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Tato experimentalniprace se zabyva zakladni studiivicerozmérné spektralni analyzy kationtt
tézkych kovl. Jako modelové analyty byly vybrany kationty kobaltu, niklu, olova, Zeleza
(Zelezité), zinku, kadmia, média manganu vzhledem k jejich obecnému vyskytu v pitné vodé a
jejich potencialni toxicité pro lidsky organismus pfi jejich zvySenych koncentracich. Kovy byly
testovdny s pouzitim komplexotvorného cinidla dithizonu (rozpusténého v isopropanolu) v
rozmezi pH 3 az pH 10 v analytickém systému Lab-In-Syringe dopInéném autosamplerem. Pro
registraci spekter byl pouZit miniaturni spektrofotometr v kombinaci s halogenovym a
deuteriovym zdrojem svétla a 10 cm detekéni pritokovou celou. Extrakce do nemisitelného
rozpoustédla, jak je typické pro analytické pouziti dithizonu, nebyla provedena z divodu
rychlosti a sloZitosti, tj. vyhnuti se optimalizaci dalSich parametrt. Na zacatku prace byla
spektra mérena v prebytku kovl bez pouziti vakua - méreni vykazovala vysoky Sum a nizsi
rozliSeni. To bylo vyfeSeno vytvofenim ¢astecného vakua v systému pistového cerpadla, které
napomohlo odplynéniroztoku a obalenim detekéni cely alobalem, aby se sniZila propustnost
svétla. Spektra poté byla mérena pfi prebytku dithizonus pouzitim téchto zmén a tfidéna
podle jednotlivych kovl pro jednu hodnotu pH i podle jednotlivych hodnot pH pro vSechny
kovy. Spektra byla porovnana se spektrem nevazaného dithizonu. Vysledky méreni pfi
prebytku dithizonu ukazaly, Ze komplexy kadmia se tvofi uz pfi nejkyselejSim testovaném pH
(pH 3) a ve spektru je viditelny pouze jeden absorpéni pas pfi 440 nm. U viech ostatnich kov(
zacala komplexace mezi pH 4 a byla dokoncena pfi pH 8 s rozdily ve spektrech. To dokazuje,
Ze spolehlivost metody vicerozmérné spektralni analyzy by mohla byt zvySena ziskanim
spekter nejen pfi jedné, ale pfi rGznych hodnotach pH. Jako mozné interferenty byly v praci
zvazovany kationty Zeleza a manganu, které mély velmi podobnad spektra jako samotny
dithizon, takZe by bylo vhodné provést dalsi studie s vyuZitim extrakce rozpoustédlem. Pro
srovnani komplext kov( ptistejném pH se ukdzalo, Ze kationty kadmia, zinku a kobaltu Ize od
sebe odlisit.
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Title of the diploma thesis: Development of multivariant spectrum analysis for heavy metal
cations using dithizone

This experimental work deals with a basicstudy of multidimensional spectral analysis of heavy
metal cations. Cobalt, nickel, lead, iron (ferric), zinc, cadmium, copper, and manganese cations
were chosen as model analytes due to their general occurrence in drinking water and their
potential toxicity to the human body at elevated concentrations. The metals were tested using
the complexing agent dithizone (dissolved in isopropanol) in the range of pH 3to pH 10 ina
Lab-In-Syringe analytical system completed by an autosampler. A miniature
spectrophotometer in combination with a halogen and deuterium light source and a 10 cm
detection flow cell was used for spectrum registration. Extraction into an immiscible solvent,
as typical for the analytical use of dithizone, was not done for speed and simplicity, i.e.
avoiding additional parameters to be optimized. At the beginning of the work, spectra were
measured in metal excess without the use of vacuum - the measurements showed high noise
and lower resolution. This was resolved by creating a partial vacuum in the syringe pump
system to aid solution degassing and by wrapping the detection cell with aluminium foil to
reduce light transmission. Spectra were then measured in excess of dithizone applyingthese
changes and sorted by the individual metals for one pH value as well as by the individual pH
value for all metals. The spectra were compared to the spectrum of the unbonded dithizone.
The results of the measurements at excess of dithizone showed that cadmium complexes
formed even at the most acidicpH tested (pH 3) and only one absorptionbandis visible in the
spectrum at 440 nm. For all other metals, complexation started between pH 4 and was
completed at pH 8 with differences in spectrum. This proves that the reliabilit of a multivariant
spectrum analysis method could be improved by spectrum acquisition not only at one but
various pH values. Ferrous and manganese cations were considered as possible interferents
inthe workand had very similar spectra todithizoneitself, sothat further studies using solvent
extraction would be recommendable. For comparison of metal complexes at the same pH, it
was shown that cadmium, zinc, and cobalt cations can be distinguished from each other.
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Seznam pouzitych zkratek

AAS
AMPSO
BES
CAPS
DTZ

LIS

MES

NEK-NPK

NEK-RP
PAR

pH
PTFE
PVDF

TRIS

atomova absorpcni spektrometrie
N-(1,1-dimethyl-2-hydroxyethyl)-3-amino-2-hydroxypropansulfonova kyselina
N,N-bis(2-hydroxyethyl)-2-aminoethanesulfonova kyselina
3-(cyklohexylamino)-1-propanesulfonova kyselina

dithizon

Lab-In-Syringe

2-morpholinoethanesulfonova kyselina monohydrat

limitni

norma environmentalni kvality vyjaddifena jako celoro¢ni primérna hodnota
(4-(2-pyridylazo)resorcinol

aktivita oxoniovych kationtd vyjadfena zdpornou logaritmickou hodnotou
polytetrafluorethylen — teflon

polyvinylidenfluorid — tekaflon

trisaminomethan



1. Uvod

Tézké kovy ve vodé témér nerozpozndme, jsou totiz bez chuti a bez zapachu a nemaji vliv na
zabarveni vody. Toto plati pouze pfi jejich nizké koncentraci. Zelezo pfi koncentraci 0,5 mg/|
mulze ménit barvu i chut vody [1]. Patfi mezi né napfiklad chrom, kadmium, méd, sttibro,
olovo, nikl, selen, antimon a rtut. Radi se sem také nékteré esencidlni kovy (Zelezo a zinek
v naSem pfipadé)— tim se rozumi takové kovy, které maji dllezité biologické funkce a jsou
soucasti biomasy organismd, i kdyz nékteré mohou byt ve vyssich koncentracich toxické. K
vyskytu tézkych kovUl prispivaji také staré olovéné rozvody vody ¢i mosazné a bronzové spojky.
Tézké kovy nejsou rozlozitelné, jsou karcinogenni, ai v nizkych davkach mohou byt nékteré
z nich smrtelné. Pfitomnost tézkych kovu v téle minimalné vidy oslabuje tkané. Prispivajitaké
k pfed¢asnému starnuti a vzniku nejen rakoviny, ale i fady dalSich onemocnéni. VaZou se na
jiné latky (bilkoviny, nukleové kyseliny, enzymy), ze kterych se skladaji Zivé organismy. Ve
tkdnich pak mohou nahrazovat esencialni minerdly. Pisobi stejnym mechanismem jako
oxidativnistres a fungujijako enzymatické jedy. Vedou k chronickym onemocnénim. Narusuiji
jednotlivé slozky imunitniho systému. Napr. olovo ve vodé se mize ukladat do kosti, ohroZzovat
ledviny ¢i centralni nervovou soustavu. Proto je dalezZité tyto kovy ve vodé detekovat a snazit
se zamezit jejich vyskytu. Detekce téchto tézkych kovu je proto tématem této diplomové
prace. [2].



2. Cil a popis zadani prace

Hlavnim cilem této prace bude shromaidit spektralni data potfebna pro vyvoj metody
stanoveni kationt( tézkych kovl ve vzorku vody na zakladé multispektralni analyzy s vyuZzitim
komplexace s dithizonem (DTZ) a vzniku barevné reakce. Za timto Ucelem bude vyhodnocena
komplexace kationtli kovi s DTZ pfi dvou riznych koncentracich, a to v nadbytku kationtu
kovu a v nadbytku DTZ. Kromé toho budou data spekter porovndna, aby bylo mozné
identifikovat oblasti spektra s vyznamnym rozdilem a nalézt rozdil v zdavislosti na pH
komplexacniho chovani. Tyto studie budou provedeny bez extrakce, s vodnymi standardnimi
roztoky v pritomnosti isopropanolu, aby byla zajisténa rozpustnost vzniklého komplexu.
Budou testovany kationty tézkych kovu, které nejcastéji mlizeme najit v pitné vodé. Celkem
bude pouzito 8 analytl. A to kationty médnaté, olovnaté, kademnaté, kobaltnaté, Zelezité,
manganaté, zine¢naté a nikelnaté. Zelezité a manganaté kationty budou testované kvdli
potencialni interferenci z pohledu mozné tvorby komplext s DTZ.

Konkrétni cile tedy jsou:

e Nastaveni systému a metody Lab-In-Syringe pro studium komplexace a potencidlné
umoznujici spektrofotometrickou kvantifikaci tézkych kovd dithizonem vcetné
testovani metod a prekonani provoznich problém

e \lybér proveditelného poctu analytl kovl na zakladé jejich typické pfitomnosti ve
vzorcich vody

e \lybér a pfiprava pufri pro méreni roztokl kovl a roztoku DTZ pfi rdzném pH

e \Volba mezi extrakci nebo neextrakci

e Méfenispekter pro DTZ a komplext DTZ pro kazdy kov pfirtzném pH v prebytku kovu
pro vyhodnoceni ¢istého komplexniho spektra a vinovych délek maxim.

e Méfeni spekter pro DTZ a komplext kovd s DTZ pfi rGzném pH v prebytku DTZ a
vyhodnoceni vinovych délek maxim.

e Diskuze o zmérenych spektrech

e Vybér hodnot pH a vinovych délek, které by bylo mozné pouZit pro vicerozmérnou
separaci ve smyslu rozliseni jednotlivych kovi komplexovanych DTZ

e Pokus o vyhodnoceni hodnoty pH, kde je 50 % kazdého kovu v komplexu, jako zaklad
pro multivariantni spektralni analyzu

e Diskuse o moznych vylepSenich a proveditelnosti metody
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3. Teoreticka cast

3.1 Tézké kovy

Tézké kovy patfi k nejdéle zndmym toxickym latkam. Ke kovim patf¥icca 80 prvkd periodické
soustavy a jako kovy toxické, pfipadné tézké, je oznacovano pfiblizné 30 z nich. Mezi tézké
kovy Fadime ty, které maji hustotu vy$$i nez 5 g.cm™ (olovo, rtut, kadmium). Kovy délime podle
vlivu na lidsky organismus na esencialni a toxické. Nékteré kovy mohou byt zaroven toxické i
esencialni v zavislosti na mnoZstvi nebo formé. Esencidlni jsou nezbytné pro Zivot vétSiny
organismu. Vyskytuji se jako slozky enzym( a proteind. Mezi esencidlnifadime napfiklad méd,
Zelezo, mangan, zinek, nikl, kobalt. Toxické kovy jsou charakteristické vysokou nebezpecnosti
pro organismus. Jejich plvod muzZe byt zaloZen na plsobeni ¢lovéka ¢i prirozeny. Do této
skupiny patfi kadmium, rtut, olovo a arsen. Specifickou vlastnosti tézkych kovl je to, Ze se
nerozkladaji, zlstavaji v Zivotnim prostfedi a pouze méni formy, ve kterych jsou pritomny.
Tézké kovy se shromazduji zejména v pudé, rostlinach a vodé, a z téchto sloZek je nelze
odstranit. Kovy se ve slozkach Zivotniho prostiedi vyskytuji v nékolika formach (volné kovy,
jednoduché komplexy s anorganickymi ligandy, chelaty s vice vazebnymi organickymi ligandy).
Ve slozkach Zivotniho prostiedije sledovan zejména vyskyt olova a kadmia, nebot se jednd o
vysoce toxické kovy, které maji negativni dopad jak na ¢lovéka, tak na Zivotni prostredi. Jsou
pfitomny ve vSech slozkach Zivotniho prostrfedi a prirozené se vyskytuji ve stopovych
koncentracich [3]. Ddle budou popsany vybrané tézké kovy, které byly analyzovany v ramci
této diplomové prace.

3.1.1 Kobalt

Kobalt (Co) je chemicky prvek s ¢islem 27 a atomovou hmotnosti 58,9, ktery ma dllezZité misto
jak v lidském organismu, tak v pramyslu. Je to feromagneticky kov nachdzejici se v VIII. B
skupiné periodické soustavy prvkd. Je tvrdsi a pevnéjsi nezocel. V istém stavu je kujny a tazny.

Vyskyt

Nachdzise rozptyleny v zemské klre (0,001%), vyskytuje se spolecné s niklem, nejéasté;jsi vsak
ve sloucenindch s arsenem. Ve vodé se nachazi v kalech biologického ¢isténi odpadnich vod.
Kobalt je prvek, ktery se prirozené vyskytuje v Zivotnim prostfedi jako soucdst ovzdusi, vody,
pudy, skal, tél rostlin a ZivocichU. Pro vodné prostredije to toxicka latka. Zdrojem mohou byt
odpadni vody z metalurgického primyslu a povrchovych Uprav. Malé mnoZstvi kobaltu se
uvolfiuje do ovzdusi ze spalovani uhli, tézby a zpracovani rud s obsahem kobaltu a béhem
vyroby. MUZe reagovat s jinymi ¢asticemi, nebo se adsorbovat na pudni ¢astice. Vétsina
kobaltu obsazeného v Zivotnim prostredi konciv plidach a sedimentech. Rozpustnost kobaltu
je zavisla na pH. V kyselych pudach je vice rozpustny (a tim padem se muzZe |épe Sifit), nez v
alkalickych ptdach [4].
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Toxicita

Kobalt ma nejvétsi toxicitu na kGiZi a dychaci cesty. MlzZe zpUsobit alergickou dermatitidu,
rymu a astma. Zejména byva absorbovan z plicniho a gastrointestinalniho traktu. V téle se
nekumuluje, vylucuje se predevsim modi. Slouceniny, ve kterych kobalt vystupuje v
oxidacnimu stavu ll, zpGsobujinadory u zvifat a maji pravdépodobnékarcinogenni ucinkyina
¢lovéka [5].

Kobalt vazany ve formé vitaminu B12 mad zdasadni vliv na lidsky organismus, podporuje
vyznamné syntetické reakce pfi metabolismu a je také nezbytny pro tvorbu éervenych krvinek
[4].

Vsechny limity kov( v této praci vychazeji z Prilohy ¢. 1 zékona ¢. 254/2001 Sb., o vodach [6].
Limity pro rGzné typy vzorkl vody:

Povrchova a pitna voda - 3 pg/I

Odpadni vody - 1 mg/I

Podzemni vody - 4,7 pg/I

3.1.2 Nikl

Nikl je leskle bily, tvrdy, feromagneticky kov odolny proti korozi s ¢islem 28 v periodické
tabulce prvkl a atomovou hmotnosti 58,6. Je soucasti rady mineral(, predevsim spolecné se
sirou, arzenem a antimonem. Tento tézky kov je toxicky pro vodni organismy. Pro ¢lovéka neni

v podstaté pfilis toxicky [7].
Vyskyt ve vodach

Ve vodé je zastoupen nejcastéji v oxidacnim stupni Il a pfedevsim v anorganickych formach.
Vyjimkou jsou vody s vyssi koncentraci huminovych latek. Ve vodach v alkalickém prostredi se
kromé jednoduchych iontd Ni** objevuji také hydroxokomplexy [NiOH]* aZ [Ni(OH)4]* , dale
pak karbonatokomplex a sulfokomplex. V odpadnich vodach z galvanického pokovovani se nikl
vyskytuje obvykle jako kyanokomplexy [NiCN]* aZ [Ni(CN)4]* nebo amminkomplexy [NiNH3]**
aZ [Ni(NH3)s]**. Vyznamnym zdrojem tohoto prvku jsou odpadni vody jdouci z povrchovych
Upraven kov( a dale odpadnivody z barevné metalurgie. V pitné vodé je viak pfitomen hlavné

v dlsledku louhovéani z materidl(, které jsou s vodou v kontaktu (vodovodni trubky) [8].
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Toxicita

Z ddvodu ucinnych homeostatickych regulacnich mechanism je toxické plsobeniniklu, které
by ohroZovalo Zivot velmi nepravdépodobné. Karcinogenni uc¢inek u lidi vykazuji inhalované
soli niklu. Pfi akutni ndhodné expozici vodou, kterd byla kontaminovana rozpustnymi
slou¢eninami niklu (7-35 mg/kg télesné hmotnosti) byly pozorovany u zasaZenych osob
projevy otravy, a to zejména zvraceni, nevolnost, potize s dechem, prijem, zavraté a bolesti
hlavy. Nikl patfi mezi nejcastéjsi celosvétové plivodce kontaktnich alergii.

Z této alergie se mlze vyvinout i alergie na potravu obsahujici nikl. Mezi prvni afektovana
mista patfi pokozka hlavy, krk, ramena, prsa, ruce nebo nohy. K dal$im symptomU0m patfi
stfevni dyskomfort, vypadavani vlasl, bolesti kloub(l, zanéty dasni, Unava a migréna [9].

Limity pro rGzné typy vzorka vody [6]
Pitnd voda - do 20 pg/I
Povrchové vody - NEK-RP: 4 pg/l, NEK-NPK: 34 ug/I

Podzemni vody - 300 pg/I

3.1.3 Olovo

Olovo je nejrozsirenéjsitézky prvek vzemské kire. V periodické tabulce se nachazis ¢islem 82
a atomovou hmotnosti 207,2. Olovo se v elementarni podobé vyskytuje v pfirodé velmi
vzacné. Mezi nejdllezitéjsi olovénou rudu patfi galenit (PbS), dadle minerdly jako jsou verusit
(PbCOs) a anglesit (PbSQ4). Olovo casto doprovazi rudy zinku a stfibra. Jde o velmi mékky,
tézky, nizkotajici kov modrosedé barvy. Jeho slouceniny jsou velmi toxické. Z chemického
hlediska jde o pomérné odolny material [10].

Vyskyt ve vodach

Vyskyt olova ve vodé je zdvazinym problémem, jelikoZ je toxické jak pro ¢lovéka, taki pro vodni
organismy. Pfirozené se tento kov do vod uvoliiuje malo, protoZe jeho nejvice zastoupena
ruda (galenit) nepodléha chemické nebo biochemické oxidaci. Olovo mda velmi vysoky
akumulacéni koeficient, a proto se lehce hromadi v sedimentech a kalech. V dnesni dobé jsou
zdrojem olova v povrchovych vodach pfedevsim odpadnivody ze zpracovani rud, z vyroby
akumulatord a z barevné metalurgie. V mensim mnozstvi se olovo mlize vyluhovat do vodyi z
rdznych spojek a slitinovych armatur, pajenych spoji médénych rozvod( a starsich typ( PVC
potrubi. MnozZstvi vyluhovaného olova zavisi na radé faktor(, ovliviiujicich agresivitu vody,
jako je pfitomnost chlorid( a rozpusténého kysliku, pH, teplota a tvrdost vody, obsah CO; a
zejména doba stagnace vody v trubkach [11,12].
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Toxicita

Olovo je kumulativni jed s chronickym toxickym ucinkem. Akutni toxicita olova je nizka.
Podstatou toxického ucinku je naruseni funkce dulezitych enzymatickych systému v organismu
vazbou olova na SH skupiny proteinli nebo na esencialni kovové ionty enzymui. Olovo téz
interferuje s metabolismem vapniku. V zavislosti na davce a délce expozice vyvolava olovo u
Clovéka Sirokou $kdlu toxickych ucinkd. Negativné ovlivnény mohou byt funkce ¢ervenych
krvinek a mohou nastat i poruchy nervového systému. U déti mUzZe olovo podmirfovat
mentalni retardaci, epilepsii, ¢i poruchu oéniho nervu [12].

Limity pro rGzné typy vzorktli vody [6]
Pitnd voda - 10 pg/I
Podzemni voda - 10 pg/I

Povrchové vody - 10 pg/l - 50 pg/l dle cilového vyuZziti

3.1.4 Zelezo

Zelezo je mékky, svétlededy a bily magneticky kov, malo odolny vG¢i korozi. V periodické
tabulce ma ¢islo 26 a atomovou hmotnost 55,8. Na vlhkém vzduchu se pomalu oxiduje za
vzniku rzi - hydratovany oxid Zelezity. Tomu se dd zabranit vyrobou slitin s jinymi kovy za vzniku
oceli. Zelezo je diileZitym prvkem v télech vech organism(. Podili se na pfenosu elektrond pfi
bunééném dychani. Krev vdéci za svou Cervenou barvu komplexu Zeleza s porfyrinem (hem).
Jde o komplex, ktery v krvi prenasi kyslik [13].

Vyskyt

Zelezo se nejcast&ji vyskytuje v Zeleznych rudach - pyrit, magnetovec, siderit a v malém
mnoiZstvi je obsazeno vradé prirodnich hlinitokfemicitand. Vyskyt rozpusténého a
nerozpusténého Zeleza ve vodé zavisi na hodnoté pH. Trojmocna neboli oxidovana forma
zbarvuje vodu do cervenohnédé barvy a usazuje se na dné nadob. Dvojmocna neboli
rozpusténa forma se projevuje v podobé usazeniny jen po kontaktu vody se vzduchem.
Nejvyssi koncentrace Zeleza Ize nalézt v dulnich vodach obsahujici kyselinu sirovou, ktera
vznikad oxidaci pyritu. Antropogenni zdroje tvofi odpadni vody z mofiren kovd, valcoven,
dratoven a korozni procesy z vodovodniho potrubi. Pri vysSich koncentracich (>0,5 mg/l)
negativné ovliviiuje barvu, chut a zplsobuje zdkal vody [14].
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Toxicita

Vys$si obsah Zeleza mlze poskodit organismus. Tkdné a vnitfni orgdny ho kumuluji a pfi
dosazeni konkrétnich koncentraci kovu dochazi k jejich postupnému poskozeni. M{ize dojit k
zasazeni tkani (hemochromatdza), onemocnéni ledvin, jater, k Unavé, snizené imunité, mize
zpUsobit suchou pokozku, [dmani vlast a alergické reakce. Voda se zvysenym mnoZstvim
Zeleza muze poskoditi majetek: koroze sanitarni techniky a ohfivacich pfistroja, rezavé skvrny
na pradle a kovovych plochach [15].

Limity pro rGzné typy vzorki vody [6]
Pitna voda - 0,2 mg/I

Odpadni vody - 2-5 mg/I

3.1.5 Zinek

Zinek je mékky lehce tavitelny kov s ¢islem 30 v periodické tabulce a atomovou hmotnosti
65,4. Za normalnich teplot je kifehky. Kujny je v teplotnim rozmezi od 100 do 150 °C. Vede
elektricky proud a md vysoky redukéni potencidl. Ve slou¢eninéch se vyskytuje ve stavu Zn?*.
Elementdrnizinek nachazi vyznamné uplatnénijako antikorozniochranny material predevsim
pro Zelezo a jeho slitiny. Zinek je dulezity biogenni prvek, vyskytujici se v télesnych tekutinach
ve stopovém mnoistvi [16].

Vyskyt

Zinek se vyskytuje v pfirodé pfirozené jako soucast sulfidickych rud, jako je sfalerit a
smithsonit. Z nich se snadno dostdva do podzemnich vod. DalSimi zdroji zinku jsou naptiklad
odpadnivodyz povrchové Upravy kovi, srazkové vody smyvajici pozinkované povrchy (okapy,
stfechy), Cistirenské kaly, ¢ hnojiva. Zinkem pokovované oceli se hojné pouZivaji v
automobilovém pramyslu, zejména pti vyrobé karoserii [11].

Toxicita

Toxicita zinku je nizka. Intoxikace zinkem je popsdna jako choroba z povolani. MizZe tedy
vzniknout pfi vdechovani par nebo prachu kovového Zn. Projevuje se kaslem, tfesavkou,
malatnosti, bolesti hlavy, laboratorné proteinurii, glykosurii a leukocytézou. Peroralni poziti
soli Zn vede k iritaci zazivaciho traktu s bolestmi bficha, zvracenim, prijmy, krvdcenim ze
slizni¢nich erozi a dalS$imi komplikacemi. Dlouhodoby nadmérny ptijem zinku mUzZe vést ke
snizeniabsorpce fosfatl a médi, coz se mlze projevit anémii. Zinek je znacné toxicky pro ryby
a jiné vodni organismy. Zvlast citlivé jsou lososovité ryby [17].
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Limity pro rGzné typy vzorka vody [6]

Pitna a kojeneckd voda - neni limit, pti koncentraci nad >5 mg/l dochazi ke zménam
organoleptickych vlastnosti vody

Povrchové vody (pro vodni organismy) - 0,3 mg/|

3.1.6 Kadmium

Kadmium patfi do 12. skupiny periodické tabulky prvki s ¢islem 48 a atomovou hmotnosti
112,4. Jedna se o leskly, tazny a velmi toxicky tézky kov. Chemickymi vlastnostmi se podobd
zinku. Na vzduchu je staly, pfi vyssich teplotach hofi za vzniku CdO. Ve slouc¢eninach ma
oxidacni stav Il [18].

Vyskyt ve vodé

Kadmium se ve vodé vyskytuje jako jednoduchy iont, ve formé hydroxokomplexd,
karbonatokomplex(, pfipadné i jako sulfokomplex. Snadno se akumuluje v biomase,
sedimentu i vpudé, ze které pak mizZe prechdzet do rostlinnych produktli. Ma vysoky
akumulacéni koeficient. BEhem zpracovanirud, kde se kadmium nachazi spole¢né se zinkem a
olovem, dochazi ke znecistovani odpadnich vod a atmosféry. Do odpadnich vod se kadmium
dostava z pldy pfi uzivani fosforenanovych hnojiv nebo pfi aplikaci Cistirenskych kald v
zemédélstvi. DalSim vyznamnym zdrojem kadmia jsou odpadni vody pochdazejici z primyslové
vyroby. Jednd se zejména o procesy galvanického pokovovani, kde se kadmium vyuziva jako

ochrana proti korozi [11].
Toxicita

Kadmium vstupuje dolidského organismu skrze zazZivaci nebo dychaci trakt. Tento prvek spada
do skupiny silné toxickych latek, a to i v pripadé nizkych koncentraci vyznacujicich se
teratogennimia karcinogennimi Gcinky. M(Ze zpUsobit dekalcifikaci kosti, anémii, pigmentaci
zubU ¢i poSkozeniledvin. Ma negativnivliv na reprodukci savcl. Je znacné toxicky i pro vodni
organismy, a to uz i pfi nizkych koncentracich jednotek pg/I [11].

Limity pro rGzné typy vzorka vody [6]
Pitna voda - 5 pg/I
Podzemni vody - 6,9 pg/I

Povrchové vody - zavisi na tfidach tvrdosti vody
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3.1.7 Méd

Méd patfi do 11. skupiny periodické soustavy prvkl s ¢islem 29 a atomovou hmotnosti 63,5.
Jedna se o pfirozené se vyskytujici nacervenaly kov, ktery vyborné vede teplo a elektrickou
energii. Tvorivelké mnoZstvislitin, napf. bronz (slitina médi a cinu), nebo mosaz (slitina médi
a zinku). Méd' se nejcastéji nachdazi v oxidacnich stavech | a Il.

Vyskyt

Méd se nejcastéji vaze na jiné prvky a vytvarirtzné slouceniny - napftiklad sulfidy - chalkosin,
chalkopyrit, kuprit, malachit nebo azurit. Velké mnozZstvi médi se do pfirody uvolnuje
metalurgii a hutnickym priimyslem, ddle také spalovanimfosilnich paliv. Ve vodnich tocich se
mulzZe méd prenaset do velkych vzdalenosti nebo mizZe byt ukotvena v sedimentech. Bylo
zjisténo prosakovanimédi do podzemnich vod ze sedimentd pld. V pitné vodé se méd mUize
nachazet v dlisledku uvolnéni z kovovych soucéastek vodovodu [18].

Toxicita

Méd' patfi mezi stopové prvky Zivych organismui. Nepfimérené vysoky prijem médi mlze vést
ke vzniku zavaZnych zdravotnich problémU - poskozeni jater a ledvin, nebo vznik anemie.
Extrémné vysoké davky médi mohou zplsobit i smrt. Naopak nedostatek médi, zapficinény
nevhodnym sloZenim stravy, muZe zpUsobit zpomaleni dusSevniho vyvoje, zhorSeni
metabolismu cukrd, ztratu pigment( a vypaddvani vlasd, poruchu tvorby a zhorseni kvality
kosti a vaziva. Pfi zvySené koncentraci médi ve vodé mlZe dochazet ke zvraceni, prajmu,
Zaludeénim kfeé¢im nebo zavratim. Nastésti zvySenou koncentraci médi v pitné vodé lze
pomérné dobre rozpoznat diky typické kovové pachuti, a proto se da poziti kontaminované
vody snadno predejit [19].

Limity pro rGzné typy vzorkl vody [6]
Pitnd voda - 1 mg/I
Povrchové vody - 30 pg/I

Podzemni vody - 620 pg/I
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3.1.8 Mangan

Mangan je elektropozitivni pfechodny prvek vyskytujici se v periodické tabulce s ¢islem 25 a
atomovou hmotnosti 54,9. M4 Sedou barvu a vyskytuje se ve tfech modifikacich (a — mangan,
B — mangan a y — mangan). Praskova forma je pyroforickd (samozdpalna na vzduchu). Se
zvySujicim se oxidacnim Cislem klesa jeho zadsaditost a stoupa jeho kyselost. NejstalejSimi
slou¢eninami jsou slouéeniny s oxidaénim &islem Mn?*. Mangan je i dGleZitym biogennim
prvkem [3].

Vyskyt ve vodé

Témér vidy se vedle manganu objevuje ve vodé i Zelezo ve vysokém mnozstvi. Mangan se
dostava do vody spolu s tekouci vodou a podzemnimi toky. Dopomdaha tomu zvétravani
minerald a vyluhovani feromanganovych rud, jakoZ i proces rozkladu rostlinnych organisma.
RovnéZ se mangan dostava do vody i disledkem poufZiti specidlnich hnojiv na rostliny. Jeho
reakce vyuziva chemicky primysl, a dokoncei ocelarsky pramysl, odkud se spolu s odpadnimi
vodami podniklitovaren dostava do podzemnich a povrchovych vod. Mangan obvykle vytvari
tmavohnédou nebo cernou srazeninu, voda ziskavd tmavy odstin a dochazi k ucpavani

vodovodniho potrubi.

Toxicita

Mangan je esencialni prvek, ktery ovliviiuje krvetvorbu. V koncentracich, ve kterych se
vyskytuje v pfirodnich vodach, je zdravotné nezavadny. Toxicita jeho sloucenin zavisi na
oxida¢nim stavu - zejména je toxicky v oxida¢nim stupni VII. Jeho vysoké hodnoty zpomaluji
nervovy systém - coZz mlze vést k rozvoji Parkinsonovy choroby. Mangan - jako jed - mize mit
velmi Skodlivy dopad na plice i kardiovaskularni systém. Pfeddvkovani manganem je obzvlasté
ohroZujici pro téhotné Zeny. Jeho hromadéni mize vést k ucpavani cév a mocovych kanalkd
[20].

Limity pro rGzné typy vzorki vody [6]
Pitna voda - 0,05 mg/I

Podzemni voda - 320 pg/I
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3.2 Moiznosti stanoveni kovi

Ke stanoveni tézkych kovl je mozno pouZit celou fadu metod, které se od sebe lisi mezi
detekce (limitem detekce a kvantifikace), ndro¢nosti na provedeni analyzy a instrumentdalnim
vybavenim. Bézné jsou aplikovany dvé skupiny stanoveni (metody atomové spektrometrie a
metody voltametrické), vyjimecné se pouizivaji i metody dalsi, jako spektrofotometrické
rozliseni s vyuzZitim odliSnych vlastnosti barevnych komplexd, které vznikaji s komplexacnimi
Cinidly.

3.2.1 Atomova absorpcni spektrometrie (AAS)

Tato spektrometricka analytickd metoda slouZi ke stanoveni obsahu stopovych i vyssich
koncentraci jednotlivych prvk( v analyzovaném vzorku. Touto technikou lze analyzovat pres
60 prvkl periodické tabulky (pfevaziné kovovych) s citlivosti od setin do stovek ppm, podle
daného prvku. Princip této metody spociva v tom, Ze analyzovany vzorek je zmlzen a vznikly
aerosol zaveden do plamene nebo grafitového atomizatoru. Zde se roztok okamzité odpafia
rozrusi se chemické vazby v molekulach pfitomnych sloucenin. Podminky atomizace jsou
pfitom voleny tak, aby co nejvétsi mnozstvi mérenych atomu zlstalo v neutralnim stavu a
nedochdzelo kionizaci za vzniku nabitych ¢astictypu Me*. Plamenem prochazi paprsek svétla
ze specidlnivybojky, jehozfotonyjsou pfi setkanis atomy analyzovaného prvku absorbovany
a atom prvku pfechazi do excitovaného stavu. Dochazi tak k Ubytku intenzity prochazejiciho
svétla a tento Ubytek je zméren. Podle Lambert-Beerova zakona je pak tento ubytek pfimo
umeérny koncentraci daného prvku [21].

Vyhodou je velka selektivita, protoZe zdroj zafeni odpovida ¢éarovému spektru daného prvku,
takZze ostatni slozky stanoveni viibec neovliviiuji. Proto neni nutna specialni Uprava vzorku
(vztazeno navodu) a je mozno méfit vzorky komplexni matrice, kde se ocekava nizsi pfimés
daného méreného prvku. Dalsi vyhodou je citlivost AAS stanoveni, ktera vyuziva toho, zZe
témér 99% prvku zareni absorbuje, zatimco zbylé 1% dokdaze pfi ndvratu do zdkladni stavu
zareni emitovat - ¢ehoZ se vyuziva v atomové emisni spektrometrii.

3.2.2 Voltametrie

Voltametrie je metoda, pfi které je proud méren jako funkce elektrodového potencidlu. Na
pracovni elektrodu, kterd je ponofena do analyzovaného roztoku, je vloZen elektricky
potencial zvnéjsiho zdroje. Je sledovana zavislost proudu prochdazejiciho pracovni elektrodou
na elektrodovém potencidlu. Tuto zavislost Ize méfit bud'v ustdleném stavu, nebo ve stavu
neustdleném za nestacionarnich podminek. Tato metoda je Siroce vyuzivana k méreni a
detekci tézkych kov(i. Méfti se jejich stopové mnozstvi a dosahuje se velmi nizkého detekéniho
limitu — nanomolarnich az pikomoldrnich koncentraci. Voltametrie neni instrumentalné a
ekonomicky naroc¢nd ve srovnani s AAS. Hlavni nevyhodou je méreni nizsiho spektra kova -
nenitak univerzalnijako AAS. Pro zvySeni elektrochemické citlivosti této metody se pfi detekci
iontl tézkych kovu vyuZzivajirdzné nanomaterialy, které mohou méreny analyt zakoncentrovat
[22]. Dale pro zvySeni citlivosti metody se pouzivaji rizné obmény voltametrie napft.
rozpoustéci voltametrie.
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Rozpoustéci voltametrie je zndma jako anodicka nebo katodicka ,stripping” voltametrie. Je to
nejcitlivéjsi elektrochemickd metoda, kterd je vhodnd zejména k analyze tézkych kovu jako je
olovo, zinek ¢i méd. Principem této metody je vylouceni stanovované latky na povrchu
elektrody (= prekoncentrace, k analyze je tak k dispozici vétsi mnozZstvi analytu), které se pak
elektrolyticky rozpousti, pficemz se méfi proud obdobnymi technikami jako pfi polarografii.
Rozpoustéci voltametrie probiha v nasledujicich fazich: 1. depozice - redukce stanovované
latky na elektrodé pfielektrolytickém nahromadéni. Provadime ji pfi konstantnim potencialu,
ktery odpovida limitnimu proudu stanovované latky, a za intenzivniho michani. Konvekci se
ionty dostdvaji k povrchu elektrody, a proto je limitni proud vys$ineZzv nemichaném roztoku.
2. ustdleni-dojde k vypnuti michani, ale na elektrodu je stale vkladan potencidl depozice. 3. -
rozpousténi, coz je rozpousténi nahromadénych produktd vzniklych pfi elektrolyze na povrchu
pracovni elektrody, kdy dochazi ke zméné polarizace elektrody [23].

3.2.3 Spektrofotometrie s vyuZitim komplexacnich cinidel

Komplexacni spektrofotometricka ¢inidla jsou organické latky, které ve spojeni s kovovymi
ionty tvofi rozpustné komplexy, které lze méfit a analyzovat pomoci spektrofotometrickych
metod. Jako komplexacni ¢inidla, ktera tvofi s kationty kov( vétSinou barevné komplexy se
nejcastéji vyuzivaji DTZ, diethyldithiokarbamat sodny nebo monosodnd sal (4-(2-
pyridylazo)resorcinolu (PAR). Stanoveni zaloZend na barevnych reakcich se lisi vinovou délkou
detekce, citlivosti a samozifejmé i selektivitou, protoZe za stejnych podminek (pomér Cinidlo:
analyt, pH reakcniho prostredi apod.) mize komplex tvofit vice kationtd.

Dalsi komplexaéni ¢inidla pro kovy testované v této praci jsou kromé DTZ napf. [24]:

Pb: diethyldithiokarbamat sodny - max. absorbance pfi vinové délce 440 nm

Co: 1-nitroso-2-naftol - 410 nm, 2-nitroso-1-naftol - 530 nm

Cu: neokuproin - 460 nm, diethyldithiokarbamat sodny - 440 nm, 2,2-bichinolin - 540 nm
Fe: bathofenantrolin - 535 nm, 2,4,6-tri-(2-pyridyl)-1,3,5-triazin -595 nm

Mn: formaldoxime - 450 nm, diethyldithiokarbamat sodny - 500 nm

Ni: dimetylglyoxim - 450 nm, diethyldithiokarbamat sodny - 325 nm

Zn: zinkon - 625 nm
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Vsechna tato komplexacni ¢inidla poskytuji volny elektronovy par, kterym vazou dany kov.
Nejcastéji se tyto volné elektronové pary nachézeji na dusiku nebo site. Cinidla se déli podle
toho, jestli se komplexuji pouze s urcitou skupinou prvkl (selektivni) nebo jsou univerzalni
(DTZ, PAR). K Cinidlidm se mohou pfiddvat maskovaci ¢inidla, které slouzi k citlivéjsi detekci
kovl - to jsou napf. kyanaty, thiokyanaty nebo thiosirova kyselina s kyanatem [25].

Jako detekéni technika je pouZita spektrofotometrie vétSinou ve viditelné oblasti spektra,
jednotlivé kationty jsou rozlieny pravé réiznymi reakénimi podminkami (napf. Zn®" tvofi
komplexy pfi rozsahu pH 6,5-9,5 a jako rozpoustédlo pro DTZ je pouzit tetrachlormethan),
pfipadné také rychlosti tvorby daného barevného komplexu [24].
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3.3 Dithizon

DTZ, chemicky 1,5-difenylthiokarbazon (Obr. €. 1) je krystalicky prasek, barvou od zelené -
tmavé fialové -tmavé hnédé - az po ¢ernou. Molekulova hmotnostje 256,33 g/mol a pKa 4,47.
Je bez zdpachu a s bodem tani 168°C [26]. Je citlivy na slunecni zareni - mlze dochazetk jeho
oxidaci. Je horlavy, ale neni snadno zapalny. Pfi pH vody <7 je prakticky nerozpustny. Pfi
alkalickém pH>7 je snadno rozpustny za tvorby Zlutého zbarveni. Je snadno rozpustny
v chloroformu, tetrachlormethanu, hexanu ¢i ethanolu. Je to organicka sloucenina obsahuijici
siru. Lze ho pfipravit reakci fenylhydrazinu s disulfidem uhliku a ndslednou reakci s hydroxidem
draselnym. Je dobrym ligandem a tvofi barevné komplexy s mnoha toxickymi kovy, jako je
olovo, rtut, kadmium dale napriklad zinek, méd, Zelezo, kobalt, nikla mnoho dalsich. DTZ muze
darovat 2 pary elektron(, které se nachazeji na sife a dusiku. Vytvoreny koordina¢ni komplex
se skladd ze 2 molekul DTZ obklopujicich jeden kovovy iont. Kationty mohou byt rozdéleny pfi
extrakcis DTZ na 2 skupiny: 1. skupina reaguje s DTZ v kyselém pH (4,5) — nap¥t. Ag*, Hg**, Bi**,
Cu®*a 2.skupina reaguje aZ pfi pH 7.5 —napft. Zn**, Cd**, Co?*, Ni**, Pb*. Mimo tyto dvé skupiny
je mozné izolovat jednotlivé kationty diky rGiznym aditiviim tzv. maskovaci ¢inidla (CN-, SCN"
,Titriplex 1ll). DTZ se také pouzivd k hodnoceni Cistoty preparatl lidskych pankreatickych
ostrivk( pouzivanych k transplantaci pacientim s diabetem 1. typu. DTZ vaze ionty zinku
pritomné v beta bunkach ostrlvk(, a proto je zbarvi do ¢ervena. Exokrinni tkdn, kterd je rovnéz

pfitomna v prepardtech, nevaze DTZ, a proto se nebarvi [24,26].
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Obr. ¢. 1: Vzorec DTZ (vlevo) a vzorec DTZ vazajici kov (vpravo)

22



3.4 Spektrofotometrie a multispektralni analyza

Spektrofotometrie je metoda ze vSech optickych metod nejpouzivanéjsi. Principem je méreni
intenzity zeslabeného proslého monochromatického zareni na zakladé absorpce rliznych
vinovych délek svétla analytem. Pro méreni se vyuziva jak ve viditelné, tak i v ultrafialové
oblasti spektra. Spektrofotometrické méreni je zaloZzeno na Lambertové — Beerové zakoné.
Spektrofotometr se sklada ze zdroje svétla, monochromatoru, vzorku v kyveté a detektoru
[26].

Mérena spektra se sklddaji z absorpcnich spekter jednotlivych sloZzek pfitomnych ve vzorku.
Pouze nékolik latek ve vzorcich vody muaze vyznamné pfrispivat k absorbanci ve viditelné
oblasti, coz jsou predevsim huminové kyseliny a pfibuzné slouceniny. Ty by predstavovaly
signal pozadi. V této praci byla spektra registrovana pomoci vodnych standardd, takze
absorpéni spektrum je sloZzeno ze spekter pritomnych kationtl tvofricich barevné komplexy s
DTZ i volného DTZ ¢inidla a pozadi lze zanedbat. Spektrum kazdé jednotlivé slozky musi byt
vztazeno ke koncentraci dané latky, pfi které bylo toto spektrum méreno. Kazdé spektrum lze
chéapatjako vektor hodnot absorbance (A), ktery vznikne vynasobenim koncentrace latky (c),
optické délky kyvety () a molarniho koeficientu absorbance (€) pro kazdou vinovou délku (A).
Lambertlv BeerQv zakon A = c |-€.

V idedlnim pripadé je vidy zajistén prebytek Cinidla a spektra jednotlivych slozek jsou
dostatecné odlisnd, aby bylo moziné je jasné mezi sebou rozlisit. Toto je problém, protoze
mnoho DTZ komplexu je ¢ervenych a nelisi se tedy vinou délkou maxima ve spektru. Navic
pokud je jeden kationt kovu pfitomenv malém mnoZstvi vedle kationtu pfitomného ve vysoké
koncentraci, je rozliSeni nachylné k chybam.

Proto se predpokladalo, Ze méfeni spektra pfinejméné dvou, pfipadné vice hodnotach vinové
délky nebo pH by poskytlo dalsi informace o tom, Ze pfti nejkyselejsim pH budou tvorit
komplexy pouze nékteré kationty kov(, zatimco pfi nejvyssi zvolené hodnoté pH témér
vSechny. Pfipadné, Ze pfi méreni ve vice vinovych délkach bude mozné komplexy kovU rozlisit.
Cilem této prace proto bylo vybrat hodnoty pH a vinovych délek, které by bylo mozné pouzit
pro takovou vicerozmérnou separaci ve smyslu rozliseni jednotlivych kovl komplexovanych
DTZ.

Kromé predchozich tvrzeni je dalSim problémem skutecnost, Zze DTZ analyza se obvykle
provadi ve spojeni s extrakci komplexu, coz vSak zahrnuje potfebu zajistit, aby extrakce byla
vzdy kvantitativni nebo ve stdle stejné rovnovaze. Kromé toho je DTZ sdm rozpustny v
chloroformu pfi kyselém pH, zatimco pfi zasaditém pH zlstava ve vodné fazi.

Podobné jsou potencialné pfitomné huminové latky také ¢astecné extrahovdny do organické
faze, takZe vycisténi od tohoto mozného prispévku k signdlu pozadi by nebylo Gcinné pfi
kyselém pH, ale pouze pro zasadité prostiedi. Okyselenim vzorku by se mohly huminové
kyseliny oddélit pravdépodobné filtraci, alespon z velké ¢asti a kovy by byly rozpusténé v
roztoku. Proto bychom u vzorku vody ocekavali pouze nizké ruseni, i kdyz nedochazi k extrakdi.

23



Aby se predeslo problémim spojenym s extrakci, nebyla v této praci provedena zadna
extrakce, ale vSechny reakce byly provedeny ve vodném prostfedi a pro zajiSténi rozpustnosti
komplext kov-DTZ byl pfidan isopropanol v konstantni koncentraci.
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3.5 Lab-In-Syringe

Termin ,Lab-In-Syringe” (LIS) popisuje dvé analytické techniky. Obé techniky vyuzivaji pistové
Cerpadlo k provadéni postupt pripravy vzorkd (Obr. €. 2). V prvnim pripadé se k usnadnéni
manualnich postupl pouZiva jedna nebo dvé jednordzové injekcni strikacky (bez ovladani
pocitatem), zatimco druhy pfistup se vztahuje k automatické technice, tj. k pouziti
automatického pistového Cerpadlafizeného pocitatem. Tento druhy ptistup byl pouzit v této
praci. Mezi vyhody poufZiti pistového ¢erpadla jako michaci, reakéni a extrakéni komory patfi
fakt Ze rezervoar pistového cerpadla je v trvale uzavieném prostoru, takZe uZivatel neni
vystaven pusobenim ¢inidel a nedochdzi ke kontaminaci vzorku béhem jeho zpracovani. Dale
je LIS systém snadno prenosny a nevyzaduje velky prostor. Umisténi magnetického michadla
do rezervodru Cerpadla umoziuje pouziti mnohem vyssi rychlosti michani nez v otevieném
systému, kde by mohlo dojit ke ztraté michaného roztoku. Rezervoar pistového cerpadla je
obvykle sklenény, coz umozinuje jeho pouziti jako kyvety pro fotometrickou detekci.
Nevyhodou je cisténi pistového Cerpadla oproti jinym pratokovym technikam kvuli velkému
mrtvému objemu. Toto vyZzaduje ¢isténi po kazdém poutziti [27].

LIS se pouziva k integraci rGznych analytickych extrakénich krok( uvnitr ¢erpadla. Na pfiklad,
plné automatizovand disperzni mikroextrakce kapalina-kapalina (DLLME) se provadivinjekéni
stfikaCce za pouziti velmi jednoduchého pfistrojového vybaveni. Dispergace se dosahne co
nejrychlejsi aspiraci organické faze a poté vodné faze do rezervoaru. Po agregaci kapicek
rozpoustédla je organicka faze vytlacena smérem k detektoru, coz umozniuje vysoce citlivou
spektrofotometrickou nebo fluorimetrickou detekci. Tato extrakéni technika je velmi uzitecna
nejen pro prekoncentraci analytu, ale také pro eliminaci interference matrice vzorku [28].

Obr. €. 2: LIS systém [27] - pistové Cerpadlo (SP), motor (M), ,head” ventil s 2 porty (HV),
univerzalni adaptér (1), drzak na motor (2), femenové kolecko (3), zvedaci koncovka (4),
michadlo + fidici magneticky krouzek (5), detekéni pratokova cela (6), univerzalni adaptér (7)
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3.6 Reserse drive publikovanych praci s vyuzitim DTZ

Pro resersi byly vybrané prace, které obsahuji podobnou metodu, stejné komplexacni ¢inidlo nebo stejné analyzované vzorky nebo kovy.

Tabulka €. 1: Vysledky reSerse dtive publikovanych praci s vyuzitim DTZ

Typ a matrice Analyzované | Zpusob Rozpoustédlo/vinové délky | pH/extrakce Citace
vzorku/objem kationty komplexace
Lécivé pfipravky | Bi**, Zn** DTZ voda, aceton, n-propanol / | pH 5/bez extrakce [29]
400, 600 nm
Pitna a odpadni | Pb**, Cu®* modifikovany ethanol kysely hlinity adsorbent (pH 4,5), [30]
voda hlinity adsorbent neutralni (pH 7), zasadity (pH
s naplni DTZ 9,5)/adsorpce
Pitna voda Pb%* DTz chloroform / 512, 608 nm pH 6,5-10/extrakce(toluen-hexanol) - | [31]
automatizace LIS metodou
Dentalni slitina | Co?*, Ni%* DTZ tetrahydrofuran / 620 nm - | pH 12/bez extrakce [32]
rozpusténa v 740 nm
HClO4/1 ml
Roztok vzorku Zn** DTZ, chelatacni | methanol / 530, 570 nm pH 4,5 [33]
s obsahem ¢inidla—kyselina
zinku/50 pl ethylendiaminte >40, 530 nm PH 5,5-7,5

traoctova
(EDTA),N,N,NO,N




O-tetrakis(2-
pyridylmethyl)-
1,2-
ethylenediamine
(TPEN).

Primyslové Hg®*, Pb%* DTZ na ethanol/425 nm pH 2,5 (Hg), 5,2 (Pb)/bez extrakce [34]
odpadni vody, agarésové
vodovodni voda membrané
Voda Hg** DTZv aceton/485 nm pH 2,8/ s extrakci [35]
nanomembrané
Roztok vzorku Hg?* DTZ na methanol, voda/610 nm pH 2/ bez extrakce [36]
s obsahem rtuti triacetylcellulos
ové membrané
Lidské sérum/3 Pb2* DTZ tetrachlormethan/538 nm | pH 8,2/ s extrakci [37]

ml




Nejéast&ji se DTZ pouZiva pro stanoveni Pb?*, Hg?*, Cu®*, Zn** kationtd. Nékteré metody
vyuZivaji rozlieni spekter pfi rGzném pH, napf. rozlideni Hg?*a Pb?* [34]. Jindy je naopak
vyuZito rozli$eni pomoci rGiznych vinovych délek — Bi**/Zn?* [29]. Rada praci se snaZi vyhnout
extrakénimu kroku, ale pokud to neni mozné, byla vyuzita extrakce do chloroformu nebo
tetrachlormethanu [31,37], které nejsou pfiliSv souladu s principem zelené chemie. Pokud se
daji vyuzit alternativni rozpoustédla nebo postupy, tak je vyvinuta metoda ekologicky
pfiznivéjsi. Casto je pak vyuZito zakoncentrovani pomoci pevnych adsorbenttia membran [30,
34-36]. Tim je prakticky zabezpeceno zakoncentrovani, ale mize pretrvavat vliv dalSich sloZek
vzorku, které mohou interferovat tim, Ze také tvori komplex s DTZ.
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4. Experimentalni cast

4.1 Popis systému

Pouzité pistové Cerpadlo pro LIS techniku je schématicky zndzornéno na Obrdzku €. 3 s
vyznacenymi rozméry hadiéek. Fotografie systému je uvedena na Obrazku ¢. 4. Systém se
skladal z automatického pistového cerpadla Cavro XC4+ od spolecnosti Tecan (Mannedorf,
Svycarsko) vybavené étyfportovym vicepolohovym ventilem bez poufiti kovovych materiald -
stator z tekaflonu (PVDF), rotor z teflonu (PTFE), ktery umoznoval pfipojeni k dalSim
soucdstem systému. Pistové ¢erpadlo bylo vybaveno sklenénou stfikackou o objemu 2,5 ml a
délce zdvihu 3 cm a byla pouZivdna v obracené orientaci. Do vstupu pistu byl vloZzen kousek
teflonové hadicky o priméru 0,8 mm, aby byl snizen mrtvy objem.

Uvnitt rezervoaru bylo umisténo magnetické michadloo délce 10 mm a priiméru 3 mm, které
umoznilo homogenni promichani obsahu rezervoaru. Rotace michadla byla vyvolana fidicim
krouzkem. Jednd se o plastovy krouzek se dvéma neodymiovymi magnety. Otaceni krouzku
vynucovalo synchronni rotaci michadla. Toho bylo dosazeno pomoci gumicky a
stejnosmérného motoru, ktery byl vybaven ventilatorem s pulzné Sitkovou modulaci pocitace
a fizen softwarovymi instrukcemi prostrednictvim mikroprocesoru Trinket MO.

Port 1 "head” ventilu byl pfipojen k pritokové cele o délce 10 cm s geometrii prlitokového
kanalu Z z teflonu (spole¢nost FIALab, Bellvue, Seattle, WA). VSechny pufrovaci roztoky,
standardy, Cistici roztoky a DTZ byly umistény v autosampleru AIM 3200 od spolecnosti AIM
(City, Austrdlie), ktery byl pfipojen k portu 1 "head” ventilu pomoci trubicky z teflonu o
vnitinim priméru 0,8 mm. Port 3 byl uzavren, aby bylo mozné vytvofit podtlak nebo pretlak,
ktery byl zkouman za Uéelem odstranénibublinek vznikajicich pfi odplyfiovani roztoku. Port 4
slouzil jak k odstrafiovani odpadu, tak k odsavani vzduchu. K tomuto uéelu bylo pistové
Cerpadlo pripojeno pres kratkou polyéteréterketonovou kapilaru (PEEK) kapildaru s malym
mrtvym objemem (0,8 mm, délka cca 5 cm) k odtokové hadicce, kterd odvadéla vSsechny
vypousténé roztoky do odpadni lahve.

K detekci byl pouzit halogenovy + deuteriovy zdroj svétla a spektrofotometr s diodovym polem
USB2000 od spolecnosti OceanOptics (Dunedin, FL, USA). Detekéni cela byla dlouhda 10 cm a
obalena alobalem, za Ucelem snizeni propustnosti pro vnéjsi svétlo (Obr. ¢. 5). Absorpéni
spektra bylazaznamenanavrozsahu od 350 nm do 700 nm vybradno z celkového rozsahu 250-
900 nm. Referencni vinovad délka 700 nm byla zvolena pro kompenzaci nespecifického
zeslabenisvétla, napt. vzduchovymi bublinamiatd. Dalsi vinové délky odpovidaly absorpénim
maximim zkoumaného komplexu kov-DTZ. Byly pouZzity integracni parametry: integracni cas
5 ms, primérovani 50 méfeni s vyuzitim hodnoty “boxcar 5”, tj. prlmérovani £5 pixeld diody
spektrofotometru.
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Pistové cerpadlo

Michadlo + 5 —
ridici krouzek & h @ Motor +gumicka
Odpad a odsavani
vzduchu »Head"
O Ventil |
AIM3200 Autosampler:
. u * Voda
Zavreno {i * |sopropanol
* DTZ

* Roztoky kovi
* Roztoky pufrd

Odpad

Hadicka A — od pistu k detektoru: 30 cm, 0.8 mm i.d.
Hadicka B — civka proti zpétnému tlaku vedena do odpadu: 40 cm, 0.5 mm i.d.

Obr. €. 3: Schéma pistového cerpadla

Obr. ¢. 4: Fotografie systému (autosampler, pistové ¢erpadlo a detekéni cela s detektorem)
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Obr. €. 5: Fotografie detekcni cely obalené alobalem

Rizeni analyzatoru a sbér dat byly provadény prostfednictvim softwaru FlIAlab® (FIAlab®
Instrument Systems Inc., USA), verze 5.9.312 (Obr. ¢. 6). Laserovy tachometr (DT-2234C) od
spole¢nosti Micronix Co. LTD. (Praha, Ceska republika) byl pouZit pro stanoveni otacek

michadla.
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Obr. ¢. 6: Fotografle softwaru — okna konfigurace systému, spektrofotometru, ovladaciho

programu, analyzy dat
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4.2 Pouzité chemikalie

Acetonitril, dodavatel Honeywell Riedel-de-Haén, Fisher Scientific s.r.o., Pardubice, CR
AMPSO, ¢&istota 99% (titration), dodavatel Sigma Aldrich, Praha, CR

BES, &istota 99% (titration), dodavatel Sigma Aldrich, Praha, CR

CAPS, Cistota 99%, dodavatel Aldrich, Praha, CR

Dithizone, Cistota 85% ACS ¢inidlo, dodavatel Sigma Aldrich, Praha CR

Dusi¢nan kademnaty tetrahydrat, p.a, dodavatel Penta s.r.o., Praha, CR

Dusi¢nan kobaltnaty hexahydrat, p.a, dodavatel Penta s.r.0., Praha, CR

Dusi¢nan médnaty trihydrat, p.a, dodavatel Penta s.r.0., Praha, CR

Dusi¢nan nikelnaty hexahydrat, p.a, dodavatel Penta s.r.o., Praha, CR

Dusi¢nan olovnaty, p.a, dodavatel Penta s.r.o., Praha, CR

Dusi¢nan zine¢naty hexahydrat, p.a, dodavatel Penta s.r.o., Praha, CR

Dusi¢nan Zelezity nonahydrat, p.a, dodavatel Penta s.r.o., Praha, CR

Hydroxid sodny, ¢istota GPR Rectapur, dodavatel VWR Chemicals, Stfibrna Skalice, CR
Chlorid manganaty tetrahydrat, p.a, dodavatel Penta s.r.o., Praha, CR

Chloroform, €isty p.a. stabilizovan ethanolem, dodavatel Penta s.r.0., Praha, CR
Isopropanol, ¢istota HyperSolv for HPLC, dodavatel VWR Chemicals, St¥ibrnda Skalice, CR
Kyselina mravendi, ¢istota 98% p.a., dodavatel Penta s.r.o., Praha, CR

Kyselina octova, ¢istota 99,8%, pro LC-MS, dodavatel VWR Chemicals, Stfibrna Skalice, CR
Kyselina sirova, ¢istota 96%, dodavatel Penta s.r.o., Praha, CR

MES, ¢istota > 99%, dodavatel Sigma Aldrich, Praha, CR

Methanol, company Honeywell Riedel-de-Haén, Fisher Scientific s.r.o., Pardubice, CR

TrisMa baze, ¢istota 99%, dodavatel Sigma Aldrich, Praha, CR
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4.3 Priprava roztoku

Priprava zasobnich roztokt kova

Pro pfipravu zdsobniho roztoku pro detekci kobaltu byl vyuZit dusi¢nan kobaltnaty. Bylo
navazeno 72,76 mg slouéeniny do 25 ml odmérné barky, pfidano 1 ml kyseliny dusi¢né
a doplnéno demineralizovanou vodou po rysku. Vyslednd koncentrace byla 10 mmol/I.
Zasobni roztoky byly uchovavany v chladu ve sklenénych lahvi¢kach. Takto byly pfipraveny i
ostatni zadsobni roztoky kov(:

Nikl — dusi¢nan nikelnaty hexahydrat — 72,70 mg, vysledna koncentrace byla 10 mmol/I
Olovo — dusi¢nan olovnaty — 82,80 mg, vysledna koncentrace byla 10 mmol/I

Zelezo — dusi¢nan Zelezity nonahydrat — 101,00 mg, vyslednd koncentrace byla 10 mmol/I
Zinek — dusi¢nan zinecnaty hexahydrat — 74,37 mg, vysledna koncentrace byla 10 mmol/I,
Kadmium —dusi¢nan kademnaty tetrahydrat — 77,11 mg, vysledna koncentrace byla 10 mmol/I
Méd' — dusi¢nan médnaty trihydrat— 60,40 mg, vysledna koncentrace byla 10 mmol/I
Mangan — chlorid manganaty tetrahydrat — 49,47 mg, vysledna koncentrace byla 10 mmol/I
Priprava pracovnich roztokl kovu

- Méreni pfi nadbytku kovl nez DTZ: ze zasobniho roztoku kovu bylo
odpipetovano 250 ul do 50 ml odmérné banky a doplnéno destilovanou vodou po
rysku. Vyslednd koncentrace byla 50 pumol/I. Takto to bylo pfipraveno pro kazdy kov
zvlast.

- Mérfeniptinadbytku DTZ neZ kovu: ze zadsobniho roztoku kovu bylo odpipetovano 25 pl
do 50 ml odmérné bariky a doplnéno demineralizovanou vodou po rysku. Vysledna
koncentrace byla 5 umol/I.

Priprava pufra

Jednotlivé pufry o pH 3-10 byly pfipravovany za pouZiti pH metru smisenim kyselin a zasad pro
ziskani vysledného pH. VSechny pufry byly uchovavany v lednici.

Pro pufr o pH 3 a 4 byla poutZita kyselina mravenci. Do kddinky bylo napipetovano 3,85 mi
kyseliny, pfidana destilovana voda a zméreno pH. Podle zméreného pH se poté pfidaval
hydroxid sodny do poZzadovaného pH. Konecné roztoky byly uchovavany ve 100 ml odmérnych

barkdach v lednici. Vysledna koncentrace byla 1 mol/I.

Pufr pH 5: pouZita kyselina octova - 5,72 ml - do poZadovaného pH byl pfidavan hydroxid
sodny. Vysledna koncentrace byla 1 mol/l ve 100 ml odmérné barice.
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Pufr pH 6: pouzit MES - 1,2200 g - do poZadovaného pH byl pfidavan hydroxid sodny. Vysledna
koncentrace ve 25 ml odmérné barce byla 0,25 mol/I.

Pufr pH 7: pouzit BES- 1,3325 g - do poZadovaného pH byl pfidavan hydroxid sodny. Vysledna
koncentrace ve 25 ml odmérné barice byla 0,25 mol/I.

Pufr pH 8: pouzit TRIS - 12,1140 g - do pozadovaného pH byla pridavdna kyselina
chlorovodikova. Vysledna koncentrace ve 100 ml odmérné barice byla 1 mol/I.

Pufr pH 9: pouzit AMPSO - 1,5911 g - do poZadovaného pH byl pfiddvan hydroxid sodny.
Vysledna koncentrace ve 25 ml odmérné barce byla 0,25 mol/I.

Pufr pH 10: pouzit CAPS - 1,3833 g - do poZadovaného pH byl pfidavan hydroxid sodny.
Vysledna koncentrace ve 25 ml odmérné barce byla 0,25 mol/I.

Priprava zasobniho roztoku DTZ

0,05 g DTZ (Sigma Aldrich, ¢inidlo ACS, >85%) bylo rozpusténo v 50 ml chloroformu a
extrahovano do 100 ml 0,1 mol/l NH,OH. Vodnd faze byla poté precisténa extrakci 2 ml
chloroformu. Poté byla vodna faze oddélena a okyselena 5 ml 5 mol/l kyseliny sirové a DTZ byl
zpétné extrahovan do 50 ml chloroformu. Organicka faze byla poté promyta vodou. Vyslednd
organicka faze byla smaragdové zelena. Byla prekryta kyselinou sirovou o koncentraci 1 mol/I
a skladovana pfi 4°C ve tmé. Konecna koncentrace pfiblizné 5,0 mmol/I byla vypocitana
pomoci molarniho absorpéniho koeficientu.

P¥iprava pracovniho roztoku DTZ

Ze zasobniho roztoku DTZ bylo odpipetovano 1500 pl do 100 ml odmérné bariky. Banka byla
poté vloZzena do velké kadinky s horkou vodou. S odmérnou barikou bylo krouzeno v horké
vodé pro dosaZzeni odpareni chloroformu. Po odpareni chloroformu byl DTZ doplnén
isopropanolem po rysku a pfidano 100 pl 0,21M HNO3 - pro stabilizaci roztoku a snizeni rizika
oxidace. Barlka byla vloZzena na par minut do ultrazvukové lazné, aby se dosdhlo rozpusténi
nerozpusténych shlukd DTZ. Odmérna barka byla uchovavana ve tmé. Vysledna koncentrace
DTZ byla 150 umol/I.
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4.4 Postup méreni a jeho parametry

Postup méreni spocival nejprve v pfipravé roztokl a jejich nasledném preliti do zkumavek,
které byly vlozeny do autosampleru. Zkumavka s DTZ byla obalena tmavou pdaskou
neprlichodnou pro svétlo, kvili sniZeni rizika oxidace. Pomoci softwaru FIALab byl spustén a
zkontrolovan systém a spektrofotometr (deuteriova+halogenova lampa). Detekce byla
zaznamenavana v celkovém rozsahu vinovych délek od 250 nm - 900 nm. Dale byl spustén
ovladaci program (viz. Pfiloha ¢.1). Nejprve doslo k promyti celého systému -destilovanou
vodou a poté isopropanolem. Poté bylo nasato do pistového cerpadla 1200 ul roztoku kovu,
poté 200 ul pufru. Pritokova rychlost byla 200 pul/s. Bylo spusténo michadlo pro michani uvnitf
rezervodru pistového ¢erpadla. Dale doslo k pfidani 400 ul DTZ v isopropanolu a k promichani
uvnitr pistového cerpadla po dobu cca 30 s. Poté byl aspirovan vzduch, vytvofeno vakuum a
vypnuto michadlo. Takto promichany komplex byl nadavkovan do detekéni cely az za 205, kde
doslo k méreni absorbance. Poté byl roztok z detekéni cely vyprazdnén do odpadnildhve a
cely systém znovu promyt. Kazdy jednotlivy kov byl méren v pH 3-10 s vyuzitim pfipravenych
pufri. Méreni bylo opakovano 3x, pro kazdé méreni byly ziskany 3 zaznamy. Mezi kazdym
mérenim byl systém promyt. Ze tfi opakovani byl vybran nejlepsi vysledek - spektrum

evvs
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5. Vysledky a diskuze

Uvedené vysledky byly ziskany ze dvou aZz tfech opakovanych méreni spekter se stejnymi
roztoky. Jako kovy, které byly testovany s ohledem na tvorbu komplexu kov-DTZ byly vyuzity
kovové prvky ve formé soli - kademnaté, kobaltnaté, médnaté, nikelnaté, olovnaté a
zine€naté. Zelezité a manganaté kationty byly testovany jako potencidlni interferenty
(zpohledu mozné spolecné reakce s DTZ) pfi vyuZiti této metody pro rozliSeni jednotlivych
iontd ve vodovodni vodé.

5.1 Vybér vhodného rozpoustédla

Jako rozpoustédlo pro DTZ byl vybran isopropanol. Snazili jsme se vyhnout extrakci, kvali
typicky toxickym rozpoustédlim, kterd jsou pti této metodé pouZivdna (chloroform,
tetrachlormethan). Dale mezi hlavni dlivody patfi jednoduchost a rychlost operace - dochazi
pouze k michani. Dale bylo moZné se vyhnout problémUim s registraci dat a vyhodnocenim
hodnot pH ovlivnénym napf. neuplnou extrakci, nizkou reprodukovatelnosti pouziti smési
rozpoustédel, manipulaci nebo naridstem tlaku v dasledku ¢asteéného odplynéni uvnitf
rezervoaru pistového Cerpadla apod.

5.2 Vybér vhodnych pufri

Vybér pufrd byl ovlivnén hlavné tim, aby dany pufr neinteragoval se stanovovanym kovem. U
klasickych pufrt (fosfatovy, citratovy) je mozné, ze by mohlis danym kovem tvofit komplex ¢i
dokonce kov vysrazet. Proto byly vybrany pufry s danym pKa, které by nemély vyznamné
zasahovat do komplexace, pouze ovlivnit pH (Tabulka €. 2).

Tabulka €. 2: Vybrané pufry, jejich pKa a pH [38]

Pufr pKa pH
Kyselina mravendi 3,7 3
Kyselina mravenci 3,7 4
Octova kyselina 4,7 5
MES 6,1 6
BES 71 7
TRIS 8,2 8
AMPSO 9,0 9
CAPS 10,4 10
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5.3 Méfeni pfi nadbytku kovl a DTZ bez vyuziti vakua

samotného DTZ (koncentrace 150 umol/l), ktery mlze svym absorpénim spektrem prekryvat
spektrum komplexu kov-DTZ. Pti kontrole namérenych spekter, bylo zjiSténo, Ze pfi méreni
dochazi k pomérné velkému Sumu. Tento Sum mohl byt zplsoben priichodem vnéjsiho svétla
pres detekéni celu nebo bublinami vznikajicimi pfi michani vzorku v pistovém cerpadle a
rychlém nastriku vzorku do detekéni cely. Jako pfiklad uvadim samotny DTZ a spektrum
komplexu kobalt-DTZ. Spektra ostatnich kovi vypadala podobné - vykazovala velky Sum a
nebylo mozné je presné vyhodnotit. Byla proto vyuZita pouze jako prvotni informace o
spektrech komplex( vybranych kov(i s DTZ.

5.3.1 DTz
Spektrum samotného DTZ bylo zméreno pfi pH 3-10. | pfes viditelny Sum jsou patrna dvé
maxima, kterd lezi pti 582 a 474 nm a odpovidaji zméné spektra pfti disociaci DTZ (Obr. ¢. 7).

0,900
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
0,100
0,000

300,0 500,0

VInova délka (nm)

Ahsorbance(AU)

——pH3 =——pH4 pH5 ——pHB6
pH7 pH8 =———=pH 9 =———pH 10

Obr. ¢. 7: Spektrum samotného DTZ bez vyuZiti vakua pfi pH 3-10 v koncentraci 150 umol/I
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5.3.2 Kobalt-DTZ

Spektrum komplexu kobaltu s DTZ vykazuje opét pomérné velky Sum, ale i tak jsou vidét
odlisnostiod spektra samotného DTZ, pfi pH 4-9 je patrny posun maxima do vinové délky 525
nm, ktera odpovidd maximu komplexu Co-DTZ (Obr. €. 8).
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Obr. ¢&. 8: Spektrum komplexu kobalt-DTZ pfi pH 3-10 v koncentraci 50 umol/I (kobalt) a 150
umol/l (DTZ)
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5.4 Méfeni kovl v nadbytku DTZ s vyuzitim vakua

Pro odstranénivysokého Sumu ptvodnich spekter bylo pfi mérenivytvorenovakuum, obalena
detekéni cela alobalem a zaroven sniZzena koncentrace kovd v roztoku. Zména koncentrace
roztoku (z pdvodnikoncentrace kovd 50 umol/I na 5 pmol/l) mélaslouzit pro mérenis vyuzitim
tvorby co nejvétsSiho mnozstvi komplexu (co nejblizSi rovnovainému stavu)i s tim rizikem, Ze
DTZ (150 umol/l) bude pfitomny v nadbytku. Spektra jsou lépe rozlisitelna. Uddvam spektra
vSech kovu véetné samotného DTZ.

5.4.1 DTz

Samotny DTZ pfi vyuziti vakua vykazuje tato absorpcéni maxima - pti pH 3: 586 nm a 430 nm,
pH 4:586 nm a 430 nm, pH 5: 460 nm a 586 nm, pH 6: 480 nm, pH 7: 475 nm, pH 8: 475 nm,
pH 9: 475 nm, pH 10: 475 nm (Obr. ¢. 9). Toto spektrum bylo vyuZito pro porovnani tvorby
komplexu kov-DTZ, kdy by mély byt ve spektru patrné zmény a posun vinové délky maxima

komplexu.
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Obr. ¢. 9: Spektrum samotného DTZ s vyuzitim vakua pfi pH 3-10 v koncentraci 150 pmol/I
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5.4.2 Kadmium-DTZ

Spektrum komplexu kadmia s DTZ vykazuje jedno maximum pfi 440 nm. Lze usuzovat na velmi
brzkou komplexaci, ¢astecné uz pfi pH 3, kdy je patrny maly absorpéni pas pfi vinové délce
maxima DTZ. Pfi pH 4 je viditelny pouze absorpcnipas komplexu kadmium-DTZ, ktery zGstava
ve spektru az do pH 10 (Obr. ¢. 10).

Podle literatury [24] by mélo kadmium vykazovat maximum absorbance pftivlinové délce 520
nmv rozmezi pH 6-14. Bylo ale pouZito jiné rozpoustédlo (tetrachlormethan).V nasem pftipadé
dochadzi k uplné komplexaci v rozmezi pH 4-10.
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Obr. ¢. 10: Spektrum komplexu kadmium-DTZ pfi pH 3-10 v koncentraci 5 umol/I a
koncentrace DTZ 150 umol/I
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5.4.3 Kobalt-DTZ

Viditelnd zména, kterd zacind od pH 5 do pH 9. Dochdzi k posunu vinové délky oproti DTZ pfi
vyS$Sim pH az na 530 nm. Pfi pH 3 spektrum odpovida samotnému DTZ - nejspiSe doslo ke
komplexaci pfi vy$sich hodnotach pH (Obr. ¢ 11). Ddle mlZeme na spektru nalézt tzv.
izosbesticky bod, kdy se spektra DTZ a komplexu kobalt-DTZ protinaji. ProtozZe nejintenzivnéjsi
tvorbé komplexu odpovida spektrum pti pH 6, bude izosbestickému bodu odpovidat vinova
délka cca 540 nm (prlsecik Zluté a oranZové kfivky na Obr. ¢. 11).

Podle literatury [24] by mél kobalt vykazovat maximum absorbance pfivinové délce 542 nm v
rozmezi pH 6,5-10,5. Bylo ale opét pouzito jiné rozpoustédlo (tetrachlormethan).
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Obr. ¢. 11: Spektrum komplexu kobalt-DTZ pfi pH 3-10 v koncentraci 5 umol/I a koncentrace
DTZ 150 umol/I
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5.4.4 Méd-DTz

Ke komplexaci dochazi uz pti velmi nizkém pH (3). Pfi pH 3 a 4 doslo k posunu vinové délky z
586 nm na 530 nm. Pfi vysSich pH se vinové délky oproti DTZ posunuly nacca 450 nm. Od pH
5 je patrny pouze jeden absorpéni pas odpovidajici komplexu méd-DTZ (Obr. ¢ 12).
Izosbesticky bod v tomto ptipadé lezi pfi vinové délce 490 nm.

Podle literatury [24] by méla méd vykazovat maximum absorbance pfivinové délce 550 nm v
rozmezi pH 2-5 a max. absorbance pfivinové délce 450 nmv rozmezi pH 7-14. Bylo ale pouZito
jiné rozpoustédlo (tetrachlormethan). VInova délka 450 nm se v tomto rozmezi shoduje se
ziskanymi vysledky.
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Obr. ¢. 12: Spektrum komplexu méd-DTZ pfi pH 3-10 v koncentraci 5 umol/l a koncentrace
DTZ 150 umol/I
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5.4.5 Zelezo-DTZ (ve formé Fe 3*)

Vinové délky se proti spektru DTZ viditelné neméni (Obr. & 13). Zelezité kationty jsou
nerozlisSitelné od DTZ, coz vyhovuje predpokladu, Ze se komplex Zelezo-DTZ netvofi tak
ochotné jako s ostatnimi testovanymi kovy. Pfi splnénitohoto tvrzeni nebude nutné maskovat
pfitomnost Zeleza ve vodovodni vodé, kde |ze ocekdvat jeho pomérné vysoky obsah.

V pFitomnosti kationtu Fe** spektra naznacuji, ze komplexace s DTZ nastava nevyznamné pfi
pH 3, ale je dokoncena pfi pH 7, protoZe pro vyssi hodnoty pH se spektra ddle neméni. To
znamena, Ze Zelezo lze kvantifikovat pomoci DTZ pfi pH > 7, ale absorpcni spektra DTZ a DTZ-
Fe3* jsou velmi podobna, takZe pro jasné potvrzeni, zda skuteéné vznikl komplex, by méla byt
vyzkousena extrakce komplexu do organického nemisitelného rozpoustédla. Dalsi moznosti
odlideni Zeleza od jinych kov( by byla redukce na Fe?* napft. kyselinou askorbovou s
pfihlédnutim k tomu, Ze Fe?* netvofi tak silné komplexy jako Fe3.
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Obr. &. 13: Spektrum komplexu Zelezo-DTZ pfi pH 3-10 v koncentraci 5 umol/l a koncentrace
DTZ 150 pmol/!I
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5.4.6 Mangan-DTZ

Spektrum velmi podobné DTZ a také Zelezitym kationt(m, odlisitelné od Fe3* pouze pfi pH 4.
Od DTZ viditelné neodlisitelné - stejné vinové délky maxim a stejny predpoklad jako u
Zelezitych iontl, opét by obsah manganu nemél rusit stanoveni ostatnich kov( ve vzorcich
vodovodni vody (Obr. ¢. 14).
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Obr. €. 14: Spektrum komplexu mangan-DTZ pfi pH 3-10 v koncentraci 5 umol/l a
koncentrace DTZ 150 umol/I
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5.4.7 Nikl-DTZ

9 vychdzelo takto v zapornych hodnotdach pfi kazdém méreni - pfi téchto pH také dochazi k
posunu vinové délky na 500 nm. Byla pravdépodobné pfitomna bublina v roztoku pfi méfeni
(Obr. ¢. 15). U komplexu nikl-DTZ je izosbesticky bod pfi 510 nm (prasecik cervené a zelené
krivky).

Podle literatury [24] by mél nikl vykazovat maximum absorbance pti vinové délce 665 nm v
rozmezi pH 6-9. Bylo ale pouzito jiné rozpoustédlo (chloroform).
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Obr. €. 15: Spektrum komplexu nikl-DTZ pfi pH 3-10 v koncentraci 5 umol/l a koncentrace
DTZ 150 umol/I

45



5.4.8 Olovo-DTZ

U olova dochazi ke komplexaci uz pfi velmi nizkém pH. Od DTZ se liSi zejména pfi pH 4, kdy
olovnaté kationty maji pouze jedno absorpéni maximum pfi vinové délce 480 nm. Zde také
doslo k posunu oproti samotnému DTZ (Obr. €. 16). Pro komplex olovo-DTZ je opét velmi dobre
patrny izosbesticky bod pfi 510 nm.

Podle literatury [24] by mélo olovo vykazovat maximum absorbance pfivinové délce 520 nm
v rozmezi pH 6,5-10,5. Bylo ale pouZito jiné rozpoustédlo (tetrachlormethan).

1,2 A
=—pH 3
——pH 4
1,0 - P
pH5
H6
0,8 - P
§ pH7
= ——pH38
o 0,6 - P
§ e nH 9
2 e—pH 10
S 0,4 -
Q0
<
0,2 -
0,0 T T T o T 1
300 400 500 600 700 800
Vinova délka [nm]

Obr. ¢. 16: Spektrum komplexu olovo-DTZ pfi pH 3-10 v koncentraci 5 umol/l a koncentrace
DTZ 150 umol/I
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5.4.9 Zinek-DTZ

Zinecnaté a olovnaté kationty maji velmi podobna spektra. LiSi se uz pfi pH 4. Kdy zinecnaty
kationt ma vétsi rozsah vinové délky nez olovnaty. Doslo také k posunu vinovych délek oproti
DTZ pfi vyssim pH (od 6) na 500 nm (Obr. €. 17). Pro komplex zinek-DTZ je izosbesticky bod
posunuty k vyssi vinové délce cca 530 nm.

Podle literatury [24] by mél zinek vykazovat maximum absorbance pfivinové délce 538 nm v
rozmezi pH 6,5-9,5. Bylo ale pouzito jiné rozpoustédlo (tetrachlormethan).
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Obr. ¢. 17: Spektrum komplexu zinek-DTZ pfi pH 3-10 v koncentraci 5 umol/l a koncentrace
DTZ 150 umol/I
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5.4.10 Shrnuti spekter kov-DTZ

V Tabulce €. 3 jsou shrnuty vinové délky maxim (v nm) komplex( vSechny kovd, které jsou
odliitelné od spektra samotného DTZ pfi urcitém pH. Zelezité a manganaté kationty
neuvadim, protozZe byly testovany pouze jako intereferenty a jejich spektra se od DTZ nelisi.

Tabulka €. 3: VInové délky maxim komplexd kov-DTZ

VInové délky komplexu kov-DTZ (nm)

pH/komplex 3 4 5 6 7 8 9 10
DTz 586, 586, 460, 480 475 475 475 475
430 430 586

Cd-DTZ 440 440 440 440 440 440 440 440
Co-DTZ - - 530 530 530 530 530 -
Cu-DTZ 530, 530, 450 450 450 450 450 450
Ni-DTZ - - - - - 500 500 450
Pb-DTZ - 480 480 480 487 480 477 477
Zn-DTZ - - - 500 500 500 500 500
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5.5 Moinosti rozliseni kovt pti rGzném pH

Dalsi grafy poukazuji na odlisitelnost jednotlivych kovi mezi sebou navzajem vidy ve stejném
pH a v koncentraci 5 umol/I (kovy) a 150 umol/I (DTZ)

pH 3 - piitomto pH maji vSechny kovy podobné spektra. Viditelné odliSitelné od ostatnich jsou
pouze kademnaté a médnaté kationty (Obr. €. 18). Spektrum kobaltu je nepouzitelné, kvali
vysokému Sumu, zplsobeném bublinou.
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Obr. ¢. 18: Spektrum vsech kovu pfi pH 3

pH 4 — velmi dobfe odlisitelné od sebe jsou kademnaté, olovnaté, zine€naté a manganaté
kationty (Obr. ¢. 19).
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Obr. €. 19: Spektrum vsSech kovu pfi pH 4
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pH 5 —od sebe odlisitelné jsou kationty kademnaté, zinecnaté, kobaltnaté a olovnaté (Obr. ¢.
20).
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Obr. €. 20: Spektrum vsech kovi pfi pH 5

pH 6 — odlisitelné od sebe jsou kationty kademnaté, zineCnaté a kobaltnaté (Obr. ¢. 21).
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Obr. €. 21: Spektrum vsech kovi pfi pH 6
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pH 7 — odlisitelné od sebe jsou kationty kademnaté a zinecnaté (Obr. ¢. 22)

1,2 A

11 4 —Cd

1,0 A e CO

09 - Cu

038 - Fe
2 07 A Mn
'g 0,6 - —Ni
=
2 0
2 0

0,2 -

0,1 -

0,0 1

300 400 500 600 700 800
VInova délka [nm]

Obr. €. 22: Spektrum vsech kovi pfi pH 7

pH 8 — odliSitelné od sebe jsou kationty kademnaté, zinecnaté, kobaltnaté (Obr. ¢. 23)
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Obr. ¢. 23: Spektrum vsech kovu pfi pH 8
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pH 9 —odlisitelné od sebe jsou kationty kademnaté, zinecnaté, médnaté a kobaltnaté (Obr.
¢. 24)
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Obr. €. 24: Spektrum vsech kovi pfi pH 9

pH 10 — odlisitelné jsou od sebe kationty kademnaté, zinecnaté, kobaltnaté (Obr. ¢. 25)
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Obr. €. 25: Spektrum vsech kovu pfi pH 10
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5.6 Porovnani kovi a DTZ pii pH 8

Na obrazku ¢. 26 je uvedeno shrnuti vsech kovl a DTZ pfti pH 8 (pouze nikl pfi pH 10 - kvali
zapornym hodnotam pti pH 8). Koncentrace kov( je 50 umol/l a koncentrace DTZ je 150
umol/l. Dobre odlisitelné kationty od DTZ jsou médnaté, zine¢naté, kobaltnaté, kademnaté,
nikelnaté. Kationty Zelezité, manganaté i olovnaté maji velmi podobnd absorpéni maxima ve
stejné vinové délce cca 475 nm.
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Obr.¢.26: Spektrum vsech kovi a DTZ pti pH 8
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5.7 Vliv pH na tvorbu komplexu

Na obrazku ¢islo 27 jsou krivky komplex( vSech kov( z pohledu jejich vzniku pti daném pH.
Tyto kfivky byly vytvoreny pomoci absorbance pfivinové délce, kde komplexy vykazuji pfi pH8
své maximum. Byla pouzita Hahnsova metoda k vyhodnoceni pH, kde se tento signal zvysil
nejvice. Jednd se o hruby odhad komplexace. Zde uvedené Udaje jsou jen simulaci. U
nékterych kovli (napt. méd) byly odecteny idaje: absorbance v maximu alkalické formy minus
absorbance v maximu kyselé formy, tj. volny DTZ (aby byla data jasnéjsi). NeuvaZovala se
spektra pti pH 9 a 10 (kromé spekter volného DTZ), protoZe alkalicka forma DTZ by se pfilis
prekryvala, coz vysvétluje ,posun® maxima pro nejvyssi hodnoty pH u mnoha testovanych
kovu. Je zde moZné porovnat, pfi kterém pH dany komplex kov-DTZ vznikd a je v roztoku
stabilni. Zobrazku Ize vycist, Ze olovnaté a zinecnaté kationty jsou z 50% komplexovany uz pfi
pH 3,5. Manganaté kationty se komplexuji pfi pH 4,5 - tato hodnota ale neni o¢ekdvanj, jelikoz
se Mnsilné nekomplexuje. Médnaté, Zeleznaté, kobaltnaté a nikelnaté kationty se komplexuji
z 50% pfi pH 5-6. Kademnaté kationty se komplexuji uz ze 100 % pfi pH 3.

Pro pozdéjsi studii by bylo mozné zvolit pH 3,5 => kyselina mravenci, pH 5-6 a pH 8, jelikoZ
vétsSina kovl se z 50% komplexuje v kyselém pH. Vysledky pro hodnoty pH 9 a 10 byly c¢asto
odlisné, protoZze spektrum bylo vyrazné zménéno prekrytim samotnym DTZ. Abychom
zvyraznilirozdil v barvé komplexu kov-DTZ a vyssi hodnoty pH, bylo by nejspiSe nutné provést
extrakci.

120% —cCd Pb —=Co Mn —Cu
—Fe Zn — Ni —DTZ

100%

80%

60%

40%

20%

Obsah komplexu kov-DTZ [%]

0%

Obr. ¢. 27: Vliv pH na komplexaci kov( ve formé komplexu kov-DTZ

54



6. Zavér

Cilem této prace bylo vyvinout metodu zaloZenou na LIS technice pro podrobné testovani
vzniku komplex( kov-DTZ v rznych pH podminkdach a nalézt takové podminky, pfti kterych je
mozné spektrofotometricky odlisit komplex kov-DTZ od samotného cinidla a pfipadné
komplexud jednotlivych kovd mezi sebou. Vybér testovanych kovi byl proveden na zakladé
jejich typické pfitomnostive vodé a také kvili jejich castému poutZiti pfi vyrobé vodovodnich
trubek (Cu, Pb, Fe, Zn). Pufry byly vybrany na zdkladé toho, aby nezasahovaly do komplexace,
pouze ovliviiovaly pH. Bylo dokdzano, ze se vybrané kovy komplexuji s DTZ jiz pfi nizkych
hodnotdach pH, tudiZzjsou méné odliSitelné mezi sebou a pro jejich selektivnirozliseni by bylo
potieba doplnit extrakéni krok. Ze ziskanych vysledkd vyplyva, Ze snadnéji Ize od sebe odlisit
kationty kademnaté, zinecnaté, kobaltnaté, které maji v testovaném rozmezi pH odlisné
vinové délky maxima absorpcéniho pasu komplexu proti ostatnim koviim a neprekryvaji se
s jejich spektry komplex( kov-DTZ. Dale by bylo moZzné od sebe odlisit napf. kadmium a nikl -
maji podobna spektra, ale rozdilné pH, pfi kterém bude komplex kov-DTZ 50%, takze zde by

rozdilné pH pomohlo rozliseni.
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8. Prilohy

Pfiloha ¢€.1: Ovladaci program pro méreni spektra komplexu kov-DTZ
CavroXC Command (?) KOR

Hardware Settings Wavelength 1 (nm) 512
Hardware Settings Wavelength 2 (nm) 550
Hardware Settings Wavelength 3 (nm) 608
Hardware Settings Wavelength 4 (nm) 700
Hardware Settings Integration Time (msec) 5
Hardware Settings Samples to Average 50
Hardware Settings Detectors to Average 5
Hardware Settings Scan Rate (Hz) 10

Hardware Settings Use Wavelength 4 as Reference

'Head valve: OUT - Waste / Middle (O2R) - Detection cell / IN: Autosampler

'Autosampler rack 1:
"1: 1: Needle wash / 2: -/ 3: -/ 4-12: Buffer

'Autosampler rack 2:
"1: Needle wash / 2: Water / 3: DTZ |/ 4: Isopropanol / 5-XY: Sample

Contact Closure Off

Autosampler rack 2 (sample #) 1
autosampler Up

Variable Define New PosRack1_Buffer
Variable Define New PosRack1_Sample
Variable Define New PosRack2

Variable Define New PosRack2_Sample

'Emptying syringe to waste
CavroXC Command (?) O4R
CavroXC Flowrate (microliter/sec) 250
CavroXC Valve Out

CavroXC Empty

CavroXC Delay Until Done

PosRack2 = 2
Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Matlova-Dithizone\Methods with
Autosampler\Routine_CleanDetectorWithRefV4.fia

'Cleaning of syringe pump and detector with isoPrOH

PosRack2 = 4

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Matlova-Dithizone\Methods with
Autosampler\Routine_CleanSyringe_from_Rack _2V4.fia

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Matlova-Dithizone\Methods with
Autosampler\Routine CleanDetectorV4.fia

'Cleaning of Syringe and detection cell with water and reference measurement
PosRack2 = 2

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Matlova-Dithizone\Methods with
Autosampler\Routine_CleanSyringe_from_Rack_2V4.fia

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Matlova-Dithizone\Methods with
Autosampler\Routine_CleanDetectorV4.fia

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Matlova-Dithizone\Methods with
Autosampler\Routine_CleanDetectorWithRefV4.fia

PosRack2_Sample =5
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PosRack1_Sample = 2

Loop Start (#) 3

PosRack1_Buffer = 4

Loop Start (#) 8

Loop Start (#) 2

'Cleaning of syringe pump with isoPrOH

PosRack2 = 4

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Matlova-Dithizone\Methods with
Autosampler\Routine_CleanSyringe_from_Rack_2V4.fia

'Cleaning of syringe pump with water

PosRack2 = 2

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Matlova-Dithizone\Methods with
Autosampler\Routine_CleanSyringe_from_Rack_2V4.fia

'Aspirate Standard/Sample

autosampler rack 1 (sample #) 1
'autosampler rack 1 (sample #) PosRack1_Sample

autosampler rack 2 (sample #) PosRack2_Sample
CavroXC Command (?) O1R

CavroXC Flowrate (microliter/sec) 200

CavroXC Aspirate (microliter) 600 1200

CavroXC Pump Delay Until Done

Delay (sec) 2

'Aspirate Buffer

‘autosampler rack 1 (sample #) 1

autosampler rack 1 (sample #) PosRack1_Buffer
CavroXC Flowrate (microliter/sec) 200

CavroXC Aspirate (microliter) 100 '200

CavroXC Delay Until Done

Delay (sec) 1

'Aspirate Water+lsopropanol 30% for dilution
autosampler rack 2 (sample #) 15

CavroXC Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXC Aspirate (microliter) 900

CavroXC Delay Until Done

Delay (sec) 1

'Stirring on
Contact Closure On

'Aspirate Dithizone with IsoPrOH

autosampler rack 1 (sample #) 1
"autosampler rack 1 (sample #) 3

autosampler rack 2 (sample #) 3
Contact Closure On

CavroXC Flowrate (microliter/sec) 200
CavroXC Aspirate (microliter) 200 '400
CavroXC Delay Until Done

Delay (sec) 1

'Aspirate Air

autosampler Up

Contact Closure On

CavroXC Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXC Aspirate (microliter) 400
CavroXC Delay Until Done

'Create vakuum
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CavroXC Command (?) O3R
CavroXC Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXC Aspirate (microliter) 400
CavroXC Delay Until Done

Delay (sec) 30

'Stirring off
Contact Closure Off
Delay (sec) 20

'Equilibrate pressure

CavroXC Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXC Aspirate (microliter) 350
CavroXC Delay Until Done

'Emptying syringe to detection cell

CavroXC Command (?) O2R

CavroXC Flowrate (microliter/sec) 80

CavroXC Empty

Analyte New Sample

Spectrometer Absorbance Scanning

Delay (sec) 15

Spectrometer Spectra to File C:\Users\Obsluha\Desktop\Spectrum.fia
Delay (sec) 2

Spectrometer Spectra to File C:\Users\Obsluha\Desktop\Spectrum.fia
Delay (sec) 2

Spectrometer Spectra to File C:\Users\Obsluha\Desktop\Spectrum.fia
CavroXC Pump Delay Until Done

Spectrometer Stop Scanning

Loop End

PosRack1_Buffer +=1

Loop End

PosRack2_Sample +=1

Loop End

'Cleaning of syringe pump with isoPrOH

PosRack2 =5

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Matlova-Dithizone\Methods with
Autosampler\Routine_CleanSyringe_from_Rack_2V4.fia

'Cleaning of syringe pump with water

PosRack2 = 2

Insert File C:\Users\Obsluha\Desktop\Matlova-Dithizone\Methods with
Autosampler\Routine_CleanSyringe_from_Rack_2V4.fia

autosampler Up
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Procedure for cleaning of detector

autosampler rack 2 (sample #) PosRack2
'Partially filling of syringe pump
CavroXC Command (?) O1R

CavroXC Flowrate (microliter/sec) 300
Contact Closure On

CavroXC Pump Aspirate (microliter) 1500
CavroXC Pump Delay Until Done

'Aspiration of air

autosampler Up

Contact Closure On

CavroXC Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXC Pump Aspirate (microliter) 400
CavroXC Pump Delay Until Done

'Emptying syringe to waste
Contact Closure Off

CavroXC Command (?) O2R
CavroXC Pump Empty

CavroXC Pump Delay Until Done

Procedure for cleaning with a solution on the autosampler

autosampler rack 2 (sample #) PosRack2

'Partially filling of syringe pump
CavroXC Command (?) O1R

CavroXC Flowrate (microliter/sec) 300
Contact Closure On

CavroXC Aspirate (microliter) 1000
CavroXC Delay Until Done

'Aspiration of air

autosampler Up

Contact Closure On

CavroXC Flowrate (microliter/sec) 100
CavroXC Aspirate (microliter) 400
CavroXC Delay Until Done

'Emptying syringe to waste
CavroXC Valve Out

Contact Closure Off

CavroXC Flowrate (microliter/sec) 300
CavroXC Empty

CavroXC Delay Until Done
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