdy nastavena excitacni a emisni vinovd délka
410 nm a 493 nm.
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Obr. 44: 3D excitacné emisni spektrum komplexu 1,11 107 mol.l" (0,5 ,ug.ml'l) S’ a
1,11-107 mol.I"" morinu, E = 545 V a pri pH 2,5.

5.2.2. Vliv pH roztoku

Pro zjisténi optimalniho pH reakce skandia s morinem byla poméfena fluorescence roztoku
o koncentraci skandia 1,1 1-10”° mol.l"! 0,5 ug.ml'l) al,l 1-10* moL.I"" morinu pfi ruzném pH.
pH roztoki bylo upravovano pridavkem zifedéného roztoku hydroxidu sodného a zfedéného
roztoku kyseliny chlorovodikové.
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Obr. 45: Zavislost maxima fluorescence komplexu na pH. (1) 1,11 10° mol.l’’ (0,5 ,ug.ml'l)
Sc™* a 1,11-107 mol.l morinu, E = 525 V, (2) 1,11-10° mol.l’ (0,5 ug.ml”) Sc¢™* a
5,56-10° mol.lI" morinu, E = 530 V. (3) a (4) pozadi pro pH kiivky je prakticky totoZné pro
moldrni 10ndsobek tak i Sndsobek cinidla pri danych napétich.

Nejvyssi fluorescence komplexu skandia s morinem nastava pfi pH = 2,5 pro 10ndsobné
koncentraci Cinidla, coZ bylo potvrzeno v literatufe. Pro Sndsobnou koncentraci Cinidla
dochdzi k nejvétsi intenzité fluorescence pii pH = 3. Vzhledem k tomu, Ze optimalni nadbytek
Cinidla byla 10ndsobnd koncentrace Cinidla vzhledem ke kovu, bylo zvoleno optimdlni
pH 2,5. Toto pH bylo pouZzito pfi vSech dalSich méfenich.

5.2.3. Zavislost fluorescence komplexu Sc* a morinu na &ase

Byl pfipraven roztok o koncentraci skandia 1,11-10° moll™ (0,5 pg.ml™) a morinu o
koncentraci 1,11-10 mol.I"! pii pH 2,5. Fluorescence komplexu byla prométena v 3D grafu.
Fluorescence byla méfena hned po namichdni roztoku, poté byla proméfovdna po dobu
ptiblizn€ dvou hodin. Intenzita fluorescence roztoku byla porovnina s tim samym roztokem
po dvouhodinovém ozafovdni a tim samym roztokem, ktery stdl dvé hodiny ve temnu.
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Obr. 46: 3D Casové spektrum komplexu 1,11-10° mol.I"' (0,5 ,ug.ml'l) S a 1,11-10% mol.l”’
morinu, E = 525V a pri pH 2,5.

-
§ 0
s L
o ", 3
)} —
— —]
S o 3
m .

0__

L
N
O
m ©
3,
)
128
0
-
-~
DD T T T T T T
30 !

0 7172.2
Time

Obr. 47: 3D Casové spektrum komplexu 1,11-10° mol.I"' (0,5 ,ug.ml'l) S a 1,11-10% mol.l”’
morinu, E = 525V a pri pH 2,5. Tenty? obrdzek jako vyse, pouze z jiné perspektivy.

Fluorescence komplexu je konstantni hned po namichédni roztoku minimalné po dobu dvou

hodin. JestliZe je vzorek neustdle ozafovan nedochdzi k zddné zmeéné fluorescence. TaktéZ ani
u roztoku, ktery byl po dobu dvou hodin uchovdvan ve tmé. V ndsledujicich méfenich byla
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fluorescence méfena az po dvou hodinéch, z toho divodu, aby mohla byt namichéana celd sada
roztoku.

5.2.4. Vliv ethanolu

Byl sledovédn vliv koncentrace ethanolu v rozmezi 11 az 100 % (v/v) na fluorescenci
komplexu Sc* pfi koncentraci 1,1 1-10° mol.I" (0,5 pg.ml'l) a1,11-10* mol.I"" morinu.
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Obr. 48: Vliv koncentrace ethanolu na intenzitu fluorescence komplexu St 1,11-10° mol.I”!

(0,5 ,ug.ml'l) a 1,11-10% mol.l" morinu v pritomnosti ménici se koncentrace ethanolu 11 aZ
100% (v/v) pripH 2,5 a E =480 V.

Bylo zjisténo, Ze fluorescence komplexu Sc* s morinem pii koncentraci 1,1 1-10”° mol.I"
(0,5 ug.ml™) Sc®* a koncentraci 1,11-10* molI" morinu pii pH = 2,5 linedrné roste
s koncentraci ethanolu az do 68 % (v/v). Pii této koncentraci je fluorescence prfiblizné
Ctytikrat vyssi nez v 11 % (v/v) ethanolu, kterd byla pouZivdna pti dalSich méfenich. Pfi
dalS§im zvySovani koncentrace ethanolu jiZz dochdzi k vyraznému poklesu intenzity
fluorescence.

5.2.5. Vliv koncentrace ¢inidla

Pro zji§téni optimalniho nadbytku g&inidla pro tvorbu komplexu Sc®* s morinem byla
promeétena fluorescence 1,1 1-10”° mol.I" (0,5 ug.ml'l) Sc®* a morinu o koncentraci v rozmezi
0,5 aZ 30 ndasobného moldrniho nadbytku Cinidla a konstantniho obsahu 33 % ethanolu v
roztoku. Vzhledem k tomu, Ze ethanol zvySuje fluorescenci, byla koncentrace ethanolu
konstantni a byla zvolena na 33 %, protoZe pii 30ndsobném moldrnim nadbytku cinidla je
v roztoku 33 % ethanolu.
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Tab. 9: Pomér moldrnich koncentraci ¢inidla ke Sc°* a odpovidajici koncentrace ¢inidla

pomér C¢inidla (mol.l'l)
1:05 5,56-10-6
1:1 1,11-10°
1:2 2.22.10°
1:5 5,56-107
1:10 1,11-10™
1:15 1,67-10™
1:20 2.22-10"
1:30 3,34-10*
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Obr. 49: Vliv koncentrace Ccinidla na fluorescenci cheldtu S a 5,56-10-6 mol.l' az

3,34-10* mol.lI"" morinu pripH2,5a E=490V.

Pfi konstantni koncentraci ethanolu 33 % je fluorescence komplexu nejvyS$si pii 10

moldrnim nasobku &inidla. Optimalni koncentrace morinu je tedy 1,11-10™ moL.I".

5.2.6. Kalibra¢éni zavislost

Kalibraéni funkce byla striktng linedrni v rozsahu 0,1 — 1 pg.ml™ Sc** v piitomnosti 22 %
(je to nejnizsi nutnd koncentrace ethanolu v roztoku, ktery je pfitomny v roztoku cinidla)

ethanolu a koncentraci Cinidla 2,22- 10 mol.I"
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Obr. 50: Kalibracni zdvislost 0,1 — 1 ,ug.ml'l Sc** s intervaly spolehlivosti. Koncentrace
morinu 2,22-10% mol.lI"’, E = 505 V pfi pH 2,5

5.2.7. Prvni derivace excita¢né fluorescencnich spekter komplexu

Byla naméfena a vyhodnocena i spektra prvni derivace excitacnich i emisnich spekter, tato
data byla naméfena za stejnych optimdlnich podminek jako normdlni spektra ptislusné
kalibra¢ni funkce, pfiemZ Amaxem) = 509 nm a Amaxex) = 470 nm. Derivaéni spektra byla
vyhodnocena taktéZ metodou peak to peak.
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Obr. 51: Prvni derivace excitacnich (a) a emisnich (b) spekter komplexu pri ménici se
koncentraci skandia v pritomnosti 2,22-10 mol.I" morinu, E = 505 V pri pH 2,5.
1-1 ,ug.ml'], 2-08 ,ug.ml'], 3-06 ,ug.ml'], 4-04 ,ug.ml'], 5-02 ,ug.ml'], 6-0 ,ug.ml']
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Obr. 52: Kalibracni zdvislost ze spekter prvnich derivaci piivodni kalibracni zdvislosti
komplexu ziskand metodou peak to peak.
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Tab. 10: Regresni rovnice pro kalibracni funkci a jeji prvni derivace je uvedena v tabulce i
s vypocCtenymi detekCnimi limity.

detek¢éni limit detekéni limity
kalibracni zavislost regresni rovnice podle IUPAC podle Grahama
(ug.ml™) (ug.ml™)
zékladni y = 25,813x + 3,2706 Xy = 0,01 ED =0.03
X"p=0,09
P X% =0,04
prvni derivace y =1,1809x + 0,1959 X, = 0,06 XBD ~0.12
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5.3. Zakladni porovnani reakce Sc®* s 8-Hydroxychinolin-5-sulfonovou
kyselinou a reakce Sc** s lumogallionem (5-chloro-3-[(E)-(2,4-
dihydroxyfenyl)azo]-hydroxybenzensulfonova kyselina)

5.3.1. Excita¢né fluorescencni spektra

Pfi reakei Sc™* s lumogallionem vznikd oranzové fluoreskujici komplex pii pH 5 — 5,5 ve
vodném prostedi. Excitacni spektrum md maximum ve viditelné oblasti pti vlnové délce
497 nm a fluorescencni spektrum vykazuje maximdlni hodnotu pfi vlnové délce 604 nm.
Poloha maxim neni ovlivnéna koncentraci Cinidla ani Casem. Samotné Cinidlo vSak také
fluoreskuje. Jeho emisni maximum je pfi vlnové délce 585 nm.
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Obr. 53: Zavislost fluorescence na ménici se koncentraci skandia. Zobrazena jsou excitacni
(a) a emisni (b) spektra komplexu skandia v pritomnosti 5,56-10° mol.I” lumogallionu,
E =845V pri pH 5.

1-1 ,ug.ml'], 2-08 ,ug.ml'], 3-06 ,ug.ml'], 4-04 ,ug.ml'], 5-02 ,ug.ml'], 6-0 ,ug.ml']

K vyhodnoceni dalSich méfeni byly pouzity pouze hodnoty maxima fluorescence pfii

vlnové délce 604 nm. Na spektrofluorimetru byla také vZdy nastavena excitaCni a emisni
vlnové délka 497 nm a 604 nm. Za téchto podminek E > 845 V fluoreskuje i samotné €inidlo.
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Fluorescence

Obr. 54: 3D excitacné emisni spektrum komplexu 1,11 107 mol.l" (0,5 ,ug.ml'l) S’ a
5,56-10° mol.I"! lumogallionu pri napéti 870 V a p¥i pH 5.

5.3.2. Vliv pH roztoku
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Obr. 55: Zavislost maxima fluorescence komplexu na pH. (1) 1,11 10° mol.l’’ (0,5 ,ug.ml'l)
Sc™* a 5,56-10° mol.lI" lumogallionu, E = 970 V, (2) 1,11-10° mol.I"' (0,5 ug.ml™) Sc’* a
1,11-107 mol.I” lumogallionu, E = 970 V. (3) a (4) odpovidaji pozadim pro pH krivky jak pro
moldrni 10ndsobnou tak i Sndsobnou koncentraci cinidla p¥i daném napéti.

V obr. neni od namérenych pH krivek pozadi krivek odecteno.
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Fluorescence komplexu skandia 1,11-10'5 mol.I"! 0,5 ug.ml'l) S 5,56-10'5 mol.l! a
s 1,11-10" mol.I”! lumogallionem je maximélni pii pH = 5, jak pro 10ndsobnou molarni
koncentraci €inidla, tak i pro Sndsobnou molédrni koncentraci Cinidla. VSechna ostatni méfeni
tedy probihala pfi pH = 5.

5.3.2. Zavislost fluorescence komplexu Sc** a lumogallionu na &ase

Byl pripraven roztok o koncentraci skandia 1,11-10” mol.1" (0,5 pg.mlI™) a lumogallionu o
koncentraci 5,56-10° mol.I"". Fluorescence komplexu byla proméfena v 3D grafu po dobu
dvou hodin. Byla také porovndna fluorescence roztoku po dvouhodinovém ozatfovéni s
roztokem, ktery byl ponechan dvé¢ hodiny v temnu.

28.5

10

Fluorescence
0

Obr. 56: 3D casové spektrum komplexu 1,11-10° mol.I"' (0,5 ,ug.ml'l) Sc** a4 5,56-10° mol.I”’!
lumogallionu, E = 950 V a pri pH 5.
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Obr. 57: 3D Casové spekirum komplexu 1,11-10° mol.I" (0,5 ug.ml’) S a.5,56.10° mol.I”!

lumogallionu, E = 950 Va pri pH 5. Stejny obrdzek jako obr. 54 pouze poufita jind
perspektiva.

Fluorescence komplexu s Casem mirné vzriists, Jestlize je vzorek neustile ozafovin po
dobu dvou hodin dochazi k nértstu fluorescence 0 15 %. U téhoz roztoku uchovaného po

dobu dvou hodin ve tmé& dochdzi k nardstu fluorescence dokonce o 18 %. Presto byla
fluorescence v§ech roztok(i méfena a¥ po dvou hodinéch.

5.3.3. Vliv koncentrace ¢inidla

Pro zjisténi optimdlniho nadbytku ¢inidla pro tvorbu daného komplexu byla prométena

fluorescence 1,11-10”° mol.1"! (0,5 pg.ml™) Sc** a lumogallionu v rozmezi 0,5 a7 20 nisobném
moldrnim nadbytku.

, Lo P 3 v .
Tab. 11: Pomér moldrnich koncentraci cinidla a S¢°* a odpovidajici koncentrace Cinidla

pomér Cinidla (mol.l'l)
1:05 5,56-10-6
1:1 1,11-107
1:2 2,22:107
1:5 5,56-10°
1:10 1,11-10°
1:15 1,67-10*
1:20 2,22.10™
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Obr. 58: Vliv koncentrace Ccinidla na fluorescenci (1) komplexu St 1,11-10* mol.l”’
(0,5 ,ug.ml'l ) a 5,56-10° mol.l" az 2,22-10* mol.I"! lumogallionu (2) fluorescence samotného
lumogallionu v rozmezi 5,56-10° mol.lI'" az 2,22-10% mol.l" (3) AF komplexu st 1,11-10*
mol.I'" (0,5 ,ug.ml']) a 556-10° mol.l' az 2,22-10* mol.I"’ lumogallionu; pri pH 5 a E =
950 V.

Nejvyssi fluorescenci md komplex v pfitomnosti 2 az 5 ndsobného molarniho nadbytku
Ginidla pro koncentraci S¢®* 0,5 pg.ml™. Béhem méfeni byly pro kaZdou koncentraci ¢inidla
zmeéfeny 1 intenzity fluorescence samotného Cinidla, do grafu byla vynesena jak fluorescence
samotného Cinidla tak 1 rozdil AF. Ac¢koliv se po odecteni fluorescence samotného Cinidla jevi
jako optimdlni molarni nadbytek dvoundsobna koncentrace €inidla. Byl ponechan pro dalsi
méfeni Smoldrni nadbytek &inidla (1,11-10* mol.I"! lumogallionu).

5.3.4. Kalibraéni zavislost

Kalibracni zdvislost bylo naméfena pro rozsah koncentraci Sc™ od 0,1 — 1 ug.ml'l,
zméfend zdvislost byla rovnéz linedrni. Koncentrace cinidla 1,11-10™ mol.lI" (5Smoldrni
nadbytek vzhledem ke koncentraci skandia).

63

0,25



30

27 —
24 - y = 15,925x + 12,085
R%=0,9914
21 -
18 -
HMIS
w 15 - DMIS
12 e DATA
+ XDa
9 + XDb
6 i
3 |
0 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

¢ (ug.ml™)

Obr. 59: Kalibracni zavislost s intervaly spolehlivosti pro 0,1 — 1 ,ug.ml'] St a lumogallionu
1,11-10* mol.lI” pripH=5a E =845 V.

5.3.5. Prvni derivace excitacné fluorescen¢nich spekter komplexu

Spektra prvni derivace excitacnich 1 emisnich spekter byla naméfena za stejnych
optimdlnich podminek za jakych byla méfena normdlni spektra. Pfi¢emzZ Apaxem) = 645 nm a
)\z[nax(ex) = 565 nm.
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Obr. 60: Prvni derivace excitacnich a emisnich (b) spekter komplexu s ménici se koncentract
skandia v pritomnosti 5,56-1 0” mol.I” lumogallionu p¥i E = 845 V pri pH 5.
1-1 ,ug.ml'], 2-08 ,ug.ml'], 3-06 ,ug.ml'], 4-04 ,ug.ml'], 5-02 ,ug.ml'], 6-0 ,ug.ml']
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Obr. 61: Kalibracni zdvislost ze spekter prvnich derivaci piivodni kalibracni zdvislosti
komplexu ziskand metodou peak to peak.

Tab. 12: Kalibracni zdvislost a prvni derivace této zavislosti

detek¢éni limit detekéni limity
kalibracni zavislost regresni rovnice podle IUPAC podle Grahama
(ug.ml™) (ug.ml™)
zéakladni y =15,925x + 12,085 Xp=0,157 ;D =004
’ ’ ’ X"'p=0,13
a
prvni derivace y =0,5303x + 0,3363 Xp=0,154 iﬁi : 8:2(7)

V piipadé lumogallionu se detek¢ni limit vypocitany podle TUPACu téméf shoduje u
normdlni kalibracni funkce a jeji prvni derivace. Detek¢ni limity podle Grahama se u derivace
opét zvysily. Derivace byla vyhodnocena opét metodou peak to peak.
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5.4. Aplikace stanoveni S¢’* s pouZitim 8-hydroxychinolin-5-sulfonové
kyseliny na riuzné typy vod

5.4.1. Optimalizovany postup

Do kadinky 25 ml se ke vzorku vody napipetuje poZadovany objem standardniho
pridavku. PFidd se 1,6 ml 1,78-10° moll" kyseliny 8-hydroxychinolin-5-sulfonové, po
promichéni se objem roztoku upravi piiblizné na 20 ml destilovanou vodou. Nésleduje
upraveni pH na hodnotu 4,5 pomoci zfedénych roztokii hydroxidu sodného a kyseliny
chlorovodikové. Upraveny roztok se kvantitativné prevede do odmerné bariky a doplni na
objem 25 ml destilovanou vodou. Po dvou hodinéch je zméfena fluorescence pii Aex = 362 nm
a Aem = 503 nm, pfi laboratorni teploté 20°C.

Pfirozeny obsah Sc™ v jednotlivych vodich je pod detekénim limitem pfi pouZiti
fluorescence, proto bylo pouzito n€kolik standardnich ptidavku.

Nameétené hodnoty fluorescence byly pifepoCteny na teoretickou hodnotu kalibracni kiivky

v destilované vod¢ s pouZzitim vztahu:

b
F=-.F

b (10)
kde by a b, jsou smérnice pro destilovanou vodu a analyzovanou vodu a F” jsou namérené
hodnoty fluorescence pro analyzovanou vodu.

Vysledna koncentrace Sc™ v roztoku, pak byla vypoctena z teoretické kalibracni zavislosti,
pficemz u vSech kalibra¢nich zdvislosti bylo pfed vypoctem odecteno pozadi.

Druhy zptsob vyhodnoceni je vypocet koeficientu, ktery se v piipadé destilované vody
rovna 1, ¢im vice se bude hodnota koeficientu liSit, tim vice se stanoveni v redlném vzorku
vody lisi od stanoveni Sc®* v destilované vodé v disledku vlivu matrice a dochézi k chybé¢
stanoveni.

Vypocet koeficientu je podle vztahu:

k=L

F (15)
kde F~ je fluorescence roztoku ve vzorku vody a F je fluorescence roztoku v destilované vodé.
Funkce byly linedrni v rozsahu 0,1 — 1 pg.ml”. Byly namé&feny &tyibodové kalibragni
kfivky. Kazd4 koncentrace byla zmétena tfikrdt a vyhodnoceni bylo provedeno z kalibracni
kfivky po pfidani standardniho piidavku pro dany druh analyzované vody.
V jednotlivych vodéch byly stanoveny makroelementy metodou ICP-AES

Tab. 13: Koncentrace béZnych makroelementut urcené pomoci ICP-AES.

) Potok Mineralni Voda
mg.l’ Jestédka 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 - -
Al 0,3612 0,400 -
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Obr. 62: Kalibracni zdavislosti pro jednotlivé vody pri stejnéem E = 700 V. (1) Minerdlni voda
Rdjec, (2) teoretickd kalibracni zdvislost v destilované vodé, (3) Voda z Tatranského Plesa,
(4) Potok Jestédka.
Tab. 14: Redlnd hodnota Sc’* ve voddch pri daném standardnim pridavku, vypocitand pomoci
vySe uvedeného vzorce a z teoretické kalibracni zdvislosti v destilované vodé“:
Mineralni Voda
Sc ( ug.ml'l) Potok Jestédka % . % z Tatranského %
voda Rajec
Plesa
1 1,347+0,015 135+1,5 | 0,921+0,019 92+2 0,987+0,003 99+0,3
0,7 1,145+0,058 16448 0,585+0,014 84+2 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 394410 | 0,036+0,012 36+12 0,083+0,003 83+3

a vyhodnoceno podle Deana-Dixona ze tri hodnot pro kaZdy pridavek

Tab. 15: Vypoctené hodnoty koeficientit pro jednotlivé standardni pridavky St

druzich vod:

v riznych

Se (ug.ml'l) Destilovana Potok Mineralni . Ta‘t:;iaskéh
voda Jestédka voda Rajec
0 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 podrobné studovano fluorimetrické stanoveni s 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou
kyselinou (8-HQS). Pro porovnani bylo provedeno také zikladni zhodnoceni reakce Sc**
sdvéma vybranymi Cinidly morinem (3,5,7,27,4"-pentahydroxyflavon) a lumogallionem
(5-chloro-3-[(E)-(2,4-dihydroxyfenyl)azo]-hydroxybenzensulfonova kyselina).

Kyselina 8-hydroxychinolin-5-sulfonova vytvaii rozpustné komplexy vétsiho poctu kovu:
Mg*, Zn**, Cd*, Ce™ a AI’* [37,38), které v optimélnich podminkéch fluoreskuji, pri¢emz
samotné Cinidlo nevykazuje Zddnou fluorescenci v Sirokém rozmezi pH 1-12.

Optimdlni pH pro komplex Sc™ s 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou kyselinou je 4,5 pro
5ndsobny moldrni nadbytek ¢inidla (1,11.10 mol.I™). Vznikd zelen& fluoreskujici komplex
s excitatnim a emisnim maximem 362 nm a 503 nm. Tento komplex vykazuje konstantni
fluorescenci v pribéhu minimélné dvou hodin.

Kalibracni zdavislosti komplexu maji za raznych podminek striktn€ linearni pribéh
v rozsahu 0,05 — 1 ug.ml'l. Kalibrac¢ni funkce byly vyhodnoceny podle Dean-Dixona [46],
Grahama [26] a IUPACu [30] v¢etné detekéniho limitu. Byla vyhodnocena i prvni derivace
kalibracnich funkci metodou peak to peak. Bohuzel vyhodnoceni kiivek prvnich derivaci

Bylo zjisténo, Ze kationtové tenzidy vyraznym zpusobem zvySuji intenzitu fluorescence
komplexu, s vyjimkou tenzidi na bazi pyridinu. Maximdlni vliv takovych tenzidi byl
pozorovdn uZz v submiceldrnich koncentracich. Nejvyrazné€jsi efekt byl pozorovdn pro
zephyramin, u kterého doSlo k vyznamnému zvySeni smérnice kalibracni zavislosti a to
7,75krat vici zavislosti bez tenzidu. U komplexu v pfitomnosti zephyraminu byl pozorovan
maly bathochromni posun u excitaéniho maxima o 25 nm na 387 nm, u emisniho maxima se
Zadny posun neprojevil. U aniontovych tenzidii dochazi také k iplnému zhaseni fluorescence
komplexu, a to uz po pfidani minimdlntho mnoZstvi tenzidu. U neiontovych tenzida
nedochdzi témef k Zadné zmene fluorescence, jejich vliv je nevyznamny.

Metodou kontinudlnich variaci bylo zjiSténo, Ze v pfitomnosti kyseliny 8-hydroxychinolin-
sulfonové vznikd komplex ve stechiometrickém pomeéru Sc:LL = 1:1. Po pfidani 0,0012 mol.I"!
zephyraminu, vznika jiny neutrdlni komplex s moldrnim pomérem komponent Sc:L = 1:3.

?H komplex 1:3 S03
komplex 1:1 op=s=—o0
X .
N | 3T
| T/
N~
| Se—©
Sc**—0 3

Pro dpravu pH byly také pouzity Ctyfi rizné tlumivé systémy, které vSak vyrazn€ snizovaly
intenzitu fluorescence komplexu. Pro hexamethylentetramin v koncentraci 0,05 mol.I"! byl
negativni vliv na fluorescenci nejnizsi. Proto byla také pro tento tlumi€ sestrojena kalibracni
zavislost, kterd ma linedarni prabéh, ovsem citlivost systému klesla o 30%. Také byl tlumic
pouZzit i v pfitomnosti zephyraminu, sestrojend kalibra¢ni zdvislost opét ukdzala pokles
citlivosti metody o 30%. Proto bylo nadédle pH upravovano pomoci zfedénych roztokt NaOH

a HCL
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Fluorimetrické stanoveni Sc** s 8-HQS rusi vetsi pocet kationti a aniontdl, jejich
interference byla podrobné sledovdna. Jako nejvEét§imi negativnimi interferenty se projevily
Fe* (v moldrnim poméru 1:5, negativni vliv Fe** lze podstatng sniZit redukci na Fe®
kyselinou askorbovou), F, PO, (v poméru 1:1). Naopak Mg**, La®, Y** fluorescenci
komplexu zvySovaly, a to v moldrnich pomérech uvedenych v obr. 40. ZvIast vyrazné
zvyseni fluorescence plisobi jiz ekvimoldrni koncentrace AI’*, kterou nelze selektivné
maskovat. V piitomnosti lehkych lanthanoidd (Ce, Pr, Nd, Sm, Eu, Gd) doslo k poklesu
fluorescence v molarnim pomeéru 1:10 v priméru o 10 %. Rusici vliv byl provéfen i v systému
s pfitomnosti zephyraminu. V tomto pfipad€¢ dochdzi k vyrazn€jSimu zhaSeni fluorescence nez
v systému bez piitomnosti tenzidu, jak je patrné z obr. 41. Zde se jiz zddné zvySeni
fluorescence u Zddného prvku neprojevilo.

Pro porovnani reakce Sc™ s 8-HQS bylo provedeno pouze zdkladni studium reakce Sc*
s morinem (3,5,7,2°,4 -pentahydroxyflavon) a St s lumogallionem (5-chloro-3-[(E)-(2.4-
dihydroxyfenyl)azo]-hydroxybenzensulfonova kyselina). V pfitomnosti morinu vznikd zelené
fluoreskujici komplex pii pH 2,5 sexcitatnim maximem 410 nm a s emisnim maximem
493 nm. Fluorescence komplexu se neméni minimdln€ po dobu dvou hodin. Optimélni je
10ndsobny molédrni nadbytek cCinidla. Zavislost fluorescence na ethanolu linedrné stoupd do
koncentrace 68% (v/v), pifi vySS§im obsahu ethanolu dochdzi k vyraznému poklesu
fluorescence komplexu. Kalibracni zavislost komplexu je rovnéz linedrni v rozsahu 0,1 —
1 pg.ml™,

V ptitomnosti lumogallionu vznikd oranzové fluoreskujici cheldt pfi optimalnim pH 5,
s excitatnim maximem 497 nm a semisnim maximem 604 nm. Intenzita fluorescence
s Casem mirn€ stoupd. Optimadlni je Snasobny molarni nadbytek Cinidla vici kovu. Kalibracni
zavislost je opét linedrni v rozsahu 0,1 — 1 ug.ml™. Lumogallion je nevhodnym &inidlem pro
Sc™, i kdyz vykazuje linearni prabéh kalibra¢ni funkce pro stejny rozsah koncentrace Sc™.
Vykazuje totiz sim pomeérné vyrazné fluorescencni pozadi pfi Aem = 585 nm. Je to zplisobeno
vysokym napétim E>845 V, které bylo nutné pouZzit pro malou fluorescenci vlastniho
komplexu.

Tab. 16: Meze detekce vypoctené ze zdkladnich kalibracnich funkci pro studovand cinidla

8-hydroxychinolin-5- . .
P ) morin lumogallion
sulfonova kyselina
napéti 700 V 505V 845V
regresni rovnice y =48,499x + 2,4661 y =25,813x +3,2706 | y=15,925x + 12,085
pH 4,5 2,5 5
X% 0,02 0,03 0,04
X 0,07 0,09 0,13
Xp 0,005 0,01 0,16
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Tab. 17: Meze detekce vypoctené z prvnich derivaci zdkladnich kalibracnich funkci pro
stanovovand cinidla, po vyhodnoceni derivacnich spekter metodou peak to peak:

8-hydroxychinolin-5- . .
, . morin lumogallion
sulfonova kyselina
napéti 700 V 505V 845V
regresni rovnice y = 1,3884x + 0,0448 y =1,1809x + 0,1959 | y =0,5303x + 0,3363
pH 4,5 2,5 5
X% 0,02 0,04 0,07
X'y 0,06 0,12 0,20
Xb 0,02 0,06 0,15

Jak je patrné z vySe uvedenych tabulek, nejlepSi meze detekce vykazuje kyselina
8-hydroxychinolin-5-sulfonovd, kterd méd nejnizs$i detekCni limity, jak podle postupu podle
Grahama tak podle TUPACu. Ze studovanych cCinidel je kyselina 8-hydroxychinolin-5-
sulfonova vyrazné nejlepSim cCinidlem pro fluorimetrické stanoveni skandia.

Optimalizovand metoda s kyselinou 8-hydroxychinolin-5-sulfonovou byla aplikovdna na
redlné vzorky vod. Pfirozeny obsah Sc* v jednotlivych vodéch je pod detekénim limitem pfi
pouZziti fluorescence, proto byly vyhodnoceny ptimo standardni ptidavky.

Bylo zjisténo, Ze ve vodé z Tatranského Plesa a v minerdlni vodé Rajec neni pfitomno
7adné skandium. Byla potvrzena pfitomnost skandia v JeStédce v praméru
0,424+0,04 ug.ml'l, piicemz vysledek muze byt do znacné miry zkreslen piitomnosti
ostatnich prvki, které jsou ve vodé obsazeny. Pro porovnani byla provedena analyza ve vodé
béznych prvkii v makrokoncentracich metodou ICP-AES. Relativné znacné odchylky pfi
vyhodnocovani koncentrace Sc* pochédzeji od anomdlii na kalibracnich zdvislostech
v disledku zvySenych koncentraci Mg®*, Ca®*, Al**, Fe®* a jontd alkalickych kovd, pficem?
pro Mg® a AP’ vznikd rovn&Z fluoreskujici komplex s 8-HQS, piipadné dochdzi
k vyraznému zhaseni fluorescence pii nadbytku iontt alkalickych kovi a predevsim Fe’*.

Pro zvyieny vliv piitomnych makroelementd Mg?*, Ca®* alkalickych kovd, ale také Fe’* a
AI’* nelze zpravidla spolehlivé fluorimetricky stanovit Sc’* ve voddch bez predchoziho
oddéleni Sc** [18,20,51] nebo shora uvedenych makroelementu.
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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 - kritickd miceldrni koncentrace
SDS - dodecylsulfit sodny
HTMA - hexamethylentetramin
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