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Abstrakt

Tato prace je zaméfena na stanoveni olova v modelovych vodnych vzorcich pomoci
komplexace s 4-(2-pyridylazo)-resorcinolem Vv prostfedi 2-amino-2-hydroxymethyl-
propan-1,3-diol hydrochloridového pufru (Tris-HCI). Pro stanoveni byla vybrana
technika UV/VIS molekulova spektrometrie, a to ve statickém uspofadani. Nasledné
bylo toto stanoveni aplikovano v mddu pritokové injekéni analyzy. Za zjisténych
optimalnich podminek byla sestrojena kalibrac¢ni zavislost. Mez detekce pro stanoveni
olova ve statickém uspoiadani ¢inila 0,097 mol dm, pro stanoveni v mdédu pritokové
injekéni analyzy mez detekce &inila 0,27 mol dm >, Na zavér prace bylo provedeno
stanoveni olova za pouziti diferencni pulsni voltametrie, kde byly nejprve zjiStény
elektrochemické  vlastnosti  vznikajictho = komplexu. Pfi  elektrochemickych
experimentech bylo zjisténo, ze se malé mnozstvi komplexu usazuje na povrchu

pracovni stiibrné pevné amalgamové elektrody. Mez detekce ¢inila 0,020 mol dm™.
Klicova slova

Olovo, 4-(2-pyridylazo)-resorcinol, pritokova injekéni analyza, UV/VIS molekulova

spektrometrie, diferencni pulsni voltametrie, stfibrnd pevna amalgdmova elektroda.



Abstract

The aim of this thesis was the determination of lead in water samples using
complexating reaction with 4-(2-pyridylazo)-resorcinol in medium of 2-amino-2-
hydroxymethyl-propan-1,3-diol  hydrochloride buffer (Tris-HCI).  Firstly, for
the determination was chosen UV/VIS molecular spectrometry in a static arrangement.
Subsequently, the method was performed in flow injection arrangement. The calibration
was performed under optimal experimental conditions. The limits of detection for static
and flow injection arrangements were 0.097 mol dm and 0.27 mol dm 3, respectively.
Secondly, the determination of lead by differential pulse voltammetry was performed.
The electrochemical properties of lead complex were investigated. During these
experiments it was found out that small amount of this complex was adsorbed on the
surface of silver solid amalgam electrode. The calibration was performed, the limit of

detection was 0.020 mol dm3,

Keywords

Lead, 4-(2-pyridylazo)-resorcinol, flow injection analysis, UV/VIS molecular
spectrometry, differential pulse voltammetry, silver solid amalgame electrode
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Seznam zkratek

A absorbance

AAS atomova absorp¢ni spektrometrie
CFA kontinualni pritokova analyza
CPAR koncentrace 4-(2-pyridylazo)-resorcinolu
Ceb koncentrace olovnatych iontl
Crris koncentrace Tris-HC1

DPV diferen¢ni pulsni voltametrie

E potencial [V]

FIA prutokova injekéni analyza

I proud [A]

lp proud (vyska) piku [A]

ki, tabelovany koeficient

I délka kyvety [cm]

LOD mez detekce [mg dm ]

LOQ mez stanovitelnosti [mg dm ]

@) opakovatelnost [%]

PAR 4-(2-pyridylazo)-resorcinol

R rozpéti

S smérodatnd odchylka

SIA sekven¢ni injekéni analyza

Tris-HC1 ~ 2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol hydrochlorid

v prittokova rychlost [ml min ]



1 Uvod

Predlozena bakalafska prace je zaméfena na stanoveni olova ve formé olovnatych
iontll za pouziti 4-(2-pyridylazo)-resorcinolu. Pro detekci olova byly pouzity dvé zcela
odlisné techniky — UV/VIS molekulova spektrofotometrie a diferen¢ni pulsni
voltametrie. Nejprve byly provedeny experimenty ve statickém usporadani. Vysledky
stanoveni olova v tomto uspotfadani byly vyuzity pro srovnani obdobnych charakteristik
pti priutokovém usporadani. Pred samotnym stanovenim v pritokové injekéni analyze
bylo tedy nejprve nutno ovétit zakladni charakteristiky stanoveni méfenim ve statickém
usporadani pomoci klasické molekulové absorpéni spektrometrie. Molekulova
absorp¢ni spektrometrie je jednou ze zdkladnich metod analytické chemie. Pritokova
injek¢ni analyza (FIA) je vhodnou modifikaci statického uspotradani, kdy injektovanim
analytu do prutoku ¢inidla (nosného toku) je dosazeno urychleni analyzy velkého poctu
vzorki. Diferenc¢ni pulsni voltametrie je v dnesni dob¢ uz rozsifenou technikou, jakozto

modifikace klasické voltametrie poskytuje nizs$i hodnoty limitu detekce.

1.1 Cile bakalarské prace

Cilem této prace bylo stanoveni olova pomoci molekulové absorpéni spektrometrie v
rezimu prutokové injekéni analyzy a pomoci diferencéni pulsni voltametrie za pouziti
4-(2-pyridylazo)-resorcinolu. Pro  spektrofotometrické stanoveni ve statickém
uspotadani bylo tfeba nalézt nejprve optimalni pracovni podminky, a protoze stanoveni
probihd v prostfedi Tris HCI pufru, tak mezi tyto parametry patii jednak pH, jednak
koncentrace 4-(2-pyridylazo)-resorcinolu. Pfi stanoveni v pratokovém uspotadani byly
navic pfidany optimalizace reakéni civky a pritokové rychlosti nosného toku (€inidla).
Pfi stanoveni pomoci diferencni pulsni voltametrie bylo cilem pfedevSim
charakterizovani voltametrického chovéani jednotlivych slozek métfeného roztoku a
nasledné sestrojeni kalibracni zavislosti olovnatych iontl. Pro vSechny pouZité metody
byly na zavér vypocteny parametry stanoveni. Cilem celé bakalaiské prace bylo ovéteni
optimalnich podminek a ovéfeni zakladnich charakteristik stanoveni olova uvedenymi
technikami jakozto zdklad pro simultdnni vyuziti obou detek¢nich technik
Vv prutokovém uspotadani FIA a SIA (sekvencni injekéni analyza). Proto se nejprve obé
metody vyvijely ve vsadkovém usporddani a v prutoku zatim jen u spektrometrické

techniky. Dalsi experimenty nebyly z ¢asovych duvoda realizovany.



2 Teoreticka cast

2.1 UV/IVIS molekulova spektrometrie

Metoda molekulové absorpéni spektrometrie je zakladni a jedna z nejpouzivanéjSich
metod pro stanoveni mnoha latek, predevSim riznych latek organického plivodu a
riznych anorganickych kationtl. Jejimi hlavnimi vyhodami je jeji rychlost, ekonomicka
dostupnost a piijatelna citlivost. Pfi pouziti spektrofotometrické detekce v pritokové
analyze lIze dale zvysit rychlost stanoveni a provést jeho automatizaci. Pri

spektrometrickém stanoveni olova bylo pouzito metody pritokové injekéni analyzy

(FIA) [1].

2.2 Diferenéni pulsni voltametrie

Klasickd voltametrie je analytickou metodou vyuzivajici prochazejicicho
elektrického proudu elektrochemickym ¢lankem sestavenym z pracovni polarizovatelné
elektrody a nepolarizovatelné referentni elektrody (popiipadé jesté pomocné elektrody).
Tento elektricky proud se s ¢asem meéni a potencial pracovni elektrody je ovladan
z vnéjsiho zdroje. Diferencni pulsni voltametrie je modifikaci této klasické metody, kdy
na pracovni elektrodé se potencial periodicky pteklada potencidlovymi pulsy o
amplitudé fadove desitek milivoltl, které trvaji pfiblizné desitky milisekund. Registruje
se rozdil proudil zmétenych tésné pred vloZenim pulsu a na jeho konci. Pfi pouziti této
metody ma voltametricka kfivka tvar piku, poloha vrcholu pak odpovida pllvlnovému
potencialu, tedy kvalitativnimu udaji, a vySka piku odpovida koncentraci analytu, tedy
kvantitativnimu udaji. Vyhodami diferenéni pulsni voltametrie oproti klasické
voltametrii jsou niz8§i hodnoty limitu detekce a schopnost stanovit vedle sebe latky

s men§im rozdilem pulvinovych potencialti neZ u klasické voltametrie [1].

2.3 Metody pratokové analyzy

Mezi hlavni naroky moderni analytické chemie patii rychlost analyzy a automatizace
stanoveni. Témto pozadavkim vyhovuji metody pritokové analyzy. Pii nich dochézi
k davkovani vzorku do proudu ¢inidla. Pro potieby této prace bylo vyuzivano pratokové
injekéni analyzy (FIA) se spektrofotometrickou detekci. V priitokové injekéni analyze
je vzorek davkovan do nesegmentovaného proudu Cinidla, dochazi tedy k ¢astecnému

smiSeni vzorku a ¢inidla, roztok muze vstupovat do detektoru pied dosazenim



rovnovahy. Ziskany zdznam, zavislost intenzity signalu, v naSem piipad¢ absorbance,

na ¢ase, ma tvar piku, kde jeho vySka zavisi na koncentraci analytu [1].

Mezi dal$i metody pritokové analyzy patii kontinualni pratokova analyza (CFA).
Vzorek je davkovany do proudu c¢inidla, ktery je bublinkami rozd€len na segmenty.
Kazdy z téchto segmentl se chova jako mala nadobka, v niz probihaji reakce vedouci ke
vzniku produktu. Volba délky trubicek a prutokova rychlost jsou voleny tak, aby reakce
probihala v jednotlivych segmentech az do rovnovahy. To piedstavuje hlavni rozdil

mezi obéma druhy prutokové analyzy [1].

VylepSenim prutokové injekéni analyzy je sekvencni injekéni analyza (SIA). U této
metody se nejprve dopravi zony nosného média, vzorku a ¢inidla do jednokanalového
systému za pomoci selekéniho vicecestného ventilu a pistového Cerpadla. Poté je pohyb
pistu obracen, dojde k promiSeni zény vzorku a Cinidla a vznikly produkt je dopraven
do detektoru. Rozdil je tedy v geometrii nosného proudu, FIA vyuziva pfimy konstantni

tok, zatimco SIA vyuziva zmény ptimého a zpétného toku [2].

Obecné pro metody pritokové injekéni analyzy lze vyuzit i jinych detekénich metod,

napiiklad elektrochemickych [3].

2.4 Mechanismus komplexaéni reakce a struktura stanovovaného
komplexu

Pro stanoveni olova byla vybrana komplexaéni reakce s 4-(2-pyridylazo)-

resorcinolem (PAR) v zasaditém prostiedi Tris pufru za vzniku Cervenooranzového

komplexu [4]. Obecné jakakoliv komplexacni reakce s PAR je siln¢ zavisla na pH,

protoze je organickym amfolytem, kdy v kyselém prostiedi dojde k protonizaci

pyridinového dusiku a v zasaditém prostiedi dochazi k disociaci 0-hydroxylové skupiny

[5,6]. Navrhovana struktura vysledného komplexu je zobrazena na obr. 2.1.
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Obr. 2.1 Navrhovana struktura Pb(I1)-PAR komplexu [6].

Vznikajici komplex zobrazeny na obr. 2.1 se vyznacuje absorbénim maximem pfi
vlnové délce 525 nm v zéasaditém prostiedi pii pH 9,4. K dosazeni maximalni konverze
analytu na komplex je vhodny piiblizn¢ desetinasobny molarni nadbytek PAR. Potiz
nastdva u béznych interferujicich iontli v matricich obvyklych vzorkl, napft. iontd
zine¢natych nebo rtutnatych. Tyto ionty interferuji pfi stanoveni olova za pomoci PAR,
proto je velice Casto vyzadovana pied stanovenim separace napiiklad extrakci [7].
Vhodné zvolené extrakéni prostfedi nejenze zvysuje selektivitu stanoveni, ale zaroven

lze zakoncentrovanim iontil analytu dosahnout niZz§iho limitu detekce.

2.5 Soucasné moznosti stanoveni olova

Mezi dal§i moZnosti spektrometrického stanoveni olova patfi napf. komplexaéni
reakce s dithiokarbazonem [8] nebo pyridin-2-acetaldehydem [9]. Tyto reakce nejsou
vhodné kvili nizké citlivosti a spole¢né s dal$imi stanovenimi navic vyzaduji
pfitomnost organického rozpoustédla. Spolecnym jmenovatelem pro vSechny zminéné
moZnosti, véetné PAR, je velké mnozstvi interferujicich ionti, nicméné PAR je

vyhodny diky citlivosti a rychlosti stanoveni a zaroven je rozpustny ve vodé [4].

Velmi ¢asto uZivanou moznosti je spojeni jakéhokoliv z vySe uvedenych zpasobu
stanoveni s prekoncentra¢nim krokem, napf. extrakci na tuhé fazi [4,9], a v pfipad¢

dithiokarbazonu se vyuziva vodnych roztokti povrchové aktivnich latek [8].
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Nejvice pouzivanou technikou pro analyzu olova, respektive obecné pro prvkovou
analyzu, je atomova absorpéni spektrometrie (AAS). Vyhodou jsou niz§i hodnoty mezi
instrumentace, vysoké pofizovaci a vy$$i provozni naklady. U atomové absorpéni
spektrometrie zavisi pfedevSim na zpusobu atomizace vzorku. Pro piiklad lze uvést
stanoveni olova pomoci AAS s elektrotermickou atomizaci a extrakci, kde je dosazeno
limitu detekce 0,04 ng cm [10]. Jako dali piiklad lze uvést stanoveni olova taktéz
s extrakci a néslednou detekci za pouziti plamenové atomové absorpéni spektrometrie
[11], LOD pro tuto metodu &ini 15,01 mg dm >, Dal§i moznosti miZze byt vyuZiti
generovani t&kavych hydridi v AAS [12], LOD &ini 0,13 pg dm>.

Jako dalsi pouzivanou techniku lze uvést hmotnostni spektrometrii. Casto se pro tuto
metodu pouziva jako zdroj iontt indukéné vazana plasma (ICP-MS). Jasnou vyhodou
této metody je schopnost stanoveni vice prvka zaroven. Jako ptiklad Ize uvést sekvencni
stanoveni olova, kadmia a rtuti pomoci ICP-MS s prekoncentraénim krokem, hodnoty

limitt detekce se pro vSechny tfi kovy pohybuji v hodnotach od 9 do 17 ng dm [13].

Z pouzivanych elektrochemickych metod lze vybrat rozpoustéci (stripping)
voltametrii. Ta je nejcastéji pouzivana pro stanoveni koncentraci tézkych kovu, které
jsou na elektrodé nakoncentrovany redukci jako kov. Vyhodou proti tieba klasické AAS
je speciace analytu, tedy stanoveni jeho jednotlivych forem. Pro piiklad lze zminit
simultanni stanoveni olova, rtuti, arsenu a kadmia na vibracni zlaté dratkové elektrodg,
kde je vyuzito anodické rozpoustéci voltametrie. Limit detekce pro olovo ¢&ini

0,2 ng dm 2 [14].
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité pristroje a zarizeni
— Spektrofotometr Agilent 8453 (Agilent Technologies, USA)
—  Peristaltickd pumpa MASTERFLEX® L/S® (Cole-Parmer, USA)
— Zdroj zateni Mikropack DT-MINI-2-GS UV/VIS-NIK (Ocean Optics, USA)
— Sesticestny ventil Bulkhead version V-451 (Upchurch Scientific, USA)
— Detekeni spektrofotometricka pritokova 1-cm Z-cela (Ocean optics, USA)
— Spektrofotometricky detektor OceanOptics HR4000 (USA)
— Optické vlakno OceanOptics 600um XSR (USA)
— PTFE spojovaci hadi¢ky minimalni délky
—  Stiibrna pevna amalgamova elektroda (vyrobeno UFCH JH AV CR)
— Pomocna elektroda s platinovym dratkem (Monokrystaly Turnov, CR)
— Referentni argentchloridova elektroda typ 10-20 polaro (ED, spol. s.r.o.)

3.2 Pouzité chemikalie

Pokud neni uvedeno jinak, vSechny pouzivané latky byly Cistoty p.a. Ze standardniho
roztoku Pb?* jonti ve form& Pb(NOs), 0 koncentraci 1000 mg/l v 0,5 M HNO; (Merck,
Némecko) byly vhodnym fedénim pripraveny pracovni roztoky standardu o pozadované

koncentraci.

Jako pufr pro zachovani pozadovaného pH byl pouzit 2-amino-2-hydroxymethyl-
propan-1,3-diol hydrochlorid (Tris-HCI) (Sigma Aldrich, Némecko), ktery byl
rozpu$tén v pfisluSném mnozstvi vody a potom upraven na pozadované pH pomoci

KOH (LACHEMA Brno, CR).

Pro piipravu zasobniho roztoku komplexa¢niho ¢inidla 4-(2-pyridylazo)-resorcinolu
(LACHEMA Brno, CR, indikatorové &istoty) bylo pozadované mnoZstvi rozpusténo
Vv deionizované vod¢. Deionizovand voda pouzita pro piipravu roztoki byla ptipravena

zafizenim Milli Qpiys (Millipore, USA).
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3.3 Postup praci

Jako prvni krok bylo nejprve ziskano molekulové absorpéni spektrum stanovovaného
komplexu. V dalsim kroku pak byla provedena optimalizace pracovnich parametri
stanoveni ve statickém uspotadani. Nejprve tedy byla provedena optimalizace pH a poté
byla provedena optimalizace koncentrace PAR. Nasledné byla provedena kalibrace a
poté byly vyhodnoceny jednotlivé parametry stanoveni. Pro méfeni ve spektrometru
byla pii méfeni optimalizatnich parametrti koncentrace Pb?* ve vzorku 4,0 mol dm™,
koncentrace Tris-HCI pufru 0,08 mol dm™ a pH 9,5, pfi m&feni optimalizace pH byla

pouZita koncentrace PAR ve vzorku 4 - 10™° mol dm.

Dale byla vénovana pozornost prevedeni stanoveni ve statickém uspofadani do
prutokového usporadani, kdy byly nejprve provedeny optimalizace objemu reakéni
civky, prutokové rychlosti a koncentrace PAR. Vzhledem k vysledkiim optimalizace pH
ve statickém usporadani (viz kap. 4.1.2) uz tato optimalizace v pritokovém usporadani
nebyla provedena. Poté byla opét jako piedtim ve statickém uspofadani vytvorena
kalibra¢ni kiivka a byly ureny parametry stanoveni. Schéma aparatury je zobrazeno na
obr. 3.10br. 3.1. Jako nosny proud byla pouzita deionizovana voda, jako reak¢ni Cinidlo
byla pouzita smés Tris-HCI pufru o pH 9,5 a PAR v objemovém poméru 10:1. Pfi
hledani optimalnich hodnot pracovnich parametr byl pouzit ve vSech optimalizacnich
experimentech roztok olova o koncentraci 10 mol dm™, pii optimalizacich objemu
reakéni civky a pratokové rychlosti byla pouzita smés Tris-HCI pufru o pH 9,5 a
koncentraci 0,2 moldm™> a PAR o koncentraci 10 moldm™ v objemovém

poméru 10:1.

Pfi méfeni pomoci diferencni pulsni voltametrie byla nejprve pracovni elektroda
ponofena do roztoku chloridu draselného o koncentraci 0,2 mol dm™ a aktivovéna
vloZenim potencialu —2200 milivoltd na dobu péti minut. Pred aktivaci a po jakékoliv
vymeéné méfeného roztoku doslo také k probublédni dusikem po dobu minimalné péti

minut.

3.4 Schéma aparatury pro méreni v pritokovém usporadani
Schéma aparatury pouzité pro méfeni je na obr. 3.1. Pomoci peristaltického ¢erpadla
je nasavan jak nosny proud deionizované vody, tak i smés PAR s Tris-HCI pufrem. Do

nosn¢ho proudu vody je poté pomoci Sesticestného ventilu ddvkovan vzorek roztoku
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olova a poté dojde ke spojeni obou proudl.. Nasleduje absorpce zareni v detekcni cele a

dale vyhodnoceni detektorem.

3 4}\ 5 6 7
1 W

\J

2 8¢

Obr. 3.1 Schéma aparatury pro meéfeni v prutokovém usporadani. 1 —nosny
proud (voda), 2 —proud smési Tris-HCI a PAR v obj. poméru 10:1, 3 — peristalticka
pumpa, 4 — Sesticestny ventil pro davkovani vzorku, 5 —reak¢éni smycka, 6 — detekéni
cela, 7 — detektor, 8 — odpad

3.5 Statistické zpracovani

Po kazdé zméné pracovnich parametri, napf. pii hledani optimalnich pracovnich
podminek nebo pii kalibraci, bylo postupovano nésledovné: kazdé meéfeni bylo
provedeno tiikrat, z naméfenych hodnot byl uréen medidn a nasledné vypoctena
smérodatna odchylka pomoci rozpéti vysledku. Velikost smérodatné odchylky byla

vypoctena ze vztahu

s=k,XR (2.1)
kde tabelovany koeficient k, pro tfi hodnoty ¢ini 0,5908, R je rozpéti (rozdil mezi
maximalni a minimalni hodnotou). Velikost smérodatné odchylky je v grafech

znazornéna formou chybovych usecek.

3.5.1 Kalibrace

V praxi je nejvice vyuZzivdna metoda kalibracni kiivky. Pfi této metodé se hleda
vztah mezi méfitelnou veli¢inou, tedy signalem (=absorbance), ktery je zavisle
proménny, a veli¢inou urcujici stav nebo vlastnosti systému (=koncentrace), kterd je
nezéavisle proménnou. Pfi kalibracnich experimentech se u n vzorkli se znadmymi
rostoucimi koncentracemi, tzv. standardnich roztokli, prométi absorbance odpovidajici

témto roztokiim. Ziskana zavislost se poté vynese do grafu, ktery charakterizuje
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zavislost intenzity signalu na koncentraci. Linearni zavislost mezi témito veli¢inami

popisuje regresni ptimka dana vztahem

kde y je absorbance (¢i jina zavisle proménna), X je koncentrace. Koeficienty ka q

jsou konstantami a zjist'uji se metodou nejmensich ¢tverct.

Vseobecné se predpoklada, ze metoda kalibracni kiivky vyhovuje v celém rozsahu

sledovanych proménnych x a y. Prikladem miize byt Lambertiv-Beertiv zakon

A= eXcxl (2.3)
vyjadiujici linearni vztah mezi absorbanci A a koncentraci ¢, kde molarni absorp¢ni

koeficient ¢ a délka kyvety | jsou konstantni.

Pro vyjadieni piesnosti kalibracnich metod se definuji limitni hodnoty, napf. mez
detekce a stanovitelnosti. Tyto limitni hodnoty souvisi s Grovni koncentrace, jejiz

hodnota je jesté statisticky vyznamné odlisna od Sumu [15].

3.5.2 Mez detekce, mez stanovitelnosti
Mez detekce (LOD — limit of detection) udava skuteénou turoven signalu, ktera
umoziuje jesté detekci koncentrace [15]. Koncentraci ¢(LOD), kterou je jest¢ mozné

odlisit od Sumu, lze urcit ze vztahu

3Xs
k

kde s je smérodatna odchylka, k je smérnice kalibra¢ni kiivky. Koncentrace je

¢(LOD) = (2.4)

vyjadiena ve stejnych jednotkéch, jako je vyjadiena v kalibracni kiivce.

Mez stanovitelnosti (LOQ — limit of quantification) je definovana jako nejmensi
mozné mnozstvi analytu stanovitelné s pfijatelnou mirou spravnosti a presnosti.

Koncentrace ¢(LOQ) bude vypoctena ze vztahu

10 X s
k

kde s je smérodatna odchylka, k je smérnice kalibra¢ni kiivky. Koncentrace je

c(LOQ) = (2.5)

vyjadiena ve stejnych jednotkach, jako je vyjadiena v kalibracni kiivce.
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Pro zjisténi smérodatné odchylky bylo provedeno méfeni slepého vzorku, tedy
vzorku bez ptidaného analytu, desetkrat po sob¢. Z téchto hodnot byla vypocitana
smérodatna odchylka pomoci vztahu (2.1), pficemz velikost tabelovaného koeficientu kp

pro deset méfeni je 0,3249.

3.5.3 Opakovatelnost

Tato vlastnost metody vyjadiuje t€snost souhlasu mezi vysledky nezavislych méteni
stejného analytu provedenych stejnou metodou, stejnou osobou, na témze pfistroji, za
stejnych podminek na stejném misté v kratkém casovém useku [16]. Opakovatelnost O
1ze vyjadtit vztahem

S
0= A_p x 100 (2.6)
kde s je smérodatna odchylka a A, je aritmeticky primér hodnot namétené veliiny.

Opakovatelnost je vyjadiena v procentech. Smérodatna odchylka byla vypoctena podle

vztahu (2.1) pro k, = 0,3249.

Pii zjiStovani opakovatelnosti bylo na zvolené koncentracni Urovni analytu
provedeno deset méfeni signdlu za stanovenych optimalnich podminek. Bylo tak
ziskano deset hodnot, ze kterych byl vypocten aritmeticky primér a smérodatna

odchylka. Ziskané hodnoty byly dosazeny do vztahu (2.6).

3.5.4 Citlivost

Citlivost analytické metody je rovna smérnici kalibra¢ni zavislosti. Pokud kalibra¢ni
zavislost neni linedrni, bude se citlivost ménit s koncentraci analytu. Je-li citlivost také
zavisla na matrici vzorku, kalibrace pouze na Cisté latky neni dostacujici [16]. V této
praci byla citlivost vyjadfovana jako smérnice linearni ¢asti kalibracni zavislosti

stanoveni olova.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Detekce UV/VIS ve statickém usporadani

Pro méfeni se spektrometrem byla vénovana pozornost piedevsim optimalizacim
jednotlivych parametrii, tedy predevSim zavislosti intenzity signalu na pH a na
koncentraci PAR v méfeném roztoku. Vysledna spektra jsou zobrazena na obr. 4.1. Na
tomto obrazku na kiivce 1 je zobrazeno namétfené spektrum slepého vzorku, tedy
roztoku obsahujici pouze Tris-HCI pufr a PAR, absorpéni maximum tohoto roztoku se
nachazi ve VIS oblasti pfi 410 nm. Na kiivce 2 je zobrazeno spektrum obsahujici navic
pridavek olovnatych iontt. Z grafu je patrny vznik absorpéniho maxima pii 525 nm,
ktery odpovidd vznikajicimu komplexu. Signal pfi vlnové délce 410 nm u kiivky 2
odpovidd nezreagovanému podilu reaktantdi, které jsou zdavodu kvantitativni
komplexace pridavany v nadbytku. Pro analytické ucely byl vyuzit signal pii vinové

délce 525 nm. Pti této vlnové délce probihaly vSechny nasledujici experimenty.

1,25 T T T T T T T T T T T T

1,00

0,75

0,50

0,25

0,00 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
300 350 400 450 500 550 600 650

Al nm

Obr. 4.1 Spektrum Pb-PAR komplexu. 1-slepy vzorek, 2 —vzorek,
(Cpar = 0,04 mmol dm™, cp, =2 mg dm™>, pH 9,4, Crris = 0,08 mol dm™3)
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4.1.1 Optimalizace koncentrace PAR

Pti této optimalizaci byla zjistovana optimalni koncentrace ligandu. Je evidentni, Ze
stupen konverze komplexacni reakce 4-(2-pyridylazo)-resorcinolu a olovnatého kationtu
se bude zvétSovat se zvySujici se koncentraci ligandu. Je tedy zapotiebi zjistit minimalni
koncentraci ligandu, pfi niz je vSechen analyt vazan do komplexu. Pii konstantni
koncentraci analytu by jiz signal s dalsim pfidavkem ligandu nemél nartstat. Zavislost
absorbance na koncentraci PAR v roztoku je zobrazena na obr. 4.2 (1) spole¢né se
zavislosti absorbance na koncentraci PAR ve slepych vzorcich (2), tedy bez ptitomnosti
koncentraci PAR 0,04 mmol dm™. Srostouci koncentraci PAR roste signal pfi
stanoveni pouze mirn¢, kdezto signal slepého vzorku roste s rostouci koncentraci daleko

vyraznéji.

0,35 T T T T T T T

T
1
030 — 4

0,25 | -
0,20 | 2 i
0,15 | i
0,10 | i

0,05 - ]

0,00 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

¢, mmol dm™

Obr. 4.2 Zavislost absorbance na koncentraci PAR ve vzorku 1 — optimaliza¢ni
zavislost, 2 — zavislost absorbance slepého vzorku na koncentraci PAR (1 =525 nm,
cep =2,0mg dm, pH 9,4, criis = 0,08 mol dm™)
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4.1.2 Optimalizace pH

Pfi této optimalizaci byl zkouman vliv pH na intenzitu signalu pii vinové délce
525 nm. Reakce jako takovad pozaduje pro svij pribéh pH v zésadité oblasti, podle
informacnich zdroja pro tuto reakci je idealni pH 9,4 [4]. Optimalizace byla provedena
pro pH v rozmezi od 8,5 do 10,5. Zavislost absorbance na pH je zobrazena na obr. 4.3,
Znéj je ziejmé, ze tato zavislost je minimalni, piesto pro dalSi méfeni, at uz
Vv pritokovém uspotadani nebo pii stanoveni pomoci diferencni pulsni voltametrie, bylo
pouzito pH 9,5. Vzhledem k témto zjisténym okolnostem bylo také upusténo od

optimalizace pH u priitokového usporadani.

0,33 T T T T T T T T T T

0,32 - ]
0,31 ]
0,30 - E ]
0,29 |- -

0,28 |- -

0,27 ; 1 ; 1 ; 1 ; 1 ; 1 ;
8,0 8,5 9,0 9,5 10,0 10,5 11,0

pH

Obr. 4.3 Zavislost absorbance na pH pii méfeni ve statickém usporadani (/1 =525 nm,
cpar=0,04 mmol dm™, cpp = 2 mol dm™3, cryis = 0,08 mol dm™)

4.1.3 Kalibraéni zavislost
Po zjisténi optimalnich pracovnich podminek byla proméfena kalibracni zavislost,
kdy koncentrace olova v piipravenych vzorcich byla v rozmezi od 0,4 — 10,0 mol dm™.

Linearni ¢ast zavislosti koncentrace olova ve vzorku je znazornéna na obr. 4.4.
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Obr. 4.4 Linearni regrese kalibraéni zavislosti pro spektrometrické stanoveni olova pomoci
PAR (4 = 525 nm, Cpar = 0,04 mmol dm3, cris = 0,08 mol dm 2, pH 9,5)

4.1.4 Souhrn zakladnich parametra stanoveni

V tomto pododdile jsou shrnuty zakladni parametry charakteristické pro stanoveni
olova pomoci 4-(2-pyridylazo)-resorcinolu za pouziti molekulové absorp¢ni
spektrofotometrie v UV/VIS oblasti. Pro vypoéteni meze detekce, resp. meze
stanovitelnosti, bylo naméteno deset hodnot slepého vzorku (bez ptitomnosti analytu) a
Z nich byla vypoctena smérodatna odchylka. V tab. 4.1 jsou shrnuty parametry tohoto

stanoveni.

Tab. 4.1 Souhrn parametru stanoveni olova 4-(2-pyridylazo)-resorcinolem za pouziti
molekulové absorpéni spektrometrie

Parametr Hodnota
Linearni dyn. rozsah [mg dm™] 0,33-4,0
Mez detekce [mg dm ] 0,097
Mez stanovitelnosti [mg dm ] 0,33
Opakovatelnost [%] 0,21
Citlivost [dm® mg™] 0,13
Korelac¢ni koeficient 0,987
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4.2 Detekce UV/VIS v pratokovém FIA usporadani

Pro stanoveni pomoci pratokové injekéni analyzy byla pfipravena aparatura
V dvouproudém uspoiadani, jak je znazornéno na obr. 3.1. Na rozdil od stanoveni ve
spektrofotometru ve statickém usporadani bylo pti prutokové injekéni analyze upusténo
od optimalizace pH vzhledem k vysledkim uvedenym v kap. 4.1.2. Naopak navic byly

zkoumany vlivy pratokové rychlosti a objemu reak¢ni civky na intenzitu signalu.

4.2.1 Optimalizace koncentrace PAR

Obdobné jako v kap. 4.1.1, i zde je zkouman vliv koncentrace PAR na intenzitu
signalu, tedy absorbance, tentokrat ovSem v pratokové injekéni analyze. Bylo
predpokladano, ze zavislost bude svym pribéhem odpovidat totozné zavislosti pii
méfenich na spektrometru, tedy ze nejprve bude strmé riist az do urcité hodnoty a poté
bude hodnota absorbance konstantni se zvySujici se koncentraci PAR. Grafické
znazornéni je na obr. 4.5, jako optimalni hodnota byla pro dalsi méfeni pouzita

koncentrace 2,5 mmol dm.

A 10

0,9 4

0,8 - 4

0,6 - 4

0,5 i

0,4 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1 .
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

¢, mmol dm™

Obr. 4.5 Zavislost absorbance na koncentraci PAR v pritokové injek¢ni analyze
(2. =525 nm, cris = 0,2 mol dm ™, pH 9,5, cpp, = 10 mol dm ™3, v=1,0 ml min?)
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4.2.2 Optimalizace objemu reakéni civky

Jako prvni byla nejprve ovéfena nutnost zapojeni reakéni civky do aparatury a
pfipadné idedlni objem této civky. M¢feni bylo provedeno pfi pritokové rychlosti
1,0 ml min*. Nejprve bylo provedeno méfeni bez reakéni civky a poté s civkami o
objemu 100, 250 a 500 pl. Zavislost naméfené absorbance na objemu reakéni civky je
zobrazena na obr. 4.6. Z néj je ziejmé Ze se zvétSujicim se objemem reakéni smycky se
snizuje intenzita signdlu, tedy reakéni smycka stanoveni spiSe rusi. Toto 1ze odtivodnit
nafedénim analytu v reakéni smycce. Proto ve vSech dalSich experimentech bylo od

zapojeni reakéni smyCky upusténo.

A 1,00 T T T T T T T T T T T T
0,95 - } 4
0,90 4

0,85 - ]

0,80 - } ]

0,75 |- E
0,70 | + i
0’65 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N
0 100 200 300 400 500 600
V, ul

Obr. 4.6 Zavislost absorbance na objemu reakéni civky pii prutokové injekéni analyze
(A=525nm, cri=02moldm= pH 95, cpar=102 mol dm?® cp, =10 mol dm?,
v=1,0 mlmin™).

4.2.3 Optimalizace prutokové rychlosti

U této optimalizace byla zjiStovana zavislost velikosti signdlu na zvySujici se
prutokové rychlosti nosného proudu vody a smési Tris-HCl pufru a PAR. Jak je
naznaceno na obr. 3.1, pro oba proudy je pouzita stejna prutokova rychlost z divodu
pouziti stejného peristaltického ¢erpadla a Cerpacich hadicek stejného praméru. Méfeni

bylo provedeno bez reakéni smycky. Hodnoty pritokové rychlosti byly studovany
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vintervalu 0,5—2,0mlmin?. Zavislost absorbance na pritokové rychlosti je

znazornéna na obr. 4.7.
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Obr. 4.7 Zavislost absorbance na prutokové rychlosti pii pratokové injekéni analyze
(4 =525 nm, crris = 0,2 mol dm™3, pH 9,5 cpar = 10 ° mol dm > cp, = 10 mol dm )

Zobr. 4.7 je jasna vzrustajici intenzita signalu s rostouci pratokovou rychlosti.
Prubéh lze vysvétlit stejné jako u optimalizace objemu reakéni civky disperzi. Jako
optimalni hodnota pro méfeni byla tedy pouzita hodnota 1,8 ml min', protoze pii

dal§im zvySovani pratokové rychlosti uz ke zvySovani signalu nedochazelo.

4.2.4 Kalibraéni zavislost

Po zjisténi optimalnich pracovnich podminek byla proméfena kalibracni zavislost,
pfipravené roztoky olova byly zavadény pies Sesticestny ventil do nosného proudu
deionizované vody. Kalibracni zavislost byla zméfena pro roztoky olova o
koncentracich 1,0 az 10 mol dm™. Vysledna kalibratni zavislost je zobrazena na
obr. 4.8.
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Obr. 4.8 Kalibra¢ni zavislost stanoveni olova pomoci PAR za pouziti prutokové
injekéni  analyzy (A=525nm, Cri=0,2moldm>® pH95, Cpar =2,5 mmol dm?,
v=18mlmin?)

4.2.5 Souhrn zakladnich parametri pro pritokové stanoveni
V tomto pododdile jsou shrnuty parametry charakteristické pro stanoveni olova
pomoci 4-(2-pyridylazo)-resorcinolu za pouziti prutokové injek¢éni analyzy. Parametry

jsou uvedeny v tab. 4.2.

Tab. 4.2 Souhrn zékladnich parametrii stanoveni olova pomoci 4-(2-pyridylazo)-
resorcinolu za pouZiti pratokové injekéni analyzy

Parametr Hodnota
Linearni dyn. rozsah [mg dm ] 0,90-10
Mez detekce [mg dm ] 0,27
Mez stanovitelnosti [mg dm ] 0,90
Opakovatelnost [%] 0,97
Citlivost [dm~ mg] 0,10
Korelac¢ni koeficient 0,994
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4.3 Detekce pomoci diferenéni pulsni voltametrie

Pti stanoveni pomoci diferenc¢ni pulsni voltametrie bylo nejprve potieba zjistit, jestli
je pozadovany Pb-PAR komplex stanovitelny za danych podminek. Nejprve tedy byla
podstoupena série experimentl, béhem kterych byl nejprve zméfen roztok samotného
Tris-HCI, nasledné roztok pufru s ptidanym vzorkem olova, poté roztok obsahujici
samostatny PAR v roztoku pufru a nakonec roztok pufru a PAR s pfidanym vzorkem
olova, kde se tedy vytvofi stanovovany komplex. Tato méfeni probihala
v ttielektrodovém zapojeni za podminek uvedenych v tab. 4.3. Jednotlivé voltametrické

kiivky pro méfené roztoky jsou zobrazeny na obr. 4.9.

Tab. 4.3 Experimentalni podminky pro stanoveni olova pomoci 4-(2-pyridylazo)-
resorcinolem za pouziti diferencni pulsni voltametrie

Parametr Hodnota

Pocet skent 1
Pocatecni potencial [mV] 0
Kone¢ny potencial [mV] -1 500
Pocet regeneracnich cykla 150
Rychlost [mV s7] 20
Vyska pulsu [mV] -50
Sitka pulsu [mV] 80
Regeneracni potencial 1 [mV] —400
Regeneracni potencial 2 [mV] -1 500

Z obr. 4.9 je patrné, Ze pro stanoveni v uvedenych podminkach je dostacujici Sitka
potencidlového okna, zaroven je 1 dostateCny potencidlovy rozdil mezi pikem pro
samostatny PAR a pro stanovovany Pb-PAR komplex, ktery se objevuje pii potencialu
—500 az —550 milivolti. Zaroven je patrno, Ze pii stejné koncentraci olova v méfenych
vzorcich pfi pouziti PAR pfi stanoveni je dosazeno vétsi intenzity signdlu nez pfi

samotném stanoveni olova jen v prostredi pufru.
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Obr. 4.9 Voltametrické kiivky pro rizné vzorky. 1 - Tris-HCI a 4-(2-pyridylazo)-
resorcinol, 2 - Tris-HCI, 4-(2-pyridylazo)-resorcinol a olovo, 3 - Tris‘HCI a olovo.
(Cear = 0,02 mmol dm™, cpp =2 mol dm >, cpris = 0,08 mol dm™3, pH =9.5, mé&feny
potencidlovy rozsah: 0 az —1500 mV, pocet skent: 1, vySka pulsu: —50 mV,
sitka pulsu: 80 mV, rychlost: 20 mV s*, podet regeneraénich cykli: 150,
regeneracni potencialy: —400 mV a-1700 mV.)

4.3.1 Kalibraéni zavislost

Nejprve byla k sestrojeni kalibra¢ni zavislosti proméfena fada kalibra¢nich roztokt o
znamé koncentraci olova ve vzorku obsahujicim Tris-HCI a PAR. Pfi téchto méfenich
bylo zjiSténo, Ze pii nizSich koncentracich uz nedochazi k imérné zméné intenzity
signalu vzhledem ke koncentraci ale Ze intenzita je stale stejnd, nejen pii zméfeni
nizkych koncentraci roztoku, ale i pokud byl proméfovan roztok bez pfitomnosti olova.
Pravdépodobnou pfic¢inou tohoto jevu miize byt absorbovany zbytek stanovované latky
na pracovni elektrodé€. Proto byla pracovni elektroda diikladné pielesténa pomoci lestici
desticky (plst’ s vodnou suspenzi aluminy ukotvend na sklenéném podkladu) a znovu
aktivovéna. Kalibraéni kiivka byla poté pfeméfena pomoci pifidavkl, kdy do roztoku
Tris-HCI s 4-(2-pyridylazo)-resorcinolem byly postupné ptidavany stejné velké
pridavky roztoku olova. Vzhledem kmalému objemu téchto pridavkt (fadove
desitky pl) byl jejich objem zanedban. Vyhodnoceni pikd probihalo v programu Polar
5.1, nejprve byla zjisténa vyska piku a od ni byla poté odectena hodnota vysky piku
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zmétené pii nulové koncentraci analytu. Zobrazeni naméfenych voltametrickych kiivek
je na obr. 4.10, samotna sestrojena kalibra¢ni zavislost je pak vyobrazena na obr. 4.11.

Shrnuti zakladnich parametrt stanoveni je uvedeno v tab. 4.4.

-1800

-1500

-1200

-900

-600 P

-300

Obr. 4.10 Voltametrické ktivky pii méfeni kalibra¢ni zavislosti pfi stanoveni olova
pomoci PAR za pouziti DPV v prostfedi Tris-HCI, koncentrace Pb (mg dm2): 0 (1),
0,05 (2), 0,10 (3), 0,15 (4), 0,20 (5), 0,25 (6). (cpar=0,02 mmoldm,
Crris = 0,08 mol dm ™3, pH = 9,5).
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Obr. 4.11 Zavislost hodnot I, na koncentraci olovnatych iontl pomoci PAR za
pouziti DPV v prosttedi Tris-HCI. cpar = 0,02 mmol dm, Ctris = 0,08 mol dm3,
pH =9,5.

Tab. 4.4 Souhrn zédkladnich parametri stanoveni olova 4-(2-pyridylazo)-
resorcinolem za pouziti diferencni pulsni voltametrie

Parametr Hodnota
Linearni dyn. rozsah [mg dm’s] 0,080-0,25
Mez detekce [mg dm ] 0,020
Mez stanovitelnosti [mg dm] 0,080
Opakovatelnost [%0] 5,31
Citlivost [dm® mg™] 2335,6
Korelaéni koeficient —0,969

Pro porovnani bylo provedeno na stejné elektrod¢€ a za stejnych podminek stanoveni
olova pouze v prostiedi Tris-HCl. Namétené voltametrické kiivky jsou vyobrazeny na
obr. 4.12, samotna sestrojend kalibracni zavislost je na obr. 4.13. Priibéh této kalibra¢ni
zavislosti se uz spise podoba polynomické zavislosti. Dale lze také pozorovat, ze pii
stanoveni olova v komplexu je dosazeno nejen linedrni zavislosti, ale také vyssi

citlivosti.
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Obr. 4.12 Voltametrické ktivky pii méfeni kalibracni zavislosti pfi stanoveni olova
za pouziti DPV v prostiedi Tris-HCI, koncentrace Pb (mg dm™): 0 (1), 0,05 (2), 0,10
(3), 0,15 (4), 0,20 (5), 0,25 (6). Crris = 0,08 mol dm >, pH = 9,5.
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Obr. 4.13 Zavislost hodnot Ip na koncentraci olovnatych iontii pomoci PAR za
pouziti DPV v prostiedi Tris-HCI. ¢t = 0,08 mol dm=, pH =9,5.
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5 Zavér

Tato bakalarskd prace je zaméfena na moznosti stanoveni olova pomoci
4-(2-pyridylazo)-resorcinolu v prostiedi pufru Tris-HCI za pouziti riznych detekénich
technik. Hlavnim cilem prace byla optimalizace pracovnich parametrti, sestrojeni

koncentracni zavislosti a identifikace parametra stanoveni v jednotlivych metodach.

Jako prvni bylo provedeno stanoveni pomoci metody molekulové absorpéni
spektrometrie ve statickém usporadani. Byly provedeny optimalizace obou pracovnich
parametrt, tedy jak koncentrace PAR, tak zaroven optimalizace pH. Pfi sestrojeni
zavislosti absorbance na koncentraci PAR byl potvrzen ptfedpoklad, Ze intenzita signalu
(absorbance) bude strmé rist s koncentraci az do hodnoty, kdy dojde k maximalni
konverzi analytu a absorbance bude mit konstantni pribeh s rostouci koncentraci. Pii
zkoumani zavislosti absorbance na pH bylo zjisténo, ze samotnd zména pH v ramci
jednotek v zasadité oblasti ma minimalni vliv na pribéh reakce a tvorbu komplexu. Na
zavér byla sestrojena koncentrani zéavislost a byla uréena mez detekce, ktera Cini

0,097 mol dm™3, a citlivost stanoveni, ktera ¢ini 0,13 dm? mgfl.

Dale bylo provedeno stanoveni za pouziti pritokové injekéni analyzy. Stejné jako u
predchozi metody byla nejprve provedena optimalizace pracovnich parametrt, v tomto
ptipad¢ tedy optimalizace koncentrace PAR, optimalizace objemu reakéni civky a
optimalizace prutokové rychlosti. Vzhledem k vysledkim optimalizace pH
v pfedchozich métenich bylo od této optimalizace upusténo. Jako optimalni hodnota
prittokové rychlosti byla stanovena hodnota 1,8 ml min™, od zapojeni reakéni civky
bylo upusténo. Nasledné byla pométena kalibracni zavislost a byly zjiStény parametry
charakterizujici stanoveni za pouziti pritokové injekéni analyzy, mez detekce Cini

0,27 mol dm™3, citlivost &ini 0,13 dm® mg ™.

Na zavér bylo provedeno stanoveni pomoci diferen¢ni pulsni voltametrie. V prvnim
kroku bylo zjisténo, zda bude vznikajici komplex mezi olovnatymi ionty a PAR
elektrochemicky aktivni. Toto bylo potvrzeno a byly naméfeny voltametrické kiivky
pro tento komplex. Pfi sestrojovani kalibracni zavislosti doslo ke zjisténi, ze prestoze je
promé&fovan roztok bez jakékoli pfitomnosti analytu, stdle byl ziskan jeho signal.
Pravdépodobné tedy dochazi k usazovani vznikajiciho stanovovaného komplexu na

povrchu elektrody. Tento jev nebyl odstranén ani opétovnym pieleSténim elektrody
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lestici destickou a opétovnym aktivovanim. Presto ale byla sestrojena kalibra¢ni
zavislost, mez detekee &ini 0,02 mol dm™. Stéle je tu ovSem prostor pro dalsi zkoumani,

naptiklad modifikaci pracovni elektrody meniskem namisto lesténého povrchu.

Pti srovnani obou pouzitych technik, jak spektrometrie, tak diferencni pulsni
voltametrie, niz$ich hodnot limitu detekce bylo dosazeno pfi pouziti diferencni pulsni

voltametrie.
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