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Abstrakt

Tato bakalaiskd prace je zaméfena na stanoveni olova v modelovych vodnych
roztocich pomoci komplexacni reakce 4-(2-pyridylazo)-resorcinolu s olovnatym
kationtem v prostiedi 2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol hydrochloridového
pufru (TRIS pufr). Pro zjisténi zakladnich charakteristik stanoveni byla zvolena
UV/VIS molekulova spektrometrie jako detekéni technika ve statickém uspofadani.
Nasledn¢ byla takto technika stanoveni aplikovdna do pratokového modu sekvencni
injekéni analyzy. Po zjiSténi optimalnich pracovnich podminek byla zméfena kalibracni
zavislost a byly stanoveny zakladni charakteristiky obou metod. Pro stanoveni olova ve
statickém uspofadani ¢inila mez detekce 0,026 mg dm™. Pro pritokové usporadani
¢inila mez detekce 0,70 mg dm™. Dale byla provedena interferen¢ni studie.
Nejvyznamnéj§imi interferenty pii analyze olova byly piedeviim ionty kovi (Cu*,
Zn®*, Sn*™), které také vytvareji s 4-(2-pyridylazo)-resorcinolem barevny komplex.
Naopak téméf nulovy ¢i nizky interferujici vliv byl pozorovan u barya a drasliku. Na
zaveér prace bylo v prutokovém uspofadani stanoveno olovo v modelovém vzorku
odpadni vody. Vlivem interferujicich iontd bylo stanoveni pomoci kalibra¢ni k¥ivky
nevyhovujici, a proto bylo olovo stanoveno metodou standardniho pfidavku, které se

ukazalo jako vhodné;jsi.

Klic¢ova slova

Olovo, 4-(2-pyridylazo)-resorcinol, TRIS pufr, pritokova injekéni sekvencni

analyza, UV/VIS molekulovéa spektrometrie, interferenéni vlivy.



Abstract

The main objective of the thesis was the determination of lead concentration in
model aqueous solutions of 4-(2-Pyridylazo)-resorcinol complexating reaction with lead
cation in 2-Amino-2-hydroxymethyl-propane-1,3-diol hydrochloride buffer (TRIS
buffer). The UV/VIS molecular spectrometry in static arrangement was chosen with
subsequent application of sequential injection analysis in flow arrangement. Calibration
curve was measured and both methods were assessed. Detection threshold was
0,026 mg dm™ in case of static arrangement and 0,70 mg dm™ in case of flow
arrangement. The interference analysis was performed, with metallic ions (Cu®*, Zn*,
Sn*") being the most significant interferents, which also create a chromatic complex
with 4-(2-Pyridylazo)-resorcinol. The interference effects were weak and almost not
present for barium and potassium. Thesis concludes with determination of lead
concentration in model specimen using flow arrangement. The determination by
calibration curve was insufficient due to interfering ions and thus it had to be

determined by standard addition method.

Keywords

Lead, 4-(2-pyridylazo)-resorcinol, TRIS buffer, flow sequential injection analysis,
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Seznam pouZzitych zkratek a symboli

A absorbance

AAS atomova absorp¢ni spektrometrie

c koncentrace [mol dm™]

Cint finalni koncentrace roztoku zkoumaného interferentu [mg dm™]
CPAR koncentrace 4-(2-pyridylazo)-resorcinolu [mmol dm™]
Cpb koncentrace olovnatych iontii [mg dm™]

Cst. koncentrace standardniho p¥idavku olova [mg dm™]
Cris koncentrace Tris HCI pufru [mol dm™]

FIA pritokova injekéni analyza

ICP-MS hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanou plazmou
Kn tabelovany koeficient

Kn tabelovany koeficient

Lio interval spolehlivosti

LOD mez detekce [mg dm™]

LOQ mez stanovitelnosti [mg dm™]

@) opakovatelnost [%]

PAR 4-(2-pyridylazo)-resorcinol

ppm koncentraéni jednotka [mg dm™, mg kg™]

R rozpéti souboru dat

S smérodatna odchylka

Sa plocha piku [s7]

Sa,inf plocha piku p¥islusného interferentu [s™]

SIA sekven¢ni injek¢ni analyza

Tris HCI 2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol hydrochlorid
V objem [dm?]

Vet.. objem standardniho roztoku analytu [dm®]

A vinova délka [nm]



1 Uvod

ZvysSovani koncentrace olova v zivotnim prostiedi je pro ¢lovéka zavaznym
zdravotnim rizikem. Primyslové vyuziti olova podléh4a mnoha smérnicim a regulacim,
které se kvuli toxicité olova stale zptisiuji. Proto je kladen diraz na vyvoj modernich
metod pro stanoveni olova. V této praci je olovo stanovovano po jeho komplexaci
svybranym c¢inidlem jako barevny produkt metodou molekulové absorpéni
spektrometrie. Pro rychlé zjisténi zakladnich charakteristik byla tato reakce provedena
nejprve ve statickém uspofadani. Tato metoda je jednou z nejstarSich, ale stale
vyznamnych analytickych metod. Hlavni ¢asti prace bylo pievedeni reakce uZité ve
statickém uspotfadani do uspofadani prutokového, které umoznuje vétsi rychlost,

piesnost, reprodukovatelnost a automatizaci celého procesu stanoveni.

1.1 Cile préace

Cilem této bakalaiské prace bylo stanoveni olova reakci olovnatého iontu s
4-(2-pyridylazo)-resorcinolem v prostieni Tris HCI pufru metodou molekulové
absorp¢ni spektrometrie ve statickém a pratokovém uspofadani a zjisténi zakladnich
charakteristik obou stanoveni.

Prvnim cilem bylo ovéfit vychozi podminky ve statickém uspofadani [1] a
optimalizovat zékladni pracovni podminky metody. Optimalizovanymi parametry byly
vzhledem k charakteru reakce pH a koncentrace 4-(2-pyridylazo)-resorcinolu, jakozto
vybarvovaciho ¢inidla.

Dalsim tkolem bylo ptevedeni celé reakce do pratokového SIA uspotadéni. Pro toto
usporadani byla optimalizovana opét koncentrace vybarvovaciho ¢inidla a déle
davkované objemy jednotlivych sloZek reakce.

Pfi stanoveni olova miize matrice vzorku Casto obsahovat ionty, které mohou ovlivnit
velikost ziskaného signalu. Vliv téchto iontll se miZe projevit zvySenim ¢i naopak
snizenim vysledného signalu analytu, a to vede ke $patnému urceni celkové koncentrace
analytu. Pro zjisténi vlivu nejbézngjsich interferujicich iontd bylo poslednim cilem

provedeni interferencni studie a nasledna analyza redlného vzorku.



2 Teoreticka Cast

2.1 Olovo a jeho vlastnosti

2.1.1 ZA&akladni charakteristika

Olovo je modrobily, na Cerstvém fezu leskly kov. Nachazejici se ve 14. skupiné
(IV. A) periodické soustavy prvku. Je dobie kujny, tazny a odolny proti korozi. Je
velice mékky, a to natolik, Ze je mozné jej krajet nozem. Jeho teplota tani je 327,4 °C a
teplota varu je 1750 °C. Tepelnd a elektrickd vodivost olova je pomérné nizka. Olovo
vytvaii slouceniny s oxida¢nim c¢islem II a IV. Nejstélejsi jsou slouceniny s oxidacnim
¢islem II. Olovo se svymi vlastnostmi fadi mezi t€zké kovy s toxickymi aéinky [2].

Z historického hlediska olovo patii mezi nejdéle znamé kovy. Zminky o jeho hojném
vyuzivani pochazeji jiz ze starovéku, a také z této doby pochézeji i prvni zminky o jeho

toxicité [3].

2.1.2 Vyskytolova v pFirodé

Olovo je nejrozsitengjsim téZkym kovem na zemi. Jeho pramérny vyskyt v zemske
kafe je 13 ppm. Takto vysokd mira vyskytu Gzce souvisi se skute¢nosti, ze tfi ze Ctyf
prirozenych izotopti olova (°®®Pb, 2°’Pb, °®Pb) vznikaji jako stabilni produkty
ptirozenych rozpadovych fad. Ctvrty izotop (***Pb) radioaktivnim rozpadem nevznika a
ma také nejmensi zastoupeni [4].

V ptirod¢ se olovo vyskytuje ve forme rud a to nejcastéji jako ¢erny mineral galenit
PbS. Jako dalsi rudy mizeme jmenovat anglesit PbSQO,, cerussit PbCOg3, pyromorfit
Pbs(PO,4)sCl a mimetesit Pbs(AsO,4)3Cl. Znamé jsou i dal$i mineraly, ale jejich té€zba
neni ekonomicky zajimava. VySe jmenované mineraly maji v mnoha zemich rozsahla
loZiska [4, 5].

2.1.3 Prumyslové vyuziti olova

Olovo bylo v primyslu jest¢ do poloviny 20. stoleti vyuzivano ve velké mife.
V soucasné dobé pro prokazané toxické ucinky olova se od jeho vyuZivani upousti.
Hlavnim odvétvim vyuzivajicim olovo jsou vyrobny elektrickych akumulatori. Ze slitin
olova jsou nejvyznamnéjsi pajky (napf. slitina olova a cinu) vyuzivané pro péjeni

elektrickych obvodu. Dale se olovo vyuziva ¢i vyuzivalo jako olovnaté sklo, pro vyrobu



naboji, vodovodniho potrubi ¢i pro ucinné stinéni y zafeni na radiologickych

pracovistich [2].

2.1.4  Vliv na Zivotni prostredi

V souvislosti s primyslovym vyuzitim olova dochazi ke kontaminaci Zivotniho
prostiedi. Mezi zdroje této kontaminace muzeme zafadit zejména diive pouzivané
olovnaté benziny, kdy se emitované olovo dostalo do plidy a povrchovych vod. Jako
dalsi zdroje kontaminace zivotniho prostfedi muzeme uvést tézbu rud, vyrobu a
naslednou likvidaci akumulatoru ¢i spalovani fosilnich paliv. Pisobenim téchto vliva se

olovo dostava do pudy, vod a ovzdusi [3].

2.1.5 Toxicita a vliv na lidsky organismus

Olovo nema pro lidsky organismus zadny esencialni vyznam. Pfi expozici organismu
olovu dochazi k zaméné olova za vapnik a olovo se akumuluje v kostech, kde negativné
ovlivituje krvetvorbu. Pfi intoxikaci olovem muze dale dochazek k poSkozeni ledvin,
jater, funkce reprodukéniho systému a také negativnimu vlivu na nervovy systém [6, 7].

Vsechny tyto zavaZzné projevy intoxikace olovnatymi ionty zpasobuji znepokojeni
ohledné vetejného zdravi a stavu zivotniho prostfedi, a proto je kladen diraz na vyvoj
jednoduchych, rychlych a levnych analytickych metod, které umozni stanovovani

stopového mnozstvi olovnatych iontt.

2.2 Stanoveni olova pomoci komplexaéni reakce

Z cetnych metod pro spektrofotometrické stanoveni olova byla pro tuto bakalafskou
praci vybrana komplexacéni reakce s 4-(2-pyridylazo)-resorcinolem (PAR) v prostiedi
Tris HCI pufru za vzniku ¢ervenooranzového komplexu. Reakce s 4-(2-pyridylazo)-
resorcinolem je siln¢ zavisla na hodnoté pH. Pokud je pH kyselé, dochazi k protonaci
pyridinového dusiku. Naopak v zasaditém prostiedi dojde k disociaci o-hydroxylove
skupiny [1, 8]. Navrh struktury komplexu vznikajiciho pti reakci olovnatého kationu s
4-(2-pyridylazo)-resorcinolem zobrazuje obr. 2.1.
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Obr. 2.1 Navrhovana struktura Pb(I1)-PAR komplexu

Vznikajici komplex se vyznacuje pii pH 9,4 absorpénim maximem pfi vinové délce
524 nm. Pro dosaZeni maximalniho stupné konverze analytu na komplex je doporuceny
piiblizné desetinasobny molarni nadbytek 4-(2-pyridylazo)-resorcinolu (PAR). Problém
tohoto stanoveni nastava v piipadé, Ze se v matrici vzorku objevuji bézné interferujici
ionty, napf. ionty zine¢naté ¢i méd’naté. Z tohoto diivodu je pfed samotnym stanovenim

olova vhodna separace téchto ionti, a to naptiklad extrakei [1].

2.3 Soucasné metody pro stanovovani olova

Pro spektrofotometrické stanoveni olova existuje fada dalSich metod stanoveni.
Vétsina téchto reakci ma vSak nizkou citlivost, a na rozdil od reakce
4-(2-pyridylazo)-resorcinolu, ktery je rozpustny ve vod¢, vyzaduji pfitomnost
organickych rozpoustédel. Zastupcem téchto metod stanoveni jsou napt. komplexacni
reakce s pyridin-2-acetaldenydem [9] nebo s 1,5-difenylthiokarbazonem [10, 11].
VSechny tyto komplexacni reakce, vcetné té s 4-(2-pyridylazo)-resorcinolem, jsou
ovlivnéné piitomnosti interferujicich iontd. Stanoveni reakci olovnatého iontu s
4-(2-pyridylazo)-resorcinolem je vSak vyhodné pro svou citlivost, rychlost a pro

rozpustnost ve vode.
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Z davodu vyznamnych interferenci fady béznych iontd je Zadouci spojeni se
selektivnim extrakénim krokem, jako je napf. extrakce na tuhé fazi [7, 9], ktera je
zaroven 1 krokem prekoncentra¢nim.

Nejpouzivangjs$i metodou pro stanoveni olova, a obecné pro stanoveni prvka je
atomova absorp¢ni spektrometrie (AAS). Mezi hlavni pozitiva této metody patii nizka
mez detekce, velice dobra citlivost a moznost stanoveni stopového mnozstvi. Hlavni
negativa AAS jsou velmi sloZita a draha instrumentace. Z&kladnim krokem AAS je
ptevedeni analytu zroztoku do plynného atomarniho stavu, tento proces se nazyva
atomizace. Atomizace muze byt riznd a podle ni rozliSujeme i rtizné metody
stanoveni [12]. Piikladem mizZe byt elektrotermickd atomova absorp¢éni spektrometrie
s extrakénim krokem [13, 14], plamenovad atomova absorpcéni spektrometrie taktéz
spojend s extrakénim krokem [15] ¢i atomova absorpéni spektrometrie s grafitovou
kyvetou jako varianta elektrotermické atomizace [16].

DalSi vyuZivanou metodou pro stanoveni olova je hmotnostni spektrometrie.
Hmotnostni spektrometrie se Casto spojuje s indukéné vazanou plazmou, kterd slouzi
jako zdroj ionta [12]. Jako ptiklad lze uvést sekvenéni stanoveni olova ICP-MS s

prekoncentra¢nim krokem [17].

2.4 UV/VIS molekulova spektrometrie

Molekulova spektrometrie v ultrafialové a viditelné oblasti je jednou z analytickych
metod, ktera spada do skupiny spektrometrickych metod. Stanoveni latek touto metodou
probiha v rozmezi vinovych délek piiblizné 200 az 800 nm. Latky, které absorbuji
zateni v rozmezi 200 az 380 nm, absorbuji ultrafialové zafeni a lidskému oku se jevi
bezbarvé. Na druhé strané latky absorbujici zafeni v rozmezi 380 az 800 nm jsou pro
lidskeé oko barevné. UV/VIS molekulova spektrometrie je vhodnou metodou pro
stanoveni mnoha organickych latek a anorganickych kationtd.

Absorp¢ni spektrometrie ve viditelné oblasti bez slozité instrumentace se nazyva
kolorimetrie a je jednou z nejstarSich fyzikaln¢ chemickych metod. Vyhodou této
analytick¢ metody je bezpochyby jeji ekonomicka nenarocnost, rychlost a pftijatelna
piesnost i citlivost. Jednou z nevyhod je nemoznost automatizace. VylepSenim jsou
moderni metody pritokové analyzy se spektrofotometrickou detekci, které mimo jiné

umoziuji napiiklad vySe zminovanou automatizaci [18].
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2.5 Sekven¢ni injekéni analyza

Sekvenéni injek¢ni analyza je jednou z metod priitokové analyzy. Obecnou vyhodou
pratokovych metod je rychlost a pfedevSim moznost automatizace pro hromadné
chemické analyzy. Sekvencni injekéni analyza (SIA) vznikla jako zdokonaleni
prutokové injekéni analyzy (FIA). Zéasadnim rozdilem téchto metod je geometrie
nosneho toku. V piipadé FIA se jedna o konstantni ptimy tok [19], zatimco zakladem
SIA metody je kombinace ptimého a zpétného toku. Vysledkem zpétného toku je
zvyseni stupné konverze analytu na vysledny produkt [20].

Zakladnim principem sekvenc¢ni injek¢éni analyzy je postupné davkovani Cinidel a
analytu z jednocestnych kanalti s pouzitim vicecestného selekéniho ventilu a pistového
Cerpadla. Poté pomoci piesné naprogramovanych pohybii pistového cerpadla a
piepinani pozic selekéniho ventilu dojde k fazeni zon ¢inidel a analytu v misici civce.
Déle dochazi k otoceni toku a tim k dokonalému promiseni jednotlivych sloZzek a ke
vzniku produktu, ktery je nasledné detekovan. Detekce nemusi byt striktné
spektrofotometrickd jako je tomu v této praci, ale je mozné vyuzit i napfiklad
elektrochemické detekce [12].

%

NP | V C NP

SDODL

Obr. 2.2 Zony vzorku, produktu a ¢inidla v SIA uspoiadani pfed a po obraceni

sméru toku nosného proudu. (NP — nosny proud, V — vzorek, C — ¢&inidlo, P — produkt

reakce)
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Sekvencni injekéni analyza ndm umoznuje snadno meénit pomoci piislusného
programu davkované objemy ¢inidel a vzorku analytu, a to od jednotek az po stovky pl.
Diky programovatelné zméné davkovacich objemtl lze snadno optimalizovat disperzi
zony vzorku a celkovou citlivost stanoveni. Tato snadnd a rychld zména parametri
pomoci pocitae umoznuje velkou flexibilitu a je nespornou vyhodou SIA
stanoveni [22].

DalSi vyhodou sekvenéni injekéni analyzy je nizsi spotieba vzorku a ¢inidel oproti
zatimco FIA vyuzivd kontinudlni Cerpani roztokii. Kromé& nizké spotieby roztokl je
vyhodou SIA rychlost stanoveni, kdy jeden cyklus trva cca 30 s. Jako posledni vyhodu
tohoto stanoveni je tfeba uvést moznost kinetickych méteni pfi zastaveném toku, napft.

urceni fadu reakce. Tato kineticka méfeni vSak umoznuje i FIA [20].
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Pouzité chemikalie

= 2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,2-diol hydrochlorid, p.a. (Sigma Aldrich,
Némecko)
= Hydroxid draselny, p.a. (LACHEMA Brno, CR)
= 4-(2-pyridylazo)-resorcinol, indikatorové &istoty (LACHEMA Brno, CR)
= Standardni roztoky kovii o koncentraci 1,0 g dm™ v 0,5 mol dm™ kyseling
dusi¢né, Eistoty CertiPuR® (Merck, Némecko)
o Standardni roztok olova ve formé Pb(NO3),
o Baryum standardni roztok ve formé Ba(NO3),
o Chrom standardni roztok ve form¢ Cr(NO3)3
o Zinek standardni roztok ve formé Zn(NOs),
o Hlinik standardni roztok ve formé& AI(NOs)3
o Zelezo standardni roztok ve formé Fe(NO3)3
0 Mangan standardni roztok ve formé Mn(NO3),
o Me¢d standardni roztok ve formé Cu(NO3),
» Draslik standardni roztok ve form¢ KNOj3; o koncentraci 1000 mg dm= v
0,5mol dm™HNO3, ¢istoty CertiPuR®(Merck, Némecko)
= Nikl standardni roztok ve formé& Ni(NOs), 0 koncentraci 1000 mg dm™ v
0,5mol dm™ HNO;, Cistoty CertiPuR® (Merck, Némecko)
= Cin standardni roztok ve form& SnCl, o koncentraci 1000 mg dm™ v
2mol dm™ HCl, ¢&istoty CertiPuR® (Merck, Némecko)
* Pro pfipravu roztokll byla pouzita deionizovana voda pfipravena zafizenim

MilliQplus (Millipore, USA)

3.2 Pouzivané pristroje a material

= Spektrofotometr Agilent 8453 (Agilent Technologies, USA)

= FIALab 3500 (FIAlab Instruments, USA) s vlastnim ovladacim softwarem
= pH metr Jenway 4330 (UK)

= Zdroj zafeni Mikropack DT-MINI-2-GS UV/VIS-NIK (OceanOptics, USA)
= Spektrofotometricky detektor OceanOptics HR4000 (USA)

» PTFE spojovaci a transportni hadicky
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3.3 Statické usporadani s UV/VIS detekci

Priprava a redéni roztoku

Tris HCI pufr o koncentraci 0,2 mol dm™ byl pfipraven ve 100ml odmé&mé baiice
smichanim 3,125 g pevného Tris HCI s cca 60 ml deionizované vody. Nasledné bylo
upraveno pH pomoci roztoku 1,0 mol dm™ KOH, ktery byl pfipraven do 100ml
odmérné banky smichanim 5,61 g KOH a doplnénim H,O po rysku. Po tpravé pH
Tris HCI pufrem na poZadovanou hodnotu (optimalizovana hodnota byla stanovena
na 9,5) se banka doplnila po rysku deionizovanou vodou.

Standardni roztok olova byl kdispozici o koncentraci 1000 mg dm™. Tento
standardni roztok byl nafedén vodou na koncentraci 100 mg dm™ a to tak, Ze do 100ml
odmérné baiky bylo pipetovano 10 ml standardniho roztoku olova a objem byl doplnén
deionizovanou vodou po rysku. Ztakto ziedéného roztoku se dale pfipravovaly
potiebné koncentrace olova pro optimalizace a kalibra¢ni zavislost.

Vybarvovaci ¢inidlo PAR bylo pfipraveno o koncentraci 10 mmol dm™ a to
rozpusténim 0,2552 g pevného 4-(2-pyridylazo)-resorcinolu ve 100ml odmérné barice.
Z roztoku vybarvovaciho ¢inidla o koncentraci 10 mmol dm™ byl fedénim pfipraven
roztok o koncentraci 1,0 mmol dm™, ktery byl nasledn& pouzit pro optimalizace a dalsi

méfeni.

Postup praci

Jako prvni bylo zméfeno absorpéni spektrum samotného Tris HCI pufru, slepého
vzorku (vzorek bez piidavku olova) a vzniklého komplexu. Pracovni parametry byly
voleny na zaklads literatury [1]. Tris HCI pufr byl pouZit o koncentraci 0,2 mol dm™>a
pH 9,5. Vybarvovaci &inidlo o koncentraci 0,05 mmol dm™. A koncentrace olovnatych
iontt byla zvolena 2,0 mg dm™.

Déle byla provedena optimalizace koncentrace vybarvovaciho ¢inidla (PAR) a to tak,
ze byla ptipravena sada péti ban¢k, ve kterych byla zachovana stejnd koncentrace olova
o = 2,0 mg dm™, Tris HCI pufru cis = 0,2 mol dm™ a pH 9,5. Koncentrace
vybarvovaciho ¢inidla byla zvolena v rozmezi 0,01 — 0,25 mmol dm=,

DalSim krokem byla optimalizace pH. Stejné jako pfii piedchozi optimalizace bylo
jedinym proménnym parametrem pH smési, kdy koncentrace olova byla 2,0 mg dm™,
koncentrace vybarvovaciho &inidla 0,05 mmol dm™ a koncentrace Tris HCI pufru

0,2 mol dm™. Hodnota pH byla mé&fena v rozmezi 4 — 11.
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Po zoptimalizovani pracovnich parametri byla za zjisténych optimalnich podminek
zméfena kalibracni zavislost absorbance na koncentraci olova, pro koncentrace olova
v rozmezi 0,1 — 10 mg dm™. Pro statistické vyhodnoceni byl za t&chto podminek 10x
zméten slepy vzorek, tedy vzorek bez analytu a dale byl 10x zmeéfen vzorek

s koncentraci cp, = 2,5 mg dm™ pro urdeni opakovatelnosti.

Vyhodnoceni
Jednotliva méfeni byla statisticky vyhodnocena a zpracovana do nazorného grafu ¢i

tabulky.

3.4 Sekven¢ni injekéni analyza s UV/VIS detekci

Priprava roztokii

Tris HCI pufr byl pfipraven stejnym zpusobem jako pro statické uspotadani. Pro
zjednodudeni analyzy byl roztok vybarvovaciho ¢inidla fedén Tris HCI pufrem. Roztok
olova byl pfipraven jiz diive popsanym postupem fedénim pomoci deionizované vody.

Pro studium interferenci jednotlivych ionti byly pfipraveny roztoky s koncentraci
olova 10 mg dm™. Roztoky byly pfipravovany do 10ml odmérnych bangk. Do viech
banék bylo napipetovano 0,1 ml standardniho roztoku olova o koncentraci
1000 mg dm™. Stejnou koncentraci jako standardni roztok olova mély i standardni
roztoky ostatnich pouzitych ionti. Vysledné koncentrace jednotlivych interferujicich
iontd v roztocich a jejich pipetované mnozstvi ze standardnich roztokli zobrazuje
tab. 3.1. Roztoky byly na objem 10 ml doplnény deionizovanou vodou. Pro experiment
bylo pfipraveno deset roztokti obsahujici vybrany zkoumany ion a jeden roztok
obsahujici pouze olovnaté ionty.

Pro stanoveni olova metodou standardniho ptidavku bylo pfipraveno 100 ml
modelového vzorku olova s ptimési vybranych interferentti. SloZeni a pfipravu 100 ml

tohoto vzorku zobrazuje tab. 3.2.
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Tab. 3.1 Priprava roztoku pro studium interference

lon  Cint. [Mg dm™] Ve [ml]

AP 100 1,0
Ba** 10 0,1

K* 100 1,0
Mn** 100 1,0
cu* 100 1,0
Ni%* 100 1,0
cr* 100 1,0
sn** 100 1,0
Zn** 100 1,0
Fe¥* 100 1,0
Pb2+ _ _

Tab. 3.2 Priprava modelového vzorku

lon c[mgdm™] Vg [ml]

Pb** 10 1,0
Al 25 2,5
Fe** 10 5,0
cr¥ 10 1,0
cu* 10 1,0
Zn** 10 1,0
sn* 10 1,0

Postup praci

Na zé&klad¢ vysledkd optimalizace pro statické uspotfadani byly zvoleny parametry
pro optimalizaci pritokového uspotadani.

Nejprve byla provedena optimalizace koncentrace vybarvovaciho c¢inidla. Byla
piipravena sada Sesti 10ml odmérnych banék, ve kterych byly pfipraveny pomoci fedéni
Tris HCI pufru o koncentraci cris = 0,2 mol dm™ a pH 9,5 vzorky o koncentraci
vybarvovaciho ¢inidla v rozmezi od 0,025 do 1,0 mmol dm™. Jako vzorek obsahujici

analyt byl pripraven roztok olova o koncentraci 5,0 mg dm™. Sada téchto vzorki byla
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zmgéfena v priutokovém SIA uspotadéni pti vinové délce 512 nm, kdy davkovany objem
obou roztoki byl 150 ul. Po zméfeni vSech roztoku byl vzorek olova vyménény za H,0,
a za stejnych podminek byl ke kazdé koncentraci vybarvovaciho ¢inidla zméfen signél
odpovidajici slepému vzorku.

DalSim parametrem vhodnym pro optimalizace byl davkovany objem vybarvovaciho
¢inidla v prostiedi Tris HCI pufru a vzorku olova. Pro stanoveni byl pfipraven zasobni
roztok olova o koncentraci 5,0 mg dm™ a zé&sobni roztok vybarvovaciho ¢inidla PAR o
koncentraci 0,1 mmol dm™. Stejné jako v piedchozim piipadé byl roztok olova fedén
deionizovanou vodou a roztok vybarvovaciho ¢inidla Tris HCI pufrem o koncentraci
0,2 mol dm™ a pH 9,5. Nasledn& byly zm&Feny signaly jak slepého vzorku, tak vzorku s
olovem, ménicim parametrem byl objem jednotlivych roztokt davkovany do misici
civky. Nejdiive bylo provedeno méfeni, kdy byl pouZit stejny objem ¢inidla i vzorku
olova (piipadné vody jako slepy vzorek) a to v rozmezi 50 — 250 pl. Optimalizaci byla
zjisténa nejvyssi citlivost stanoveni pro objem 200 pl. Dale byly zméfeny signaly pro
rizné poméry objemu ¢inidla a vzorku olova (voda jako slepy vzorek) pro objemy
blizké hodnoté 200 pl. Veskeré méteni probihalo pii vinové délce 512 nm.

Po zjisténi optimalnich podminek byla stejné jako ve statickém uspotfadani zmétena
kalibraéni zavislost a to plochy piku Sp na koncentraci olova, pro koncentrace olova
v rozmezi od 2,5 do 30 mg dm™. Pro statistické vyhodnoceni byl za t&chto podminek
10x zméfen slepy vzorek, tedy vzorek bez olova a dale byl 10x zméfen vzorek
s koncentraci cp, = 10 mg dm™.

Poté co byla metoda zoptimalizovéna byla pozornost zaméiena na vliv interferentti
na komplexaéni reakci olovnatého kationtu s 4-(2-pyridylazo)-resorcinolem. Byl
zkouman vliv 10 iontd. Postup méfeni byl takovy, Ze dle tab. 3.1 bylo pfipraveno 10
roztokd S vybranymi interferenty a olovem, a jeden roztok obsahujici pouze olovo.
Kazdy vzorek byl zméfen za vySe uvedenych optimalizovanych podminek. Koncentrace
olova v jednotlivych vzorcich byla 10 mg dm™,

Poslednim experimentem bylo stanoveni olova pritokovou metodou v modelovem
vzorku odpadni vody. Vzorek byl pfipraven dle tab. 3.2. Méteni probihalo metodou
standardniho pfidavku. Pro stanoveni byla pfipravena sada ctyf 10ml odmérnych bang¢k,
kdy kazda obsahovala 5,0 ml vzorku a standardni piidavek olova v rozmezi koncentraci

0 az 20 mg dm™.
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Vyhodnoceni

Vysledky z jednotlivych optimalizaci a z nasledného méfeni kalibrac¢ni zavislosti
byly statisticky vyhodnoceny a zpracovany do ndzorné¢ho grafu ¢i tabulky. Vliv
interference jednotlivych iontti byl vyhodnocen jako podil plochy piku interferentu a
plochy piku samotného olova. Olovo ve vzorku bylo stanoveno metodou standardniho
piidavku a to z rovnice ptimky pro zavislost plochy piku Sa na koncentraci standardniho

pridavku olova Cg;.
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3.5 Schéma aparatury SIA

Schéma aparatury pouzité pro méfeni zobrazuje obr. 3.1. Pomoci pistového Cerpadla
je nasévana voda (nosné prostiedi) z rezervoaru. Nasledné dojde k davkovani smési
vybarvovaciho ¢inidla s Tris HCI pufrem a vzorku olova z jednokanalovych systému do
misici civky. Nasledné¢ pomoci zmén polohy selekéniho ventilu a pistového Cerpadla
dojde k tazeni vybarvovaciho ¢inidla a vzorku v misici civce. Poté je obracen smér toku

¢imz dojde k dokonalému promiseni zon a néasledne detekci.

Obr. 3.1 Schéma aparatury pro méfeni v prutokovém uspofadani. 1 — nosné prostiedi
(voda), 2 — pistové Cerpadlo, 3 — misici civka, 4 — selek¢ni ventil, 5 — vybarvovaci
&inidlo, 6 — vzorek (Pb?*), 7 — detektor, 8 — odpad.

3.6 Statistické vyhodnoceni vysledkii

Vysledky kazdé chemické analyzy maji vzdy urcitou nepifesnost. Tato nepfesnost
méfeni se projevuje napiiklad tim, Ze vysledky méfeni stejného vzorku, stejnou osobou
na stejném pfiistroji se od sebe odchyluji ¢i se odchyluji i od skute¢né hodnoty.

Metodika pouZzitého postupu prutokového uspofadani v této praci zahrnovala 3
opakovana méteni vzorku, kdy jako vysledek byla vyhodnocovana plocha piku
vzniklého prichodem reakéni smési spektrofotometrickou detekéni celou. Z vysledkt
byl nasledné statistickym zpracovanim urcen medidn X¥ a smérodatnd odchylka s. Pro
jednotlivé metody stanoveni byl vzdy 10x zméfen signal pro slepy vzorek (bez
piidaného analytu) a zvysledkti byl uren median, smérodatnd odchylka interval

spolehlivosti, mez detekce a mez stanovitelnosti. Analogicky byl zméten 10x vzorek
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surCitou koncentraci analytu a ztéchto vysledki byla stanovena citlivost a

opakovatelnost. Definice jednotlivych statistickych hodnot jsou diskutovany nize.

Median, X je stfedni hodnota naméfenych vysledki. Median se ur¢i sefazenim
vysledkll méteni dle velikosti. Pfi lichém poctu je medidnem hodnota lezici uprostied.

Pti poctu sudém se median urci jako pramér dvou hodnot lezicich uprostied seznamu.

Smérodatna odchylka, s je hodnota, ktera charakterizuje $itku intervalu v kterém se

mohou vyskytovat vysledky pfi opakovaném méteni. Vypocitame ji ze vztahu (1),

s = k,R @

kde k, je tabelovany koeficient a R je rozpéti souboru. Rozpéti souboru R se vypocita

v v

Interval spolehlivosti, Ly ; je hodnota kterd udava, ze skute¢na hodnota lezi uvnitf
stanoveného intervalu a to s nami ur¢enou pravdépodobnosti 95%. Vypocet zobrazuje
rovnice (2),

Liz = KyR 2)

kde K, je tabelovana hodnota a R je rozpéti souboru.

Mez detekce, ¢ (LOD) odpovida hodnoté koncentrace analytu, jejiz analyticky signél
jeste Ize odlisit od Sumu zakladni linie. Jak ukazuje rovnice (3), Ize ji vypocitat jako
trojnasobek Sumu zakladni linie podéleny koeficientem Kk, ktery odpovida smérnici
kalibra¢ni kiivky.

3-s (Sum) (3)
CLob =3
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v v

s piijatelnou spravnosti a piesnosti stanovit. Vypocet zobrazuje rovnice (4).

10 - s (Sum) (4)
Lo ="

kde k je smérnice kalibra¢ni kiivky.

Opakovatelnost O, méfeni vyjadiuje miru shody vysledkl stejné méfené veliCiny
méfené za stejnych podminek, to znamend na stejném pfistroji, stejnou metodou,

stejnou osobou a v kratkém ¢asovém rozpéti. Opakovatelnost O vyjadiuje vztah (5),
s
0=2-100 )
X

kde s je smérodatna odchylka a ¥ je median.

Citlivost analytického stanoveni je rovna smérnici kalibra¢ni zavislosti. V této préci

byla citlivost ur€ovana z linedrni ¢asti kalibra¢ni zavislosti jako jeji smérnice.

Tab. 3.3 Soupis tabelovanych hodnot pro statistické vyhodnoceni

Pocet méfeni,n Kk, Kn
3 0591 1.3
10 0,325 0,23
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4 Vysledky a diskuze

Tato Cast bakalarské prace interpretuje dosazené vysledky v podobé grafti a tabulek.
Prvni oddil této kapitoly se zabyva prezentaci vysledkt méfeni ve statickém uspofadani.
V druhém oddilu jsou naopak uvedeny vysledy meéteni v pritokovém uspotadani.
Konec této kapitoly je vénovan méteni modeloveho vzorku olova a vlivu interferenti na

toto stanoveni.

4.1 Detekce UV/VIS ve statickém uspoiadani

Pro spektrofotometrické stanoveni ve statickém uspofadani byly optimalizovany
zakladni parametry reakce olovnatych iontd s 4-(2-pyridylazo)-resorcinolem (PAR).
Pozornost byla vénovéana zejména zavislosti absorbance pfi vlnové délce 512 nm na
koncentraci vybarvovaciho ¢inidla a nasledné zavislosti na pH. Vysledné spektrum
zobrazuje obr. 4.1. Na tomto obrazku lze spatfit tii kiivky:

Kiivka 3 zobrazuje spektrum odpovidajici samotnému Tris HCI pufru. Jak je patrné,
v rozsahu vinovych délek 300 — 600 poskytuje prakticky nulovy signal.

Kitivka 1 zobrazuje spektrum slepého vzorku, ktery tvoii roztok Tris HCI pufru a
vybarvovaciho ¢inidla PAR. Jedna se vlastné o absorbcni spektrum vybarvovaciho
¢inidla. Maximum kiivky 3 odpovida vinové délce 410 nm.

Kitivka 2 zobrazuje spektrum komplexu Pb-PAR, signal odpovidajici vinové délce
410 nm odpovidd nezreagovanému podilu vybarvovaciho ¢inidla PAR, ktery je z
divodu kvantitativni komplexace pfidavan ve stechiometrickém nadbytku. Absorb¢ni
maximum vznikeho komplexu bylo pozorovano pii 512 nm, pii¢emz tato hodnota je
srovnatelna s hodnotou 525 nm uvedenou v literatufe [1]. Pro vSechny nasledné

analytické ucely byla vyuZita maximalni vinova délka 512 nm.
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Obr. 4.1 Zavislost absorbance A na vinové delce 4 [nm]. 1 — Tris HCI, 2 -Vzorek,
3 — Slepy vzorek, cris = 0,2 mol dm™, cp, = 2,0 mg dm™, cpar = 0,05 mmol dm™,
pH 9,5

4.1.1 Optimalizace koncentrace vybarvovaciho ¢inidla

Pii této optimalizaci byla hledana takova koncentrace vybarvovaciho ¢inidla PAR,
kter4d poskytne vysokou citlivost spektrofotometrického stanoveni olova pfi
komplexaéni reakci 4-(2-pyridylazo)-resorcinolu (PAR) a olovnatého kationtu. Pro
optimalizaci bylo pouzZito pét roztoka slepého vzorku o rizné koncentraci
vybarvovaciho &inidla v rozmezi od 0,01 do 0,25 mmol dm™. Slepy vzorek se tedy
skladal z dané koncentrace vybarvovaciho ¢inidla v prostiedi Tris HCI pufru o pH 9,5.
Zavislost absorbance téchto roztokl na vinové délce zobrazuje obr. 4.2. Absorbéni
maximum slepého vzorku odpovida vinové délce 410 nm z ¢ehoz vyplyva, Ze kiivka | a
5 pfi této vlnové délce neposkytuji vhodny signal. Piestoze analyzovanou oblasti
spektra je 512 nm, bylo rozhodnuto dale optimalizovat jen hodnoty koncentrace

vybarvovaciho ¢inidla naleZici kiivkam 2, 3 a 4.
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Obr. 4.2 Absorp¢ni spektra vybarvovaciho ¢inidla (PAR) pro jeho rtizné koncentrace
0,25 (1); 0,1 (2); 0,05 (3); 0,025 (4); 0,01 (5) mmol dm™, cysis = 0,2 mol dm™, pH 9,5

Pro presné urceni citlivosti méfeni pro koncentrace vybarvovaciho ¢inidla PAR
0,025; 0,05 a 0,1 mmol dm™ byl zmé&fen signal vzorkii uvedenych koncentraci
s piidavkem olova o koncentraci 2,0 mg dm™ pfi vlnové délce 512 nm, ktera odpovida
absorp¢nimu maximu vznikajiciho komplexu. Obr. 4.3 zobrazuje hodnoty odpovidajici
signalu vzniklého komplexu (tedy po odecteni signalu slepého vzorku) a je z néj ztejmé,
Ze vysoké citlivosti stanoveni olova bylo ziskano pii pouZiti koncentrace vybarvovaciho
&inidla PAR 0,05 mmol dm™ (k¥ivka 1). Kiivka 2 zaroveti na obr. 4.3 zobrazuje logicky
zaver, ze absorbance slepého vzorku vzrista linedrné se zvySujici se koncentraci
vybarvovaciho ¢inidla, nebot’ jeho absorp¢ni pas, s maximem pii 410 nm, vyrazné

zasahuje 1 do méfené vinové délky produktu (512 nm).
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Obr. 4.3 Zavislost absorbance A na koncentraci vybarvovaciho ¢inidla (PAR)

1 - absorbance vzniklého komplexu, 2 - absorbance slepého vzorku, pH 9,5,

Cris = 0,2 mol dm™, cpp = 2,0 mg dm™

4.1.2 Optimalizace pH

Z dat odpovidajicich obr. 4.1 byla stanovena maximalni vinova délka vznikajiciho
komplexu A =512 nm. Pti této vinové délce byla provedena optimalizace pH v rozmezi
od 4 do 11. Z vysledku zobrazenych na obr. 4.4 lze vyvodit, Ze hodnota absorbance pti
maximalni vinové délce je nejvyssi pti pH 9, coz odpovida hodnoté 9,4 uvedené
v dostupné literatuie [1] a potvrzuje tak spravnost pouZziti Tris HCI pufru o pH 9,5
v pfedchozim méfeni. Z naméfenych dat dale vyplyva, Ze v zéasadité oblasti, v které
komplexaéni reakce 4-(2-pyridylazo)-resorcinolu a olovnatého kationtu probiha, jiz

hodnota pH nemé na hodnoty absorbance, a tedy i na citlivost méfeni, zasadni vliv.
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Obr. 4.4 Zavislost absorbance A na pH, cris = 0,2 mol dm™; cp, = 2,0 mg dm™>,;

Cpar = 0,05 mmol dm™

4.1.3 Kalibraéni zavislost

V dalS$im kroku byla za optimalnich podminek zméfena kalibracni zavislost
absorbance na koncentraci olova. Koncentrace olova byla méfena v rozmezi
0,1 — 10 mg dm™. Citlivost byla vypocitana z linearni asti, ktera leZela v rozmezi

hodnot od 1,0 do 7,5 mg dm~3. Cel4 kalibra¢ni zavislost je zobrazena na obr. 4.5.
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Obr. 45 Kalibra¢ni zavislost pro méfeni ve statickém usporadani,

Criis = 0,2 mol dm™; cpag = 0,05 mmol dm™, pH 9,5

4.1.4 Zakladni charakteristiky stanoveni ve statickém usporadani

Z hodnot naméfenych vtomto oddile a zvysledki vypocitanych dle vztaha
uvedenych vkap. 3.6 byla ziskana tab. 4.1, ktera je souhrnem zékladnich
charakteristickych parametri stanoveni olovnatych kationtd reakci s 4-(2-pyridylazo)-

resorcinolem ve statickém uspotadani.

Tab. 4.1 Zakladni charakteristiky pro statické uspotradani

Charakteristika Hodnota
Mez detekce [mg dm™] 0,0258
Mez stanovitelnosti [mg dm™]  0,0859

Citlivost [dm* mg™] 0,0980
Opakovatelnost [%] 0,739
Korelaéni koeficient 0,990
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4.2 Detekce UV/VIS v priitokovém SIA usporadani

Pratokové stanoveni olova komplexacni reakci probihalo na aparatufe, kterou
zobrazuje obr. 3.1. Po provedeni optimalizace pH pro statické uspoiadani bylo od této
optimalizace v priutokovém uspofadani upusténo. A to na zéklad¢ vysledkl, které
ukazuji, Ze vliv zmény hodnot pH v zasadité oblasti se vyrazné neprojevuje na
probihajici reakci. Pozornost byla vénovana zejména optimalizaci koncentrace
vybarvovaciho ¢inidla a optimalizaci ddvkovaného objemu reaktantti. Pro zjednoduseni
méfeni byl pouzit roztok 4-(2-pyridylazo)-resorcinolu v prostiedi Tris HCI pufru o pH

9,5 a jako vzorek analytu roztok olovnatych iontti v deionizované vode¢.

4.2.1 Optimalizace koncentrace PAR

Stejn¢ jako v kapitole 4.1.1 byl zkouman 1 pro priitokové usporadani vliv zmény
koncentrace vybarvovaciho ¢inidla PAR na intenzitu signilu. Pro méfeni bylo
pfipraveno pét roztokli o koncentraci vybarvovaciho <¢inidla od 0,025 do
0,5 mmol dm™. Z nam&fenych signala byly vyhodnoceny plochy piki Sa. Zavislost
téchto ploch piki na koncentraci vybarvovaciho ¢inidla zobrazuje obr. 4.6.
Ptedpokladem bylo, Ze optimélni koncentrace bude stejna ¢i blizkd optimalni hodnoté
koncentrace pro statické uspofadani. Tento piedpoklad se potvrdil a jako optimalni

hodnota pro dal$i mé&feni byla pouzita koncentrace Cpar = 0,1 mmol dm=,
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Obr. 4.6 Zavislost plochy piku Sa na koncentraci vybarvovaciho ¢inidla PAR,
Cris = 0,2 mol dm™; cpp = 5,0 mg dm™, pH 9,5

4.2.2 Optimalizace davkovaného objemu PAR a Pb

Jednou z vyhod pratokové metody SIA je nepochybné nizka spotieba reaktanti.
V této Casti bylo cilem hledani optimalniho objemu davkovaného vybarvovaciho ¢inidla
a vzorku olova.

Nejprve byla provedena série méfeni, kdy byl davkovan vzdy stejny objem
vybarvovaciho ¢inidla PAR v prostiedi Tris HCI pufru o pH 9,5 a vzorku obsahujici
olovo. Davkované objemy byly studovany v rozmezi od 50 pl do 250 ul s krokem po
50 pl. I piesto, Ze je objem reakéni civky 1,0 ml a celkové objemy mohly byt jesté
vysSi, vyssi objemy uz do méfeni zafazeny nebyly, jelikoZ bylo usilovano o co nejmensi
spotfebu jednotlivych roztokd. Z vysledkl, které zobrazuje obr. 4.7 je ziejmé, ze

vhodny davkovaci objem odpovida 200 pl.
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Obr. 4.7 Zavislost plochy piku Sa na koncentraci davkovaného objemu,

Crris = 0,2 mol dm™; ¢pp = 5,0 mg dm™; cpag = 0,1 mmol dm™; pH 9,5

Po zjisténi optimalniho objemu pii davkovani stejného mnozstvi vybarvovaciho
¢inidla a vzorku olova, byl zkouméan vliv davkovani riznych poméra jednotlivych
slozek reakce. Zvolené poméry a vysledné hodnoty odpovidajici plocham pikti Sa
zobrazuje tab. 4.2. Z této tabulky vyplyva, ze nejvhodnéjsi ze studovanych objemu je
zachovani davkovani stejného objemu u obou slozek, a to jiz vyse zminénych 200 pl.
Ztab. 4.2 lze urcit, ze dal§im vhodnym pomérem je 200 ul (Pb) a 250 ul (PAR).
V piipadé tohoto poméru je vysledna hodnota plochy piku Sa sice niZsi nez pro stejné
objemy (hodnota davkovani 200 ul pro obé slozky), ale je zatizena mensi chybou
meéfeni. Jako optimalni postup bylo zvoleno davkovani 200 pl analytu olova a 200 pl

vybarvovaciho ¢inidla PAR v prostiedi Tris HCI pufru o pH 9,5.
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Tab. 4.2 Vysledky raznych poméra davkovaného objemu PAR a Pb

V (Pb) [u] V (PAR) [ul] Sals™]

200 200 3,34 £ 0,297(4,05%)

200 100 2,30 + 0,429 (8,48%)
100 200 2,10 + 0,590 (8,94%)
200 150 2,91 + 0,269 (4,21%)
150 200 2,43 + 0,217 (4,06%)
200 250 3,26 + 0,0721 (1,01%)
250 200 2,89 + 0,524 (8,24%)

4.2.3 Kalibraéni zavislost

Po zisténi optimalnich pracovnich podminek pro stanoveni v pritokovém
uspotradani byla prométena kalibracni zévislost. Pro urceni této zavislosti byly zméieny
roztoky olova o koncentraci od 0,1 do 30 mg dm™. Hodnoty ploch pikii Sa pro roztoky
o koncentracich olova vrozmezi od 0,1 do 1,0 mg dm™ leZely pod hodnotou
odpovidajici slepému vzorku, z ¢ehoz plyne, ze takto nizké koncentrace neni mozné
touto metodou detekovat. Citlivost byla ur¢ena z linearni ¢asti kiivky, ktera lezi mezi

hodnotami 5,0 az 20 mg dm™. Celou kalibragni zavislost zobrazuje obr. 4.8.
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Obr. 4.8 Kalibra¢ni zavislost pro pratokové uspotfadani, cris = 0,2 mol dm=;

Cpar = 0,1 mmol dm™; pH 9,5
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4.2.4 Z&kladni charakteristiky stanoveni v pratokovém uspoiadani

Z dat naméfenych pro prutokové uspotradani byly stanoveny zakladni statistické

charakteristiky. Souhrn téchto vysledkli zobrazuje tab. 4.3.

Tab. 4.3 Zakladni charakteristiky pro pratokové SIA usporadani

Charakteristika Hodnota
Mez detekce [mg dm™] 0,700
Mez stanovitelnosti [mg dm™] 2,33
Citlivost [dm* mg™] 0,191
Opakovatelnost [%] 3,94
Korelac¢ni koeficient 1,00

4.25 Interferenéni vliv vybranych ionta

Po zoptimalizovani méteni olova komplexaéni reakci 4-(2-pyridylazo)-resorcinolu a
olovnatého kationtu v prutokovém uspofadani se spektrometrickou detekci byl zkouman
vliv interference vybranych iont. Ptiprava jednotlivych vzorkii byla popséna v
kap. 3.4. Vysledné hodnoty ploch pikii Sa byly podéleny hodnotou plochy piku Sa

vzorku, ktery obsahoval jen olovnaté ionty.
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Obr. 4.9 Vliv interferentd na stanoveni olova pritokovou metodou SIA
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Z vysledku, které vyplyvaji z obr. 4.9, je zifejmé Ze nejvyraznéjsi interferujici vliv
maji ionty zinku, médi a manganu, které signal pii 512 nm az dvojnasobné zvysSuji
oproti hodnoté signalu samotného olova, a naopak ionty hlinité a ciniCité, které pti
512 nm signal snizuji. K zvySeni signdlu dochazi pravdépodobné nasledkem vzniku
podobného komplexu danych ionu, jako tvofi olovnaté ionty s vybarvovacim cinidlem
PAR, tento ptfedpoklad potvrzuje i to, Ze se jedna o dvojmocné ionty stejné jako
v pfipadé¢ olova. Navic mnozstvi pfitomného vybarvovaciho C¢inidla je ve
stechiometrickém nadbytku. Na druhé, stran¢ ionty hlinité a cini¢ité dvojmocné nejsou,
takze pravdépodobné vytvaieji komplex s jinou strukturou.

Pro pfesnéjsi predstavu o chovani jednotlivych interferenti byla ve statickém
uspordadani zmétena spektra vzorki, které obsahovaly vybarvovaci Cinidlo PAR o
koncentraci 0,1 mmol dm™, Tris HCI pufr o koncentraci 0,2 mol dm™ a pH 9,5 a
ptislusny interferujici ion. Obr. 4.10 zobrazuje spektra vy3e diskutovanych
nejvyznamnéjSich interferentli, vcetné¢ spektra slepého vzorku a vzorku olova.
Koncentrace jednotlivych iontli odpovidaji koncentracim pouzitym pro piedchozi

méfeni vlivu interferentiv pritokovém usporadani (tab. 3.1).

4, (nm)

Obr. 4.10 Spektra jednotlivych interferenti méfena ve statickém uspofadani.
1 — Slepy vzorek, 2 — AI** 100 mg dm=, 3 — Sn*" 100 mg dm™3, 4 — Pb** 10 mg dm™3,
5 — Zn** 100 mg dm™, 6 — Cu?* 100 mg dm=, cpar = 0,1 mmol dm™; pH 9,5

Crris = 0,2 mol dm™
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Z vysledktu lIze predpokladat, ze ionty zineCnaté a médnaté vytvareji komplex
s absorpénim maximem blizkym vlnové délce 512 nm se stechiometrii 2:1. lonty
cini¢ité a hlinité komplex s vybarvovacim cinidlem také vytvareji, ale vzhledem ke
stechiometrii ma tento komplex jinou strukturu. Ionty hlinité nejspise vytvareji komplex
se tfemi molekulami vybarvovaciho ¢inidla a ionty cinicité se Ctyimi. Coz potvrzuje
skutecnost, ze mnoZzstvi nezreagovaného vybarvovaciho ¢inidla je pfi stejné koncentraci

obou iontil pro ionty cini€ité niz§i nez pro ionty hlinité.

4.2.6 Stanoveni olova ve vzorku

Na zavér byl pfipraven vzorek olova s ptimési riznych interferenti jehoz ptipravu
popisuje tab. 3.2. Tento vzorek byl bran jako reéalny vzorek odpadni vody, ve kterém
byla stanovena koncentrace olova v pratokovém usporadani. Zméfeny signal vzorku byl
standardn¢ vyhodnocen a koncentrace byla vypocitana z kalibra¢ni kiivky zobrazené na
obr. 4.8. Takto stanovena hodnota koncentrace olova ve vzorku byla 46,863 mg dm™.
Skute¢na koncentrace vzorku &nila 10,0 mg dm™. Vzhledem k tak velkému rozdilu
mezi skute¢nou a stanovenou hodnotou byla pro ur¢eni koncentrace olova ve vzorku
vyuzita metoda standardniho ptidavku.

Pro méfeni byla piipravena sada 4 roztoki s pridavky olova od 0 do 20 mg dm™. Tyto
roztoky byly za optimalizovanych podminek zméteny a z vyslednych ploch jednotivych
pikti Sp byla sestavena zavislost plochy piku Sa na koncentraci standardniho piidavku.
Zrovnice piimky byla stanovena hodnota koncentrace olova ve vzorku
13,924 mg dm™>. Rozdil mezi stanovenou a skute¢nou hodnotou koncentrace olova ve
Z toho vyplyva, ze pred samotnym stanovenim je vhodné tyto interferenty z matrice

vzorku odseparovat.
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Obr. 4.11 Zavislost plochy piku Sa na koncentraci standardniho pfidavku Cs,

Crar = 0,1 mmol dm™; cris = 0,2 mol dm™; pH 9,5
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S5 Zavér

Cilem této bakalaiské prace bylo vypracovani prutokové metody stanoveni olova
pomoci reakce olovnatého kationtu s 4-(2-pyridylazo)-resorcinolemv prostiedi Tris HCI
pufru. Nejdrive bylo stanoveni provedeno spektrofotometricky ve statickém uspotadanti,
a nasledn¢ byla metoda pievedena do pritokového usporadani sekvencéni injekéni
analyzy. Hlavnim cilem obou stanoveni byla optimalizace metody, sestrojeni kalibra¢ni
zavislosti a stanoveni zékladnich charakteristik. Dale byla provedena interferencni
studie a méfeni koncentrace olova v nezndmém vzorku.

Jako prvni bylo provedeno stanoveni pomoci molekulové absorp¢ni spektrometrie ve
statickém uspofadani. Byly provedeny optimalizace vybarvovaciho ¢inidla PAR a pH.
Po sestrojeni zavislosti absorbance na koncentrace vybarvovaciho c¢inidla byla
vypotitana citlivost stanoveni, ta odpovidala koncentraci 0,05 mmol dm™. Jako
optimalni pH byla uréena hodnota 9,5, piestoze méfeni prokazalo, ze v zasadité oblasti
Vv které reakce probihda, jiz zména pH nemé zédsadni vliv na citlivost stanoveni. Po
optimalizaci byla sestrojena kalibraéni zavislost a byly stanoveny zakladni
charakteristiky stanoveni. Mez detekce ¢&inila 0,0258 mg dm™ a citlivost stanoveni
&inila 0,0980 dm® mg™.

Dale bylo provedeno stanoveni pomoci sekven¢ni injekéni analyzy. Pro toto
stanoveni byla opét optimalizovand hodnota koncentrace vybarvovaciho ¢inidla, a dale
byl optimalizovan davkovaci objem vybarvovaciho ¢inidla a vzorku. Vzhledem
k pfedchozim vysledkiim optimalizace pH, bylo od této optimalizace upusténo. Jako
optimélni koncentrace vybarvovaciho &inidla byla stanovena hodnota 0,1 mmol dm™ a
jako optimalni davkovaci objem byla stanovena hodnota 200 ul pro oba roztoky reakce.
Stejn¢ jako u predchazejici metody byla sestrojena kalibracni kiivka a stanoveny
charakteristiky stanoveni. Mez detekce Cinila 0,700 mg dm™ a citlivost stanoveni ¢inila
0,191 dm®*mg™.

Po optimalizaci obou metod byla provedena interferen¢ni studie. Zkouman byl vliv
béznych interferujicich iont. Nejvyznamnéjsi interferencni vliv byl pozorovan hlavné
pro ionty kovii (Cu®*, Zn**, Sn*"), které také vytvareji s 4-(2-pyridylazo)-resorcinolem
barevny komplex. Naopak téméf nulovy ¢i nizky interferujici vliv byl pozorovéan u

barya a drasliku.
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Na zavér bylo provedeno méfeni koncentrace olova v modelovém vzorku. Skutecna
koncentrace olova v tomto vzorku byla 10 mg dm™. Nejdiive byla pro vypodet pouZita
kalibra¢ni kiivka sestrojend v predchozim méfeni (Obr. 4.8). Pomoci této kalibra¢ni
zévislosti byla koncentrace olova ve vzorku stanovena jako 46,863 mg dm™. Rozdil
mezi témito hodnotami byl tak znacny, Ze byla pro stanoveni koncentrace olova ve
vzorku zvolena metoda standardniho pfidavku. Hodnota koncentrace olova ve vzorku
stanovena touto metodou &inila 13,924 mg dm™. V tomto ptipadé se da rozdil mezi
stanovenou a skute¢nou hodnotou pfi¢ist pfitomosti interferentl, coz poukazuje na

potiebu separace pied stanovenim.
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