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ABSTRAKT

Tato diplomova prace je zamérena na mikrostanoveni kobaltu UV-VIS spektrofotometrii
organickymi Cinidly a porovnani s atomovou absorpéni spektrometrii.

V prvni ¢asti jsou podrobné popsany vilastnosti, vyskyt a vyznam kobaltu v zivotnim
prostredi, v€etné jako soucasti vitaminu B12. Pozornost je vénovana i slou¢eninam kobaltu,
zejména v oxidaénich stavech +Il a +lll. Dale jsou uvedeny metody prekoncentrace a upravy
vzorku pro stanoveni kobaltu ve vzorcich. Jsou popsany nékteré optické analytické metody
stanoveni kobaltu s dirazem na nejdulezitéjsi spektrofotometricka cinidla pro stanoveni
kobaltu.

V experimentalni ¢asti je zahrnuta optimalizace spektrofotometrického stanoveni kobaltu
s organickymi ¢inidly  4-(2-pyridylazo)resorcinolem a  2-(5-brom-2-pyridylazo)-5-
diethylaminofenolem a stanoveni kobaltu metodou atomové absorpce s elektrotermickou
atomizaci a s atomizaci v plameni.

Z redlnych vzork( vod (povrchovd, podpovrchovd, mineralni balena a odpadni) byly
vSechny proméfeny zminénymi spektrofotometrickymi Cinidly a metodou atomové absorpce.
Vysledky stanoveni byly porovnany. Vzorek vitaminu B12 byl proméfen také vsemi
zmifnovanymi metodami.

KLICOVA SLOVA
kobalt, UV-VIS spekirofotometrie, 4-(2-pyridylazo)rezorcinol, 2-(5-brom-2-pyridylazo)-5-
diethylaminofenol, AAS, vitamin B12

ABSTRACT

This diploma thesis is focused on microdetermination of cobalt by UV-VIS
spectrophotometry with organic agents and comparison with atomic absorption spectrometry.

In the first part properties, occurance and importance of cobalt in the environment are
desribed, complete with as a part of vitamine B12. Attention is also given to cobalt
compounds, especially in the oxidative states +ll and +IIl. Methods of preconcentration and
preparation cobalt determination in real samples are adduced. In this thesis are described
some optical analytical methods with accept on spectrophotometric agents for determination
of cobalt.

The experimental part of this thesis icludes optimalization of the spectrophotometric
determination of cobalt with choosen organic agents 4-(2-pyridylazo)resorcin and 2-(5-Brom-
2-pyridylazo)-5-diethylaminophenol and optimalization of atomic absorption spectrometry for
cobalt determination.

All of real samples of water (surface, underground, mineral and waste) were measured by
both 4-(2-pyridylazo)resorcin and 2-(5-Brom-2-pyridylazo)-5-diethylaminophenol via UV-VIS
and via atomic absorption spectrometry. Results of determinations were compared. A sample
of vitamine B12 was measured too by all techniques.

KEY WORDS
cobalt, UV-VIS spectrophotometry, 4-(2-pyridylazo)resorcin, 2-(5-Brom-2-pyridylazo)-5-
diethylaminophenol, AAS, vitamine B12



Martin Charuza Diplomova prace

CHARUZA, M. Mikrostanoveni kobaltu metodami molekulové a atomové absorpcni
spektrometrie . Brno: Vysoké uceni technické v Brné, Fakulta chemicka, 2012. 78 s. Vedouci
diplomové prace prof. RNDr. Lumir Sommer, DrSc..

PROHLASENI

Prohlasuji, ze jsem diplomovou praci vypracoval samostatné a ze vSechny pouzité
literarni zdroje jsem spravné a uplné citoval. Diplomova prace je z hlediska obsahu
majetkem Fakulty chemické VUT v Brné a mize byt vyuzita ke komerénim ucelim jen se
souhlasem vedouciho diplomové prace a dékana FCH VUT.

podpis studenta

Podékovani:

Na tomto misté bych rad podékoval vedoucimu mé diplomové prace, prof. RNDr. Lumiru
Sommerovi, DrSc. za ve$keré zapujcené materiély, odborné rady a vedeni této diplomové
prace, Ing. Jané Nevrlé a Mgr. Renaté Komendové, PhD. za celkovou pomoc pfi tvorbé této
diplomové prace.



Martin Charuza Diplomova prace

OBSAH
0 T 0] - 7Y I PPN 9
1.1 ODJEVENT KODAIRU ...t ee e sr e er e s s s e e 9
1.2 VYSKYE @ VIASENOSE ... e s e 9
1.3 [ZOtOPY KODAIU -..eeieeee ettt e e 11
1.4 Postaveni v periodické tabulCe PrvKll...........coociririiciiiiiiiiie it 11
1.5 Dvojmocné SIoUuCeNiny KODARU .........ccoiiiiiiiiie i 12
1.6 Trojmocné slouceniny KODaMU ............c.oooiiiiiiiiiiii e 12
1.7 o) (7= ie) o Y= 11 £ TP 13
1.8 Kobalt v biologickyCh SYStEMECH ..........ooiiiiiie e 13
1.9 RV =T (LA = 2O U PR 14
1.9.1 o] (oY o= 0 TR/ 1¥= 0 41T [V = 122 15
1.10 Nedostatek a piebytek vitaminu B12 VE&le .........c.ooeiiiiiiii e 15
1.11  Funkce vitaminu BI12 VIBIE .....eeiiiiie e a e 16
2  OPTICKE ANALYTICKE METODY STANOVENI KOBALTU. ......ccsminimsrsssssssssssssssssssssssssssssssens 17
2.1 Prekoncentrace a SeParace VZOIKU ........c.cceeieeecuriueiiiieii et eseee e s s s s 17
211 Q= | (o)< DU P 18
2.2 StANOVENT KODAIU ... e s s e e sn e e 19
2.2.1 UV-VIS SpekirofotomMEtrie .. ...coieiieie ettt 19
2.2.1.1 Faktory ovliviiujici spektrofotometrické stanoveni..............cccoccviiiininninncninns 21
22111 VIVIOZPOUSIEAIA ...t st 21
22112 VIV PH et 22
o T B TV 1V 1= o] (o] 2 OSSP 22
2.2.1.1.4  Vlivkoncentrace CiNidla...........eeeeieeeiieer e e 22
2.2.1.1.5  VIIVIONIOVE SilY..ccueiiiiie et s e ea e e er e e e sn e e 23
P2 I I TV AV =Y o Ao [V T 23
2.2.1.2 Spektrofotometricka Cinidla pro stanoveni kobaltu..............ccccoornn 23
2.2.1.2.1  4-(2-pyridylazo)r€ZOICINOL .......c..ciuiiiiiiiie ittt 23
2.2.1.2.2 2-(5-Brom-2-pyridylazo)-5-diethylaminofenol ... 24
P B T B = =Y T o111 | = OO 24
222 Stanoveni kobaltu metodou atomové absorpCni spektrometrie ..............cceeinenennnn 24
2.2.2.1 Faktory ovliviiujici stanoveni kobaltu metodou AAS ...........cccccoiiiiiin e 25
P T Y1V oo Lo | OO 25
2.2.21.2  PouZiti MOIfIKATOMT ......ecveeveeeeeeeeee e eeee ettt re e st se e e s 26
2.2.2.2 Atomova absorpéni spektrometrie s atomizaci v plameni (F AAS) ... 26
2.2.2.3 Atomova absorpcni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci (ET AAS).............. 27
2.2.3 Stanoveni kobaltu metodou ICP-OES ... 27
3 EXPERIMENTALNI CAST ...oucuieeeeececeeere e aseasssesesse e sssssese s ssssse s s sassss s sssassss s sssssasssssnas 29
3.1 PIISIr0J€ @ ZATIZENT ..ve e e e e 29
3.2 ROZtokY @ CheMIKANIE..........e e e 29
3.2.1 Analyticka ¢inidla a standard .............occooiiiiiiii 29
3.2.2 Chemikalie pro pripravu roztokG IONTU..........coieeirereee e 30
3.2.3 Dal$i pouzita rozpoustédla a chemikalie ............ccccoooiiiiiiiiiin 30
3.8  CharaKteriStKa VZOTKU .......ccceeeeeeeeeeeeeeetieete et et ee e se ettt st s e 31
3.3.1 [ T T=T = 1L TR o Yo F- TP 31
3.3.2 POVICNOVA VOO .......eeieeeee e ee ettt e et ee e e e e et ae e eeae e e e e aeeeasse s annanaeeeaesesannnnns 31



Martin Charuza Diplomova prace

3.3.3 [200Y0 P4=1 0 11 LR/ Yo F- O 31
3.3.4 (@0 [oT=To [y TIRY o o F= T PRI 31
3.3.5 V1= Ta oL = =P 31
3.4  Metodika vyhodnocCeni VYSIEAKU .......c.eceeeieeieieeieeiie ettt s 32
3.4.1 [ (010 [0 10 ToT= AT = 1 o] = L= R 32
3.4.2 Test NOMOGENItY TOZPLYIU .....oveveeeeeee ettt s 32
3.4.3 I a1 U1 OO OO PP PSPPI 33
3.4.4 [ =Y = (=) (e 33
3.4.5 [ =YAR e o141 =) 210 1= (P PR 34
3.4.6 Vypocet detekéniho limitu Millerovou metodou ..........cc.ooiieiiriiiiiii s 34
3.4.7 Vypocet detekéniho limitu podle Grahama.............cccoviriienieieci 34
3.4.8 Metoda standardnich PridavKU ..........ccccueeeuiereeeie e e erae 35
3.4.9 Urceni stechiometrie KOMPIEXU ..........ciiiiiiiiiiiie st 35

4 VYSLEDKY A DISKUZE .......cceueueeuieseesesassessesessssesssssssssssssssssssssssasssssssssas sssssssssssssssssssssssssssssssssnns 37
4.1 Spektrofometrické studium tvorby komplexu Co(Il)-PAR ... 37
411 Vliv komponent na samotné Cinidlo PAR ... 37
% O I O VA V8 =Y o] o A 2= 7= 1Y 0 1Y A YA AV R 37

o I 2V Vo) OO OO SSPT 37
4.1.1.3  VIivacetatoOvVENo PUTTU .......ccueiieee e e e 38
4.1.1.4 Vliv kationtového tenzidu SeptonNexu ..........ceeeeeriiiiiiiiiiiiiii e 38
41.2 Vliv komponent na komplex Co(ll1)-PAR ... 39
4.1.2.1  VIiv teploty @ CASOVY VYVO]....ccceiiiiiieiieaieaieiieiisise s s ss e s s s s 39
4.1.2.2 VIV PH oottt et e ea e e e eaa e r e sn e 39
4.1.2.3 Vlivkoncentrace kovu a Cinidla ...........c.eeeiriiiiiiiieie e 41

O o R 1V =Y o 4T [ [ OO 42
4.1.2.4.1 VIV SEPLONEXU .-eeueeueeniieuieeuieeteesecseessasshesstessaeess s e e e s s s as s bs e beeabees e esaesseess e e ss e s ne e e e 42
4.1.2.5  VIivacetatoOVENo PUTTU .......ccueiieeeie e 44
4.1.2.6 Vlivoxidacnich a redukénich Cinidel............cooiiiiiiiiiiiee e 44

O 2y A N 1 1o = Vo= F T 45

O o S TV [V o% 4 T TN T 11 (1 [ O 47
4.1.2.9 Metoda kontinualnich variaci komplexu CO(lll)-PAR.........ccccoi i 48

4.2 Spektrofometrické studium tvorby komplexu Co(Il)-PADAP ... 49
421 Vliv komponent na samotné €inidlo PADAP ... 49
- T TRV Vo) IO O PTPPSRPT 49
4.2.1.2 Vliv neiontového tenzidu Tritonu X-100.......cccoomeiiiiiiiiiiii e 49
4.2.1.3  VIivacetatoOVENo PUTTU .......cc.eiieeieie e e 50
4.21.4 Vliv peroxodisiranu amonnNéNO ..........cocueiiiiiriiiiiiiiiiiie e 51
422 Vliv komponent na komplex Co(ll1)-PADAP ... 52
B.2.21  CASOVY VYVOJ..eeeieieeeeeeeeeeeeeeeeeeseueseseses et eseseseseseseseseseseseseseseses s eaes s s sssessessssssasanaes 52
e RV VI o) OO OO 53
4.2.2.3 Vlivkoncentrace Cinidla a koncentrace KOVU............cccceuiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 54
4.2.2.4 Vlivoxidacnich a redukénich Cinidel...........cccooiiiiiiiiiiiiinii e 56
4.2.2.5 Vliv neiontového tenzidu Tritonu X-100........ccoomeiriiiiiiiiiii e 58
4226 VIivacetatoOVENo PUTTU .......cc.eiiieiie e s 58
oy A - 1[0 -Vt FU T T 59
4228 VIV CIZICN IONTU ...ttt ettt se e seee s saas s s s s 60
4229 Metoda kontinUAINICh VariACH .........ceeiiuiiiriiiiie e 62

4.3 Optimalizace stanoveni kobaltu metodou ET AAS...........ooii e 63
4.3.1 Optimalizace parametri pfistroje, lampy a teplotniho programu ... 63



Martin Charuza Diplomova prace

432 VIV MOAITIKATOIU ...eeeeeeeee ettt ettt e ee e e sr e e e emae e saae s neesann e 65
4.3.3 Vliv peroxodisiranu amonnéhO ..........cociiiiiiiiiie e 65
43.4 [ 1[] o) =TT PP 66
4.3.5 VIV CIZICN IONTU ...ttt ettt ee e se e se et sttt et eme e e e 67

4.4 Kalibracéni krivka pro stanoveni kobaltu metodou F AAS ..., 68
45 Analyza realnych vzorkl vod a vitaminu B12...........oooiiiiiiiriiie e 69
4.5.1 Stanoveni MEetodoU ET AAS..... ...t sse e s ee e aas 70
452 Stanoveni kobaltu metodou F AAS ... 70
453 Stanoveni kobaltu metodou UV-VIS po reakci s €inidlem PAR ...........cccoooiiiininnnee. 71
454 Stanoveni kobaltu metodou UV-VIS po reakci s Cinidlem PADAP..........c.cccccoviriinnnenns 71
45.5 Shrnuti vysledkl stanoveni kobaltu v redlnych vzorcich...........ccccocoiviiiiniiiinnnne. 72
L\ = - O 73
6  SEZNAM LITERATURY ....eeocicecccrrcctesss s smss s e sss s es s s s sass s smsssa s s sans s samssusnasssss s ssnssssnnnassnnnsnnnes 75
7  SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU.........coceeueucucececucuccceeeee e s assssasas 78



Martin Charuza Diplomova prace

UvoD

Kobalt je prvek, ktery ma nezastupitelné misto v lidském organismu, pfirodé ale
i v technickém vyuziti. V lidském organismu zastava funkci katalyzatoru nékterych reakci
a funkci centralniho atomu molekuly vitaminu B12, ktery je v lidském téle nezbytny pro zivot.
V pfirodé se nachazi v plidé a v horninach, kde doprovazi ostatni kovy jako je arsen, méd,
nikl a Zelezo. V technické praxi se vyuziva jako soucast magnetd. Z téchto oblasti m{ize vzdy
dojit ke kontaminaci pfirody a zivotniho prostredi.

Kromé antropogenni kontaminace se kobalt v zivotnim prostredi vyskytuje i pfirozené.
VétSinou jako aquakation, v némz je kobalt dvojvazny. Trojvazny kobalt se vyskytuje pouze
jako vazany na slozité organické molekuly.

Jedny z nejbéznéjsich metod, které se pouzivaji pro stanoveni anorganickych prvk( ve
slozkach zivotniho prostredi jsou metody atomové a molekulové spektrometrie. Pro metodu
molekulové spektrometrie je nutno prevést kobalt v komplex, ktery je schopen absorbovat
energii zareni. K tomuto Ucelu se pouzivaji spektrofotometricka cinidla. Dva ze zpUsobU jsou
reakce s 4-(2-pyridylazo)rezorcinolem a 2-(5-brom-2-pyridylazo)-5-diethylaminofenolem.
Pravé optimalizace téchto dvou postupu jsou néplni této diplomové prace.

DalSi casti této diplomové prace je optimalizace metody stanoveni kobaltu atomovou
absorpéni spektrometrii, jakozto konvenéné uznavanou metodou pro analyzu anorganickych
latek.



Martin Charuza Diplomova prace

1 KOBALT

1.1 Objeveni kobaltu

Slouceniny kobaltu byly po staleti vyuzivany k barveni skla, keramiky ¢&i glazury modrym
odstinem, presto k objeveni kobaltu doslo az v roce 1735 Svédskym chemikem Georgem
Brandtem. Dlkazem pouzivani kobaltu drive je to, Ze kobalt Ize nalézt v egyptskych soskach
a v koralcich perskych nahrdelnikGl ve 3. stoleti pred Kristem. Dale byl kobalt detekovan
i ve skle nalezeném v Pompejich, v porcelanu za dob dynastii T'/Ang a Ming. V 16. stoleti byl
poprvé pouzit nazev Kobolt pro rudy obsahujici Méd a Arsen. Tyto rudy byly zbarveny
do modra a George Brandt pozdéji urcil, Ze modré zbarveni zpUsobuje pravé kobalt. Brandt
izoloval velmi necisty kov a nazval jej ,cobalt rex‘. V roce 1780 T. O. Bergman pozdéji urcil
ze se jedna o novy prvek.

Nazev kobalt pochazi z némeckého slova kobolt, znacici ,skfitek* nebo ,zly duch®. Toto
oznaceni se pouzivalo v severskych zemich Evropy, kde se kobalt vyskytoval v rudach
s arsenem. Tyto rudy se tehdejSimi technologiemi nedaly hutnicky zpracovat na o€ekavany
kov a tavenim vznikaly jedovaté vypary As,Og, mistni hornici to povazovali za schvalnost
ze strany zlych duchl nebo skfitkd. [1]

1.2 Vyskyt a vlastnosti

Kobalt je esencialni stopovy prvek, ktery je Siroce rozSifeny v prirodé. Hlavni vyskyt
kobaltu predstavuji rudy kobaltin (CoAsS) a smaltin (CoAs,). Déle se nachazi zejména
v Cedicovych mineralech obsahujici pfevazné zelezo a hofCik. Distribuce kobaltu
v CediCovych minerdlech zavisi na struktufe Fe-Mg mfizky. V zulovych horninach se kobalt
vyskytuje a ma stejné vlastnosti jako horéik. V sedimentovanych horninach se vétsina
kobaltu vyskytuje v jilovitych frakcich a opét doprovazi zelezo a hor€ik. [2]

Kobalt je na Zemi rozptyleny a tvori pouze 0,001 % zemské kury. Nalezen muze byt jak
v pozemskych tak v meteoritickych rudach, kde doprovazi nikl, avéak v malych mnozstvich.
Dale se nachazi v atmosfére slunce a jinych hvézd. Vétsinou doprovazi jiné prvky v pfirodni
vodé, v pudach, rostlinach a zivocisich. Stopy kobaltu jsou pfitomny v mnoha rudach médi,
stfibra, niklu, zinku, manganu, arsenu. Kobalt je zkoncentrovan a vyextrahovan z téchto rud
a je ziskavan jako vedlejsi produkt. [3]

Ve vodé se nachazi jako organicky vazany ve vitaminu B12 a v kalech z biologického
¢isténi odpadnich vod. Kobalt ve vodé muze pochazet i z antropogenniho znedcisténi,
zejména se jedna o odpadni vody z metalurgického prdmyslu a galvanického pokovovani,
kde je pritomen zejména ve formé komplex(. Kobalt ma schopnost tvofit mnoho
komplexnich slou€enin, zejména hydrokomplexy a komplexy s huminovymi latkami.

Ve vodach se kobalt stanovuje pomérné vyjimecné. [4]

Kobalt je stfibroleskly kov s odstinem do modré. Podoba se zelezu. Spolu s niklem
a zelezem je feromagneticky za normailni teploty a ma nejvyssi znamou Curriovu teplotu
u kovu a slitin (1121 °C). Ma ponékud nizsi teplotu tani nez Zelezo ale tvrdosti a pevnosti
pred¢i zelezo i ocel.

Kompaktni kobalt je stabilni na vzduchu i ve vodé. V jemné rozptyleném stavu je pyroforni.
mnohem obtiznéji nez zelezo se rozpousti ve zfedénych kyselinach, napf. chlorovodikové
a sirové, coz odpovida jeho postaveni v elektrochemické fadé napéti vpravo od zeleza
(standardni elektrochemicky potencial je -0,28 V). Ve zfedéné kyseliné dusicné se kobalt
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rozpousti velmi snadno, avSak koncentrovanou kyselinou dusi¢nou se pasivuje stejné jako
zelezo.

Pokud je kobalt zahfivan na vzduchu oxiduje se a shofi v bilém zaru na Co;0O4. Nad
teplotou 900 °C je kobalt oxidovan na CoQO. Pfi zahfivani se slu€uje s jinymi prvky za vzniku
plamene (napf. se sirou, fosforem, arsenem, antimonem, cinem a zinkem). S kiemikem pfi
taveni tvori vice slou€enin. S dusikem se nesluCuje ani za vysoké teploty, avSak s borem
ano. VUci dusiku a vodiku je inertni. Snadno se slu€uje s halogeny. [5]

Kobalt se vyskytuje ve dvou alotropickych modifikacich o a B. Modifikace o ma
hexagonalni tésné usporadani mrizky a je stala pod 417 °C. Nad touto teplotou je naopak
stabilni pouze modifikace B , ktera ma kubickou plodné centrovanou mfizku. Modifikaci B lze
stabilizovat pfidavkem zeleza a existuje ¢asto i za normalni teploty i proto ze prechod mezi
jednotlivymi modifikacemi je obecné pomaly. [3]

Konkrétni hodnoty jednotlivych vlastnosti kobaltu jsou uvedeny v tabulce €.1 [5, 6]

Tabulka ¢. 1: Vlastnosti kobaltu

Vlastnosti kobaltu
nazev znacka | jednotka | hodnota
Atomové Cislo N - 27
Atomova hmotnost A | g-mol' | 589332
Paulingova elektronegativita ¥ - 1,8
Hustota (20 °C) p | g-em® 8,9
Teplota tani b °C 1495
Teplota varu t, °C 3100
Réadius van der Waalsovych sil ry nm 0,125
lontovy radius +I| lion nm 0,078
lontovy radius +lI| lon" nm 0,063
pocet izotopll - - 8
Elektronova konfigurace - - [Ar] 3d” 4s®
Energie prvni ionizace E/ |kJ mol® 757
Energie druhé ionizace Ef | kJ - mol® 1663,3
Energie treti ionizace E,3 kJ - mol” 3226
Standardni potencial (Co**/Co) E° v -0,28
Standardni potencial (Co>*/Co®*) E’ v 1,84
Objevitel George Brandt, 1737

NejvétSim producentem kobaltu je od roku 1926 Zaire, kde se kobalt ziskava pii
zpracovani médnatych rud jako vedlej$i produkt. Posledni dobou je trend posilat vytézené
horniny po separaci hlavni slozky s obsahem stopovych mnozstvi kobaltu do vyspélych
skandinavskych zemi s patficnymi technologii, kde se kobalt a ostatni minoritni prvky oddéli
elektrolyticky.

Mezi vyuziti kobaltu patfi zejména metalurgie, kde se kobalt pouziva pro vyrobu
rezistentnich oceli proti korozi zejména za vySSich teplot. Slitiny chrému a kobaltu se
pouzivaji na vyrobu umélych protéz a kovovych implantatd, jelikoz jsou rezistentni télnim
tekutindm. Rezistentni slitina s ndzvem Vitallium ma praktické dentélni vyuziti. Jelikoz je
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kobalt feromagneticky tak se vyrabi na vyrobu permanentnich magnetl (35 % CoO).
Slou€eniny kobaltu maji mnoho jiného vyuziti kromé& metalurgie, napfiklad barvy, laky,
tiskarské inkousty, keramiky, glazury, skla, katalyzatory, stabilizatory pén v pivovarnictvi,
pokovovani, agrochemikélie, potravinarska a fermentacni aditiva a vyroba vitaminu B12. [6]

1.3 lzotopy kobaltu

a v mensich koncentracich v pldach. Ve skutecnosti existuje 9 izotopl kobaltu, ale jen dva
izotopy maji dost vysoké polo€asy rozpadu na to, aby byly vyznamné. Jedna se o izotopy
>7Co a 59Co . Ostatni izotopy maji polo¢as rozpadu mensi nez 80 dni. Izotop 37Co ma

poloas rozpadu 270 dni a rozpada se zachycenim elektronu. Izotop 52Co se rozpada
vyzarenim [ Castic s dvéma energetickymi y paprsky (jeden paprsek ma energii 1,2 MeV
a druhy 1,3 MeV) a pologas rozpadu ma 5,3 let. Izotop 52Co byl objeven ve 30. letech 20.
stoleti a je produkovan v urychlovaéi €astic. Jedna se o radionuklid, ktery je obsazen
ve vyhorelém radioaktivnim odpadu. Stopy tohoto izotopu jsou pfitomny po celé zemékouli
jako radioaktivni spad. Izotop $Co je intenzivni emitor vysoce pronikavého y nebo
rentgenového zareni a mlze poskodit zivé buriky, zvlasté krvetvorné tkané. Pri vétSich
expozicich télo neni schopno produkovat protilatky. Radionuklid se samovolné preméruje na
SONi .

Izotop 59Co naSel vyuziti v lékarstvi jako zdroj y zafeni pro ozafovani rakovinovych
nador(. Déle se vyuziva v defektoskopii pro vyhledavani vnitinich skrytych vad materialu.
Izotop $9Co se pouziva pfi restaurovani historickych dfevénych pfedmétl pro likvidaci hub,
plisni a dfevokazného hmyzu. [3, 8]

1.4 Postaveni v periodické tabulce prvku

Kobalt je umistén v periodické soustavé prvkl s rhodiem a iridiem v 9. skupiné (podle
starych norem v VIII.B skupiné v tzv. triadé zeleza s zelezem a niklem).

Spoleénym znakem kobaltu rhodia a iridia je ze tvofi v rlznych oxidacnich stavech
komplexni slou€eniny. Ve srovnani s predchazejici triadou (zelezo, ruthenium, osmium) maji
nizsi rozsah oxidacnich stavl. Toto omezeni, které se objevuje poprvé mezi d prvky, vyplyva
ze zvys$eného pfitahovani elektronli (n-1) d atomovym jadrem, které tak zabranuje
v dosazeni nejvyssich oxidacénich stavd. Rhodium a iridium netvofi vy$s$i oxidacéni stavy nez
VI, u kobaltu se nesetkame s vys§sim oxidaénim stavem nez V. Kobalt dosahuje oxidacnich
Cisel IV a V jen velmi vzacné a pokud existuji, tak tyto slouceniny jesté nejsou dostatec¢né
prozkoumany.

NejéastéjSi oxidacni Cisla, jichz dosahuje kobalt jsou +lI a +lll. Oba tyto oxidaéni stavy
tvori rlizné stabilni kationty [Co(H206)]** a [Co(H20)e]**. Kationt [Co(H-0)e]** je silné oxidaéni
ginidlo a v nekyselém roztoku se rychle rozklada, nebot Co""* oxiduje vodu za vyvoje kysliku.
Tato nestalost zpUsobuje, e narozdil od Co" poskytuje Co"* jen malo jednoduchych soli,
které se snadno rozkladaji. Ale naopak Co"™ tvofi mnoho komplexnich slougenin, které
vytvari zejména s N-donorovymi ligandy.

Kobalt, rhodium a iridium maji mensi ochotu tvofit slou€eniny s vysokymi koordinaénimi
Cisly ve srovnani s prvky skupiny Zeleza. U prvk(l nachéazejici se v 9. skupiné se nejcastéji
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vyskytuje koordinacni Cislo 6, tyto prvky toto koordinacni Cislo prekracuji jen vyjimecné.
Prvky 9. skupiny netvofi oxoanionty [3]

1.5 Dvojmocné slou€eniny kobaltu

Oxidacni stav +ll je nejstabilnéjsi oxidacni stav kobaltu. Kobaltnatych komplexu je méné
nez kobaltitych, zato ale maji vétSi strukturni rozmanitost a vétsi labilitu. Z oxidaéné-
redukénich potenciall vyplyva, Ze priprava komplexd musi probihat za anaerobnich
podminek. Dale se daji komplexni kobaltnaté slou€eniny pfipravit praci s roztoky, které
nejsou alkalické a ligandy nelezi ve spektrochemické radé zcela vpravo.

Kobalt tvori oxid kobaltnaty, ktery se pfipravi v podobé olivové zeleného prasku silnym
zahfivadnim hydroxidu, uhli€itanu nebo dusiénanu za anaerobnich podminek. Krystalizuje
stejnym zplUsobem jako chlorid sodny. Pod 289 Kje feromagneticky. Po vyzihani
s kfemennym piskem a oxidem hlinitym se vytvofi pigmenty, které se pouzivaji na barveni
keramiky. Oxid kobaltnaty je stabilni a pfi zahfivani nad 600 °C prechazi na €erny Co30,.

Dvojmocny kobalt vytvari také halogenidy. CoF; je rizovy, ve vodé malo rozpustny prasek
s teplotou tani 1200 °C. Chlorid kobaltnaty je modry a teplotu tani ma 724 °C. Chlorid
kobaltnaty ma vyuziti jako indikator kvality silikagelu, jehoz funkce je zalozena na zméné
barvy z modré na riizovou, ke které dochazi pri prechodu z bezvodé formy na hydratovanou.
Bromid kobaltnaty je zeleny s teplotou tani 678 °C a jodid kobaltnaty je modroCerny a ma
teplotu tani 515 °C.

Co'™ tvofi se véemi anionty jednoduché soli, které se v podobé hydratd vyluéuji z vodnych
roztokl. Pokud se pusobi na vodné kobaltnaté roztoky alkalickymi latkami tak se vysrazi
Co(OH),. Hydroxid kobaltnaty ma amfoterni charakter a rozpousti se jak v kyselinach tak
i v hydroxidech na tmavé modry roztok, ktery obsahuije ionty [Co(OH),]*. Hydroxid kobaltnaty
ma dvé formy, modrou a rizovou. Modra forma vznikne pomalym srézenim z roztoku pfi
0 °C. Tato modra forma je nestala a zahratim za nepfitomnosti vzduchu prechazi na rizovou
formu.

Hydratované kobaltnaté soli obsahuji rizovy oktaedricky kationt [Co(H20)e]**. Dvoumocny
kobalt tvofi oktaedrické komplexni slou€eniny nejcastéji s koordinacnim Cislem 6, které
vznikaji koordinaci dvojnych N-donorovych ligandt. Co" tvofi kromé& oktaedrickych
i tetraedrické komplexni slou€eniny. Zinek a kobalt maji nejvyssi schopnost z prechodnych
prvk( vytvorit pravé tento typ sloucenin. Ve vodnych roztocich se tedy kromé oktaedrickych
[Co(H20)e]** vyskytuji v malém mnozstvi i tetraedrické [Co(H,0),J**. Dal$imi tetraedrickymi
komplexy jsou napf. slouceniny typu [CoX,]” (X = halogen, SCN a OH).

Nejlépe se da rozliSit usporadani oktaedrické od tetraedrického podle zbarveni.
Oktaedrické komplexy jsou rGzové zatimco tetraedrické komplexy jsou modré. Prikladem
mUze byt rovnovaha zobrazena v rovnici (1).

[Co(H,0)¢]?* + 4CI <> [CoCl,J? + 6H;0 (1)

oktaedr — rizovy tetraedr — modry
Dobfe charakterizované jsou kobaltnaté komplexy s Schiffovymi bazemi. VSechny jsou
nizkospinové a jsou to latky schopny prenaset kyslik, ktery ma lomené usporadani.
1.6 Trojmocné slou€eniny kobaltu

Jediny halogenid, ve kterém ma kobalt oxidac¢ni Cislo +lII je svétlehnédy prasek CoFs.
Tato sloucenina existuje jako CoF3 - 3,5H,0. Fluorid kobaltity vznika pfi 250 °C.
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Kobalt s oxidaénim cCislem +lll tvofi mnoho komplexnich slou€enin, které jsou oktaedrické
a nizkospinové. Existuji jednoduché hydratované soli, napf. modry Co,(SO,)s - 18H,0, popf.
podvojné soli typu MCo(SQ,), - 12H.0, kde M = K, Rb, Cs a NH,", ve kterych je pfitomen
kationt [Co(H»0)e]**.

Kobaltité komplexy jsou kineticky inertni a proto se pfipravuji zejména nepfimymi
metodami. Nejcastéji se to provadi tak, ze se k vodnému roztoku kobaltnaté soli pfida ligand
a takto vznikly kobaltnaty komplex se oxiduje oxidacnimi Cinidly. Jako katalyzator zde pUsobi
aktivni uhli. Jako oxidacni €inidlo se pouziva bud vzdusny kyslik nebo peroxid vodiku. P¥Fi
pouziti peroxidu vodiku se kobaltity komplex pfipravi v podstatné krat$i dobé.

Velmi stabilni jsou kobaltité komplexy s N-donorovymi ligandy, jako je NHj3, NO,, CN
ethylendiamin a bipyridin. Mimoradné stabilni je anion [Co(CN)e]*, ktery je odolny i proti
pUsobeni alkalickych latek. Komplexy odvozené od O-donorovych ligandu jsou naopak méné
stalé, napr. acetatové. Komplexy s O-donorovymi ligandy plisobi jako katalyzatory rady
oxidacnich reakci.

VétsSina kobaltitych komplext nepodléha hydrolyze. Pokud hydrolyzuji, tak vznikaji
vicejaderné komplexy, které v pripadé aminokomplext obsahuji mustkovy ligand OH". Nékdy
pUsobi jako mustkové ligandy taky NH,, NH? a NO,. Jsou znamy &astice se dvéma a tfemi
mUstkovymi ligandy. [3]

1.7 Toxicita kobaltu

Aerosoly jemné rozptyleného praskového kobaltu muzou zpUsobit vazné plicni
abnormality, v€etné tézkého kasle a plicni fibrozy. Poskozeni hornich dychacich cest
s pfiznaky kratkého dechu, kasle i permanentni neschopnost mohou zpUsobit tyto aerosoly
u lidi s expozici ve vzduchu 1 — 2 mg/m®. Velké oralni davky vedou k anorexii, nevolnosti,
zvraceni, prgjmu, hluchoté, zrudnuti obliceje a ke koznim vyrazkam. Kobalt aktivuje zvétseni
stitné zlazy blokovanim pfijmu jodu, zejména u déti. Kobalt je toxicky jen jako vysledek Casté
expozice nebo vysokého jednorazového pfijmu. Posiluje mnozeni krvetvornych bunék
v kostni dfeni a bunék stitné zlazy.

U hospodarskych zvifat kobalt snizuje dostupnost médi, zeleza a manganu. Maximalni
bezpeény obsah v potravé Cini 20 ppm pro skot, 50 ppm pro ovce, 10 ppm pro prasata
a4 ppm pro dribez. Skot pfi intoxikaci kobaltem trpi anorexii, slabou kondici, slinénim
a prjmem.

Mezi slou€eniny kobaltu toxikologicky vyznamné patfi arsenitan kobaltnaty, ktery
predstavuje nebezpeli hlavné protoze obsahuje arsen. Chlorid kobaltnaty pfi poziti

kobaltnaty zpUsobuje alergickou reakci. [8]

1.8 Kobalt v biologickych systémech

Pro biologii je kobalt diilezity ve stabilnim nizkospinovém stavu, Co", ktery méa neparovy
elektron odkryty, narozdil od stabilnich nizkospinovych stavu jinych iontd (Mn, Fe a Ni), které
neposkytuji neparovy elektron pro radikalové reakce.

Kobalt je stopovy prvek, jehoz pritomnost je hodné dlilezita pro Clovéka a fadu Zivych
organism(. Vétsina kobaltu v lidském téle je obsazena v molekule vitaminu B12, kde kobalt
Existuje 11 extrémné citlivych reakci kde je pfitomnost vitaminu B12 nezbytna. Funkce
elementarniho kobaltu v téle je spojena s katalyzou volnych radikal( a s kontrolou reakci
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téchto radikall, to znamena Zze radikdly nesmi byt prili§ reaktivni aby neposkodily
fyziologickou tkan. [9]

1.9 Vitamin B12

Vitamin B12 byl objeven v roce 1926 Dr. Georgem R. Minotem a Dr. Williamem P.
Murphym. Vitamin B12 je slozita organicka molekula s kobaltem jako centralnim atomem,
ktera je rozpustna ve vodé. V potravindch se nachazi pfirozené, mlze se podavat i jako
doplnék stravy ¢&i injekce na Iékarsky predpis. Vitamin B12 je odolny proti mirné zvySenym
teplotam, svoji aktivitu ztraci u€inkem svétla, za pfistupu vzduchu &i v alkalickém prostiedi.
Naopak v kyselém prostredi je stabilni a dokonce mlze byt i del§i dobu zahfivan pfi 100 °C
aniz by ztratil svou aktivitu. Pfi vareni ve vodé dochazi k vyluhovani do vody nikoliv k tepelné
destrukci molekuly.

Vitamin B12 existuje v nékolika formach a jelikoz obsahuje mineral kobalt jsou jeho formy
nazyvany ,kobalaminy“. Zakladni vitamin ma 2 formy, kyanokobalmin, ktery &asto byva
oznacovan za zakladni formu a hydroxykobalamin, ktery je u¢innéjsi. V lidském téle ovSem
jsou aktivni pouze formy methylkobalamin a 5-deoxyadenosylkobalamin.

Chemicky se jedna o derivat korinu, molekula vitaminu B12 je jeden z nejvice
studovanych organokovovych systému v biologii. Origindlni struktura byla popséna
ze zakladni formy kyanokobalaminu, kde je kyanidova skupina druhym axialnim ligandem
spolu s dimethylbenzimidazoleovym nukleotidem, ktery je kovalentné vazan na korinovy kruh.
[10, 11,12]

Strukturni vzorec vitaminu B12 je zndzornén na obrazku €. 1.

H,NOC

CONH,
"\~ CONH,

< i \ O
0=p-0

\\“‘

" ho
R = 5'-deoxyadenosyl, Me, OH, CN

Obr. &. 1: Vitamin B12
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1.9.1 Kolobéh vitaminu B12

Rostliny ani zivo€ichové nedokazi syntetizovat vitamin B12. Vytvofit vitamin B12 dokazi
pouze nékteré rody bakterii (Algaligenes, Azobacter), jelikoz maji potfebné enzymy. Tyto
bakterie jsou pfitomné v zazivacim traktu prezvykavcll. Potravnim fetézcem se vitamin
dostane az do lidského téla, kde dojde ke vstrebani. K absorpci vitaminu B12 z potravy
v lidském téle dochazi v tenkém stfevé. K u€inné absorpci je potieba tzv. vnitfni faktor
(intrinsic factor) uvolhovany ze zaludecni sliznice. Jedna se o glykoprotein secernovany
parietalnimi bunkami Zaludec¢ni sliznice. Tento faktor zpUsobi separaci vitaminu B12
od ostatnich bilkovin. Vytvarfi se komplex vitaminu B12 s vnitfnim faktorem. Komplex vznika
v zaludku a v dvanactniku a k absorpci dochazi v tenkém stfevé po vazbé& na pfislusné
receptory transportniho mechanismu. Pro absorpci by mélo byt pH neutralni a nezbytna je
i pfitomnost vapenatych iontd. Pfi konzumaci nadmérného mnozstvi potravin s vysokym
obsahem tukd, bilkovin a rafinovanych cukri dochazi k inhibici absorpce. Po vstfebani se
komplex vaze na transkobalamin. Nadbytek vitaminu B12 se kumuluje v jatrech, svalech
aledvinach v podobé komplexu vazaného na plasmatické bilkoviny. Inaktivaci
hydroxykobalaminu zpUsobuji latky, které narusuji stfevni mikrofléru jako jsou napriklad
cigaretovy kour, alkohol, antikoncepéni pfipravky, hypnotiky a antibiotika.

Vitamin B12 je v potravinach vazany na bilkoviny a jesSté pred absorpci musi dojit
k roz§tépeni této vazby.

Vitamin B12 je pfitomen v ZivocCisné stravé, napfiklad v mase, drlbezi, vejcich
a v mlécnych vyrobcich. V rostlinné stravé se vyskytuje jen zfidka, ale cerealie mohou byt
zdrojem vitaminu B12 pro vegetariany a vitamin B12 je obsazen i v nékterych kvasnicich.

V doplncich stravy je vitamin B12 pfitomen jako kyanokobalamin, tedy ve formé, které je
télo schopno prevést na aktivni formy methylkobalaminu a 5-deoxyadenosylkobalaminu.
Doplnky stravy mohou téz obsahovat methylkobalamin i jiné formy vitaminu B12. Vitamin
B12 ale neplsobi sam ale v koordinaci s dal$imi vitaminy skupiny B a tudiz je vice nez
vhodné podavat vitaminy skupiny B spole¢né jako B-komplex. Vys$$i davky nékterého
z vitaminu B mohou byt bezcenné nebo mohou byt pfi¢inou deficitu ostatnich.

Primérna strava obsahuje 5 — 30 ug vitaminu B12 a z toho se absorbuje 1 — 5 ug. Denni
potfeba vitaminu B12 pro ¢lovéka je 2 — 3 pg, pro téhotné a kojici zeny 4 ug. [13, 14]

1.10 Nedostatek a prebytek vitaminu B12 v téle

S vitaminem B12 spoluplsobi kyselina listova (vitamin B9) a pfii nedostatku téchto dvou
latek dochazi k inhibici mitdézy a k abnormalnimu zrani vytvorenych bunék. Nejvice je to
patrné na rychle rostoucich tkanich jako je napriklad kostni dien a epitel zazivaciho traktu
a vznika megaloblastickda anemie. Z&kladni pfi¢inou je nedostateénda produkce DNA
a omezeni déleni bunék, zatimco syntéza RNA a proteinl pokracuje. To vede k produkci
velkych element(l, které jsou citlivé na poskozeni. LéCba megaloblastické anemie
pfi nedostatku vitaminu B12 trva cely zivot.

Deficit vitaminu B12 je zpUsoben témér vzdy nedostate¢nou absorpci, ktera je zplsobena
nizkou produkci vnitfniho faktoru nebo poruchou vstfebavani komplexu B12 a vnitfniho
faktoru stfevni sténou. NejCastéjSi pfi€inou nedostatku vnitfniho faktoru byva c&asteéné
odstranéni zaludku nebo drazdéni sliznice zaludku potravou napfiklad kavou, kofenim &i l€ky.
Poruchu vstrebavani zplsobuji také chorobné stavy v tenkém stievé jako jsou napriklad
riizné zanéty, stfevni dismikrobie pii syndromu slepé kfivky, pii pankreatitidé ¢i nakaze
Skulovcem.
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Nedostatek vitaminu B12 zpUsobuje chudokrevnost, Unavu, slabost, zacpu, ztratu chuti
a pokles vahy. Mohou se téz objevit neurologické zmény (otupélost a brnéni v koncetinach).
DalSimi pfiznaky je obtizné udrzovani rovnovahy, deprese, dezorientace, slaba pamét
a bolest jazyka a ust.

Neurologické poskozeni zpusobené dlouhodobym deficitem vitaminu B12 muze byt
ireversibilni. Dochazi k syntéze vadnych mastnych kyselin, které se zabudovavaji
do bunéénych membran.

Nedostatek vitaminu B12 zplisobuje i mentalni choroby jako je deprese a dal$i symptomy
podobné popisovanych jako Alzheimerova choroba. Zvyseny homocystein, ktery maze byt
snizen dodavanim vitaminu B12 se ukazal jako hlavni faktor pfi vzniku Alzheimerovy choroby.
ZvySeny homocystein je téz hlavnim rizikovym faktorem pfi vyvoji arteosklerdzy, primarni
poruchy pfi vzniku onemocnéni cév a srdce. Kooperace vitaminu B12, kyseliny listové (B9)
a pyridoxolu (B6) pomaha ochranit zdi cévnich kapilar urychlenim pfemény homocysteinu
zpét na aminokyseliny methionin (B12 a B9) a metabolizovanim homocysteinu na
cystathionin cystein (B6).Nedostatek vitaminu B12 se |éCi injekcemi s vitaminem, ackoliv
mnohem efektivnéjsi by byly dézy s vitaminem k oralnimu uziti.

Zatim nebyly zpozorovany zadné nepfriznivé ucinky zpUsobené nadbytkem vitaminu B12
dodavaného z potravin. Neabsorbovany vitamin B12 je vyluCovan moci podobné jako rada
dal$ich vitaminG. [13, 14]

1.11 Funkce vitaminu B12 v téle

Hlavni funkci vitaminu B12 v téle je regulace a ovlivnéni syntézy DNA, ale také syntéza
mastnych kyselin a produkce energie. Je zapojen normalné do metabolismu kazdé burky
v téle, avSak hodné (ne v$ech) funkci vitaminu B12 muze byt nahrazeno kyselinou listovou
(vitamin B9, folacin) v dostate€ném mnozstvi.

Vitamin B12 se podili na krvetvorbé, cinnosti jater a ovliviiuje metabolismus lipid(,
sacharid( a replikaci DNA. Déle funguje jako kofaktor methioninsyntazy a L-methylmalonyl-
CoAmutazy. Methioninsyntaza funguje jako katalyzator konverze homocysteinu na methionin.
Ten je nezbytny pro tvorbu S-adenosylmethioninu, univerzalniho donoru methylovych skupin
pro téméf 100 rlznych substratd, vcéetné DNA, RNA, hormon0, bilkovin a tuk(. L-
methylmalonyl-CoAmutaza vytvari sukcinyl Co-A z L-methylmalonyl-CoA pfi degradaci
propionatu. Jde o esencidlni biochemické reakce v metabolismu lipidd a protein(. Sukcinyl
Co-A je nezbytny pro syntézu hemoglobinu.

Je dllezity i pro funkci nervové soustavy, protoze je treba pfi tvorbé fosfolipid(i bunécnych
membran, coz je dllezité pro prenos nervovych vzruchld a myelinovych pouzder, které chrani
a kryji nervové bunky a zrychluji nervovy pfenos.

Vazba Co-C v koenzymu B12 je velmi reaktivni a zu€astriuje se 3 hlavnich enzymatickych
reakci v téle:

1. Izomerace — atom vodiku je pfenesen mezi dvéma sousedicimi atomy s privodni
vyménou druhého substituentu X, ktery mlze byt atom uhliku se substituenty, atom
kysliku v alkoholové skupiné nebo aminova skupina.

2. Transfer CH; skupiny mezi 2 molekulami — uplatiuje se hlavné v nervové soustave,
kdy darcovstvi methyl skupiny urychluje vyrobu a recyklaci neurotransmiter(i, které
funguji jako mozkové prenasSece. Neurotransmitery jsou zodpovédné za pamét,
naladu, bdélost, mentalni jasnost a dalsi procesy v nervové soustavé.

3. Dehalogenace — je to reakce, pfi které je atom halogenu odstranén z organické
molekuly. [14, 15]

16



Martin Charuza Diplomova prace

2 OPTICKE ANALYTICKE METODY STANOVENI KOBALTU

2.1 Prekoncentrace a separace vzorku

V zemské klre je kobalt pfitomen ve vétsim mnozstvi nez olovo, molybden nebo
kadmium. Koncentrace a distribuce zavisi na akvatickém, terestrickém a atmosférickém
systému. Mezi faktory, které ovliviuji distribuci kobaltu do zemské klry patfi biodostupnost
pro rostliny, zvifata a samoziejmé Clovék. Zavisi také na regionalni dostupnosti a na
transferu kobaltu potravnim fetézcem az do lidského téla. [17]

Kromé toho Ze se kobalt nachazi v minerdlech a horninach nachazi se také v pudé.
Mnozstvi organické hmoty, pH, podil jilovych minerall, adsorpce, speciace, vyména iontd,
spolusrazeni a tvorba komplex(i s organickymi cinidly urcuji dostupnost kobaltu v pidé
pro kofeny rostlin. V systému plda — rostlina se kobalt chova stejné jako Zelezo a mangan.
Mnozstvi kobaltu v plidach je ovlivnéno mnoha faktory, typem matecni horniny, typem
pudniho profilu, velikosti ¢astic, stafim pldy, vlivem pldniho vzduchu, vstupem aerosold,
vyuzitim zemé a geomorfologickymi a klimatickymi faktory, hospodarenim pldy s vodou
a teplotou. [17]

Koncentrace celkového kobaltu v pldé se pohybuje od 0,1 ppm az do 50 ppm
a koncentrace dostupného kobaltu pro rostliny. Nedotatek kobaltu v pldach je dusledek
nedostatku vitaminu B12 v pfezvykavcich (respektive koenzymu B12). Pfijem iontového Co?*
rostlinami je ovlivnén chovanim manganu, ktery kontroluje biodostupnost kobaltu a odtokem
vody zpud. Pldy, které jsou méné odvodiiovany obsahuji vétsi koncentrace
extrahovatelného kobaltu a tudiz se zvySuje i pfijem kobaltu kofeny rostlin. [18]

Kobalt je v terestrickém ekosystému velmi perzistentni, stejné jako ostatni kovy. Plavod
kobaltu je jak pfirozeny tak antropogenni. Antropogenni znecisténi terestrického ekosystému
pochazi nejvice z tézby a taveni rud a pfi pramyslovych c¢innostech. Osud kobaltu v Zivotnim
prostfedi je rdzny. Vyskytuje se i kontaminace radioaktivnim kobaltem ®°Co v fiénich
systémech (z jadernych reaktorl) a v podzemnich vodach (prosakovanim z nepatficné
zabezpecenych nebo utésnénych skladek z ulozZist' radioaktivnich odpad(l). Nicméné kinetika
tvorby a disociace komplexu kobaltu s pfirodnimi ligandy naznacuje, ze speciace kobaltu ma
vyrazny vliv na termodynamickou rovnovahu. K urCeni speciace je potfeba pouzit nejen
termodynamické vypocty, ale je potfeba zohlednit hlavné kinetické faktory k poznani
speciace kobaltu v terestrickém prostredi, chemickych vlastnosti a tudiz i potencialni toxicity.
Kinetické aspekty uréuji biodostupnost a transport do terestrického ekosystému.

Celkova koncentrace kobaltu v terestrickém prostfedi zavisi na podilu pevné slozky
ve vodé, zdroji kobaltu, obsahu kobaltu v sedimentu nebo na fyzikdlné-chemickych
charakteristikach, které se uplatfiuji pfi distribuci kobaltu mezi pevnou a kapalnou fazi.
Obecné se koncentrace kobaltu v terestrickych vodach pohybuji od pikomolarnich po
mikromolarni. Koncentrace kobaltu jsou vétsi ve vodé zpudnich pérd a v ficnich
sedimentech. Ve vodé se kobalt nachazi prevazné v oxidaénim stavu +ll. Kobalt v oxidacnim
stavu +lII je malo rozpustny ve vodé a ve vodném prostiedi se uplathuje pouze v pfipadé, ze
je vazan silnou organickou molekulou. Dvojvazny kobalt je oktaedricky usporadan se Sesti
molekulami vody a vznika tak uspofadani Co(H,O)s**. Tento aqua kationt podiéha hydrolyze
podle rovnice (2) a (3)

Co(Hz0)6™* <> Co(H20)s5(OH)* + H* (pK; = pH 9,7) 2)
Co(H20)5(0OH)* <> Co(H20)4(OH). + H* (pKz = pH 9,9) (3)
Fi

Produkty hydrolyzy maji o 2 az 6 fadl nizsi koncentraci nez vychozi Co(H20)¢** pfi pH 4 —
8 (pH, které maji obvykle terestrické vody).[16]
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V pitné vodé je kobalt detekovan jen zfidka, ale v povrchové a podzemni vodé je kobalt
pfitomen fadové v koncentracich ug/l. Zvy$ené koncentrace kobaltu v pfirodnich vodach jsou
zpUsobeny jednak pritomnosti kobaltu v pldach a jednak antropogennim znecisténim.
V oceanech je priimérna koncentrace kobaltu 0,3 pg/l. [17]

VSechny tyto faktory je potfeba zohlednit pfi navrhovani postupu prekoncentrace vzorku.
Proces separace a prekoncentrace vzorku je zadouci pro stanoveni nizkych koncentraci
analytu v odebraném vzorku.

2.1.1 Extrakce

Extrakce kapalinou je nejbéznéjSi a nejvice prostudovana extrakéni metoda. Je
zalozena reakci Co" iontll s komplexotvornym &inidlem za vzniku chelatd, jeZ jsou lehce
extrahovatelné do rozpoustédla. Jako komplexotvorna cinidla se daji pouzit nejrizné;jsi
slouceniny jako je isonitroso-4-methyl-2-pentanon, fenylazobenzalaldoxim, cyanex-272
a isonitroso-5-methyl-2-hexanon (HIMH). Proti vétSiné Cinidel ma Cinidlo HIMH nékolik vyhod,
napr. vétsi citlivost a selektivitu, kratSi dobu extrakce a ¢asovy vyvoj zabarveni a minimalni
interference cizich prvk(. Optimalni pH pro extrakci je od 8,2 do 9,4. Vznikly komplex musi
byt extrahovan do rozpoustédla, napf. oktanol, toluen, benzen a chloroform. Extrakce je
kvantitativni pouze pfi pouziti chloroformu. [19]

Extrakce tuhou fazi (SPE) méa nékolik vyhod. Napfiklad vysoky prekoncentraéni faktor,
diky kterému prekoncentrace probiha v kratkém €ase, jednoduché oddéleni fazi a metoda je
vhodna pro automatizaci. Extrakce tuhou fazi spociva v zachyceni hydrofébniho kobaltu
na pevném hydrofébnim sorbentu. Poté dochazi k desorpci kovu zménou polarity
rozpous$tédla. K technice SPE se nedaji pouzit agresivni Cinidla a koncentrované kyseliny.

Mezi nejpouzivanéjsi sorbenty patfi diky silnym interakcim aktivni uhlik, ale daji se pouzit
i jiné sorbenty, napr.celuléza, Lewatit S 100, mikrokrystalicky naftalen a dal$i. Aktivni uhlik je
hydrofébni material, ktery z vodnych roztokd adsorbuje nepolarni nebo malo polarni latky
a z tohoto dlvodu je nutné prevést kobalt do vhodného chelatu (napr. se vytvoii komplex
s dithiooxamidem — DTQO). Sorpce je kvantitativni jestlize chelat obsahuje v molekule systém
m-elektronll. Nejlépe probiha extrakce pii pH 6, pfi nizSich pH dochazi ke konkurenci H*
iontd s ionty kovu. Mezi nejlepsi eluenty pro prekoncentraci kobaltu metodou SPE patfi 3M
HCI a 3M HNO; v acetonu. Z cizich iontll nejvice rusi Ag*, Pb?" a Hg?* pfi 150nim nadbytku
oproti koncentraci kobaltu. [20, 21]

Separace a prekoncentrace tzv. Cloud point extrakci se stava dilezitou praktickou
aplikaci se zacatkem pouzivani surfaktantd v analytické chemii. Cloud point extrakce nabizi
vyhodnou alternativu pro konvenéni metody extrakce. Pfidavkem malého mnozstvi vodného
roztoku neiontového tenzidu a zahfatim na teplotu zakaleni (cloud point) se vytvori
dvoufazovy systém. Hydrofébni komplexy se zkoncentruji v povrchové vrstvé tenzidu a tato
faze se oddéli dekantaci nebo odstfedénim. Mezi vyhody tohoto typu extrakce patfi
jednoduchost, nizké finanéni naklady a jelikoz se nepouzivaji organicka rozpoustédla i mensi
toxicita. Cloud-point extrakce poskytuje vysledky, které jsou srovnatelné s ostatnimi
extrakénimi technikami.

Tato metoda je vhodna pro stanoveni kobaltu ve vodnych vzorcich metodou atomové
absorpce s atomizaci v plameni. Cloud-point extrakce se pouziva pro extrakci
a prekoncentraci iontd kovl po vytvoreni ve vodé rozpustného komplexu s vhodnymi ¢inidly
(napf. 1-(2-thiazolylazo)-2-naftol — TAN) nebo 2-[2-(6-Methyl-benzothiazolylazo)]-4-
bromofenol — BTABr. [22, 23, 24]

Pfi studiu vlivu koncentrace &inidla bylo zji$téno Ze od koncentrace crany = 2 - 10° mol/l se
extrakéni vytéZzek jiz neméni. Ztenzidll se pouzivd napi. oktylfenoxypolyethoxyethanol
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(Triton X-114). Tento tenzid ma vhodné vlastnosti pro extrakci, jako napf. nizky bod zakalu,
vysoka hustota v hydrofébni fazi, jednoducha separace hydrofobni faze centrifugou,
komeréni dostupnost a relativné nizka cena, nizka toxicita a malo elektroaktivnich skupin
v molekule. Extrakéni vytézek pro kobalt je téméf 100% vrozmezi pH6 —10.
Od koncentrace tenzidu 0,05 % se vytézek snizuje, proto je tato koncentrace nejvhodnéjsi
pro praktické pouziti. Pfi pouziti ¢inidla TAN dochazi jen k minimalnim interferencim cizich
iontd.

Pouziti spojeni cloud point extrakce s atomovou absorpci s elektrotermickou atomizaci se
pouziva pro stanoveni kobaltu v pitné vodé. V rozmezi pH 6 — 11 se dosahuje nejvyssich
extrakénich vytézkl, jako tenzid se pouzivd neiontovy polyethylenglykolmono-p-
nonylfenylether (PONPE 7.5), ktery vytvari chelat s Co®* ionty. Vhodna koncentrace PONPE
7.5 je 0,08 %, kdy je dostatecnévysoky extrakéni vytézek a vliv pozadi je zanedbatelny. [25]

2.2 Stanoveni kobaltu

Po predchozi prekoncentraci vzorku nasleduje analyticka koncovka. Kobalt Ize stanovit
riznymi analytickymi metody, které se lisi instrumentaci, citlivosti a linedarnim rozsahem.
Mezi pouzivané metody stanoveni kobaltu patfi:

¢ Molekulova absorpéni spektrometrie (spektrofotometrie)

¢ Atomova absorpéni spektrometrie

e Elektrochemické metody

e Separacni a jiné metody

Z hlediska mezi detekce jsou nejpouzivanéjsi optické analytické metody (spektrometrie),
zejména metody spektrofotometrické a metody atomové absorpéni spektrometrie.
Spektrometrie je obecné definovana jako odvétvi, zabyvajici se méfenim a vyhodnocovanim
elektromagnetického zareni, emitovaného hmotou nebo interagujiciho s hmotou. Atomova
absorpéni spektrometrie ma nizSi mez detekce a v praxi je vice vyuzivana. [26]

2.2.1 UV-VIS spektrofotometrie

Molekulova absorpéni spektrometrie v ultrafialové a viditeIné oblasti (spektrofotometrie,
fotometrie) se zabyva mérenim a interpretaci elektronovych spekter molekul latek, které
absorbuji elektromagnetické zareni v rozsahu vinovych délek od 200 do 800 nm. Tyto latky
jsou bud bezbarvé nebo barevné. Latky, které se jevi jako bezbarvé absorbuji zareni
o vinovych délkach do 380 nm. Latky, které se jevi jako barevné absorbuji zareni v rozsahu
vinovych délek 380 nm az 770 nm. Tato metoda je velmi spolehliva a pouzitelnéa jak pro
kvalitativni tak kvantitativni analyzu.

Molekuly maiji schopnost pohlcovat elektromagnetické zareni pouze urlitych vinovych
délek, jelikoz mohou existovat v urcitych kvantovych stavech, které se lisi energii. Absorpci
energie, ktera odpovida pravé rozdilu energii mezi dvéma energetickymi hladinami prechazi
molekula ze stavu s niz8i energii do stavu s vysS$i energii.

Zdroj zareni vypousti zareni o vstupujicim zafivém toku ¢, Ccast tohoto zareni je
absorbovana vzorkem a ¢ast v idealnim pripadé projde a je zaznamenana na detektoru jako
vystupujici zafivy tok 4. Rovnice (4) zobrazuje podil zafivych tokl ¢ a ¢, ktery se nazyva
transmitance:

=2 (4)
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V praxi se spiSe ale pracuje s absorbanci, coz je, jak vyjadfuje rovnice (5) zaporné vzaty
logaritmus transmitance:

A:—log‘r:log% (5)

Ve ziedénych vodnych roztocich vykazuje vlastni absorpce jen malo kationtd kov(.
Kationty se proto prevadéji do stabilnich barevnych komplexd, které vznikaji reakci
s komplexotvornymi €inidly obsahujicich chromoforni skupiny.

Spektrofotometrie je vyuzitelnd jak pfi organické analyze, tak pfi anorganické analyze. P
kvalitativni analyze se vyuziva An. absorpénich pasu. Poloha téchto pasu je dana
absorbovanou energii pfi elektronovém prechodu a souvisi se strukturou latky. Je
charakteristicka pro ¢ast molekuly (chromofor) a je ovlivnéna substituenty i pouzitym
rozpoustédlem. Identifikace latky na zakladé ziskaného absorpéniho spektra neni
jednoznacna, proto metoda UV-VIS umoziiuje presnou identifikaci latek za vyuziti dat
z jinych metod jako jsou IC, NMR, MS.

Kvantitativni analyza je zalozena na platnosti Lambert-Beerova zakona, ktery je uveden
v rovnici (6). Lambert-BeerGv zakon uvadi vztah mezi namérenou absorbanci A a latkovou
koncentraci ¢ (mol - dm™®), kde ¢ je molarni absorpéni koeficient a /je opticka draha.

A=¢-l-c (6)

Pro stanoveni koncentrace prvku se vybira vinova délka, pfi které ma vzorek maximalni
absorbanci, je ozna¢ovana A, a interferujici latky maji naopak absorbanci minimalni.

Citlivost spektrofotometrického stanoveni byva udavana jako nejmensi stanovitelné
mnozstvi latky vyjadfené v hmotnostni koncentraci, tj. ug latky v 1 ml roztoku (ppm), nebo
[épe na zakladé velikosti smérnice kalibraéniho grafu (hodnoty molarniho absorpéniho
koeficientu ¢). Cim vy$8i molarni absorpéni koeficient, tim niz$i koncentrace analytu Ize
stanovit.

Méreni se provadi metodou kalibra¢ni kfivky anebo metodou standardniho pridavku.
Vzorky vtéto diplomové praci byly proméfeny metodou standardniho pfidavku.
Spektrofotometr je tvofen 4 zakladnimi ¢astmi:

1. Zdroj zareni. Jako zdroj spojitého primarniho zareni se ve spektrofotometrech pro
blizkou UV oblast uziva nejCastéji deuteriova vybojka (160 — 380 nm). Pro viditelnou
oblast se pouzivaji wolframové (1 > 375 nm) nebo halogenové zarovky.

2. Monochromator. Monochromator je tvofen vstupni S$térbinou, optickym prvkem,
kterym nejcastéji byva opticka mfizka a vystupni $térbinou. Spojité zareni ze zdroje
prochazi nejdriv vstupni Stérbinou a rozklada se na optické mfizce. Jednotlivé slozky
monochromatického zéareni se vymezi vstupni $térbinou. ROznym natocenim
monochromatoru Ize ziskat zareni s pozadovanou vinovou délkou. Spektralni Sirka
vstupni $térbiny pro tuto diplomovou praci byla zvolena 2 nm. Cim je pfi registraci
spektra pouzito pfistroje s lepSim monochromatorem, tim jemnéjsi struktura spektra
mUze byt rozliSena.

3. Absorbujici prostredi. Absorpéni prostfedi je tvofeno kyvetami. Kyvety maji
konstantni znamou vnitfni tloustku absorbujici vrstvy, vétSinou 1 cm. Material, ze
kterého jsou kyvety zhotovené nesmi absorbovat zarfeni ve sledovaném rozsahu
vinovych délek. Pro mérfeni v ultrafialové oblasti se voli kyvety kfemenné, pro
viditelnou oblast pak kyvety sklenéné.

4. Detekce. Detekéni systém je slozen z detektoru zareni a registraéniho zareni (PC).
Detektor prevadi zafivy tok na elektricky signal. Jako detektory se nejCastéji pouzivaji
fotonky a fotonasobice.
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Kromé uvedenych zakladnich prvk(, které urcuji vyuzZitelnost a metodiku jsou
spektrofotometry vybaveny radou €ocek a zrcadel, které usmériuji a fokusuji paprsek zareni.

Svazek polychromatického zareni vychazejici ze zdroje dopada na vstupni Stérbinu
monochromatoru. Po rozkladu na optické mfizce vychazi z vystupni $térbiny svazek priblizné
monochromatického zareni, které je charakterizovano intervalem vinovych délek, které
projdou vystupni Stérbinou. Stfedni hodnotou tohoto intervalu je nastavena vinova délka.
Velikost intervalu je zavisla na konstrukci pristroje. Po prichodu absorpénim prostredim
dopada monochromatické zareni na fotoelektricky detektor a vznikly fotoproud se pfevadi na
digitalni vystup. [27]

Usporadani spektrofotometri muze byt jednopaprskové ¢i dvoupaprskové. Pro Ucely této
diplomové prace byl pouzit dvoupaprskovy spektrofotometr. Prfi praci s dvoupaprskovym
spektrofotometrem se uziva jedné mérené kyvety se vzorkem a druhé srovnavaci kyvety
s rozpoustédlem. Po vystupu z monochromatoru je paprsek rozdélen na paprsek
prochazejici mérnou a srovnavaci kyvetou. Schéma dvoupaprskového spektrofotometru je
znazornéno na obr. €. 2. [26, 28]

Zdroj zateni

Zrcadlo Zrcadlo
£-=11--=N
\ Blank :
A i
3 Déle M
; Y paprski *—--' @
Zrcadlo i : Fotonasobit
]
' I
St
Zrcadlo Vzorek Zrcadlo

Obr. &. 2: Schéma dvoupaprskového spektrofotometru[26]

2.2.1.1 Faktory ovliviaujici spektrofotometrické stanoveni

Optimélni podminky dané spektrofotometrické reakce musi byt dodrzeny tak, aby
probéhla kvantitativné a dostatecné rychle a v méfitelném mnozstvi. Nejcastéji se jedna
o vznik barevného produktu a pro stanoveni organickych i anorganickych analyti se vyuziva
viditelné oblasti spektra. [26]

2.2.1.1.1 Vliv rozpoustédla

Rozpoustédla pouzivana ve spektrofotometrii musi splhovat 3 zakladni pozadavky.
Mérena latka musi byt v daném rozpoustédle rozpustna. Rozpoustédio nesmi v mérené
oblasti absorbovat zafeni. Rozpoustédla musi byt spektrofotometricky Cisté, tzn. ze nesmi
obsahovat pfimési, které absorbuji v oblasti vinovych délek, pro které se rozpoustédio
pouziva.
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Nejvétsi vliv na spektrum ma polarita rozpoustédel a vznik vodikovych mustku.
PFi spektrofotometrickém stanoveni se nej¢astéji pouziva jako rozpoustédlo voda. Ne
v8echna organicka cCinidla ale jsou rozpustna ve vodé. V tomto pfipadé je nutné pouzit
organicka rozpoustédla, popfipadé smési rozpoustédel. Volba rozpoustédla mlze ovlivnit
také rychlost chemické reakce. Zména rozpoustédla je spojena se zménou solvatace
reaguijicich iontd. [26]

2.2.1.1.2 Vliv pH

V pripadé acidobazickych reakci je urcitd hodnota pH predpokladem vzniku produktu
stanovované latky. Pri reakci iontd kovl s vhodnymi organickymi Cinidly, jejichz struktura je
ovlivnéna zejména hodnotou pH. Komplexotvorna cinidla jsou r{izné silné baze ¢i kyseliny
a pouze nékteré disociované formy pfi vhodném pH poskytuji pozadovany komplex s iontem
kovu. RUzné pH také mulze podporovat vznik nezadoucich komplext. V pripadé ze je
v analyzovaném vzorku pfitomno vice iontl prvku, se kterymi Cinidlo také tvofi komplexy je
dulezité urcit pH, pfi kterém vznikne pouze pozadovany komplex iontu kovu. Optimalni pH
pro stanoveni iontl ve smési Ize stanovit v pfipadé, Ze konstanty stability jednotlivych
komplext pritomnych kov(l jsou dostatec¢né rozdilné. Optimalni pH pro spektrofotometrické
stanoveni se realizuje bud pfidavkem kyseliny &i zasady, nebo pfidavkem vhodného pufru.
Tyto pridavané latky ale nesmi rusit stanoveni, coz je potfeba ovéfit. [26]

2.2.1.1.3 Viiv teploty

Teplota je termodynamicka veli€ina, ktera ovliviiuje spektrofotometrické stanoveni. Vliv
teploty vyplyva predevSsim ze zakladnich termodynamickych vztah(l. Mezi zménou
standardni Gibbsovy energie AG® a rovnovaznou konstantou reakce Kplati vztah, ktery
udava rovnice (7).

AGY =—RTIn K (7)

Zména rovnovazné konstanty s teplotou je dana vztahem, ktery popisuje rovnice (8), kde
AH' je standardni reakéni teplo.

dinK _AH’

dT  RT?

(8)

Jestlize AH® nezavisi na teploté, ziskdme vynesenim zavislosti In K proti 1/T pfimku se
smérnici (-AH’/R). Pro exotermickou reakci (AH < 0) rovnovazna konstanta s teplotou klesa,
pro endotermickou reakci (AH > 0) hodnota K's teplotou roste.

Teplota vyrazné ovliviuje také kinetiku chemické reakce. Zavislost rychlostni konstanty
k na teploté T je dana vztahem (9), kde E je aktivaCni energie, a A je frekvencni faktor, ktery
zahrnuje celkovy pocet srazek a sférické faktory.

—E
k= Aexp(ﬁj 9)

Pro mnoho reakci se rychlostni konstanta k zvétSuje 2 az 3krat pfi vzriistu teploty o 10 °C.
[26]

2.2.1.1.4 Vliv koncentrace Cinidla

Dostate¢na koncentrace Cinidla posouva pouzitou rovnovaznou reakci ve sméru tvorby
produktu. Sou€asné ovlivhuje také kinetiku reakce, nebot rychlost reakce je pfimo umérna
koncentraci vychozich slozek. [26]
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2.2.1.1.5 Vliv iontové sily

V pripadech, Ze pfitomnost elektrolytl v polarnich rozpoustédlech ovliviiuje chemické
rovnovahy cinidla (disociace skupin) nebo produktll (stabilita komplext) je vliv iontové sily
nejvétsi. Mimo jiné ma iontova sila vliv i na rychlost reakce. Pfi reakci iontl stejnych naboju
se rychlost zvySuje se zvysujici se iontovou silou, pfi reakci iontl riznych nabojd rychlost
reakce naopak klesa. lontova sila nema vliv na rychlost reakce pouze v pfipadé reakce dvou
neutralnich molekul nebo neutraini molekuly a iontu. Pfi pouziti tenzid(l ma iontova sila také
vyrazny vliv.

Ve vétSiné stanoveni se tedy doporu€uje udrzet konstantni iontovou silu na optimalni
hodnoté pridavkem vhodného elektrolytu. [26]

2.2.1.1.6 Viliv tenzidu

V 60. letech 20. stoleti se ukazalo pouziti tenzidl pri spektrofotometrickém stanoveni jako
vhodné ovlivnéni spektrofotometrickych reakci.
Micelarni roztoky tenzidi maji schopnost rozpoustét nékteré malo rozpustné komplexy
a umoznit tak jejich stanoveni ve vodném prostredi bez nutnosti extrakce do organickych
rozpoustédel. To je také nejvétsi vyhoda pouziti surfaktantll ve spektrofotometrii. DalSi
vyhodou je moznost vyuziti iontovych asociatl, tvorenych ionty tenzidu s velkymi ionty
analytu s opaénym nabojem. Absorbance téchto asociatd se promeéfuje po extrakci
do organického rozpoustédla nebo méné casto ve vodném prostredi.

Tenzidy maji schopnost ovliviovat acidobazické vlastnosti spektrofotometrickych Cinidel
a absorpcni spektra chelat(i téchto cinidel. Dochazi ke zméné polohy (bathochromni i
hypsochromni posuny) a vysky (hyperchromni ¢i hypochromni) absorpénich pasu. Tento jev
je zplUsoben vznikem iontového asociatu a jeho naslednou solubilizaci v micelach tenzid(,
nebo zménou polarity prostredi pfi vazani chelattd kovl do micel tenzidd. Hyperchromni
posuny zvysuji citlivost stanoveni. [26]

2.2.1.2 Spektrofotometricka ¢inidla pro stanoveni kobaltu

2.2.1.2.1 4-(2-pyridylazo)rezorcinol

4-(2-pyridylazo)rezorcinol (déle PAR) je oranzova ve vodé rozpustna sloucenina. Vodny
roztok je zbarven zluté. PAR poskytuje ve vodé rozpustné chelaty kovd. Absorpéni maximum
ma pfi pH 6 — 9 hodnotu 413 nm. PAR je Siroce pouzivan jako spektrofotometrické Cinidlo
pro stanoveni kovl. Ma analytické vyuziti pro reakce s Cu (Il), Co (lll), Ni (Il), Fe (Il, 1), Cd,
Zn, Pb (1), Hg (1), UO,**, Pd (II), Pt (Il, IV), Os, Ru, Rh, Ga, In, Tl (lll), Sc, Y, La, lanthanoidy,
aktinoidy, Mn (ll), Zr, Hf, V (V, VI), Nb, Ta, Bi (lll), za varu nebo zvysené teploty s Cr(lll), Os,
Ru, Rh.

Vyznamnou vyhodou je zvySena selektivita tohoto Cinidla na ionty kovl obsahujici
neobsazeny d- nebo d'° orbital nebo f-orbital. PAR je vice citlivy v adiénich reakcich nez
thiazolylazo barviva nebo pyridylazofenoly. Je docela stabilni v{i¢i rozkladu v kyselinach ¢i
zasadach. V zavislosti na pH a koncentraci ¢inidla vznikaji chelaty kovl slozeni ML, MLH,
M(LH),, ML;H nebo ML,. Stabilita a molarni absorptivita téchto komplexu je rizna. Ve formé
iontovych parl s objemnym tercidrnim organickym kationtem mohou byt nékteré
z aniontovych chelat(l snadno extrahovatelné do nepolarnich rozpoustédel.

Kobalt ma v chelatu s &inidlem PAR vyhradné oxidacni Cislo +lll i bez pritomnosti
oxidacnich Cinidel, oxidacni stav kobaltu +lI se s ¢inidlem PAR neuplatiuje. PAR tvofi
s kobaltem 2 slougeniny. V kyselém prostiedi pfi pH < 3 vznika protonovany chelat Co"L(LH).
Je rozpustny ve vodé i organickych rozpoustédlech a ma dvé absorpéni maxima pfi 430 nm
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a 540 nm. Druhy chelat o slozeni Co"L, vznika v equimolarnich roztocich i v roztocich jak
s nadbytkem Cinidla tak s nadbytkem kovu. Vytvari se od pH 3,2, ale tvorba je kvantitativni
az pii pH > 5,85. Tento komplex mé& absorpéni maximum pfi 510 nm a molarni absorp¢ni
koeficient &ini 6 10*dm*- mol” - cm™. Zkomplexu Co"L, s malym nadbytkem ¢&inidia
vznika po okyseleni na pH < 3 chelat Co"L(LH).

Pravdépodobné schéma tvorby chelatu Co"'L, udava rovnice (8) a (9) [29, 30, 50]

Co? + HL + HoL <> Co"(HL)L + 2H* (8)
Co"(HL)L — Co"L, + H* 9)

2.2.1.2.2 2-(5-Brom-2-pyridylazo)-5-diethylaminofenol

Pyridylazo barviva s jednou zcela nebo castecné alkylovanou amino skupinou v para
pozici k azo skupiné nalezi do skupiny citlivych azo barviv pro stanoveni fady iont(l
prechodnych kovu. 2-(5-brom-2-pyridylazo)-5-diethylaminofenol (dale PADAP) je ve vodé
nerozpustna latka, ktera tvofi tmavé cervené roztoky s organickymi rozpoustédly. Mezi
nejpouzivanégjSi rozpoustédla patfi ethanol a dimethylformamid. Roztok PADAP v Cistém
dimethylformamidu ma absorpéni maximum pfi 445 nm. PADAP je spektrofotometrické
¢inidlo pro stanoveni Co, U, Zn, Cd, Mn, Ni, Cu, Fe, Tl, In a Ga.

Stanoveni kobaltu pomoci €inidla PADAP je citlivéjSi nez stanoveni s PAR. PADAP se
rozpousti v Cistém dimethylformamidu, ale pfi pfipravé roztok( pro méreni se pouziva jako
rozpoustédlo voda. Maximalni obsah dimethylformamidu v méfeném roztoku musi byt
maximalné 10 %. Jako stabilizace €inidla a samotného chelatu ve vodné fazi se pouziva
neiontovy tenzid Triton X-100 o obsahu maximalné 0,1 — 0,2 %. Pfi stanoveni se pouziva
jako oxidacni Einidlo peroxodisiran amonny. Komplex vykazuje ¢asovy vyvoj a s rostoucim
¢asem se i zvySuje absorbance. Vrozmezi pH 4 — 9 ma komplex pfi 586 nm maximalni
absorbanci. Stanoveni kobaltu pomoci PADAP je vhodné pro stanoveni ve vodach
a ve vitaminu B12. Molarni absorpéni koeficient pro stanoveni kobaltu pfi 586 nm ¢ini
8,1-10*dm?® - mol" - cm™. [31]

2.2.1.2.3 Dalsi ¢inidla

DalSi spektrofotometrickd Cinidla pro stanoveni kobaltu jiz nejsou tak citliva jejich
pouzivani sebou pfindsi problémy, napriklad interference cizich iontll a nizsi stabilita
komplexu.

Jednim znich je 1-(2-pyridylazo)-2-naftol (PAN), ktery je rozpustny v methanolu
a ethanolu. PAN slouzi jako cinidlo pro stanoveni mnoha kov(i (Zn, Mn, Cd, Cu, Co, U...),
jejichz chelaty jsou éasteéné rozpustné ve vodé. Cervené chelaty Co(ll) s &inidlem PAN jsou
ve vodném prostiedi rychle oxidovany na zelené Co(lll) chelaty. Molarni absorpéni koeficient
je1,9-10*dm*®- mol™ - cm™. [32]

DalSim Cinidlem pro stanoveni kobaltu je 4-(2-thiazolylazo)rezorcinol (TAR). Pro stanoveni
kobaltu je zadouci pouziti maskovacich &inidel a spravna optimalizace podminek stanoveni.
lonty kobaltu reaguiji s €inidlem TAR v celém rozmezi pH a vytvafi tmavé &ervené roztoky.
[33]

DalSimi pouzitelnymi Cinidly jsou napf. 4-(2-thiazolylazo)naftol (TAN), 2-(2-thiazolylazo)-4-
methoxyfenol (TAMP), 2-nitroso-1-naftol a dalsi.

2.2.2 Stanoveni kobaltu metodou atomové absorpéni spektrometrie

Atomova absorpcni spektrometrie AAS je optickd metoda, ktera vyuziva méreni absorpce
elektromagnetického zéareni volnymi atomy prvk(. Volné atomy prvkd v plynné fazi
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na zakladni energetické hladiné absorbuji monochromatické zareni, které emituji atomy
tychz prvkd. Neabsorbované zafeni po prichodu monochromatorem dopada na detektor
a vznikly elektricky signal je vyhodnocen. Atomy prvk( absorbuji na rezonanéni ¢are.

AAS je relativné mladd metoda, ktera umozriuje prvkovou analyzu. Vyuziva se v nékolika
variantach, podle zplsobu atomizace sledovaného prvku: F AAS — AAS s atomizaci
v plameni, ET AAS — AAS s elektrotermickou atomizaci a HG AAS — AAS po konverzi na
tékavé hydridy.

Detekéni limity této metody se pohybuji fadové v ug/l.

Pristroj se sklada ze Ctyr ¢asti:

1. Zdroj primarniho zafeni. Primarni zafeni musi mit vysokou zafivou energii
soustfedénou do uzkého spektralniho intervalu, dlouhodobé stabilni zarivy tok ¢,
¢ary nesmi byt deformované samoabsorpci a pozadi musi byt minimalni. Tyto
pozadavky nejlépe spliuji zejména vybojky s dutou katodou HCL (Hollow Cathode
Lamp). DalSimi méné pouzivanymi zdroji jsou Bezelektrodové vybojky EDL
(Electrodes Discharge Lamp) a laditelny barvivovy laser.

2. Absorpéniho prostredi s volnymi atomy. K absorpci primarniho zareni dochazi v tzv.
atomizatoru, coz je systém, ktery ucinné prevadi prvky z kapalného stavu do stavu
atomarniho plynného. Atomizaci je mozno provadét v plameni, elektrotermicky nebo
v kiemennych atomizatorech. Jednotlivé atomizatory se liSi jak provedenim tak
citlivosti a €asovou zavislosti.

3. Monochromator. V monochromatoru dochazi kizolaci spektralnino intervalu,
ve kterém se nachazi pfislusna absorpni rezonanéni Cara sledovaného prvku.
VétSinou se uziva holografickych (interferometricky zhotovenych) mrizek pro rozsah
vinovych délek 190 — 900 nm. Mrizkové monochromatory se pouzivaji nejCastéji
konstrukce Czerny — Turner. Hlavnim ukolem monochromatoru je tedy separovat
urcity interval vinovych délek AL ze spektra. Velikost intervalu AL se voli velikosti
vystupni Stérbiny monochroméatoru. V AAS se bézné pracuje s intervaly od 0,2 — 2 nm.

4. Detekéni systém. V AAS se pouziva jako detektor fotonasobi€. Vyhodou fotonasobice
je vysoka citlivost a velmi nizka &asova konstanta (10® — 10°s). Fotonasobi¢ je
evakuovana sklenéna banka se vstupnim okénkem z vhodného materialu (kfemen).
Detektor sestava z katody, anody a systému dynod.(az 13). [26, 34]

2.2.2.1 Faktory ovliviiujici stanoveni kobaltu metodou AAS

2.2.2.1.1 Vliv pozadi

Absorpce zareni nemusi byt pfi méreni zplsobena pouze volnymi atomy analytu
(specificka absorpce), ale i absorpci pozadi (nespecificka absorpce). Mezi nespecifickou
absorpci se fadi rozptyl zareni na nevyparenych €asticich a molekulova absorpce. Absorpce
pozadi zpUsobuje kladnou chybu a je nutno ji potlacit. Mezi nejpouzivanéjsi metody korekce
pozadi patfi kompenzace pozadi se zdrojem kontinualniho zareni, Kompenzace systémem
Zeeman a kompenzace pozadi systémem Smith — Hieftje.

Kompenzace pozadi s kontinualnim zdrojem zéareni je zalozeno na stfidani Carového
a kontinualniho zdroje zareni v optické cesté spektrometru, coz je u vétSiny spektrometrd
zajisténo elektrickou modulaci obou zdroju zareni, jejichz faze je vzajemné posunuta.
Absorbance ¢&arového zdroje odpovida absorpci celkové, zatimco absorpce zméfena
kontinualnim zdrojem odpovida pouze absorpci pozadi. Odectenim obou hodnot se ziska
specificka absorpce, ktera odpovida koncentraci analytu v absorpénim prostredi.

Zeemanova korekce pozadi vyuzivda Zeemanova jevu, tedy Stépeni spektralnich ¢ar
v pritomnosti magnetického pole. Pouziva se Stépeni jak emisnich &ar zdroje (pfima
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Zeemanova korekce), tak absorpénich ¢ar (pfima Zeemanova korekce). PFi pfimé
Zeemanoveé korekci je zdroj umistén v poli elektromagnetu, pfi nepfimé Zeemanové korekci
je v poli elektromagnetu umistén atomizator. Pristroj je$té obsahuje pevny nebo rotacni
polarizator. Méreni je provadéno tak, ze absorbance je stfidavé odelitana pfi vypnutém
a zapnutém magnetickém poli. Na detektoru je registrovan rozdil obou absorpci, ktery
odpovida absorpci €istého analytu.

Korekce pozadi systémem Smith — Hieftje je zalozena na rozSifeni profilu cary
a samozvratu Cary vybojky s dutou katodou, ke kterému dochazi vlivem samoabsorpce pfi
prezhaveni vybojky s dutou katodou. Vybojka s dutou katodou je napajena v uréitém cyklu.
Stfidaji se faze normalniho zhaveni, vysokoproudovy puls a faze uklidiovaci. [26, 34, 35]

2.2.2.1.2 Pouziti modifikatora

Modifikatory matrice jsou latky, které dokazi svou pfitomnosti ve vzorku ovlivnit priibéh
termické Upravy nebo vlastni atomiza¢ni mechanismus. RozliSuje se nékolik mechanism(
pusobeni modifikator(:

1. Modifikator reaguje s analytem za vzniku tékavéjsi slouceniny. Vysledkem je bud
zvySeni citlivosti stanoveni nebo prednostni reakce s analytem zabrani vzniku
termicky stabilni slouceniny (vliv fluoridd na stanoveni Al).

2. Modifikator reaguje s interferujici latkou za vzniku tékavejsi slouceniny. DUsledkem je
odstranéni interferujici latky béhem termické upravy (pouziti NH,OH nebo NH4NO; na
odstranéni NaCl, ktery se pfevede na NH,Cl. Ten odtéka jiz pfi 355 °C).

3. Modifikator stabilizuje analyt v atomizatoru do vy$Sich teplot. Poté se zvySi teplota
atomizace a odstrani se tak t&kavéjsi slozky matrice. Casto se tento typ modifikatoru
nazyva stabilizatorem (Mg(NOs),, Pd, Ni, K;Cr,O;, NHsH,POy,...)

4. Modifikatory pusobi rfadou specifickych mechanismu, jako je napfiklad ovlivnéni
atomizacniho mechanismu (askorbovd kyselina zvySuje redukéni podminky
v atomizaénim prostredi).

5. Modifikator reaguje prednostné s interferujici latkou za vzniku termicky stabilni
sloueniny. Dochazi k pfednostni atomizaci analytu. (reakce Li s chloridy pfi
stanoveni TI).

6. Modifikator dokaze ovlivnit vlastnosti vzorku, které vedou Kk zajisténi
reprodukovatelnosti suseni a davkovani vzorku. Prikladem muze byt pouZiti kyselin
(HNO3), povrchové aktivnich latek (Triton X-100), nebo latek, které zvysSuji viskozitu
(glycerol).

Modifikator nesmi obsahovat stanovovany prvek a jeho pouziti ma smysl pouze ve

vysSich koncentracich. Pro ucely této diplomové prace byl pouzit modifikator Mg(NOs)
v koncentraci 10 mg/I. [36]

2.2.2.2 Atomova absorpéni spektrometrie s atomizaci v plameni (F AAS)

Principem této metody je pfevedeni roztoku na aerosol ve zmlzovaéi a zavadéni tohoto
aerosolu do laminarniho predmichavaného plamene. Kapalny vzorek je nasavan
do zmlzovace, kde dochazi ke vzniku aerosoll analytu. Aerosol analytu nardzi na tzv.
narazovou kulicku, kde dojde zachytem k odstranéni kapek presahujici urcitou velikost
a dochazi ke smichani aerosolu s proudem oxidovadla a paliva. Vznikla smés je promichana
a vedena do horaku tak, aby bylo zachovano laminarni proudéni. Tento proces se odehrava
v mizné komore. Ke zmlzovani vzorku se pouzivaji bézné pneumatické zmlzovace, méné
pak vysokotlaké zmlzovace.
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Hofaky se nejCastéji pouzivaji Stérbinové. Mezi nejpouzivanéjsi oxidovadla patfi vzduch
a oxid dusny, mezi nejcastéjsi paliva pak acetylen, vodik a propan.
V tabulce €. 2 jsou uvedeny charakteristiky nejbéznéjsi kombinaci oxidovadla a paliva.

Tabulka . 2: Charakteristiky béZné pouZivanych typi plamene

Plamen Pritok plynu Teplota Rgggﬁ?t
typ dm®min K cm/min
Palivo | Oxidovadlo

Vzduch - propan | 0,3-0,45 8 2200 45
Vzduch - acetylen | 1,2-2,2 8 2450 160
Vzduch - vodik 6 8 2300 320
N2O - propan 4 10 2900 250
N-O - acetylen 3,5-4,5 10 3200 285
N,O - vodik 10 10 2900 380

Tato metoda je pouzitelna pro stanoveni kobaltu v pitné, morské, povrchové, odpadni
vodé i ve vyluzich z pad. Stanoveni kobaltu se provadi pfi vinové délce 240,7 nm. V této
diplomové praci byl pouzit systém acetylén-vzduch.[36, 37]

2.2.2.3 Atomova absorpéni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci (ET AAS)

Pfi atomové absorpci s elektrotermickou atomizaci je kapalny vzorek zavadén
do specialni odporové vyhfivané kyvety. Vhodnym materidlem téchto kyvet je pyrolyticky
grafit, wolfram nebo molybden. Kyveta je opatfena platformou, na kterou se vzorek nanasi.
Tato platforma je mala tenka desticka, ktera je vlozena do kyvety. Pfi pouziti kyvety
s platformou pfechéazi analyt do plynné faze pozdéji nez pfi nastfiku vzorku na sténu kyvety.
Cela atomizace probiha v ochranné atmosfére argonu, aby se zabranilo pfistupu kysliku
do atomizatoru.

Po nadavkovani vzorku je teplota zvySovana v nékolika krocich. V prvni fazi dochazi
k odpareni rozpoustédla a vzorek se vysu$i. V dalsim kroku dochazi k pyrolyze. Zde se
odstrani nejvétsi ¢ast matrice vzorku (anorganické soli, organické zbytky matrice). Nasleduje
ohrev na teplotu atomizace, vznika oblak plynnych atom(l sledovaného analytu v zakladnim
energetickém stavu a k absorpci primarniho zareni. Nasleduje kratkodobé zahrati nad
teplotu atomizace a kyveta se tim vycCisti. Poté se kyveta ochladi na plvodni teplotu a je
pfipravena pro dalsi pouziti.

Stanoveni kobaltu metodou ET AAS se provadi pfi vinové délce 240,7 nm a Sifce Stérbiny
0,2 nm na pristroji bézné konstrukce se Zeemanovym S$tépenim. Napéti na vybojce s dutou
katodou je rGzné podle vyrobce. Atomizace se provadi v grafitovych kyvetach vybavenych
platformou. detekéni limit €ini az 1,7 ng/l. [38]

2.2.3 Stanoveni kobaltu metodou ICP-OES
Plazma se definuje jako ionizovany plyn obsahujici dostate€nou koncentraci elektricky

nabitych castic, pficemz pocet kladnych a zapornych naboju je stejny. Celd soustava je
elektricky vodiva, ale celkové nevykazuje zadny elektricky naboj (je quasi neutraini).
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Vysokofrekvenéni indukéné vazané plazma excituje molekuly vzorku. Metoda je zalozena
na méreni intenzity emitovaného zareni, které vznika pfi pfechodu valencniho elektronu
z vy$8i energetické hladiny na hladinu niz8i. Méreni probiha na vybranych emisnich €arach
urcitych vinovych délek.

Metoda ICP OES je jednou z nejpouzivanéjSich metod pro stanoveni stop kobaltu. Méfeni
probihd pfi 228,616 nm. Po prekoncentraci vzorku muze mit detekéni limit az 100 ng/l
a aplikuje se pro stanoveni kobaltu v pitnych vodach. [39]

Ve spojeni s indukéné vazanou plazmou se v sou€asné dobé hojné vyuziva technika
hmotnostni spektrometrie. ICP-MS predstavuje techniku ultrastopové multielementarni
analyzy. Technika je zaloZzena na ionizaci prvkl ve vzorku pfitomnych v argonovém indukéné
vazaném plazmatu. Vzniklé ionty jsou pies interface vedeny do hmotnostniho spektrometru
a tam jsou analyzovany.[34]
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a zarizeni

Absorpéni spektrofotometr UNICAM UV 500, vyrdbény firmou Thermo Spectronic je
dvoupaprskovy skenovaci spektrofotometr klasické konstrukce. Detektorem je fotonasobic.
Méreni probihalo ve sklenénych kyvetach o optické draze 1 cm.

Atomovy absorpéni spektrometr AAS ZEEnit 60 od firmy Analytiklena AG
s elektrotermickou atomizaci klasické konstrukce a Zeemanovou korekci pozadi
a autosamplerem. Jako zdroj zareni byla pouzita kobaltova vybojka s dutou katodou
SpectrAA Lamp od firmy Varian. Pomoci autosampleru byl nanasSen do grafitové kyvety
s modifikatorem.

Atomovy absorpcni spektrometr s atomizaci v plameni AAS SpectrAA 30 od firmy Varian.
Zdrojem zareni je vybojka s dutou katodou SpectrAA Lamp od firmy Varian. Vzorek byl
nasavan kapilarou pfimo z roztoku.

Analytické digitalni vahy SCALTEC SPB 32 od firmy Scaltec Instruments GmbH.

Magneticka michacka s ohfevem Fischer Scientific, spol. s. r. o.

Pro pfesné méreni pH byl pouzit pH metr InoLab pH level 3 od firmy WTW se zapojenou
kombinovanou elektrodou typu SenTix také od firmy WTW.

Membranové filtry PRAGOPOR od spolec¢nosti Pragochemia, spol. s.r.o., o velikosti porQ
0,4 um.

3.2 Roztoky a chemikalie

VSechny pouzité chemikalie byly Cistoty p. a. (pro analyzu)

3.2.1 Analyticka ¢inidla a standard

4-(2-pyridylazo)rezorcinol

4-(2-pyridylazo)rezorcinol pro tuto diplomovou pochazi od firmy Lachema, Brno, CR.
Zasobni roztok o koncentraci 1-10° mol/l byl pfipraven rozpusténim vypoditané navazky
v destilované vodé. Roztok byl skladovan ve tmé maximalné 2 dny. Vzorec 4-(2-
pyridylazo)rezorcinolu je znazornén na obrazku €. 3.

OH
Obrazek ¢&. 3: 4-(2-pyridylazo)rezorcinol

2-(5-Brom-2-pyridylazo)-5-diethylaminofenol

2-(5-Brom-2-pyridylazo)-5-diethylaminofenol pro potfebu této diplomové prace byl vyroben
ve firmé& Sigma-Aldrich, SRN. Zasobni roztok o koncentraci 1,25 - 10 mol/l byl pfipraven
rozpusténim vypoétené navazky v Cisttm dimethylformamidu. Vzorec 2-(5-Brom-2-
pyridylazo)-5-diethylaminofenol je zobrazen na obrézku €. 4.

29



Martin Charuza

TN
M

\

OH

e
M—, Br
Y J

Diplomova prace

Obrazek ¢&. 4: 2-(5-Brom-2-pyridylazo)-5-diethylaminofenol

Standardni roztok Co (ll) Co(NO;), v cisté H,0, vyrabény firmou Analytika spol. s. r. 0.,

Praha, CR, koncentrace 1 + 0,002 g/l.

3.2.2 Chemikalie pro pripravu roztoku iontu

Siran zeleznato-amonny, hexahydrat

Hydrogenuhli¢itan sodny
Fluorid sodny

Dusi¢nan sodny

Dusiénan hore¢naty, hexahydrat
Dihydrogenfosfore¢nan sodny
Chlorid zelezity

Chlorid vapenaty, dihydrat
Chlorid sodny

Chlorid manganaty, dihydrat
Chlorid hore€naty, hexahydrat
Chlorid hlinity, hexahydrat
Chlorid draselny

Chlorid amonny

Bromid sodny

FeSO4(NH4)2(SO4) -6 Hgo

Na(HCOs)
NaF

NaN03

Mg(NOs) - 6 H,0
NaH2P04

FeCI3

CaCl, - 2 H,O
NaCl

MnC|2 -4 Hgo
MgCls - 6 H,0
AICI; - 6 HO
KClI

NH,CI

NaBr

3.2.3 Dalsi pouzita rozpoustédla a chemikalie

Kyselina chlorovodikova 35%
Kyselina dusi¢na 65%

Kyselina octova 99%

Kyselina citrébnova

Kyselina askorbova
Ethylendiamintetraoctova kyselina,
disodna sul, dihydrat

Hydroxid sodny
Dimethylformamid
Disifi¢itan/hydrogensifi¢itan sodny
Hydrazin dihydrochlorid

Octan sodny, trihydrat

Octan amonny

Zephyramin

Fluorid sodny

Tetraboritan sodny

Septonex

Thiomoc&ovina

HCI

HNO;

CH;COOH

CsHsO7 - HO

CeHgOp
C10H14N2N3203 - 2 Hgo

NaOH

CesH,NO
Na,S,05/NaHSO4
NoH, - 2 HCI
CH3;COONa - 3 H,0
CoH7NO,
Ca3H4CIN

NaF

NagB4O7 -10 Hgo
Cg1H44BrN02
CS(NH).
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Lachema, Brno, CR
Lachema, Brno, CR
Lachema, Brno, CR
Lachema, Brno, CR
Lachema, Brno, CR
Lachema, Brno, CR
Sigma-Aldrich, SRN
Merck, SRN

Penta, Chrudim, CR
Lachema, Brno, CR
Lachema, Brno, CR
Lachema, Brno, CR
Lachema, Brno, CR
Lachema, Brno, CR
Merck, SRN

Penta, Chrudim, CR
Penta, Chrudim, CR
Penta, Chrudim, CR
Onex, Vigantice, CR
Sigma-Aldrich, SRN
Lachner, Neratovice,
CR

Penta, Chrudim, CR
Penta, Chrudim, CR
Sigma-Aldrich, SRN
Sigma-Aldrich, SRN
Penta, Chrudim, CR
Penta, Chrudim, CR
Sigma-Aldrich, SRN
Lachema, Brno, CR
Lachema, Brno, CR
TAMDA Olomouc,CR
Ciba, Basilej, CH
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Dodecylhydrogensulfat sodny CoHsNaO,S Merck, SRN

Triton X-100 C14H20(C,H,0), Calbiochem, USA
Peroxid vodiku H,0: Penta, Chrudim, CR
Peroxodisiran amonny NH,S,04 Penta, Chrudim, CR
Peroxodisiran sodny NaS,Og Penta, Chrudim, CR
Stlaeny argon (99,995 %) Ar SIAD, Branany, CR
Stlageny acetylén C2H2 SIAD, Branany, CR

3.3 Charakteristika vzorku

Vzorky byly po odebrani skladovany v lednicce pfi cca 8 °C. Pfed stanovenim byly
prefiltrovany prfes membranovy filtr o velikosti pér(i 0,45 um. Roztok vitaminu B12 byl
pfipraven rozpusténim ampuli kyanokobalaminu v destilované vodé.

3.3.1  Mineralni voda
Vzorek mineralni vody Mattonni neperliva byl zakoupen v obchodé a pred stanovenim byl
prefiltrovan pres membranovy filtr o velikosti pord 0,45 um.

3.3.2 Povrchova voda

Vzorek povrchové vody byl odebran do tmavé plastové PET lahve o objemu 1,5 dm®.
Z lokality Brno- Bystr, levy breh feky Svratka, u zastavky tramvaje €. 1: ZOO byl odebran
jednorazovy vzorek. Podminky odbéru: 26. 3. 2012, 21:00, polojasno, bezvétfi, vzduch 6 °C,
voda 4 °C.

3.3.3 Podzemni voda

Vzorek byl odebran do tmavé plastové PET lahve o objemu 1,5 dm® z lokality Rusava
(okres Kroméfiz, Hurbanova studanka). Vyvod pramene: Zzelezna trubka, voda je
zhodnocena jako pitna. Podminky odbéru: 1.4. 2012, 12:00, Jasno, mirny zapadni vitr,
teplota vzduchu 10 °C, teplota vody 9 °C.

3.3.4 Odpadni voda

Odpadni voda byla odebrana do tmavé plastové lahve o objemu 1 dm?® z prostord gistirny
odpadnich vod pfi VFU Brno. Voda byla odebrana z odtoku, tedy po vycisténi, nechlorovana.
3.3.5 Vitamin B12

Vitamin B12 ve formé kyanokobalaminu byl dodan prof. Sommerem v balenich po 5
ampulich. Ampule vitaminu B12 (1 mg/ml B12) byla rozfezana a byl pfipraven zasobni roztok
v destilované vodé.

31



Martin Charuza Diplomova prace

3.4 Metodika vyhodnoceni vysledki

Namérené hodnoty byly prolozeny linearni spojnici trendu a kalibraéni zavislost poté byla
statisticky zpracovana. Statistické zpracovani experimentalnich dat bylo provedeno
v souladu s éeskou statni normou CSN ISO 8466-1. Tato norma popisuje véechny nezbytné
kroky nutné pro hodnoceni statistickych charakteristik linearni kalibraéni funkce.

3.4.1 Hodnoceni kalibrace

Linearni kalibraéni zavislost popisujici zavislost absorbance roztoku y na koncentraci
analytu x je vyjadfena rovnici y = a + bx. Sada namérfenych dat byla zpracovana funkci
linearni regrese v programu Microsoft Excel a byly ziskany hodnoty koeficientll a a b.
Smérodatna odchylka s,; reprezentuje pomér rozptylu hodnot kolem kalibracni krivky
a numericky vyjadfuje skutecnost, ze rovnice kalibra¢ni kfivky je vzdy omezena urCitym
rozptylem hodnot.

Pro kazdou hodnotu x existuje interval spolehlivosti (tzv. konfidenéni interval), ktery
pokryva skuteCnou hodnotu y. Meze intervalu spolehlivosti jsou dva hyperbolické oblouky
mezi nimiz |ze o¢ekavat skuteénou kalibracni funkci pro uroven vyznamnosti o, ktera se uréi
pomoci kvantilu — rozdéleni podle Studenta. [49]

Interval spolehlivosti ma horni a dolni mez. Horni mez popisuje rovnice (10). Dolni mez
intervalu spolehlivosti pak rovnice (11). Kde vyraz t je kvantil t-rozdéleni podle Studenta. [42]

_ st -y
UCL:yba+ SRR E I b (10)

- s, -t 1 __!
UCL:yba— LT E Y (11)

3.4.2 Test homogenity rozptylu

Méreni prvniho a posledniho bodu rozsahu kalibrace bylo provedeno desetkrat pro
ovéfeni homogenity rozptyll. Bylo tedy ziskano deset namérenych hodnot y;; a oba soubory
dat byly pouzity k vypo&tu hodnot rozptyld s;# a s podle rovnice (12), kde vyraz n je podet
opakovani méreni a y_l je prumér namérenych hodnot, ktery je vyjadien vztahem (13), kde
i =1 nebo 10.

(13)
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F-test se pouziva pro zjisténi vyznamnosti odchylky rozptylu v meznich hodnotach
kalibrace. Principem F-testu je porovnani vypoctené hodnoty PG, s tabelovanou hodnotou F-
rozdéleni. Princip F testu je vyjadien vztahy (14) pro s;° > s, a (15) pro s,° < s1,°.

2

PG =" (14)
1
s

PGI :—2 (15)
S10

Rozdil mezi rozptyly s;# a s neni vyznamny jestlize plati podminka PG; < Fij120.9-
Paklize PG; > Fi1 20,00 je rozdil mezi rozptyly s a s;° vyznamny. [42]

3.4.3 Test linearity

Aby byly vysledky relevantni, je potfeba ovéfit zda dana kalibraéni funkce nema jiny nez
linearni trend. Podle normy CSNISO 8466-2 byla linearita testovana porovnanim
rezidualnich smérodatnych odchylek linearni i nelinearni kalibraéni funkce pomoci rozdilu
hodnot rozptyl( DS? jak vyjadfuje rovnice (16), kde N je po&et bodd kalibraéni kivky.

DS?
2
Y2

PG, = DSZZ(N_z)'Si _(N—3)-s§2 (16)

Rezidualni smérodatna odchylka linearni kalibraéni funkce je dana vztahem (17).

2

2[” a+b)]

o 17
N N—2 ( )

N

Rezidualni smérodatna odchylka nelinearni kalibra¢ni funkce je dana vztahem (18).

2

ﬁ:[yi —(a + bx; Jrcx,.2 )]

= 18
—— (18)

Jestli je kalibra¢ni funkce linearni €i nikoliv se uréi porovnanim testované hodnoty PG,
s tabelovanymi hodnotami F-testu. Testovana hodnota PG; se vypocte podle vztahu (19).

_ DS?
T2

N v,

PG, (19)

Jestlize plati PG, < F; kalibraéni funkce je linearni. Je-li PG, > F5, kalibraéni funkce neni
linearni a nelinearni kalibraéni funkce vede k vyznamné lepsSi tésnosti a je tfeba zuzit
pracovni rozsah.

3.4.4 Mez detekce

Mez detekce je definovana jako absolutni mnozstvi nebo koncentrace analytu, které
poskytuje signal rovny trojnasobku smérodatné odchylky signalu pozadi. Detekéni limit se
vypocita podle vztahu (20), kde Sje citlivost udavana smérnici kalibracni kfivky a sz je
smérodatna odchylka blanku.
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(20)

Pro stanoveni detekéniho limitu je nutno promérfit signal blanku desetindsobné. Takto
vypoctena mez detekce se oznacuje jako Xj.. [43, 44]

3.4.5 Mez stanovitelnosti

Mez stanovitelnosti je definovana jako nejniz$i koncentrace nebo mnozstvi analytu, jez se
miZze danou metodou stanovit s urcitou pravdépodobnosti. Stejné jako mez detekce Xz, se
i hodnota meze stanovitelnosti ziska z desetinasobného proméreni blanku a poté se vypocita
vztahem (21)

_10-s4
S

MS

(21)

3.4.6 Vypocet detekéniho limitu Millerovou metodou

Millerova metoda vypoctu detekéniho limitu vyuziva informace ziskané z kalibrace , bez
dal$ich doplnujicich méreni. Pfi vypocltu detekéniho limitu touto metodou je vyhodou, ze neni
nutno promérovat desetkrat blank.

Nejdfive se vypocita regresni rovnice z kalibra¢ni pfimky. Z této rovnice je odecten usek,
ktery kalibraéni pfimka protinda na ose y. Ktomuto useku je poté pfi€ten trojnasobek
smérodatné odchylky rozptylu bodl kolem kalibracni kiivky, ktera miize byt vypocitana podle
vzorce (22). Celkovy vzorec pro vypoCet useku na ose y zobrazuje vztah (23).

s = M (22)

ylx n—2
y=yg+3-s5,, (23)

Tento vypocitany usek je poté dosazen zpét do regresni rovnice a po vyjadreni x je
mozno vypocitat detekéni limit prislusné metody X, [45]

3.4.7 Vypocet detekéniho limitu podle Grahama

Grahamova metoda umoziiuje vypocitat detekéni limit z kalibraéni kfivky podle normy
CSN 8466. Zakladnim predpokladem je linearni odezva pfistroje az k ,nulové
koncentraci“ analytu v méfeném vzorku. Tato podminka ale nemusi vzdy platit. Pro zajisténi
koncentraci analytu.

Detekéni limit metody Xp predstavuje koncentraci analytu, kterd nemuze byt statisticky
rozliSena od nulové koncentrace. Detekéni limit Xp Ize najit jako koncentraci, jejiz dolni mez
intervalu spolehlivosti na dané hladiné statistické vyznamnosti je pravé rovna nule. Takto
nalezeny bod je oznac¢ovan Xp* a chrani pfed chybou prvniho druhu, tedy pfijeti hypotézy, ze
analyt je pfitomen, kdyz ve skute¢nosti pfitomen neni. Hodnota Xp* Ize vypocitat z rovnice
(24).
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Voo xe | St (L 1 by
LCL(XD)_O_ o Yb Nl b2 .ZN:'(X,» _;C)z (24)

i=l

Chyba druhého druhu je prijeti hypotézy ze analyt je nepfitomen, kdyz ve skute€nosti
pfitomen je. Ochranu pfed chybou druhého druhu poskytuje detekéni limit metody
oznadovany jako Xy, pro néz plati, ze jeho dolni mez intervalu spolehlivosti je totozna
s horni mezi intervalu spolehlivosti Xy |ze ho vypocitat podle rovnice (25). [42, 46]

AP A L e | b-y)
LCL(XD)_O_XD+ 5 N+;+bz_i.(xi_;)2 (25)

i=l

3.4.8 Metoda standardnich pridavku

Pro stanoveni neznamé koncentrace kobaltu ve vzorku se da pouzit metody kalibracni
kfivky ¢i metody standardnich pridavkd. Pro ucely této diplomové prace byla pouzita metoda
standardnich pridavkd. Nejprve byl proméren vzorek bez pfidavku standardu A,, poté byly
proméfeny vzorky s rznymi pridavky standard(. Neznama koncentrace kobaltu ve vzorku
byla vypocitana z regresni rovnice kalibracni pfimky s pridavky standard(l. Regresni rovnice
y = ax + b byla upravena, za podminek, ze y = A,s @ X = (Cs + Cy), jak ukazuji vztahy (26).
Kazdé méreni bylo provedeno tfikrat a pomoci programu Microsoft Excel a funkce SMODCH
byla vypo€itana smérodatna odchylka. [47]

A, —ac,—b

Axﬂza(cs+cx)+b:>Ax+S=acS+acx +b=c, = (26)

a

3.4.9 Uréeni stechiometrie komplexu

Pro urCeni stechiometrie komplex(i Ize pouzit metodu kontinudlnich variaci (Jobova
metoda) nebo metodou latkovych pomérd. Metoda kontinualnich variaci je zalozena na
méreni absorbance roztokd kovu (M) a ligandu (L). Soucet analytickych koncentraci je staly,
ale méni se jejich pomér v zavislosti na latkovém zlomku kovu.

Latkovy zlomek x se méni od O po 1. Jobova metoda se pouziva pro zjisténi molarniho
poméru slozek v komplexu. Metoda se provadi tak, ze se misi ekvimolarni roztoky kationtu
kovu M a ligandu L v riznych pomérech. Méfeny roztok musi mit vzdy konstantni konecny
objem. Celkova koncentrace je konstantni, ale méni se molarni zlomek x. Schéma vzniku
komplexu uvadi rovnice (27)

M +nL<> ML, (27)

Pro vypoCet neznamé n plati vztahy (28), (29) a (30).
n—Xp (1+n)=0 (28)
L]y =co-x, —[ML,] (29)
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[MLH]
[M],-[LE
Po derivaci rovnic (28), (29) a (30) podle x;, a zavedenim podminky pro maximum (31)

vzejde vztah (32), ze kterého po upravé vznikne vysledny vztah (33), kde n je poet molekul
ligandu, které pfipadaji na jednu molekulu kovu.

B, = (30)

dML,]
ix =0 (31)
n—xmax-(l+n):0) (32)
nzl_“)‘:;x (33)

Metoda kontinualnich variaci je vhodna i pro méné stabilni komplexy, Cili komplexy
s malou hodnotou konstanty stability. Pro stechiometricky koeficient n > 3 jsou vSak vysledky
této metody nepresné. [48]
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Spektrofometrické studium tvorby komplexu Co(lll)-PAR

4.1.1 Vliv komponent na samotné ¢inidlo PAR

4.1.1.1 Vliv teploty a ¢asovy vyvoj

Byl studovan vliv teploty a €asu na absorpéni spektrum €inidla. Po zahrati inidla na 50 °C
bylo naméreno stejné absorpéni spektrum jako spektrum c&inidla za laboratorni teploty. Bylo
zjisténo ze Cinidlo PAR nevykazuje zadny ¢asovy vyvoj ani po 2 hodinach stani na svétle.

41.1.2 VlivpH

Hodnota pH ma vyznamny vliv na disociaéni formy a na namérené spektrum cCinidla, na
intenzitu absorpce a na polohu absorpéniho maxima. Prfesna hodnota pH byla upravena
pomoci rizné ziedénych roztok(l NaOH a HCI a zmérena na pH-metru.

Samotné Cinidlo PAR je v rozmezi pH 1 — 9 zbarveno zluté. Pfi pH 1 — 2 ma ¢inidlo dvé
nevyrazné maxima pfi 400 nm a pfi 470 nm. Pfi pH 3 — 4 se absorpéni maximum cinidla
posouva k mensim vinovym délkam na 380 nm. Od hodnoty pH 5 se zvySujicim se pH
dochazi k batochromnimu posunu a k hyperchromickému efektu. Nejvy$si absorbanci ma
Cinidlo pfi pH8 a 9 pfi 415 nm. Absorpéni spektra Cinidla PAR v zavislosti na pH jsou
znazornéna na obrazku €. 5.

1,4 4
1,2
1 -
— 081
<
0,6 -
0,4 -
0,2 - S
0 T T T 1 1
350 400 450 500 550 600
A [nm]
—— pH1 —pH2 pH3 —pH4 —pH5
—pH5,5 —pH6 —pH7 pH8 —pH9

Obr. & 5: Absorpéni kiivky PAR pfi riiznych hodnotach pH: ¢(PAR) = 5 10° mol - dm™®
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4.1.1.3 Vliv acetatového pufru

Obrazek ¢. 6 zobrazuje vliv riznych koncentraci acetatového pufru na cinidlo. VSechny
studované koncentrace acetatového tlumice zpUsobuji zvys$eni intenzity absorpce. Nejvice
zvySuje intenzitu absorpce Cinidlo s pfitomnosti acetatového pufru o koncentraci
0,2mol - dm® Nejméné ovliviiuje intenzita absorpce ¢&inidlo soctanem amonnym
o koncentraci 0,01 mol - dm™,

ATl

0 T T T T 1
350 400 450 500 550 600
A [nm]

—— bez octanu ——c¢ (octan) = 0,001 M ¢ (octan) = 0,01 M
——c (octan) = 0,1 M ——c (octan) = 0,2 ——c (octan) = 0,4 M

Obr. ¢. 6: Vliv pritomnosti acetatového pufru v rdznych koncentracich na spektra Cinidla PAR,
¢(PAR) =5- 10° mol - dm™ pH 5,5

4.1.1.4 Vliv kationtového tenzidu Septonexu

Byl studovan vliv riznych koncentraci tenzidu Septonexu na spektra samotného cinidla
PAR pfi pH 5,5. Septonex ve vSech koncentracich snizuje absorbanci roztoku Cinidla oproti
roztoku Cinidla bez tenzidu. V pfipadé roztoku Ccinidla stenzidem v koncentraci
10° mol - dm™ dochéazi nejen ke snizeni absorbance (hypochromni efekt), ale i k posunu
absorpénino maxima k niz§im vinovym délkam (hypsochromni efekt). PFfi nizSich
koncentracich tenzidu dochazi pouze ke snizeni intenzity absorbance. Namérena absorpéni
spektra Cinidla s riznymi koncentracemi kationtového tenzidu Septonexu jsou znazornéna
na obrazku €. 7.
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1,2
1 4
0,8 -
= 06 4
0,4 -
0,2 -

O 1 T 1 T 1

350 400 450 500 550 600
A [nm]
—— Beztenzdu —— c(Septonex) = 0,001 M
c(Septonex) = 0,0001 M —— c(Septonex) = 0,00001 M

Obr. €. 7: Viiv neiontového tenzidu Septonexu na absorpcni spektra PAR,
¢(PAR) =5- 10° mol- dm* pH 5,5

4.1.2 Vliv komponent na komplex Co(lll)-PAR

Pfi diskuzi vysledkll se vychazelo z diferenénich spekter komplexu Co(lll)-PAR.
Diferenéni spektrum komplexu vznikne tak, ze se od naméfeného spektra komplexu odecte
namérené spektrum samotného Cinidla, zmérfeného za stejnych podminek jako komplex
(koncentrace Cinidla, pH, pfidané komponenty, ¢as, atd.).

4.1.2.1 Vliv teploty a ¢asovy vyvoj

Byl studovan vliv teploty na komplex Co(lll)-PAR. Kobalt tvofi s €inidlem PAR komplex
ihned po pfidani Cinidla za laboratorni teploty. Po zahrati komplexu na 50 °C nevykazuje
komplex zadnou zménu absorpéni krivky proti komplexu zméfeném za laboratorni teploty.
Zvyseni teploty tedy nema zadny vliv na tvorbu komplexu.

Dale byl studovan vliv ¢asu na tvorbu komplexu. Ukazalo se, ze komplex Co(lll)-PAR
nevykazuje zadny ¢asovy vyvoj ani po 2 hodinach stani komplexu na svétle.

4.1.2.2 VlivpH

Hodnota pH ma nezanedbatelny vliv na absorpéni spektra komplexu Co(lll)-PAR. Na
obrazku €. 8 jsou znazornéna diferenéni spektra komplexu Co(lll)-PAR. Pfi pH < 3 ma
komplex dvé absorpéni maxima, jedno pfi 430 — 440 nm a druhé pfi cca 550 nm. P¥i
hodnotach pH > 5 ma jiz komplex zfetelné absorpéni maximum pfi 510 nm. V rozmezi
hodnot pH 5,5 - 9 se jiz absorpéni maximum komplexu neméni.
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Obr. ¢. 8: Vliv pH na diferencni spektra komplexu Co(lll)-PAR,
¢(Co) = 10° mol - dm™, ¢(PAR) = 5- 10° mol - dm®

Na obrazku ¢. 9 je znazornén priibéh absorbanci komplexu a cinidla v zavislosti na pH
namérenych pfi absorpénim maximu komplexu A = 510 nm.

0,7 A

L 4

L 4
L 4

0,6 1

0,5 1

pH
—e—Co(ll)-PAR —=— PAR

Obr. &. 9: Pribéh absorbanci komplexu a Cinidla PAR v zavislosti na pH,
¢(Co) = 10° mol - dm™ ¢(PAR) = 5- 10° mol - dm™ pH 5,5: A = 510 nm
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4.1.2.3 Vliv koncentrace kovu a ¢inidla

Pfi pH 5,5 byl studovan vliv koncentrace kovu na absorpéni spektra komplexu. V rozmezi
koncentraci kovu 10° — 10 mol - dm™ byla naméfena totozna absorpéni spektra. V rozmezi
téchto koncentraci tedy nema koncentrace kovu na tvorbu komplexu zadny vliv. Absorpéni
maximum komplexu je 510 nm.

Pri pH 5,5 byl studovan vliv koncentrace C¢inidla na absorpéni spektra komplexu.
Absorpéni spektra jsou znazornéna na obrazku €. 10. Jako nejvhodnéjsi koncentrace Cinidla
PAR pro stanoveni kobaltu se jevi koncentrace 4 - 10° mol - dm® a 5 - 10° mol - dm™. P¥i
nizSich koncentracich je namérena absorbance mensi, jelikoz komplex jesté neni dostate¢né
vytvoren. Pfi vy§Sich koncentracich €inidla naopak jiz stanoveni rusi nadbytek Cinidla, ktery
ma intenzivnéjsi zabarveni nez komplex.

Na obrazku €. 11 je znazornén vliv koncentrace Einidla na namérenou absorbanci.
Absorbance byla odecitana pfi tfech vinovych délkach: 490 nm, Amax = 510 nm a pfi 530 nm.

0,6 -
0,4 -
0,2 -

0 -

AAT]

0,2 -

350 400 450 500 550 600
A [nm]

—¢(PAR) = 1 - 10E-5 — ¢(PAR) = 2 - 10E-5 ¢(PAR) = 3 - 10E-5

¢(PAR) = 4 - 10E-5 —¢(PAR) = 5 - 10E-5 —¢(PAR) = 6 - 10E-5
—¢(PAR) = 7 - 10E-5 —¢(PAR) = 8 - 10E-5 —¢(PAR) = 9 - 10E-5
—¢(PAR) = 1 - 10E-4

Obr. &. 10: Absorpéni spektra komplexu Co(lll)-PAR v zavislosti na koncentraci Cinidla,
¢(Co) = 10° mol - dm™, pH 5,5
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AAT]

cpar [10° mol/l]
—e— 490 nm —=— 510 nm 530 nm

Obr. &. 11: Vliv koncentrace ¢inidla PAR na absorbanci komplexu,
¢(Co) = 10° mol - dm™, pH5,5; 2 = 510 nm

4.1.2.4 Viiv tenzidd

Pii pH 5,5 byly studovany komplexy o koncentraci kobaltu cc, = 10° mol - dm?
a koncentraci ¢inidla cpar = 5 - 10° mol - dm™. Byly studovany vlivy Septonexu, Zephyraminu,
dodecylhydrogensiranu sodného a Brij 35. VSechny zminéné tenzidy nezvysuji absorbanci
komplexu ani v jedné z proméfenych koncentraci (102, 10* a 10° mol - dm™).

Aniontovy tenzid dodecylhydrogensiran sodny o koncentraci 10° mol - dm?® snizuje
absorbanci komplexu. V koncentracich 10 a 10° mol - dm™ nema dodecylhydrogensiran
sodny na absorpéni spektrum vliv.

Kationtovy tenzid Zephyramin snizuje absorbanci komplexu ve vSech promérenych
koncentracich stejné. Zephyramin snizuje koncentraci komplexu nejvice ze zkousenych
tenzida.

Neiontovy tenzid Brij 35 snizuje absorbanci komplexu ve v8ech promérenych
koncentracich. Nejméné ovliviiuje stanoveni Brij 35 o koncentraci 10° mol - dm™.

Absorpéni kfivky komplext s jednotlivymi tenzidy o koncentraci 10° mol - dm™ jsou
znazornény na obrazku &. 12. Zadny ze studovanych tenzidl neovliviiuje pozitivné stanoveni,
pro praktické stanoveni kobaltu ve vodach tedy neni zadouci pouziti tenzidu.

4.1.2.4.1 Vliv Septonexu

Byl studovan vliv kationtového tenzidu Septonexu na komplex o koncentraci kobaltu
Cco = 10° mol - dm™ a koncentraci &inidla cpar = 5-10° mol - dm™ pfi pH 5,5. Septonex
o koncentraci 10 mol - dm™ snizuje absorbanci komplexu a posouva absorpéni maximum
k vy§§im vinovym délkam na 515 nm. NizSi proméfené koncentrace Septonexu pouze snizuji
absorbanci komplexu. Absorpcni spektra komplexu s riznymi koncentracemi Septonexu jsou
zobrazeny na obrazku €. 13.

Dale byl studovan vliv pH na komplex o vySe zminénych koncentracich kobaltu a kovu
a koncentraci Septonexu 10° mol - dm™. S rostoucim pH se zvysuje i absorbance systému
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az do pH 5. V rozmezi pH 5 — 6 se nachazi absorpéni maximum systému a od pH 6 dochazi
k poklesu absorbance.

0,9 -
0,7 -
0,5 1
0,3 -
0,1 1

AA T[]

0,11
-0,3 -
-0,5 -

-0,7 A

'0,9 T T T T 1
350 400 450 500 550 600

A [nm]
—— Septonex —— Zephyramin dodecylhydrogensulfat — Brij 35 —— bez tenzidu

Obr. &. 12: Absorpéni spektra komplexu Co(lll)-PAR s jednotlivymi tenzidy, pH 5,5;
¢(Co) = 10° mol - dm™ c¢(PAR) = 5- 10° mol - dm™, c(tenzid) = 10° mol - dm®

1 4
0,8 A
0,6 A
0,4 A
0,2 A

_1 1 T T T 1
350 400 450 500 550 600

A [nm]
——c(Septonex) = 0,001 M —— c(Septonex) = 0,0001 M
c(Septonex) = 0,00001 M ——bez tenzidu

Obr. &. 13: Absorpéni spektra komplexu Co(lll)-PAR se Septonexem
¢(Co) = 10° mol - dm™ ¢(PAR) = 5- 10° mol - dm™ pH 5,5
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4.1.2.5 Vliv acetatového pufru

Pro praktické méreni je potieba pouziti pufrl pro udrzeni konstantniho pH. Pro optimalni
pH 5,5 Ize pouzit jako tlumivy roztok octan amonny. Na obrazku &. 14 je znazornén vliv
octanu amonného na komplex o koncentraci kobaltu cc, = 10° mol - dm™ a koncentraci
ginidla cpar = 5 - 10° mol - dm™ pii pH 5,5. Jak je patrné z obrazku &. 14, véechny proméfené
koncentrace octanu amonného snizuji absorbanci komplexu. Nejméné ovlivhuje absorbanci
komplexu octan sodny o koncentraci 0,01 mol - dm?®, tato koncentrace tlumivého roztoku
tedy byla zvolena pro praktické aplikace stanoveni kobaltu ve vodach.

0,7

350 400 450 500 550 600
A [nm]

—— bez tlumiée —— c(octan) = 0,01M c(octan) = 0,001M —— c(octan) = 0,0001M

Obr. €. 14: Vliv acetatového pufru na absorpCni spektra komplexu
¢(Co) = 10° mol - dm™, c(PAR) =5- 10° mol - dm™, pH 5,5.

4.1.2.6 Vliv oxidaénich a redukénich ¢inidel

Pfi pH 5,5 byl studovan vliv peroxidu vodiku a peroxodisiranu amonného jako oxidaénich
¢inidel a vliv hydrazindihydrochloridu a askorbové kyseliny jako redukénich cinidel na
komplex okoncentraci kobaltu cc, = 10°mol-dm® a koncentraci ¢&inidia
Crar = 5 10° mol - dm™. Obrazek &. 15 zobrazuje vliv jednotlivych oxidaénich a redukénich
¢inidel na absorbanci komplexu vyjadfenych v procentech proti roztoku samotného komplexu
pfi pH 5,5.

Redukéni €inidla neni zadouci pouzivat pro realné stanoveni kobaltu protoze pomoci
metody UV-VIS se stanovuje kobalt v oxidaénim stavu (+lll). Jejich pouziti by prfichazelo
v uvahu pouze pro redukci vysoce interferujicich na méné interferujici ionty o nizSim
oxidacnim Cisle, na které by poté bylo mozné aplikovat maskovaci ¢inidlo, napf. citrat.

Hydrazindihydrochlorid snizuje absorbanci ve v8ech proméfenych koncentracich,
nejméné snizuje absorbanci komplexu hydrazindihydrochloridu o koncentraci 10 mol - dm™.
Tato koncentrace by tedy byla pouzitelna pro eventuelni redukci Fe®* iontl. Dale byl
zkouman vliv pH na absorpcni kfivky komplexu s hydrazindihydrochloridem o koncentraci
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10* mol - dm™. Nejvyssi absorbance dosahuje komplex s hydrazindihydrochloridem o této
koncentraci pfi hodnotach pH 7 a 8.

Askorbova kyselina také snizuje absorbanci komplexu ve vSech studovanych
koncentracich. Askorbovéa kyselina o koncentraci 10 mol - dm®a 10®° mol - dm™ ovliviuje
stanoveni nejméné.

Oxidaéni Cinidla také neni nezbytné pouzivat pro stanoveni kobaltu, jelikoz kobalt po
reakci s organickymi €inidly ihned pfechazi z dvojmocného stavu do trojmocného.

Peroxid vodiku absorbanci komplexu nezvySuje ani v jedné z proméfenych koncentraci.
Nejméné snizuje absorbanci komplexu peroxid vodiku o koncentraci 0,01 mol - dm™®. Déle byl
studovan vliv pH na komplex s peroxidem vodiku o koncentraci 0,01 mol - dm™. Nejvy3si
absorbance komplexu s peroxidem vodiku byla namérena v rozmezi pH 7 — 9.

Peroxodisiran amonny o koncentracich 0,001 mol - dm™ a 0,0001 mol - dm™ ma nejmensi
vliv na absorpéni spektra komplexu. Peroxodisiran o koncentracich 0,01 mol - dm™
a 0,00001 mol - dm™ jiz snizuje absorbanci o vic jak 5 %. Nejvy3si absorbance komplexu
s peroxodisiranem amonnym je dosazeno v rozmezi hodnot pH 6 — 9.

100 -

80 1

60 1

%

40

20 1

¢inidlo

@ 0,01 ®0,001M 0 0,0001M m 0,00001M

Obr. €. 15: Viiv oxidacnich a redukénich ¢inidel na komplex Co(lll)-PAR pfi 510 nm
¢(Co) = 10° mol - dm™ ¢(PAR) = 5- 10° mol - dm™ pH 5,5

4.1.2.7 Kalibrace

Linearni rozsah metody UV-VIS pro ¢Cinidlo PAR je do hodnoty koncentrace kobaltu
0,9 mg/l. Kalibrac¢ni pfimka sestava z $esti ekvidistantnich bodl v celém linearnim rozsahu
(0,15; 0,3; 0,45; 0,6; 0,75 a 0,9 mg/l) jak je vidét na obrazku €. 16. Kazdy bod byl proméren
tfikrat, prvni a posledni bod kalibrace desetkrat a blank byl proméren desetkrat pro statistické
vyhodnoceni kalibrace podie IUPAC a CSN 8366.

Molarni absorpéni koeficient byl vypoCitdn ze smérnice rovnice kalibracni pfimky (&)
a z kazdého bodu kalibrace (¢) podle Lambert-Beerova zakona, ktery uvadi vztah (6).
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Detekéni limity byly vypocitany tremi rdznymi zpUsoby. Metodou tfi sigma Xj;, podle
IUPAC, Millerovou metodou X, a Grahamovou metodou Xp* a X,

Rozptyl mezi testovanymi hodnotami neni vyznamny, jelikoz jak je uvedeno v tabuilce €. 3,
hodnota PG, je mensi nez hodnota F;. Jelikoz je splnéna tato podminka, rozptyly jsou
homogenni a pro vyhodnoceni dat Ize pouzit regresni analyzu. Dale byl s naméfenymi daty
proveden test linearity, kde bylo zjisténo, ze hodnota PG, je nizSi nez hodnota F,, z ¢ehoz
vyplyva ze nelinearni funkce je méné vhodna pro namérené body kalibrace nez funkce

linearni.
0,9 -
0,8 -
0,7 4
0,6

0,5 -

AAT[]

0,4 -
0,3 -
0,2 -

0,1 -

Diplomova prace

R? = 0,9984

y = 0,928x - 0,006

0,0 =
0,0

Obr. €. 16: Kalibracni pfimka komplexu Co(lll)-PAR s intervaly spolehlivosti,

0,1 0,2

DATA

+ XDa

0,3 0,4

¢ [mg-

+ XDb

0,5 0,6
dm™]

+ Xm

— DMIS

0,7 0,8

— HMIS

¢(PAR) =5- 10° mol - dm™® A =510 nm, pH 5,5
Tabulka ¢. 3: Hodnoty vypocétené z kalibracni kiivky

X! mg - dm® 0,014 7
XS mg - dm® 0,044 1
Xso mg - dm™ 0,010 4
Xu mg - dm™ 0,032 3

£ mol"-cm”-dm® | 53 725 + 890
& mol"-cm”-dm® | 54 693 + 541
PG; - 1,5

F, - 4,03
PG, - 0,000 2
F, - 2,15
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4.1.2.8 Viliv cizich iontu

Jelikoz €inidlo PAR netvofi komplexy pouze s kobaltem ale i jinymi kovy, byl zkouSen i viiv
cizich iont na absorpci komplexu. Zakladnim predpokladem prednostni reakce ¢inidla PAR
pravé s kobaltem je pH. V pfipadég, ze i pfi pH 5,5 se tvofi komplexy i s jinymi ionty je potieba
vliv téchto interferentl odstranit, tfeba maskovacimi cCinidly nebo je prevést do méné
interferujici formy napf. redukci ¢i oxidaci.

Byl studovan vliv iontll, které se bézné vyskytuji v pfirodnich vodach nebo iontu, které by
mohly ovliviiovat stanoveni na komplex o koncentraci kobaltu cc, = 10° mol- dm?
a koncentraci &inidla cpag = 5 - 10° mol - dm™. Za rusivy vliv iontli bylo povazovano snizeni
nebo zvySeni absorbance 0 5 % proti absorbanci komplexu bez pfidavku iontu.

Bylo zjisténo Ze kationty Ca®*, Mg?*, K*, Na*, Mn* a NH," neovliviuji stanoveni ani
v jedné proméfené koncentraci (102, 10°, 10* a 10° mol - dm™®). Hlinité ionty neovlivAuji
absorbanci pouze o koncentraci 10° mol - dm™®. Vy$8i koncentrace hlinitych iontd zvysuiji
absorbanci. V pfipadé vysoké koncentrace hlinitych iontl Ize aplikovat kyselinu citrénovou
jako maskovaci €inidlo.

Zeleznaté ionty ovliviiuji stanoveni ve vSech proméfenych koncentracich. Zelezité ionty
o koncentraci 102 a 10° mol - dm™ vytvafi pfi pH 5,5 v roztoku &ervenohnédou srazeninu.
Koncentrace Zelezitych iontd 10* a 10° mol - dm™ v roztoku komplexu neovliviiuje stanoveni.

Z aniontll nerusi stanoveni pouze CI a H,PO, ani v jedné ze studovanych koncentraci.
Fluoridové ionty zpUsobuji snizeni absorbance komplexu v koncentraci 0,01 mol - dm™®, nizsi
koncentrace stanoveni neovliviiuji. Dusiénanové, siranové a hydrogenuhli¢itované ionty rusi
stanoveni ve vSech promérenych koncentracich.
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Obr. €. 17: Vliv riznych koncentraci interferujicich ionti na komplex Co(lll)-PAR
¢(Co) = 10° mol - dm™, ¢(PAR) =5- 10° mol - dm™® A =510 nm, pH 5,5
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4.1.2.9 Metoda kontinualnich variaci komplexu Co(lll)-PAR

Stechiometrie komplexu Co(lll)-PAR byla uréena metodou kontinuélnich variaci (MKV).
Metoda spociva ve smichavani ekvimolarnich roztok(l ¢inidla a kovu v riznych pomérech, za
konstantniho objemu, ale s ménicim se latkovym zlomkem. Roztoky Cinidla a komplexu byly
michany podle tabulky €. 4.

Tabulka ¢. 4: Poméry objemt pro pripravu roztoku pro metodu kontinualnich variaci

X, -1 1]09]08]075 0,7/06/05]04[03]/02[01] 0
VPAR) [mi |10 9 | 8|75 7|6 |5 |4|3[2]|1]0
VCo) |[mi|o|1]2|25 3|4|5|6|7]|8]9]10

Stechiometricky koeficient n byl vypocitan podle vztahu (33).

ofi pH 55 o —tme 077 . 4
—x_ 1-077 =
o X, 0,75
ipH9: n=—"—=_——"—=3
P e =075 =

Z rovnice (33) vyplyva, ze stechiometricky koeficient n = 3. Komplex se tedy pfi pH 5,5
a pfi pH 9 tvofi v poméru 1:3. Na obrazku €. 18 jsou znazornény kfivky pro vyhodnoceni
metody kontinualnich variaci pro pH 5,5.

0,7 A

Xo [

—e— komplex —=— PAR Jobbova kfivka

Obr. 18: Metoda kontinualnich variaci pro komplex Co(lll)-PAR,
¢(Co) = ¢(PAR) = 10 mol - dm™® A =510 nm, pH 5,5
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4.2 Spektrofometrické studium tvorby komplexu Co(lll)-PADAP

4.2.1 Vliv komponent na samotné ¢inidlo PADAP

Cinidlo PADAP neni rozpustné ve vodé. Pro ugely této diplomové prace byla navazka
¢inidla rozpusténa v Cistém dimethylformamidu. Méreny roztok byl doplhovan na pozadovany
objem vodou. Vysledna koncentrace dimethylformamidu v méfeném roztoku je 4 obj. %.
K roztoku bylo nutné pfidat tenzid Triton X-100 jako stabilizator Cinidla a komplexu ve vodné
fazi, aby nedoslo ke zpétnému vysrazeni Cinidla.

4211 VlivpH

Samotné &inidlo o koncentraci 5 10° mol - dm™® s tenzidem Triton X-100 o koncentraci
0,1% je vrozmezi pH 1 — 9 zbarveno oranzové. Absorpcni kfivky pfi riizném pH jsou
znazornény na obrazku €. 19. Absorpéni maximum se nachazi v rozmezi pH 3 — 9 pfi
448 nm. Pfi pH 2 je absorpéni maximum Ccinidla posunuto k vy$8§im vinovym délkdm na
454 nm. Pfi pH 1 dochazi k batochromnimu a hyperchromnimu posunu maxima komplexu na
465 nm. Hodnota pH byla nastavena pomoci ziedénych roztokd NaOH a HCI a odectena na
pH-metru.
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—pH1 —pH2 pH3 pH4 —— pH5 pH6 pH7 pH8 pH9

Obr. €. 19: Absorpcni krivky ¢inidla PADAP pii rizném pH,
¢(PADAP) =5 - 10° mol - dm™, ¢(Triton X-100) =0,1 %
4.2.1.2 Vliv neiontového tenzidu Tritonu X-100
Neiontovy tenzid Triton X-100 je nutny pro spravnou funkci Cinidla, jelikoz zabranuje

zpétnému vysrazeni Cinidla po pfidani vody k systému. Byl studovan vliv Tritonu X-100 ve 4
rdznych koncentracich na absorpéni spektra &inidla o koncentraci 5 - 10”° mol - dm™ pfi pH 6,
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jak je uvedeno na obrazku €. 20. Triton X-100 v koncentracich nizSich nez 0,05 % nesnizuje
absorbanci €inidla. V koncentracich vysSich nez 0,1 % snizuje absorbanci €inidla a mirné
posouva absorpéni maximum k niz§im vinovym délkam na hodnotu 450 nm. Pro spravnou
funkci tenzidu v pfipadé stanoveni byla zvolena koncentrace 0,1 %, nizSi koncentrace jsou
nedostacujici.

2_
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0,2 1

0 T I I T 1 1
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A [nm]

ATl]

—— bez tritonu —— c(triton) = 0,01% c(triton) = 0,05%
c(triton) = 0,1% —— c(triton) = 0,5%

Obr. €. 20.: Vliv Tritonu X-100 na absorpcni spektra Cinidla PADAP,
c(PADAP) = 5- 10° mol - dm™, pH 6

4.2.1.3 Vliv acetatového pufru

Byl studovan vliv octanu sodného, jako souclasti acetatového pufru na komplex
o koncentraci kobaltu cc, = 10° mol - dm™, koncentraci &inidla cpapap = 5 10° mol - dm™
a koncentraci Tritonu X-100 0,1 % pfi pH 6.

Pro praktickou aplikaci na realnych vzorcich vod jsou pouzitelné koncentrace tlumivych
roztokd do 0,0001 mol - dm™. Koncentrace octanu sodného 10 mol - dm® a 10° mol - dm?
velmi snizuji absorbanci komplexu. Koncentrace 0,01 mol - dm™®, ktera by byla vyuzitelna pro
stanoveni kobaltu na realnych vzorcich vod, snizuje absorbanci roztoku nejméné
z promérenych koncentraci octanu amonného pfi absorpénim maximu &inidla.

Absorpcni spektra ¢inidla s rliznymi koncentracemi octanu amonného jsou uvedeny na
obrazku €. 21.
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Obr. ¢. 21: Vliv octanu sodného na absorpéni spektra Cinidla PADAP,
¢(PADAP) = 5- 10° mol - dm™ pH 6

4.2.1.4 Vliv peroxodisiranu amonného

Peroxodisiran amonny ovliviuje pfi pH 6 a pfi absorpénim maximu Cinidla absorbanci
ginidla ve véech méfenych koncentracich. Vy$si koncentrace peroxodisiranu, 0,01 mol - dm™
a 0,001 mol - dm™®, zvysuji absorbanci &inidla. Niz$i koncentrace peroxodisiranu amonného
(10* a 10 mol - dm™®) absorbanci &inidla snizuiji.
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Obr. €. 22: Vliv peroxodisiranu amonného na absorpéni spektra Cinidla PADAP,

¢(PADAP) = 5- 10° mol - dm™ pH 6
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4.2.2 Vliv komponent na komplex Co(lll)-PADAP

4.2.2.1 Casovy vyvoj

Samotny komplex o koncentraci kobaltu cc, = 10®° mol - dm?, koncentraci ¢inidla Cpapap =
5-10° mol - dm® a koncentraci Tritonu X-100 0,1 % je pfi pH 6 &asové stabilni a po 50
minutach nedochazi k zadné zméné absorpéni kfivky.

Pridavek peroxodisiranu amonného o rlznych koncentracich zplsobuje c¢asovy vyvoj
absorbance komplexu. Byl zkouman €asovy vyvoj komplexu o slozeni jez bylo uvedeno vyse
s peroxodisiranem amonnym o koncentraci 5 - 10° mol - dm™. Roztok systému byl ponechan
na svétle a v desetiminutovych intervalech byla zméfena absorpéni spektra. Pfi absorpénim
maximu (587 nm) dochazelo k pravidelnému narlistu absorbance komplexu. Po 70 minutach
doslo k relativnimu ustaleni absorbance. K minimalnimu narlstu absorbance dochazelo jesté
i po 120 minutach ale pro stanoveni jiz tento narlst nebyl relevantni. Narst absorbance
mezi 70. a 120. minutou predstavoval pouze 2,5 %. Obrazek &. 23 zobrazuje €asovy vyvoj
daného komplexu pfi pH 6.

VSechna dalSi méfeni s pfidavkem peroxodisiranu amonného musela byt provadéna po
uréitém Easovém intervalu. Z experimentalnich (dosazeni co nejvy$si absorbance komplexu)
a Casovych divodul byla zvolena kompromisni doba 30 min.
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0,9 A
0,7 1
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0,3 A
0,1 =
0,1 -
-0,3 -
-0,5 -
0,7 -

‘0,9 T T T T T 1
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A [nm]

AAT]

——ihned —— 10 min 20 min 30 min —— 40 min —— 50 min

Obr. & 23: Casovy vyvoj komplexu Co(lll)-PADAP, ¢(Co) = 10° mol - dm™®,
c(PADAP) = 5- 10° mol - dm™, ¢(Triton) = 0,1 %, ¢((NH,):S205) =5 10*, pH 6
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4.2.2.2 VlivpH

Hodnota pH mé& nezanedbatelny vliv na tvorbu komplexu a jeho absorpéni spektrum. Byl
studovan vliv pH na komplex o koncentraci kovu cg, = 10° mol - dm™®, koncentraci &inidla
Crapap = 5-10°mol-dm?3, koncentraci Tritonu X-100 crgen = 0,1 % a koncentraci
peroxodisiranu amonného Cperoxodisiran = O - 10 mol - dm™. Absorpéni maximum komplexu
Co(lll)-PADAP se nachazi pfi 587 nm a to v rozsahu pH 1 — 9. Hodnota pH ma tedy vliv
pouze na velikost absorbance komplexu, nikoliv na polohu absorpéniho maxima. VSechny
roztoky byly proméfeny po 30 minutach vyvijeni komplexu.

Obrazek €. 24 zobrazuje vliv pH na absorpéni kfivky daného komplexu. V grafu jsou
patrné 2 oblasti absorpénich kfivek pfi 587 nm. V prvni oblasti o niz§i absorbanci se
nachazeji komplexy jejichz pH &ini 1, 8 a 9. V druhé oblasti o vyssi absorbanci se nachazi
komplexy o pH 2 —7.

Obrazek ¢. 25 zobrazuje prubéh absorbanci komplext zmérenych pfi 587 nm v zavislosti
na pH roztoku systému. Z obrazku €. 25 je patrné ze komplex s pfidavkem peroxodisiranu
amonného ma vys$Si absorbanci nez komplex bez peroxodisiranu amonného pfi hodnoté pH
v rozmezi 2 — 9.

Optimalni pH pro dalSi postup optimalizace je tedy v rozmezi 2 — 7. Pro dalSi studium
komplexu Co(lll)-PADAP byla vybrana hodnota pH 6. Pro aplikaci stanoveni na realné
vzorky vod bylo zvoleno pH 6 s ohledem na pracovni rozsah acetatového pufru.

350 400 450 500 550 600 650
A [nm]
—pH1 ——pH2 pH3 pH4 pH5 pH6 pH7 ——pH8 pH9

Obr. & 24: Viiv pH na absorpéni kfivky komplexu Co(lll)-PADAP, c¢(Co) = 10° mol - dm’,
¢(PADAP) = 5- 10° mol - dm™, ¢(Triton X-100) = 0,1 %, ¢((NH4)2S:0s) =5 - 10° mol - dm™®
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Obr. &. 25: Absorbance komplexu Co(lll)-PADAP v zavislosti na pH pii 587 nm,
¢(Co) = 10° mol - dm™®, ¢(PADAP) =5 10° mol - dm, ¢(Triton X-100) = 0,1 %,
¢((NH,)2S,05) =5 10° mol - dm®

4.2.2.3 Vliv koncentrace ¢inidla a koncentrace kovu

PFi pH 6 a konstantni koncentraci kobaltu cc, = 10° mol - dm™ a koncentraci Tritonu X-100
Crion = 0,1 % byl studovan vliv koncentrace Cinidla na absorpéni kfivky. Byly proméreny
koncentrace &inidla od 10° mol - dm™ (v poméru 1:1 ke kobaltu) az do 9 10° mol - dm™
(v poméru 1:9), jak ukazuje obrazek €. 26.

Nejvhodn&jsi pro danou koncentraci kobaltu je koncentrace &inidla 4 - 10° mol - dm™.
Niz8i koncentrace maji nizkou absorbanci, jelikoz jes$té nedoslo ke kvantitativnimu vytvoreni
komplexu. Z hlediska spotieby €inidla nebyly zvoleny vy$si koncentrace Cinidla, které navic
maji vysokou absorbanci pfi jinych vinovych délkach.
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——c(PADAP)=7-10E-5 ——c(PADAP) =8 - 10E-5 c(PADAP) =9 - 10E-5

Obr. &. 26: Absorpéni kiivky komplexu Co(lll)-PADAP v zavislosti na koncentraci Cinidla,
¢(Co) = 10° mol - dm™, ¢(Triton X-100) = 0,1 %, pH 6.

Byl studovan vliv koncentrace kobaltu na absorpéni spektra. K riznym koncentracim
kobaltu byla pfidavana konstantni koncentrace &inidla Cpapar = 4 - 10° mol - dm™
a konstantni koncentraci Tritonu X-100 Criton = 0,1 %.

Jak ukazuje obrazek &. 27, se zvySujici se koncentraci kovu stoupda i absorbance
komplexu pii pH 6 a pfi 587 nm. Od koncentrace kovu 5 - 10° mol - dm™ se jiz absorbance
komplexu se zvysuijici se koncentraci kovu nezvysuije.
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Obr. &. 27: Vliv koncentrace kobaltu na absorpéni spektra komplexu Co(lll)-PADAP,
¢(PADAP) =5 - 10° mol - dm™, ¢(Triton X-100) = 0,1 %, pH 6

4.2.2.4 VIliv oxidaénich a redukénich ¢inidel

Byl studovan vliv askorbové kyseliny, peroxidu vodiku a peroxodisiranu amonného na
komplex o koncentraci kobaltu cc, = 10°mol-dm®, koncentraci &inidla Cpapap =
4 - 10®° mol - dm™ a koncentraci Tritonu X-100 Cryion = 0,1 % pfi pH 6.

Askorbova kyselina o vyssich koncentracich (0,01 a 0,001 mol - dm™®) zplisobuje snizeni
absorbance komplexu. Niz8i koncentrace askorbové kyseliny (10* a 10° mol - dm?)
zpUsobuji miré zvyseni absorbance komplexu. Neni potieba pouzivat askorbovou kyselinu
pro pfimé stanoveni kobaltu, jelikoz se stanovuje trojmocny kobalt. Askorbova kyselina se
pouzije pouze pro redukce nékterych vysoce interferujicich iontd.

Peroxid vodiku zpUsobuje ve v§ech koncentracich navyseni absorbance proti roztoku bez
pfitomnosti peroxidu. Peroxid vodiku o koncentraci 0,01 mol - dm™ ovliviiuje absorbanci jen
minimalné. Komplex a daném slozeni s pridavkem peroxidu vodiku nezplisobuje po 30
minutach nardst absorbance.

Pfidavek peroxodisiranu amonného v jakékoliv koncentraci vy$si nez 10° mol - dm?
zpUsobuje zvySovani absorbance v ¢ase. Byl studovan vliv peroxodisiranu amonného na
absorpéni kfivky komplexu o koncentraci kobaltu cc, = 10° mol - dm™, koncentraci ¢inidla
Crapap = 4 - 10° mol - dm™ a koncentraci Tritonu X-100 Crion = 0,1 % pFi pH 6. Casovy vyvoj
absorbance komplexu zobrazuje jiz obrazek €. 23. Obrazek €. 28 zobrazuje vliv jednotlivych
koncentraci peroxodisiranu amonného na komplex. VSechny vzorky byly ponechany po
pfipravé 30 minut na svétle pro vyvoj komplexu. Po 30 minutach byly zméfeny absorpéni
kiivky kazdého systému. Peroxodisiran amonny o vy8Sich koncentracich (0,01
a 0,001 mol - dm™®) snizuje absorbanci roztoku systému proti samotnému komplexu bez
peroxodisiranu amonného. Naopak o nizsich koncentracich (10* a 10° mol - dm®) zvysuje
absorbanci.
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Obrazek ¢. 29 ukazuje ru8ivy vliv jednotlivych Cinidel o proméfenych koncentracich na
komplex pfi pH6 a pfi 587 nm. Za ruSivy vliv oxidaéniho nebo redukéniho Cinidla se
povazuje zména absorbance o0 5 % proti absorbanci komplexu bez pridavku téchto Cinidel.
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/
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Obr. €. 28: Vliv peroxodisiranu amonného na absorpéni spektra komplexu Co(lll)-PADAP,
¢(Co) = 10° mol - dm™, ¢c(PADAP) = 4 - 10° mol - dm™, ¢(Triton X-100) = 0,1 %, pH 6
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Obr. . 29: Vliv oxidaCnich a redukénich Cinidel na komplex Co(lll)-PADAP pfi 587 nm
¢(Co) = 10° mol - dm™, ¢c(PADAP) = 4 - 10° mol - dm™, ¢(Triton X-100) = 0,1 %, pH 6
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4.2.2.5 Vliv neiontového tenzidu Tritonu X-100

Byl studovan vliv neiontového tenzidu Tritonu X-100 na komplex o koncentraci kobaltu cg,
=10 mol - dm™ a koncentraci &inidla cpapap = 5 - 10° mol - dm™ pfi pH 6.
Neiontovy tenzid Triton X-100 o koncentraci 0,5 % méni absorpéni kfivku komplexu tak, ze
uz neni zfetelné absorpéni maximum. Pro spravnou funkci Tritonu X-100 je nutna
koncentrace minimainé 0,1 %.

Obrazek €. 30 zobrazuje vliv Tritonu X-100 na absorp¢ni kfivky komplexu.
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Obr. &. 30: Vliv Tritonu X-100 na absorpcni kfivky komplexu Co(lll)-PADAP,
¢(Co) = 10° mol - dm™, ¢(PADAP) = 4 - 10° mol - dm™, pH 6.

4.2.2.6 Vliv acetatového pufru

Byl zkouman vliv riznych koncentraci octanu sodného, jakozto soucasti acetatového
pufru na komplex o koncentraci kobaltu cc, = 10° mol - dm™, koncentraci Tritonu X-100
Crion = 0,1 % a koncentraci &inidla Cpapap = 4 - 10° mol - dm™ pfi pH 6. Absorpéni kfivky
danych systém( jsou znazornény na obrazku ¢. 31.

Octan sodny o koncentracich 10° a 10* mol - dm™ zvySuje absorbanci komplexu pfi
absorpénim maximu. Octan sodny o koncentraci 0,01 mol - dm™ prakticky neovliviuje
absorbanci pfi 587 nm a proto byla tato koncentrace zvolena jako koncentrace tlumivého
roztoku pro stanoveni kobaltu v realnych vzorcich.
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Obr. &. 31: Vliv octanu sodného na absorpcni kfivky komplexu Co(lll)-PADAP,
¢(Co) = 10° mol - dm™, ¢c(PADAP) = 4 - 10° mol - dm™, ¢(Triton X-100) = 0,1 %, pH 6

4.2.2.7 Kalibrace

Linearni rozsah metody UV-VIS pro €inidlo PADAP je do hodnoty koncentrace kobaltu
1,0 mg/l. Kalibraéni pfimka sestava z deseti ekvidistantnich bodd v celém linearnim rozsahu
(0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9 a 1,0 mg/l) jak je vidét na obrazku €. 32. Kazdy bod
byl proméren tfikrat, prvni a posledni bod kalibrace desetkrat a blank byl proméren desetkrat
pro statistické vyhodnoceni kalibrace podle IUPAC a CSN 8366. Byly vypocitany horni
a dolni intervaly spolehlivosti.

Molarni absorpéni koeficient byl vypocitan ze smérnice rovnice kalibracni pfimky (&s)
a z kazdého bodu kalibrace (¢) podle Lambert-Beerova zdkona, ktery uvadi vztah (6).
Detekéni limity byly vypocitany tfemi riznymi zplisoby. Metodou tfi sigma X3, podle IUPAC,
Millerovou metodou X, a Grahamovou metodou Xp* a X,

Rozptyl mezi testovanymi hodnotami neni vyznamny, jelikoz jak je uvedeno v tabulce €. 5,
hodnota PG; je mensi nez hodnota F;. Jelikoz je splnéna tato podminka, rozptyly jsou
homogenni a pro vyhodnoceni dat Ize pouzit regresni analyzu. Dale byl s naméfenymi daty
proveden test linearity, bylo zjisténo, ze hodnota PG, je niz8§i nez hodnota F, z éehoz
vyplyva ze nelinearni funkce je méné vhodna pro namérené body kalibrace nez funkce
linearni.

Sytém obsahoval standardni roztok kobaltu, Triton X-100 o koncentraci 0,1 %, Cinidlo
PADAP o koncentraci 5-10°mol-dm?® a peroxodisiran amonny o koncentraci
5-10“ mol - dm™. Roztoky byly proméfeny pfi pH 6.
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Obr. €. 32: Kalibra¢ni pfimka komplexu Co(lll)-PAR s intervaly spolehlivosti,

¢(PADAP) = 5- 10° mol - dm™ c(Triton X-100) = 0,1 %, ¢((NH,)S:05) =5 10* 1 = 587 nm,
pH 6

Tabulka ¢. 5: Hodnoty vypoctené z kalibracni kiivky

Xp® mg - dm® 0,027 2
Xo? mg - dm™ 0,081 8
Xso mg - dm™ 0,007 8
Xm mg - dm® 0,064 2

€ mol™-cm™-dm® | 80 834 + 3 849
€ mol™-cm™-dm® | 83669 + 1 138

PG; - 0,59
Fi - 4,03
PG, - 2,15
F> - 2,94

4.2.2.8 Viliv cizich iontl

Pri pH 7 byl studovan vliv cizich iontd na stanoveni komplexu o koncentraci kobaltu cg, =
10° mol - dm™, koncentraci ¢&inidla Cpapap = 4 - 10° mol - dm™, koncentraci Tritonu X-100
Crrion = 0,1 % a koncentraci peroxodisiranu amonného Cpersiran = 5 - 10“* mol - dm™. Roztoky
cizich iontl byly pfidavany do roztoku komplexu tak, Ze byly pfitomny ve 4 koncentracich,
102 mol - dm™, 10° mol - dm™®, 10* mol - dm® a 10° mol - dm™. Obrazek &. 33 zobrazuje
interference jednotlivych prvk( na komplex Co(lll)-PADAP.
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Z kationtl zvysuji absorbanci o vice jak 5 % pouze hlinité ionty o koncentracich mensich
nez 10° mol - dm™®, manganaté ionty o koncentracich vyssich jak 10 mol - dm™® a amonné
ionty o koncentraci 10° mol - dm™®. Vapenaté ionty o koncentraci 10 mol - dm™® neovlivAuji
absorbanci komplexu, ostatni studované koncentrace vapenatych iontl snizuji absorbanci.
Po pridani Zelezitych a Zeleznatych iontll k roztoku samotného Cinidla se okamzité barva
roztoku méni z oranzové na cervenou. V pfipadé Zeleznatych a Zelezitych iontl dochazi
k poklesu absorbance komplexu o vice jak 5 % ve v8ech proméfenych koncentracich.
Zelezité ionty o koncentracich 102 a 10° a Zeleznaté ionty o koncentraci 102 mol - dm™ po
Upravé nad pH 4 vytvari hnédou srazeninu. Nizs$i koncentrace Zeleznatych iontl jiz srazeninu
netvofi ale stale snizuji absorbanci o vice jak 50 %. Dal$i promérené koncentrace zelezitych
iontd netvofi srazeninu, ale stale rusi stanoveni.

Z aniont(l zvysuji absorbanci komplexu chloridy, sirany, dihydrogenfosfore¢nan o v§ech
promé&Fenych koncentracich. Fluoridy o koncentraci 10° neovliviuji absorbanci komplexu,
ostatni studované koncentrace fluoridl zvysuji absorbanci. Hydrogenuhli¢itany o koncentraci
10* mol - dm™® neovliviuji stanoveni, ostatni koncentrace hydrogenuhligitand snizuji
absorbanci komplexu. Dusi¢nany o koncentraci 102 mol - dm® nerusi stanoveni, ale
v ostatnich koncentracich zvy$uji absorbanci komplexu.
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40 +
20 7
o+
X X X X X X X X X \ ¥ W & ($o1 o1
P Y G FEETE O o> QO
AN RN S S SR\ %O&Q LS
lont
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Obr. &. 33: Vliv riznych koncentraci interferujicich ionti na komplex Co(lll)-PADAP
¢(Co) = 10° mol - dm™®, ¢(PADAP) =4 - 10° mol - dm?, 1 = 587 nm, pH 6

Pro minimalizaci interferenci cizich iontl se daji aplikovat maskovaci cinidla. Mezi
nejznaméjsi patfi EDTA, citrénova kyselina, fluorid sodny a thiomoc&ovina.

EDTA snizuje absorbanci komplexu pfi 587 nm ve v8ech proméfenych koncentracich. Pro
spravné maskovani pomoci EDTA je ale potfeba systém zahrat.

Zelezité a zeleznaté ionty Ize maskovat pomoci fluoridu sodného.

Jako vhodna maskovaci Cinidla pro C&inidlo PADAP se jevi citrébnova kyselina (napf.
o koncentraci 10° mol - dm™®) a thiomod&ovina. Tyto dvé &inidla ovliviiuji absorbanci &inidla pfi
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587 nm a pH6 minimalné pfi vSech promérfenych koncentracich. Citronova kyselina
napfiklad u¢inné maskuje interference hlinitych iontu.

4.2.2.9 Metoda kontinualnich variaci

Stechiometrie komplexu Co(lll)-PADAP byla uréena metodou kontinualnich variaci (MKV).
Méreni probihalo analogicky jako u €inidla PAR. Byl uréen stechiometricky koeficient blizky
dvéma. Komplex se tedy tvofi v poméru 1:2.

Urceni stechiometrického koeficientu n:
0,69

n= =
1-0,69 =

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
XL [F]

—e— komplex —a— Cinidlo Jobbova kiivka

Obr. &. 34: Urceni stechiometrie komplexu Co(lll)-PADAP metodou kontinualnich variaci,
c¢(co) = c(PADAP) = 10 mol - dm™, pH 6, A = 587 nm.
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4.3 Optimalizace stanoveni kobaltu metodou ET AAS

4.3.1 Optimalizace parametru pristroje, lampy a teplotniho programu

Teplotni program sestava z faze suseni, pyrolyzy, atomizace a Cisténi. Faze suseni
probiha ve 3 krocich, pfi prvnim kroku se zvysi teplota na 90, 105 a 110 °C a dochazi
k odparovani rozpoustédla. Tato faze neni potreba optimalizovat. Nasleduje faze pyrolyzy
a faze atomizace, které je nutné optimalizovat. Teplota Cisténi je na pfistroji AAS ZEEnit 60
od firmy Analytikdena AG je 2400 °C.

Optimalni teplota pyrolyzy byla uréena podle tvaru a plochy pik(. Optimalni teplota
pyrolyzy byla ur€ena 1400 °C. V rozmezi teplot 800 — 1300 °C sice mély piky velkou
absorpéni plochu, ale byly zdvojené, pfi teploté 1400 °C jiz byl pik jednoduchy.

Teplota atomizace byla ur€ena 2100 °C. Pfi optimalizaci teploty atomizace byly piky pfi
vSech zkouSenych teplotach jednoduché, ale pfi teplotach 2200 — 2300 °C jiz byly roztfepené.
teplota atomizace tedy byla uréena pouze na zakladé absorpéni plochy pik(. Diagram
prubéhu teplot pyrolyzy a atomizace je zobracen na obrazku ¢. 35, resp. 36.

Dale byla uréena nejmensi mozna Sirka Stérbiny 0,2 nm. PFi zvétSovani Sifky Stérbiny
dochazi ke snizeni absorpcni plochy piku.

Proud pfivadény na lampu je 5 mA. Pfi zvySovani pfivadéného proudu na lampu dochazi
opét k poklesu absorbance.

Optimalizované parametry metody stanoveni kobaltu pomoci ET AAS jsou uvedeny v tabulce
. 6. Teplotni program metody je uveden v tabulce €. 7.
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Obr. & 35: Absorpéni plocha pik pfi riznych teplotéch pyrolyzy, ¢(Co) = 5- 10° mol - dm™
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Obr. & 35: Absorpéni plocha pikii pfi riznych teplotédch atomizace, ¢(Co) = 5- 10° mol - dm™®

Tabulka ¢&. 6: Parametry méreni

kyveta grafitova s platformou
objem nastiiku 5l
Sirka Stérbiny 0,2 nm
proud na lampu 5 mA
vinova délka 240,7 nm

Tabulka ¢&. 7: Teplotni program

Krok Teplota | Ramp | Doba drzeni
¢. Faze °C °Cls s
1 SuSeni 90 5 20
2 SuSeni 105 3 20
3 Suseni 110 2 10
4 Pyrolyza 1400 250 10
5 AZ 1400 0 5
6 Atomizace 2100 1300 4
7 Cisténi 2400 500 4
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4.3.2 VIliv modifikatoru

Modifikator je latka, ktera se pridava ke vzorku aby potlacila nezadouci vlivy matrice, které
by ovliviiovaly stanoveni. Mezi nejpouzivanéj$i modifikatory patfi Pd, dusi¢nan horecnaty
a dihydrogenfosfore¢nan draselny.

Byl studovan vliv dusi¢nanu horeénatého a dihydrogenfosforeénanu draselného na tvar
a plochu pikd. Z obrazku ¢. 36 je zfejmé, Ze oba ze studovanych modifikatord ovliviuji
absorpéni plochu pik{l jen velmi malo. Pouzitim modifikatord ani nedochazi k deformaci pika.

100 1
80 1

60

%

40 4

20 1

Mg(NO3)2 NH4H2PO4

modifikator

O2,5mg/l @B5mg/l O7,5mg/l @50 mg/l

Obr. & 36: Viiv modifikétori na absorpéni plochu piki, ¢(Co) = 5 - 10° mol - dm™®

4.3.3 Vliv peroxodisiranu amonného

Peroxodisiran amonny se pouzivéa jako oxidacni ¢inidlo pro prevedeni kobaltnatych iont(l
na kobaltité. V pfirodnich vodach se kobalt vyskytuje nejcastéji v oxidaénim stavu +Il.
Oxidaéni Cinidlo se pouziva pro stanoveni celkového kobaltu jako Co(lll). Byl zkou$en vliv
persiranu amonného na tvar a plochu pik(. Obrazek ¢. 37 zobrazuje vliv jednotlivych
koncentraci peroxodisiranu amonného na absorbanci roztoku.

Peroxodisiran o koncentraci 10°snizuje absorbanci plochy piku o 4%. Peroxodisiran
o koncentraci 0,005 mol - dm™ snizuje absorbanci o 10%. Koncentrace peroxodisiranu
amonného 0,01 nema na namérenou absorbanci prakticky zadny vliv. Bylo zjisténo, ze
persiran amonny o koncentraci 10° — 102 mol - dm™® nema na absorbance plochy pik(
pozitivni vliv. Neni tedy nezbytné peroxodisiran amonny pouzit pro stanoveni kobaltu ve
vzorcich realnych vod.
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Obr. &. 37: Vliv riznych koncentraci peroxodisiranu amonného na absorpéni plochu piki Co
v %, c(Co)=5-10° mol- dm™.

4.3.4 Kalibrace

Kalibra¢ni pfimka sestava z Sesti ekvidistantnich bodd v celém linearnim rozsahu (5, 10,
15, 20, 25 a 30 pg/l) jak je vidét na obrazku €. 38. Kazdy bod byl promérfen ftfikrat, prvni
a posledni bod kalibrace desetkrat a blank byl proméfen desetkrat pro statistické
vyhodnoceni kalibrace podle [IUPAC a CSN 8366. Byly vypoéitany horni a dolni intervaly
spolehlivosti.

Detekéni limity byly vypocitany tremi rdznymi zpUsoby. Metodou tfi sigma Xj;, podle
IUPAC, Millerovou metodou X, a Grahamovou metodou Xp* a X,

Rozptyl mezi testovanymi hodnotami neni vyznamny, jelikoz jak je uvedeno v tabulce €. 8,
hodnota PG, je mensi nez hodnota F;. Jelikoz je splnéna tato podminka, rozptyly jsou
homogenni a pro vyhodnoceni dat Ize pouzit regresni analyzu. Dale byl s naméfenymi daty
proveden test linearity, bylo zjisténo, ze hodnota PG, je niz8§i nez hodnota F, z éehoz
vyplyva ze nelinearni funkce je méné vhodna pro namérené body kalibrace nez funkce
linearni.
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Obr. &. 38: Kalibrac¢ni primka a intervaly spolehlivosti pro Co.

Tabulka ¢. 8: Statistické parametry vypocitané z kalibracni zavislosti

Xp* g - dm? 1,0943
Xo? g - dm? 3,1888
Xso g - dm? 0,1254
Xm g - dm? 1,3888
MS;o g - dm? 0,418
PG, - 0,91
F, - 4,03
PG, - 2,08
F, - 2,15

4.3.5 VIliv cizich iontu

Ze zkousenych kationtl zvysuji absorbanci plochy pikl a vice nez 5 % Na* ionty o vSech
koncentracich, Mg? ionty o koncentracich 10° a 10 mol - dm™ a AI®** ionty o koncentracich
10 — 10° mol - dm™. K vyrazn&j$imu snizeni absorbance dochazi pouze v pfitomnosti Fe**
iontll o koncentraci 10° mol - dm™.

Ze zkousenych aniontl zvysuji absorbanci plochy pikl H,PO, o vSech promérenych
koncentracich dihydrogenfosforeénanové ionty a hydrogenuhli¢itanové ionty o koncentraci
10" mol - dm™. K rapidnimu snizeni absorbance plochy piku dochazi v pfitomnosti HCOg
o koncentraci 10° mol - dm™. K mirnému snizeni koncentrace dochazi u HCOjs; ionttl
o koncentraci 10 mol - dm™ a u CI iontd o koncentraci 5 - 10° mol - dm™.

Obrazek ¢. 39 zobrazuje vliv rlznych koncentraci vybranych kationtll a aniontd na
absorbanci plochy pikl Co. Jelikoz nedochazi k rapidnimu zvy$eni absorbance v pfitomnosti
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jinych iontd, Ize fici Ze zadny ze zkous$enych iontll nema absorpéni maximum blizké
k absorpénim pasim kobaltu.

100 + [l
80 -
X 60 1
40 -
20 -
0-

¥ EF IS ST %ob(‘vﬁo"" &S
iont

00,001M = 0,0001M 0 0,00001M @ 0,00005M

Obr. &. 38: Viiv riznych koncentraci cizich iontl na absorpéni plochy piki Co v %,
¢(Co)=5-10°.

4.4 Kalibraéni krivka pro stanoveni kobaltu metodou F AAS

Kalibrac¢ni pfimka sestava z péti ekvidistantnich bodd v celém linearnim rozsahu (0,1; 0,3;
0,5; 0,7 a 0,9 mg/l) jak je vidét na obrazku €. 39. Kazdy bod byl proméfen ftrikrat, prvni
a posledni bod kalibrace desetkrat a blank byl proméren desetkrat pro statistické
vyhodnoceni kalibrace podle [IUPAC a CSN 8366. Byly vypoéitany horni a dolni intervaly
spolehlivosti. K roztokim byl pfidan modifikator Mg(NOs), o koncentraci 10 mg/l.

Detekéni limity byly vypocitany tfemi rdznymi zpUsoby. Metodou tfi sigma Xj;, podle
IUPAC, Millerovou metodou X, a Grahamovou metodou Xp* a X,

Rozptyl mezi testovanymi hodnotami neni vyznamny, jelikoz jak je uvedeno v tabulce €. 9,
hodnota PG, je mensi nez hodnota F;. Jelikoz je splnéna tato podminka, rozptyly jsou
homogenni a pro vyhodnoceni dat Ize pouzit regresni analyzu. Dale byl s naméfenymi daty
proveden test linearity, bylo zjisténo, ze hodnota PG, je niz8§i nez hodnota F, z éehoz
vyplyva ze nelinearni funkce je méné vhodna pro naméfené body kalibrace nez funkce
linearni.
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Obréazek & 39: Kalibraéni kfivka a intervaly spolehlivosti, c(Mg(NO;)z) = 10 mg - dm™

Tabulka ¢. 9: Statistické parametry vypocitané z kalibracni zavislosti

Xo® ug - dm® | 14,5230
X" ug - dm?® | 56,9750
Xsg ug - dm® | 12,5400
Xm ug -dm® | 39,358
MSs, | wg-dm?® | 15,186

PG; - 0,18
Fi - 4,03
PG> - 0,52
Fs - 2,15

4.5 Analyza realnych vzorkid vod a vitaminu B12

Realné vzorky vod a vitaminu B12 byly upraveny a stanoveny tfemi zplisoby:

1. Metodou atomové absorpCni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci za
optimalizovanych podminek

2. Metodou atomové absorpéni spektrometrie s atomizaci v plameni s modifikatorem
Mg(NOs). o koncentraci 10 mg/I

3. Metodou UV-VIS spektrofotometrie reakci s 4-(2-pyridylazo)rezorcinolem za
optimalizovanych podminek
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4. Metodou UV-VIS spektrofotometrie reakci s  2-(5-Brom-2-pyridylazo)-5-
diethylaminofenolem po oxidaci peroxodisiranem amonnym za optimalizovanych
podminek.

4.5.1 Stanoveni metodou ET AAS

Vzorek byl prefiltrovan pres membranovy filtr o velikosti pérd 0,45 um. Do 5 vialek
o objemu 1 ml bylo odpipetovano 500 ul prefiltrovaného vzorku vody. Dale bylo pfidano
takové mnozstvi zasobniho roztoku standardu Co(ll), aby vysledna koncentrace byla 5, 10,
15, @ 20 ug - dm™. V jedné vialce tedy zUstal roztok vzorku bez pfidavku standardu. Obsah
nadobek byl doplnén miliQ vodou a promichan. Vialky s pfipravenymi roztoky byly vpraveny
do autosampleru. Postupné byla u kazdého vzorku tfikrat zmérfena jeho absorpéni plocha pfi
vinové délce 240,7 nm proti miliQ vodé.

V pfipadé vitaminu B12 bylo ke stanoveni pipetovano 5 ul zasobniho roztoku
o koncentraci 10 g/l.

Timto zplisobem byly pfipraveny a proméreny v§echny 4 vzorky vod a vzorek vitaminu
B12. Vypoclet nezname koncentrace byl proveden podle vztahu (26). Bylo ziskano 12 hodnot
koncentrace kobaltu ve vzorku. Tyto hodnoty byly zprimérovany a byla vypocitana
smérodatna odchylka podle studenta. Vysledné hodnoty koncentraci a rovnic regrese
metody standardniho pfidavku jsou uvedeny v tabulce €. 10.

Tabulka ¢. 10: Stanoveny obsah kobaltu ve vzorcich metodou ET AAS

koncentrace  chyba

Typ vzorku Specifikace vzorku Rovnice regrese g - dm'3] stanoveni

Podzemni voda | Hurbanova studanka | y = 0,0096x + 0,0030 0,1757 + 0,0002
Balena voda Mattoni neperliva y =0,0098x + 0,0021 0,3503 + 0,0003

Povrchova voda Svratka y =0,0163x + 0,0043 0,1566 + 0,0004
Odpadni voda VFU y=0,0154x + 0,0079 0,0746 + 0,0001
Vitamin Vitamin B12 y=0,0159x + 0,0108 0,2300 + 0,001

4.,5.2 Stanoveni kobaltu metodou F AAS

Vzorek byl prefiltrovan pres membranovy filtr o velikosti port 0,45 pl. Do péti odmérnych
banék o obejmu 25 ml bylo odpipetovano 10 ml prefiltrovaného vzorku vody. Poté bylo
pfidano takové mnozstvi zasobniho roztoku standardu Co, aby vysledna koncentrace
standardnich pfidavkil byla 0,1; 0,3; 0,5 a 0,7 mg - dm™. Dale bylo pfidano takové mnozstvi
modifikatoru Mg(NQOs),, aby vysledna koncentrace Cinila 10 mg/l. Banka poté byla doplnéna
miliQ vodou na objem 25 ml a obsah byl fadné promichan.

V pfipadé vitaminu B12 bylo pipetovano pouze 0,1 ml zasobniho roztoku o koncentraci
10° mol - dm™.

Timto zplisobem byly pfipraveny a proméreny v§echny 4 vzorky vod a vzorek vitaminu
B12. Vypoclet nezname koncentrace byl proveden podle vztahu (26). Bylo ziskano 12 hodnot
koncentrace kobaltu ve vzorku. Tyto hodnoty byly zprimérovany a byla vypocitana
smérodatna odchylka podle studenta. Vysledné hodnoty koncentraci a rovnic regrese
metody standardniho pfidavku jsou uvedeny v tabulce €. 11.
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Tabulka ¢. 11: Stanoveny obsah kobaltu ve vzorcich metodou F AAS

Typ vzorku | Specifikace vzorku Rovnice regrese k?“r;c.egtr:?%e stgzzt};ni

Podzemni | Hurbanova studanka | y = 0,0954x + 0,0127 2,8347 +0,9
Balena Mattoni neperliva y =0,2068x + 0,0245 6,8907 +2,1

Povrchova Svratka y=0,1476x + 0,0031 5,0031 +26
Odpadni VFU y=0,2228x + 0,0333 2,7562 +1,7
Vilt;rgi” Vitamin B12 y=0,1480x+0,0369 | 5,5141 £12

4.5.3 Stanoveni kobaltu metodou UV-VIS po reakci s ¢inidlem PAR

Vzorek byl prefiltrovan pres membranovy filtr o velikosti por 0,45 ul. Do péti odmérnych
banék o obejmu 25 ml bylo odpipetovano 10 ml prefiltrovaného vzorku vody. Poté bylo
pfidano takové mnozstvi zasobniho roztoku standardu Co, aby vysledna koncentrace
standardnich pfidavk( byla 0,1; 0,3; 0,5 a 0,7 mg - dm™. Dale byl pfidan takovy objem
zasobniho roztoku &inidla PAR, aby vysledna koncentrace &inidla byla 5 - 10° mol - dm™.
Poté byl pfidan 1 ml roztoku acetatového pufru o pH 55 o koncentraci 0,25 mol - dm™.
Banka poté byla doplnéna destilovanou vodou na objem 25 ml a obsah byl fadné promichan.
Absorpcni spektrum takto pripravenych roztok( bylo zméreno v rozmezi vinovych délek 350
— 600 nm, ze kterého poté byla vybrana hodnota absorbance pfi absorpénim maximu
komplexu Co(lll)-PAR (510 nm). Od absorpénich spekter komplexu bylo vzdy odecteno
absorpéni spektrum blanku a vSechna méreni probihala proti destilované vodé.

Timto zpUsobem byly pfipraveny a proméreny vsechny 4 vzorky vod. Vypocet
koncentrace kobaltu byl proveden podle vztahu (26). Vysledkem bylo 15 hodnot koncentrace
kobaltu ve vzorku, které byly zpriimérovany a z nich byla vypocitana smérodatna odchylka
podle Studenta. Hodnoty vyslednych koncentraci jsou uvedeny v tabulce €. 12.

Tabulka ¢. 12: Stanoveny obsah kobaltu ve vzorcich metodou UV-VIS jako Co(lll)-PAR

Typ vzorku Specifikace vzorku Rovnice regrese k?“r;c.egtr:?%e stgzzt};ni
Podzemni voda | Hurbanova studanka | y=1,0952x-0,0145 2,9523 -
Balena voda Mattoni neperliva y=0,5707x + 0,0434 5,3560 +12
Povrchova voda Svratka y=0,9678x + 0,0199 5,0801 +1,6
Odpadni voda VFU y=1,1027x + 0,0218 3,6276 +13
Vitamin Vitamin B12 y=0,9695x + 0,0126 | 6,7389 +1,2

4.5.4 Stanoveni kobaltu metodou UV-VIS po reakci s ¢inidlem PADAP

Vzorek byl prefiltrovan pres membranovy filtr o velikosti por 0,45 ul. Do péti odmérnych
banék o obejmu 25 ml bylo odpipetovano 10 ml prefiltrovaného vzorku vody. Poté bylo
pfidano takové mnozstvi zasobniho roztoku standardu Co, aby vysledna koncentrace
standardnich pfidavk( byla 0,1; 0,3; 0,5 a 0,7 mg - dm™. Dale bylo pfidano 0,5 ml roztoku
Tritonu X-100, 0,5 ml roztoku peroxodisiranu amonného a 1 ml roztoku acetatového pufru
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o pH 6 o koncentraci 0,25 mol - dm™. Poté byl pfidan takovy objem zasobniho roztoku ¢inidla
PADAP, aby vysledna koncentrace &inidla byla 4 - 10”° mol - dm™®. Barika poté byla doplnéna
destilovanou vodou na objem 25 ml a obsah byl fadné promichan. Absorp¢ni spektrum takto
pripravenych roztok( bylo zméfeno po 30 minutach vyvijeni kazdého komplexu v rozmezi
vinovych délek 350 — 650 nm, ze kterého poté byla vybrana hodnota absorbance pfi
absorpénim maximu komplexu Co(lll)-PADAP (587 nm). Od absorpénich spekter komplexu
bylo vzdy odecteno absorpéni spektrum blanku a vSechna méreni probihala proti destilované
vodé.

Timto zpUsobem byly pfipraveny a proméreny vsechny 4 vzorky vod. Vypocet
koncentrace kobaltu byl proveden podle vztahu (26). Vysledkem bylo 15 hodnot koncentrace
kobaltu ve vzorku, které byly zprimérovany a z nich byla vypocitana smérodatna odchylka
podle Studenta. Hodnoty vyslednych koncentraci jsou uvedeny v tabulce €. 13.

Tabulka ¢. 13: Stanoveny obsah kobaltu ve vzorcich metodou UV-VIS jako Co(lll)-PADAP

Typ vzorku Specifikace vzorku Rovnice regrese k?“r;c.egtr:?%e stgzzt};ni
Podzemni voda | Hurbanova studanka | y=1,6015x + 0,0061 3,6945 +0,2
Balena voda Mattoni neperliva y=0,8225x + 0,0851 5,9777 +23
Povrchova voda Svratka y=1,5220x + 0,0164 4,5992 +1,5
Odpadni voda VFU y=1,7388x + 0,0104 2,9234 +16
Vitamin Vitamin B12 y=1,6198x + 0,0066 | 4,9902 +0,2

4.5.5 Shrnuti vysledka stanoveni kobaltu v realnych vzorcich

Namérené koncentrace kobaltu pro kazdy realny vzorek kazdou metodou jsou uvedeny
v tabulce &. 14. Pro kazdy vzorek byla uvedena primérna koncentrace kobaltu v ug - dm™.
Do vypoctu primérné koncentrace nebyly zahrnuty vysledky ziskané metodou ET AAS, které
jsou na prvni pohled odli$né od ostatnich tfi koncentraci. Tato odlehlost mize byt zplisobena
$patnou optimalizaci postupu jako je napriklad teploty pyrolyzy Ci teplota atomizace.

Tabulka &. 14: Vysledné koncentrace kobaltu v redlnych vzorcich

c(ETAAS) | c(FAAS) | c(PAR) | c(PADAP) | Priimér

Typ vody -3 -3 -3 -3 -3
pg - dm pg - dm pg - dm pg -dm*~ | pg-dm

podzemni 0,1757 2,8347 2,9523 3,6945 3,1605
Balena 0,3503 6,8907 5,3560 5,9777 6,0748
Povrchova 0,1566 5,0031 5,0801 4,5992 4,8941
Odpadni 0,0746 2,7562 3,6276 2,9234 3,1024
B12 0,2300 5,5141 6,7389 4,9902 5,7477
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5 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo optimalizovat a zhodnotit podminky pro stanoveni
kobaltu metodami molekulové a atomové spektrometrie. Pro metodu molekulové
spektrometrie byly vybrany dvé Cinidla, 4-(2-pyridylazo)rezorcinol a 2-(5-Brom-2-pyridylazo)-
5-diethylaminofenol. Cinidla PAR a PADAP patfi mezi necitlivéj$i &inidla pro stanoveni
kobaltu a proto byly optimalizovany podminky stanoveni pravé pro tato Cinidla. Z metod
atomové absorpCni spektrometrie byla vybrana technika s elektrotermickou atomizaci
a technika s atomizaci v plameni.

Kobalt se prfirodnich vodach vyskytuje zejména v oxidaénim stavu +Il, v oxida¢nim stavu
+lll se nachazi jen zfidka, zejména v komplexech s organickymi molekulami. Kobalt se tedy
ihned po pfidani organického ¢inidla samovolné oxiduje ze stavu +ll na +lll, proto neni
potreba pfidavat oxidaéni inidla pro ucel oxidace na oxidaéni Cislo +llI.

Jako optimalni pH pro stanoveni kobaltu spektrofotometricky po reakci s Cinidlem PAR
bylo zvoleno pH 5,5. Pfi tomto pH je hodnota absorbance nejvyssi a s rostoucim pH az do
hodnoty 9 se jiz neméni. Pro stanoveni byla vybrana koncentrace &inidla 5 - 10° mol - dm™®,
niz8i koncentrace cCinidla vede ke snizeni smérnice absorpéni pfimky, tedy k horsi citlivosti.
Pri reakci kobaltu s Cinidlem PAR se veskery kobalt oxiduje z dvojmocného na trojmocny,
proto neni tfeba pouzivat oxidaéni Cinidla. Pro stanoveni kobaltu v redlnych roztocich se
pouziva tlumivych roztok(. Pro pH 5,5 je vhodny acetatovy pufr, pfipadné pro vy$si pH (napfr.
pro pH 9) se da pouzit boratovy pufr. Oba tyto pufry o koncentraci 0,01 mol - dm™ ovlivAuji
absorpéni spektrum komplexu jen minimalné. V této diplomové praci byl pouzit acetatovy
pufr o koncentraci 0,01 mol - dm™ pro udrzeni konstantni hodnoty pH 5,5. Pfitomnost tenzid(i
v roztoku nijak pozitivné neovliviiuje stanoveni, naopak dochazi k nezadoucim zménam
absorpcnich kfivek. Tenzidy tedy nebyly pouzity pro stanoveni kobaltu ve vodach s Cinidlem
PAR. Z cizich iontl nejvice rusi stanoveni kobaltu hlinité ionty a ionty Zeleza. Zelezité ionty
o vysokych koncentracich dokonce vytvari srazeninu. V pfipadé vysokého obsahu zelezitych
iontll je treba provést redukci na méné interferujici Zeleznaté ionty, které se poté zamaskuji
pomoci kyseliny citronové nebo se pouzije fluoridu sodného pro maskovani zelezitych iontu.
Pomér Co : PAR byl vypo€itdn metodou kontinualnich variaci 1:3, coz je v rozporu s udaji
v literature.

Spektrofotometrické Einidlo PADAP je citlivéjSi nez PAR a dovoluje stanovit nizSi
koncentrace kobaltu a ma vétsi linearni rozsah az do 1,0 mg/l. PADAP neni rozpustny ve
vodé a proto se jako rozpoustédlo pouziva dimethylformamid. Obsah dimethylformamidu
v méfeném roztoku v této diplomové praci €inil 4 obj. %. Je nutné pfidavat neiontovy tenzid
Triton X-100 minimalné o koncentraci 0,1 % za u€elem zabranéni zpétného vysrazeni Cinidla
ve vodé. Komplex Co-PADAP s pfidavkem Tritonu X-100 a peroxodisiranu draselného
vykazuje ¢asovou nestabilitu. S rostoucim ¢asem roste i absorbance komplexu, proto byl
v této praci pouzivan peroxodisiran amonny pro zvySeni absorbance komplexu. Byl zvolen
Casovy interval pro dostatec¢né vyvijeni komplexu 30 minut na svétle. Pro stanoveni kobaltu
v realnych vzorcich bylo zvoleno pH 6, kterého se docili acetatovym pufrem o koncentraci
0,01 mol - dm?®. Tato koncentrace tlumivého roztoku ovliviiuje absorpéni spektrum jen
minimalné&. Pro stanoveni kobaltu byla zvolena idealni koncentrace &inidla 4 - 10° mol - dm™.
Niz8i koncentrace vedou k nedokonalé tvorbé komplexu a k niz§i smérnici kalibraéni kfivky,
¢ili k horsi citlivosti. lonty zeleza zpUsobuiji vétsi interference stanoveni nez je tomu u Cinidla
PAR. Tyto interference se vyrusi maskovacimi Cinidly, velmi ucinny je fluorid sodny. Jako
maskovaci Cinidlo pro stanoveni kobaltu Cinidlem PADAP se pouziva kyselina citrénova,
ktera nijak nesnizuje absorbanci komplexu. Stechiometrie komplexu byla uréena metodou
kontinualnich variaci Co : PADAP = 1:2.
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Pri optimalizaci stanoveni kobaltu metodou atomové absorpéni spektrometrie
s elektrotermickou atomizaci bylo zjisténo, ze vys$Si teploté pyrolyzy se tvofi €isté jednoduché
piky na ukor absorbance. Pfi nizSich teplotach pyrolyzy je sice absorbance vy$si ale piky
jsou zdvojené. Teplota atomizace ovliviiuje pouze intenzitu absorpce a nikoliv tvar pik(.
Metoda ET AAS poskytuje neuspokojivé vysledky a do vypoCtu koncentrace kobaltu
v redlnych vzorcich vod nebyla zahrnuta.

Pro stanoveni kobaltu metodou F AAS byl pouzit plamen o slozeni acetylen-vzduch
o teploté atomizace 2 500 K. Jelikoz je vliv pozadi vétsi nez u jinych metod, byl pfidavan
k mé&Fenému roztoku modifikator, ktery mél vyslednou koncentraci 10 mg - dm™.

Nalezené optimalizované podminky byly aplikovany na realné vzorky vod a vitaminu B12.
Byly proméreny vSechny druhy vod, povrchova, podzemni, balena a odpadni. Koncentrace
kobaltu ve vzorcich byla zjistovana metodou standardnich pridavkd. Vysledné koncentrace
byly zjistény vypoctem z regresnich rovnic pro metodu standardnich pridavkd.

Vysledné hodnoty koncentraci kobaltu ve vzorcich byly ziskany zprdmérovanim
zjisténych hodnot koncentraci ze stanoveni metodou F AAS a metodou UV-VIS po reakci
s PAR a PADAP.

Vysledné koncentrace kobaltu v jednotlivych vzorcich vod a vitaminu B12 jsou uvedeny
v tabulce ¢. 14 na strané 72. Bylo zjisténo, Zze z promérenych vzork(l vod nejvice kobaltu
obsahuje balena neperliva mineralni voda Mattoni. Nejniz§i koncentrace kobaltu byla
nalezena ve vzorku odpadni vody odebrané z Cistirny odpadnich vod pfi VFU Brno,
nechlorovany odtok, Cili po vyCisténi. Potvrdilo se, ze koncentrace kobaltu ve vodé se
pohybuiji v fadu jednotek pg - dm™.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK A SYMBOLU

UV-VIS
ETA AAS
DNA
RNA

PAR
PADAP
F AAS
ICP-OES
ICP-MS
VFU

MD

MS

ultrafialova a viditelné oblast

atomova absorpéni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci
deoxyribonukleonova kyselina

ribonukleonova kyselina

rovnovazna konstanta

absorbance

transmitance

zarivy tok

molarni absorpéni koeficient

molarni koncentrace

opticka draha

vinova délka

nuklearni magneticka rezonance

hmotnostni spektrometrie

plynova konstanta, 8,314 J - K" - mol

termodynamicka teplota [K]

4-(2-pyridylazo)rezorcinol
2-(5-brom-2-pyridylazo)-5-diethylaminofenol

atomova absorpéni spektrometrie s atomizaci v plameni
opticka emisni spektrometrie s buzenim v indukéné vazaném plazmatu
hmotnostni spektrometrie s buzenim v indukéné vazaném plazmatu
veterinarni a farmaceuticka univerzita Brno

mez detekce

mez stanovitelnosti
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