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Abstrakt

Tato diplomova prace se zabyva koncovkami stanoveni chemické spotieby kysliku.
Nejprve byla stanovovana chemicka spotieba kysliku (CHSK) fotometrickou koncovkou,
poté byla stanovena CHSK koncovkou voltametrickou. Obé tyto koncovky stanoveni byly
vzajemné porovnany a na zakladé¢ dosazenych vysledkli byla vyhodnocena uspéSnost

aplikace téchto metod.

This master thesis deals with determination of chemical oxygen demand (COD) by
voltametric methods. At first COD by photometer method, than COD by voltametric
method have been used. These both determination methods were compared and based on

reached results the success of methods application was analysed.
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UvVOoD

Rychly rozvoj primyslu v uplynulych desetiletich mél negativni dopad na cistotu
zivotniho prostfedi, zejména pak na kvalitu vody. Rostouci primyslova vyroba a neustale
se zvétsujici pocet obyvatel md za nésledek rozSiteni spektra latek ve vodé¢. Jednim

Diky rozmanitosti obsazenych latek neni vzdy ucelné a mozné stanovovat vSechny
organické latky ve vodach, jednak z diivodu jejich velkého mnozstvi a také diky vyskytu
ve velmi nizkych koncentracich. Separace a identifikace jednotlivych latek by byla slozita
a cely proces by byl finanéné i Casové narocny. Proto se pouzivaji metody, které
kvantifikuji celou skupinu latek jako mnozstvi odpovidajiciho kysliku, ktery je potiebny na
jejich chemickou oxidaci za podminek stanoveni.

Chemické spotieba kysliku je zdkladnim parametrem pro hodnoceni organického
zatizeni vod. Cilem ptedlozené prace nebylo porovnavat rizné metody stanoveni CHSK,

ale pokusit se pouzit voltametrickou koncovku stanoveni, pro normovanou metodu.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Chemicka spotieba kysliku

Chemicka spotieba kysliku (CHSK) je definovdna jako mnozstvi kysliku, které je
potfebné na oxidaci organickych latek ve vod¢ silnym oxida¢nim ¢inidlem, a to za presné
definovanych podminek. Udédva se jako hmotnost kysliku, kterd je ekvivalentni spotieb¢
daného oxidaéniho ¢&inidla, na objemovou jednotku vody, obvykle v mg.I"! nebo kg.m™ [1].

Stanoveni chemické spotteby kysliku je jednim z dillezitych faktorti pro charakterizaci
kvality vod a pro sledovani biologickych pochodtl probihajicich ve vodach v recipientu
nebo na Cistirnach odpadnich vod. Z toho plyne, ze CHSK patii k zdvaznym ukazateliim,

které je nutné sledovat u veskerych odpadnich vod.

V dnesni dobé je celosvétove pouzivand metoda s dichromanem draselnym, ozna¢ovana
jako CHSKc, ¢asto jen jako CHSK. V nékterych krajinach, véetnd Ceské republiky, je
pouZivand i metoda s manganistanem draselnym. Metoda je béZné¢ oznacovana CHSKym

nebo jako metoda Kubelova.

Organické latky mohou byt chemicky oxidované do rizného stupné. Hodnota CHSK se
porovnava s teoretickou spotiebou kysliku (TSK), kterd se udavd v gramech kysliku
potiebného pro uplnou oxidaci 1 gramu latky podle stechiometrie, resp. v mg.1" v piipadé
vodnych roztokd. Stupen chemické oxidace chemického individua se vyjadiuje
v procentech TSK.

Jakmile se ve slou€eniné vyskytuje dusik, fosfor, sira nebo halogeny, pocita se TSK pro
oxidaci siry na H,SOy, fosforu na H;PO, a u halogenti se predpokldda oxidace vazaného
atomu jodu na HIO; a u vazaného atomu chloru na elementarni chlor. Pii chemické oxidaci
dusikatych latek zavisi produkty rozkladu na zpisobu vazby dusiku v molekule slouceniny.
U aminolatek se dusik uvolituje prevazné€ jako amoniak, u nitro- a nitroso- latek se pocita
s uvolnénim dusiku jako HNOs,

Pti oxidaci dusikatych heterocyklickych slouc¢enin se dusik odstépuje ve vice formach.
Heterocyklické slouceniny obsahujici v molekule jeden atom dusiku ho odstépuji jako
NHs;, slouceniny obsahujici v molekule dva sousedni atomy dusiku odstépuji jen cast

dusiku ve form¢ NHj a zbytek jako elementarni dusik [1].
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CHSK vystihuje znecisténi organickymi a ¢aste¢né i anorganickymi latkami bez ohledu
na to, zda se jednd o latky biologicky rozlozitelné ¢i nerozlozitelné. Pro stanoveni
biologicky rozlozitelnych latek se pouziva metoda pétidenni biochemické spotieby kysliku
(BSK5), ta je nejobvyklejsi, mize byt i sedmi (BSK7), popt. dvacetidenni (BSKy), kdy se
projevi 1 vliv nitrifikace, kterd se u stanoveni BSKs, poptipadé BSK; obycejné potlacuje
pridavkem 2-chlor—6-(trichlormethyl)pyridinu [2] nebo allylthiomocoviny [1].

BSKs je definovdna jako mnoZstvi kysliku spotfebovaného mikroorganismy pii
biochemické oxidaci organickych latek za aerobnich podminek za dobu 5 dni. Pfi spravné
provedenych analyzach by mél platit vztah TSK > CHSKc > BSKG.

Z poméru mezi BSKs ku CHSK lze odhadnout pomérné zastoupeni biologicky
rozlozitelnych latek ve vodé. Ve vodé je pfitomno vice organickych latek lehce
rozlozitelnych, jestlize je hodnota poméru vys$s§i. Pomoci tohoto poméru si lze ud¢lat
predbéznou predstavu o biologické Cistitelnosti odpadnich vod. Naopak v ptipad¢ nizké
hodnoty se pouziva kombinace chemického a biologického ¢isténi. Pti hodnoceni tohoto
poméru je nutné brat ohled na vSechny faktory, které mohou ovlivnit hodnotu BSKs

(toxicita, adaptace inokula apod.)

U odpadnich vod obsahujicich snadno biologicky rozlozitelné latky se pomér
BSKs : CHSK pohybuje v rozmezi od 0,50 do 0,75. U splaskovych vod se hodnoty poméru
pohybuji v rozmezich od 0,50 do 0,55. [3,4]

1.2 Dichromanova metoda stanoveni CHSK

Nejrozsitenéjsi a nejpropracovanéjsi metodou pro stanoveni CHSK je metoda
s dichromanem draselnym, kterou poprvé navrhl vroce 1926 Adeney a Dawson [5].
Dichroman v kyselém prostfedi oxiduje organické, ale i anorganické latky, a sdm se

redukuje na chromitou sul. Pfi oxidaci téchto latek probiha reakce:

Cr,0,> + 14H + 6 » 2C + 7 H,0
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Metoda se stala univerzalnéjsi po dalsi praveé navrzené v roce 1936 Muersem [6], ktery
navrhl katalyzovat reakci pomoci siranu stfibrného. Vlivem katalyzatoru dochéazi ke
kvantitativnéj$i oxidaci alkoholil a nizkomolekularnich latek.

Nejcastéjsi potize zanorganickych latek zptsobuji chloridy, které se vyskytuji
v pitnych vodach. Je znamo, ze béhem oxidace dichromanem dochdzi k oxidaci chloridi

na elementarni chlor [7] podle reakce:

Cr0; > + 14H +6ClI'=2Cr" +3ClL, + 7H,0

Této nezadouci reakce je mozné zabranit pridavkem rtutnatych, ptipadné stiibrnych
nebo chromitych soli. Chloridy se pifevedou pomoci rtutnaté soli na rozpustny, ale
nedisociovany HgCl,. Jakmile je pouzito stfibrnych iontli vznikd nerozpustny chlorid
stiibrny, ktery se ¢astecné oxiduje, ¢imz dochazi ke zvyseni hodnoty CHSK. Chromité
ionty se prevazné nepiidavaji. Naopak vznikaji redukci dichromanu v pribéhu zahiivani
reakéni smési a to tim vice, ¢im méa vzorek vyS$s$i hodnotu CHSK. Poprvé se lze setkat
s ptidavkem chromité soli u Thompsona [8], ktery ji nahradil siran rtutnaty. Pouzit
chromité soli vedle rtutnatych i stfibrnych iontl se pokusil Kopacek [9,10] a nejnovéji lze

pouzit chromité soli i podle normy TNV 75 720 z biezna 2002.

Vedle chloridi (halogent) rusi stanoveni dalii anorganické ionty Fe*', S* a NO,.
Koncentrace t&chto ionti se piepo&itava na oxidovatelnost (mg.I"" O,) a od hodnoty CHSK
se odecitd [2]. Samotné dusitany lze odstranit reakci s kyselinou amidosulfonovou [2]

podle rovnice:

N02 T+ NHzSOzOH g N2 + Hzo + HSO4 a

Moznosti provedeni dichromanové metody jsou dv€. V otevieném systému pod
zpétnym chladi¢em takzvana uzan¢ni refluxni metoda [2] nebo v uzavieném systému ve
zkumavkach se zavitem nebo zibrusem takzvanid semimikrometoda [1,2,9,10,11] pfi

teploté 150 °C dvouhodinova, popiipadé pii teploté 170 °C palhodinova.



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

1.2.1 Uzan¢ni refluxni metoda

Metoda je zaloZzena na oxidaci organickych latek obsazenych ve vzorku dichromanem
draselnym v siln€ kyselém prostfedi H,SO4 pfi dvouhodinovém varu. Oxidace organickych
latek je katalyzovana stfibrnymi ionty a probihd v nadbytku dichromanu. Za téchto
podminek se vétSina organickych latek oxiduje z 90 az 100 %. Vyjimkou jsou nékteré
dusikaté slouceniny (methylaminy, ethylaminy) a slouceniny obsahujici vazbu —S-CHj.
Dale se neoxiduji organické latky obsahujici uhlik v oxida¢nim stupni IV napi. mocovina.
Z anorganickych latek se timto postupem oxiduji chloridy, jodidy, bromidy, dusitany,
sulfidy a sulfan, Fe', Mn" a dalsi kovy.

Pro maskovani chloridi, které jsou za podminek stanoveni oxidovéany na Cl, a zplsobuji
pii stanoveni CHSK pozitivni chybu, se pfidava prebytek siranu rtutnatého.

Nekteré dusikaté organické latky jako methylamin, ethylenamin, pyridin a jeho derivaty
se vSak oxiduji tak pomalu, ze po dvou hodindch zahiivani, pfedepsanych standardnim

postupem, se oxiduji jen ¢astecné. Napiiklad pyridin jen z 4,4 % a methylamin z 3,7 % [3].

Mnozstvi spotiebovaného dichromanu draselného na oxidaci latek se zjisti po ukonceni

oxidace titraci odmérnym roztokem siranu diamonno-zeleznatého na indikator ferroin [1].

1.2.2 Semimikrometody v uzaviené zkumavce

Hlavni nevyhodou standardni metody je relativné vysoka spotieba Cinidel, a tim
1 vysokd cena jedné analyzy. Nesmime zapomenout ani na ekologicky odpad. Z divodu
vysokych cen stfibrnych soli a kyseliny sirové byly nuceny provozni laboratofe omezit
cetnost stanoveni CHSK. Pravé proto byly vypracovany takzvané mikro ¢i semimikro
metody v uzaviené zkumavce. Jsou to metody s podstatné nizs$i spotiebou chemikalii.
Zminuje se o nich napftiklad literatura [1], kde oxida¢ni ¢inidlo i reakéni podminky pro
oxidaci jsou stejné jako u refluxni metody stanoveni CHSK. U mikrometody se pipetuje
podle normy TNV 75 720 jen 2,5 ml vzorku oproti 20 ml u klasické refluxni metody, 1,5
ml oxida¢niho ¢inidla a 3,5 ml katalyzatorového roztoku. Volba metody zavisi na
predpokladaném rozsahu CHSK. Méfeni bylo provadéno pii teploté 148 °C po dobu

oxidace 2h. Tato metoda je vhodna ke stanoveni CHSK v povrchovych a odpadnich



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 12

vodach, to je hodnot vysSich nez 5 mg/l nebo 10 mg/l. Pfesahuje-li hodnota CHSK 800
mg/l, vzorek se fedi. Nebo zahfivame pii 170°C po dobu oxidace 30 min. Touto metodou
stanovujeme CHSK v Cistych povrchovych a podzemnich vodach a také v pitné vodg, to je
v rozsahu hodnot 2 mg/l az 30 mg/l, nebot’ je pro toto rozmezi nejvhodnéjsi.

Spotiebované mnozstvi dichromanu se stanovuje po ukonceni oxidace titraci odmérnym
roztokem siranu diamonno-zeleznatého na indikator ferroin, stejné jako u klasické metody
[2,12] nebo se stanovi metodou absorpcni spektroskopie. Tato metoda spoc¢iva v métfeni
intenzity zelené barvy zptisobené vznikem Cr’" iontil pii vinové délce 600 nm. Méfeni
vzniklych Cr’" iontd mé prednost oproti méfeni ubytku Cr"' v tom, Ze tolik nezalezi na
presnosti davkovaného dichromanu. Metoda je viak méné citliva neZ v piipadé méteni Cr""
v oblasti 450 nm. Mimoto je znemozn&no pouzit piidavku Cr’" ionti na potlateni vlivu
chloridi. Obvykle se u komer¢nich setli pouzivd pro vysoké hodnoty CHSK méfeni
vzniklych Cr’* iontd a pro nizké hodnoty CHSK ubytek Cr''. Piikladem je firma Dr.
Lange, ktera udava pro rozsah 2 — 30 a 15 — 150 mg.I"" m&teni Cr"" a pro rozsah 150 —1000
a 1000 — 10 000 mg.I" méfeni Cr’".

Mikrometoda je pouzitelnd pro stanoveni CHSK u vsech typt vod, jejichz CHSK je
v&t3i nez 10 mg.I"". Tato metoda v uzaviené zkumavce poskytuje spolehlivé vysledky pii
minimalizaci mnozstvi vzniklého dichromanového odpadu, jednodu$sim postupu prace a
aparatuie. Jedna z hlavnich nevyhod klasického stanoveni CHSK, dvouhodinové doba varu
pfi 150 °C, kde neni obsaZena chromita stl, byla zkracena zvySenim koncentrace H, SO4 a

zvySenim teploty na 170 °C na 0,5 hodiny.

1.2.3 Mikrovinna metoda (MW)

Casovou naroénost stanoveni se néktefi autofi [19] snazili fesit riznymi zptisoby.
Vroce 1989 publikoval Jardim [20] stanoveni CHSK mikrovinnou technikou. Jako
standardni latku pouzil hydrogenftalan draselny a glukosu. Reakéni smés podrobil 5
minutové expozici pfi vykonu mikrovinného zdroje 350 W. Vysledky porovnaval
s klasickou refluxni metodou. Napf. standard hydrogenftalanu draselného o TSK = 500
mg.l" poskytoval 495 + 3 mgl' O, proti klasické metodé 499 + 3 mgl' O,.
Nezreagovany dichroman stanovoval volumetricky siranem diamonno-zeleznatym na

ferroin. U redlnych vzorkli dosahoval niz$ich 1 vysSich hodnot oproti refluxni metode¢.
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Del Valle [21] pouzil mikrovinné digesce (400 W, 4 minuty) pii stanoveni CHSK
hydrogenftalanu draselného, Stavelanu sodného, kyseliny jantarové a ethylenglykolu
s prakticky 100 % ucinnosti. V piipad€ octanu sodného byla ucinnost oxidace pouze 60 %,
presto, Ze pouzil pii stanoveni Ag" iontli ve funkci katalyzatoru. U fi¢nich a odpadnich vod

ziskal vysledky srovnatelné s klasickou metodou.

Mikrovlnnou metodu pouZili pfi stanoveni i Slatter a Alborough [22]. Jako standardni
latku zvolili rovnéz KHF. Pfi srovnani vysledkti srefluxni metodou u vzorkd
pramyslovych a odpadnich vod nenasli zadné vyrazné rozdily.

Rovnéz Houser [23,24] pouzil mikrovinné techniky stanoveni CHSK pii 550 W s
2 minutovou expozici. U hydrogenftalanu draselného, kyseliny $tavelové 1 glukosy dosahl
dobré ucinnosti oxidace a velmi nizké interference chloridd, které byly vazany do
komplexu s Hg”" ionty. V ptipadé kyseliny glutamové viak pouze 46 % u&innosti. P
stanoveni pouzil sklenénych vlozek do originalnich tetrafluorovych nadobek, coz mélo
pozitivni vliv na pfesnost stanoveni. PfestoZze dosahl dobré shody s refluxni metodou i
semimikrometodou, u realnych vod =z biologické Cistirny méstskych a predev§im

kozeluzskych vod ziskal systematicky nizsi vysledky stanoveni.

Zda se, ze v piipadé MW stanoveni CHSK nedavaji Cr’" ionty s chloridy v silng
kyselém oxida¢nim prostiedi odolny komplex, ale pouze snizuji reakéni rychlost oxidace
chloridi [25], stejné jako u oxidace n¢kterych sledovanych latek. Pouze se jevi vhodnéjsi

pouziti niz§i hodnoty energie mikrovinného zdroje s delsi expozici [26].

Mikrovinny ohfev byl jiz zkouSen pii manganistanové metodé¢ [27] nebo u
dichromanové metody fokusovanym polem [28]. Pfi 8 minutové expozici, 50 W a 150 °C
bylo dosazeno dobrych vysledkli ve srovnani s klasickou refluxni metodou, ale uc¢innost
oxidace kyseliny glutamové, octové a benzenu byly pouze 24 % az 60 %. Proto je
dosazeno i nizké interference chloriddi do koncentrace 10 000 mg.1" resp. 20 000 mg.l”,

jsou-li chloridy maskovany rtutnatou soli.

Z literarnich podkladl vyplyva, Ze pii stanoveni CHSK je pouzivano velmi rozdilnych
vykoni mikrovinného zdroje (180 — 1000 W) a rozdilnych dob expozice. Pokud je
dosahovano nizké interference chloridd, dochazi obycejné k nizkym ucéinnostem oxidace

pomalu se oxidujicich latek.
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1.2.4 Stanoveni pritokovou injekéni analyzou (FIA)

Pritokovou injek¢ni analyzou pro stanoveni CHSK se zabyvali Balconi a kol.[47]. Pro
dosazeni maximalni rychlosti oxidace pouzili mikrovlnnou pec. Princip metody je zalozen
na pruto¢ném systému sestavajicim se ze dvou linek ( voda jako nosi¢, dichroman draselny
a smes kyseliny sirové jako ¢inidlo), tii civek, z kterych jedna vystupuje jako reakcni
¢inidlo, druha jako membrénova odplynovaci jednotka a tieti jako spektrofotometricky
detektor. Nejlepsich vysledkli dosazenych touto metodou bylo pii vykonu mikrovinné pece

180 W, pii méfeni rozsahu CHSK 0 - 100 mg.1" a detek&nim limitu 1,5 mg.I"" CHSK.

1.3 Koncovky stanoveni CHSK

1.3.1 Titra¢ni koncovka

Koncovky stanoveni na zjisténi nespotfebovaného mnozstvi dichromanu draselného po
oxidaci organickych latek jsou volumetrické, kdy se po skonceni oxidace titruje odmérnym
roztokem siranu diamonno-zeleznatého na indikator ferroin, coz je typické pro klasickou

refluxni metodu [2,12].

1.3.2 Fotometricka koncovka

Je charakteristickd pro metody zkumavkové, kdy je sledovan ubytek Sestimocného
chromu pro nizké hodnoty CHSK nebo pfirtistek trojmocného chromu pro vysoké hodnoty
CHSK. V soucasné dobé je v Ceské republice platna odvétvova technickd norma na
stanoveni CHSK [29]. Semimikrometoda je zde nazyvana fotometrickou metodou (méfi se
ubytek dichromanu pii vinové délce 420, 455 nebo dokonce 350 nm, je-li CHSK < 50

mg.I"" nebo prirtstek chromitych ionti pii 600 nm, je-li koncentrace vyssi.
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1.3.3 Atomova absorp¢ni spektrometrie (AAS)

AAS je jednou znejznaméjSich a nejpouzivanéjSich metod pro stanovovani obsahil
prvkil v riznych typech matric. Touto metodou lze stanovovat asi 70 prvkil, mezi néz patii

11

i chrom. Nevyhodou je, Ze takto Ize stanovit pouze obsah celkového chromu. Cr™ nebo

Cr"! je mozno stanovit pouze po piedchozi separaci.

Na stanoveni chromu ve vodach Ize pouzit plamenovou atomovou absorpcni
spektrometrii  (FAAS) nebo atomovou absorpéni spektrometrii s elektrotermickou
atomizaci, ktera ma niz$i detekéni limit.

Na zakoncentrovani a separaci chromu je mozno vyuzit sorpci chromu na aktivované
aluminé (Al, Os). Tento zplsob sorpce a separace chromu vyuzili A. Manova a E.
Beinrohr [13] v prito¢ném systému on-line s AAS pfistrojem.

Stanoveni Cr metodou FAAS lIze provadét také napt. v potravinach po mineralizaci

" na Cr'! a extrakci s metylisobutyl ketonem

s kyselinou dusi¢nou a nasledné oxidaci Cr
po ptidavku HCI [14] .Tato metoda je dost citliva vzhledem k obsahu chromu pfitomného
v potravinach, bylo dosaZeno detekéniho limitu 14,6 ng.g™.

Metodou AAS byla také sledovana akumulace ' v tkanich, svalech, antenalnich
7lazach a zabrech raki ve Spanélsku [15]. Vysledky stanoveni udavaji zne¢isténi jezernich

vod chromem.

1.4 Stanoveni chromu voltametricky

Voltametrie je elektrolytickd metoda, ktera vyuziva elektrochemické reakce. Na
stanoveni relativné velkych obsahii chromu je pouzivana voltametrie klasickd (DC), ktera
sleduje proud v zavislosti na vlozeném napéti mezi pracovni a referentni elektrodou, jez
jsou umistény v zékladnim elektrolytu s depolarizatorem (vzorkem), a u které dochazi k
linearni zmén& potencialu v &ase (detekéni limit cca 10 mol.I") nebo pulsni, diky vyssi
citlivosti stanoveni chromu, tedy pro snizeni meze detekce. Mezi nejcastéji pouZzivané
metody se s touto souvislosti pouziva diferen¢ni pulsni voltametrie, u které méfime proud
béhem doby kapky dvakrat, poprvé nékolik ms pred za¢atkem pulzu a podruhé nékolik ms

pred ukongenim pulzu (detekéni limit 10™®* mol.I'"). Rozdil t&chto dvou proudovych hodnot
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se zaznamenava v zavislosti na hodnoté¢ vkladané¢ho napéti. U této metody také dochazi k
nelinedrni zméné potencialu v Case, stejné jako u metody Square wave. DPV tak spolu s
metodou square-wave patii diky nizkym detekénim limitii (a2 10™®* mol.I"") k nejcitlivéjsim

elektrochemickym metodam.

Metoda diferen¢ni pulsni voltametrie patii mezi nestandardni koncovky stanoveni
chromu. Pfi stanoveni analytu diferencni pulsni metodou dochézi k polarizaci. Na toto
linearné vzrastajici napéti jsou superponovany cca 50 mV napétové pulsy, trvajici kolem
100 ms. Proud se méfi po dobu asi 20 ms pifed vlozenim napét'ového pulsu a po dobu 20
ms ke konci trvani tohoto pulsu. Pfistroj pak zaznamenava rozdil obou proudl v zavislosti
na napéti [30]. S rostoucti velikosti pulsu se zvySuje citlivost, ale ztraci selektivita.

Dnes je kladen velky diraz na stanovovani stdle mensiho mnozstvi latek, takze
klasicka polarografie, respektive voltametrie se v praxi jiz prili§ ¢asto nepouziva. Vice je
vyuzivéna diferen¢ni pulsni voltametrie a SW voltametrie (Square Wave) avsak ani
citlivost t&chto metod (detekéni limit 10® mol.I'") neni v mnoha p¥ipadech dostatujici a

stanovované latky je tieba pied vlastni analyzou zakoncentrovat.

Principem elektrochemickych rozpoustécich metod je elektrolytické nahromadéni latky
na polarizované elektrodé ze zifedéného roztoku pti konstantnim potencialu, ktery se voli
tak, aby pozadovana elektrodova reakce probihala dostatecnou rychlosti. Roztokem se
béhem elektrolyzy michd, aby se zajistil konstantni pfisun depolarizatoru z roztoku.
U stacionarnich elektrod se michani zastavi po daném case a roztok se necha ustalit.
V priibéhu této doby tok latky k elektrod¢ klesd, a tudiz i hodnota elektrolytického proudu
klesd rychle khodnoté stacionarniho difuzniho proudu. Po této ,dobé klidu“ se

elektrolyticky rozpusti vyloucena latka.
Rozpoustéci voltametrie probiha ve dvou hlavnich krocich:

1. dochézi k akumulaci analytu ve formé vhodného depozitu na povrchu nebo

v objemu pracovni elektrody

2. dochéazi k elektrolytickému rozpousténi depozitu tak, abychom ziskali dobfie
méfitelny signal, jehoz hodnota je imérnd nashromazdénému mnozstvi a tim i

koncentraci analytu v roztoku vzorku
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Proces rozpousténi nashromazdéného depozitu se muze uskuteCnit postupnym
zvétSovanim vnitiniho potencidlu pracovni elektrody v kladném sméru — anodicka
rozpoustéci voltametrie (Anodic Stripping Voltammetry) nebo v zdporném sméru —

katodicka rozpoustéci voltametrie (Cathodic Stripping Voltammetry).

1.4.1 Typy pouzivanych elektrod

Pro voltametrické stanoveni chromu byly pouzity a odzkouseny rizné typy
polarizovatelnych elektrod, které je mozné rozdélit do dvou zékladnich skupin, a to na
rtut'ové elektrody a tuhé elektrody.

Vybér elektrody zavisi také na rozmezi potencidlu, pfi kterém je stanoveni provadéno.
Pro méfeni v pozitivnich oblastech hodnot potencidlu se pouzivaji tuhé elektrody a

v negativnich oblastech hodnot potencialu rtutové kapkové elektrody.

Rtut’ ové elektrody

Z rtutovych elektrod je nejpouzivangjs$i visici rtutova kapkova elektroda HMDE
(Handing Mercury Drop Electrode) nebo lezici rtutova kapkova elektroda SMDE (Sitting

Mercury Drop Electrode). Méng¢ jsou jiz pouzivany rtutové filmové elektrody.

Tuhé elektrody

Z tuhych elektrod jsou cCasto pouzivany grafitové elektrody, elektrody ze skelného
uhliku, uhlikové pastové elektrody, diskové a rotacni elektrody, diskové elektrody
s prstencem. Dale jsou rozsifené elektrody z drahych kovl napt. zplatiny a zlata.

V posledni dob¢ se zacinaji objevovat pevné amalgamové elektrody.

V ptipadé stanoveni chromu AdCSDPV je pouzito HMDE, kterd ma velice vyhodné
elektrochemické vlastnosti a hlavné Siroky katodicky potencidlovy rozsah (vodikové

piepéti az pii napéti niz§im jak — 2,4 V).
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1.4.2 Katodicka rozpoustéci voltametrie (CSV — Catodic Stripping Voltametry)

Pokud pfi voltametrickém stanoveni dochdzi po nahromadéni latky na povrchu
elektrody ke katodické redukci analytu, jednd se o katodickou rozpoustéci voltametrii.
Meéfieni je provadéno v oblasti negativnich potencialii a proto jsou pro tato stanoveni
nejcastéji  vyuzivany rtutové elektrody, disponujici dostatecné velkym piepétim
k vylu€ovéani vodiku ( az —2,6 V). Takto se stanovuji Casto kovové ionty, jez se vylouci

jako elementarni kov, ktery se pii vlastnim méfeni rozpousti.

1.4.3 Anodicka rozpoustéci voltametrie ( ASV — Anodic Stripping Voltametry)

Pfi pouziti této voltametrické metody také nazyvané anodicka stripping voltametrie,
dochazi k redukénimu nahromadéni elektroaktivni latky na povrchu elektrody a k nasledné
faradayské anodické oxidaci nahromadéné elektroaktivni latky na povrchu elektrody. Pro
stanoveni latek touto metodou jsou pouzivany pievazné tuhé elektrody, protoze stanoveni
ke provadéno v oblasti pozitivniho potencidlu. Pouziti rtutové kapkové elektrody je
omezeno hodnotou potencialu, kdy v kladnych oblastech cca + 0,4 V dochézi k rozpusténi

rtuti.

1.4.4 Adsorpéni katodicka stripping diferen¢ni pulsni voltametrie (AdCSDPYV)

Nahromadéni elektroaktivni latky na povrchu elektrody nemusi byt vzdy doprovazeno
redukei ¢i oxidaci, jako naptiklad pii stanoveni kadmia na rtut'ové elektrod¢, ¢i chloridli na
sttibrné elektrodé. Na povrchu elektrody mtize dochazet pfi daném potencidlu pouze
k adsorpci, naptiklad komplexu ionti s vhodnym chelatem, jez se katodicky redukuje az
pfi vlastnim stanoveni. Potom mluvime o adsorpéni stripping voltametrii, nebo-li o
adsorptivni rozpoustéci polarografii, nebot’ se tyto analyzy vétSinou provadi na rtutové

kapkové¢ elektrod¢, ktera je nejvhodnéjsim typem elektrody.

V ptipadé, Ze pfi elektrolytickém rozpousténi elektroaktivni latky dochdzi za daného
potencialu k desorpci pak hovofime o adsorp¢ni stripping tenzametrii (tenzametrie). Vyska

takto ziskanych tenzametrickych piki je imérna mnozstvi adsorbované latky a tudiz
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ptivodni koncentraci elektroaktivni latky ve vzorku. Adsorpéni stripping tenzametrii nebo

zkracené tenzametrii 1ze stanovovat oleje a ropné latky.

Bézné se také provadi substechiometrické zakoncentrovani na pracovni elektrodé
elektrolytickym vylu¢ovanim (rozpoustéci polarografie). Je vS§ak mozno komplexotvorny
ion prevést s vhodnym ligandem na komplex, ktery se pifi vhodném potencialu pracovni
elektrody na této sorbuje. Potom je moZzno stejnym zplsobem jako v ptfedeslém piipade
provést méfeni, kdy dochazi ke katodické redukci centradlniho atomu. Metoda se nazyva
adsorpcni a stava se tak vysoce citlivou a vice selektivni.

Chrom je mozno stanovit adsorp¢ni katodickou stripping diferencni pulsni voltametrii
po nahromadéni na povrchu rtutové kapkové elektrody ve formé chelatu. Diky
nahromadéni na povrchu rtutové kapkové elektrody ma podstatné nizsi detekeni limit Byly
publikovany prace sriznymi chromitymi chelaty, jako 2,2-bypiridinovy [35,36,37],
kupferonovy [38], cyklohexadiamintetraacetatovy [39], pyrolidindithiokarbaméatovy [40].
Nejvice pouzivany vSak je diethylentriaminpentaoctovy (DTPA), kdy trojmocny chrom
poskytuje s kyselinou diethylentriamin-N, N, N’, N"’, N"’- pentaoctovou v pufrovaném
prostiedi (pH = 6,1- 6,2) komplex, ktery se sorbuje na pracovni elektrodé. Elektrochemické
rozpousténi je provadéno katodickou polarizaci s vyuzitim katalytického efektu ionth

NOj'". Stanoveni, které je velice citlivé, v§ak v nékterych ptipadech selhava.

Odvétvova technickd norma vodniho hospodaistvi platna v Ceské republice od roku
2002 [29] uvadi postup pro voltametrické stanoveni 8 kova (Cu, Pb, Cd, Se, Ti, Co, Ni,
Hg) a také pro stanoveni chromu AdCSDPV, kde se pravi, Ze je moZno stanovit nizké
koncentrace celkového chromu (suma Cr'" + Cr"") az do koncentrace 20 ng.I". Stanoveni

. . T . v s 111
je velice citlivé vlivem nahromadéni Cr

— DTPA komplexu na rtutové kapce elektrody a
vlivem katalytického efektu dusi¢nanovych iontii je dosahovano velmi nizkého detekéniho
limitu.

Stanoveni publikoval jiz roku 1985 Golimowski a kol. [41] a je Casto pouZzivano pro
velmi nizky detekéni limit. Otazkou je spolehlivost stanoveni pifi ménicim se poméru
trojmocného a Sestimocného chromu. Casto je upozorfiovano na ztraty chromu pfi
mineralizaci vzorku , kterd je nezbytna pro eliminaci organické matrice, jez by mohla plnit

funkci komplexotvorného ligandu nebo funkci sorbentu na povrchu rtutové elektrody.

Tyto ztraty byvaji n€kdy vysvétlovany jako t€kéani chromu ve formé chromylchloridu.
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Proto je doporuc¢ovano provadét mineralizaci pomoci UV zéfeni s peroxidem vodiku nebo
klasicky s kyselinou dusi¢nou a H,O; pod zpétnym chladi¢em.

Houser upozornil na nestejnou citlivost a na odlisné chovani trojmocného a
Sestimocného chromu pfi tomto stanoveni a naznacil moznost eliminace tohoto problému
[42]. Korolczuk a Grabarczyk [43] ve své praci uvadi, ze trojmocny chrom rusi stanoveni

chromu $estimocného a Sander a kol. [44] doklada, ze Cr™

- DTPA komplex, vzniknuvsi
z trojmocného chromu, ma asi 30 krat niz$i afinitu k povrchu rtutové kapky, nez-li
komplex, ktery vznika elektrochemickou redukei Sestimocného chromu pti akumula¢nim
kroku a pln¢ tak podporuje tvrzeni Housera [45]. Grabarczyk ve své posledni praci [46]

eliminuje interferenci Cr'" pii stanoveni Cr"" zahiatim mé&feného roztoku na 40 °C.
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2 CIiLE DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo:

» odzkouSeni adsorpéni katodické stripping diferencni pulsni voltametrie jako
koncovky stanoveni CHSK pii standardni semimikrometodé stanoveni dle platné

normy s fotometrickou koncovkou

= optimalizovat podminky stanoveni s ohledem na charakter vzorkii a provést

stanoveni v redlnych vzorcich
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3 EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Pristroje a zarizeni

» Termostat LT 1W Dr.Bruno Lange, GmbH, Berlin, SRN

* Spectrophotometer, DR 2010 HACH Company, USA

» Eco-Tribo Polarograf, Polaro-Sensor s.r.o., Praha

* HMDE elektroda

* Nasycend argentchloridovd RAE 113 elektroda, Monokrystaly, Turnov
* Analytické vahy R 180 D, Sartorius AG, Gottingen, SRN

* Analytické vahy Scaltec, SBC 32, Instruments Germany

= Pipeta - Super Large HT 2000, 3000, Polsko

= Elektronickd pipeta 1000 pl, Biohit OY, Helsinky, Finsko

WA gy
rtut’'ova kapkova \ \ \ : ,

elektroda HMDE ' referentni AgCl

. " i elektroda

strippovani |

plynem E kombinovana
’ i elelctroda pro

michadlo i méfeni pH
polarograficka

nadobka

Obr. 1. Schéma méfticiho centra pfistroje Eco-Tribo Polarograf
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3.2 Chemikalie a ¢inidla

» Hydrogenftalan draselny p.a. CsHsO4K
Mr = 204,220 g/mol

Lachema a.s., 0.z. Neratovice CR

* Dichroman draselny p.a. K>Cr,07
Mr = 294,18 g/mol

Lachema a.s., 0.z. Neratovice CR

» Kyselina sirova, ch. ¢. (min 96 %) H,SO4
Mr = 98,07g/mol

Lachema a.s., 0.z. Neratovice CR

= Siran rtutnaty, p.a. HgSO04
Mr = 296,65 g/mol
Ing. Petr Lukes§, Osvoboditelt 1815, Uhersky Brod

= Siran stfibrny, p.a AgrSOy4
Mr =311,8 g/mol

Safina Vestec n.p., Vestec

= Kyselina dusicné (65%) HNO;
Mr = 63,04g/mol

Lachema a.s., 0.z. Neratovice CR

* Dihydrat kyseliny $tavelové, p.a. C,H,04 . 2H,0
Mr = 126,07 g/mol
Chrudim

» QOctan draselny, p.a. C,H;0K

Mr = 98,146 g/mol

Lachema a.s., 0.z. Neratovice CR
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Stavelan sodny, p.a. Na,C,04
Mr = 134,014 g/mol

Lachema a.s., 0.z. Neratovice CR

D-glukosa bezvoda p.a. CsH 1205
Mr =180,16 g/mol

Lachema a.s., 0.z. Neratovice CR

Kyselina L-glutamova p.a. CsHyoNO4
Mr =147,13 g/mol

Lachema a.s., 0.z. Neratovice CR

Hydroxid sodny p.a NaOH
Mr =39,99 g/mol

Lachema a.s., 0.z. Neratovice CR

Kyselina 2- morfolino-ethansulfonova p.a. (MES) CgH;sN;Os
Mr = 213,25 g/mol
Fluka Chemie AG, Buchs, gvycarsko

redestilovana voda H,O

UIOZP UTB, Zlin CR

Argon 4.8 (Cistota 99,998 %) Ar
M; = 39,948 g/mol
Linde technoplyn a.s., CR.

Dusi¢nan sodny p.a NaNOs3
M; = 85 g/mol

Lachema a.s., 0.z. Neratovice CR

Pufr ftalatovy pH 4 Pufr - pH 4

Ustav sér a o¢kovacich latek, Praha CR
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= Pufr fostatovy pH 7 Pufr - pH 7

Ustav sér a ockovacich latek, Praha CR

3.3 Roztoky a jejich priprava

Redestilovand voda
Ptipravena z vody destilované ¢iSténim metodou reversni osmozy a rektifikaci H,SO4

a KMnO4na UIOZP UTB ve Zliné.

Zasobni roztok hydrogenftalanu draselného (CHSKc,= 1000mg/l)
V odmérné bance na 250 ml se rozpustilo 0,21275 g hydrogenftalanu draselného
(pfedem jemné rozetfeného a vysuSeného do konstantni hmotnosti pii teploté 105° C az

120° C ) ve vod¢ a doplnilo touto vodou po rysku.

Oxidacni roztok pro rozsah CHSK od 50 - 800 mg/l
V 37,5 ml vody se rozpustilo 0,5108 g K,Cr,O7, suseného 2 hodiny pifi teploté 105 °C
8,35 ml H,SO4 a 1,67 g HgSO4. Po ochlazeni se objem doplnil do 50 ml vodou a opatrné

se promichal.

Katalyticky roztok
Ve 100 ml H,SOy se rozpustil 1g Ag,SO,.

Standardni roztok kyseliny L — glutamové
Navazilo se 0,06390 g vysuSené kyseliny L —glutamové a po rozpusténi v redestilované

vodé se objem doplnil na 250 ml, coz odpovidalo koncentraci 250 mg.1™.

Standardni roztok octanu draselného
Navazilo se 0,09702 g vysuseného octanu draselného pti 105 °C a po rozpusténi

v redestilované vodé se doplnil na objem 250 ml, coZ odpovidalo koncentraci 250 mg.1".
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Standardni roztok kyseliny $t’avelové
Navazilo se 0,49219 g kyseliny S$tavelové a po rozpusténi v redestilované vod¢ se

objem doplnil na 250ml, coZ odpovidalo koncentraci 250 mg.1".

Standardni roztok glukosy
Navazilo se 0,05859 g vysuSené glukosy pii 105 °C a po rozpu$téni v redestilované

vods se objem doplnil na 250ml, coZ odpovidalo koncentraci 250 mg.1".

Standardni roztok §t’avelanu sodného
Navazilo se 0,52343 g vysuSeného $tavelanu sodného pii 105 °C po dobu 2 hodin a po
rozpusténi v redestilované vodé se objem doplnil na 250 ml, coz odpovidalo koncentraci

250 mg.I™.

Standardni roztok hydrogenftalanu draselného

Pouzity hydrogenftalan draselny se nejprve jemné rozetiel a pii teploté 120 °C vysusil
do konstantni hmotnosti. Potom se navazilo 0,053185 g hydrogenftalanu draselného a po
rozpusténi v redestilované vod¢ se objem doplnil na 250 ml, coz odpovidalo koncentraci

250 mg.I™.

Standardy KHF
Pripravily se fedénim ze zasobniho roztoku, kde TSK = CHSK = 1000 mg.1".

Standard 100 mg.I''
Napipetovalo se 5 ml zasobniho roztoku (o TSK = CHSK = 1000 mg.I"") do 50 ml

odmérné banky a doplnilo se redestilovanou vodou po rysku.

Standard 200 mg.I”'
Napipetovalo se 10 ml zasobniho roztoku (o TSK = CHSK = 1000 mg.1") do 50 ml

odmérné banky a doplnilo se redestilovanou vodou po rysku.

Standard 300 mg.I'’
Napipetovalo se 15 ml zasobniho roztoku (o TSK = CHSK = 1000 mg.I"' ) do 50 ml

odmérné banky a doplnilo se redestilovanou vodou po rysku.
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Standard 500 mg.I’
Napipetovalo se 25 ml zasobniho roztoku (o TSK = CHSK = 1000 mg.I"! ) do 50 ml

odmérné banky a doplnilo se redestilovanou vodou po rysku.

Standard 600 mg.I’
Napipetovalo se 30 ml zasobniho roztoku (o TSK = CHSK = 1000 mg.I"! ) do 50 ml

odmérné banky a doplnilo se redestilovanou vodou po rysku.

Standard 800 mg.I"
Napipetovalo se 20 ml zasobniho roztoku (o TSK = CHSK = 1000 mg.I"! ) do 25 ml

odmérné banky a doplnilo se redestilovanou vodou po rysku.

Zakladni elektrolyt — ZE1
Slozeni: 0,05 mol.l" kyseliny diethylentriaminpentaoctové
0,2 mol.I" octanu sodného
2,5mol.l"  dusi¢nanu sodného

0,05 mol.I"" hydroxidu sodného
tj. 0,98 g DTPA,

1,36 g CH;COONa.3H,O0,

10,63 g NaNO;

0,2 g NaOH

se rozpusti v redestilované vod¢ a doplni na objem 50 ml.

Zakladni elektrolyt — ZE 2

Slozeni: 0,05 mol.l" kyseliny diethylentriaminpentaoctové

0,5 moll" kyseliny 2- morfolino-ethansulfonové
2,5 mol.I" dusi¢nanu sodného
0,05 mol.I"" hydroxidu sodného

tj. 0,98 g DTPA,

5,34g MES,
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10,66 g NaNO;
0,2 g NaOH

se rozpusti v redestilované vodé a doplni na objem 50 ml.

Roztok CH;COOH o koncentraci cca 0,166 mol.l’ !
0,5 ml 99% CH3;COOH se smichalo s destilovanou vodou a doplnilo se touto vodou na

objem 50 ml.

Roztok NaOH o koncentraci cca 0,1 mol.T !

0,2 g NaOH se rozpustilo v destilované vodé¢ a doplnilo na objem 50 ml.

Roztok NaOH o koncentraci cca I mol.I’
2 g NaOH se rozpustilo v destilované vodé a doplnilo na objem 50 ml.

Vi ( B ) o koncentraci 1g.l !

Zasobni roztok Cr
0,70724 g K,Cr,0O7 vysusené¢ho pii teploté 120°C po dobu nejméné 2 hodin a
uchovavaného v exsikatoru nad silikagelem, se rozpustilo v redestilované vodé¢ a doplnilo

na objem 250 ml.

Kalibraéni roztok C¥'™ ( B1 ) o koncentraci 100 mg.l !
5 ml zasobniho roztoku B se pipetovalo do 50 ml odmérné bariky a doplnilo se po rysku

redestilovanou vodou.

Kalibracni roztok Cr'™ ( B2 ) o koncentraci 10 mg.l !
5 ml pracovniho roztoku B1 se pipetovalo do 50 ml odmérné baiiky a doplnilo se po

rysku redestilovanou vodou.

Kalibracni roztok Cr'™ ( B3 ) o koncentraci 4 mg.l !
20 ml pracovniho roztoku B2 se pipetovalo do 50 ml odmérné baiky a doplnilo se po

rysku redestilovanou vodou.
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3.4 Pracovni postup

Modifikovand semimikrometoda v uzaviené tkumavce

Do fotometrickych zkumavek z komer¢niho setu COD bylo davkovéano nejprve 0,9 ml
oxidacniho roztoku + 1,5 ml vzorku + 2,1 ml katalytického roztoku. Poté¢ byly zkumavky
uzavieny a vloZzeny do termostatu a byly zahfivany 2 hodiny pfi teploté 148 °C. Piebytek
dichromanu (tj. mnozstvi dichromanu nespotiebovaného pti oxidaci organickych latek)
v reakéni smési se zjisti fotometricky po napipetovani 3 ml redestilované vody do jiz
vychlazenych zkumavek, kdy métime absorbanci proti destilované vodé pti vinové délce
600 nm v rozsahu CHSK 50 - 800 mg/l. V nekterych ptipadech byly pouzity i vinové délky
455 nm, 420 nm, taktéz vrozsahu CHSK 50 - 800 mg/l. Ve druhém pokusu bylo
davkovano 0,6 ml oxida¢niho roztoku + 1,0 ml vzorku + 1,4 ml katalytického roztoku. Po
2 hodinovém zahiati a ochlazeni byly pipetovany 2 ml redestilované vody. Ve vSech
ptipadech byly roztoky po zméfeni absorbance kvantitativné prevedeny do 100 ml
odmérnych ban¢k a po ochlazeni byly doplnény redestilovanou vodou po rysku. V takto
upravenych roztocich byl méfen piebytek dichromanu AdCSDPV s DTPA za tucasti
dusiénanovych iontii. Eliminace Cr'" byla provadéna tpravou postupu stanoveni chromu.
Jako vzorek na porovnani byl pouzit komerc¢ni set o neznamé koncentraci, ke kterému byly
pipetovany 2 ml vzorku. Komeréni set byl rovnéz zméfen po napipetovani 2 ml
fotometricky pfi vinové délce 600 nm a po prevedeni do 100 ml odmérné banky byl

zmeéfen 1 voltametricky.

3.5 Méreni pH

Pfed méfenim byla provedena kalibrace pomoci tlumivych roztoki o pH=4,01 a

pH = 6,84. Korekce na teplotu béhem méteni nebyla provadéna.
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3.6 Kalibrace Cr¥' AdCSDPV

K 20 ml redestilované vody se ptidaly 2 ml zakladniho elektrolytu a podle potieby se
upravilo pH pomoci 0,166 mol.I" kyseliny octové nebo 1 mol.I" NaOH respektive 0,1
mol.I"" NaOH na hodnotu 6,10 — 6,20. Po odstranéni rozpusténého kysliku proudem argonu

se provedlo stanoveni za podminek v tabulce I. Potom se piidalo 50 ul standardu Cr"' a 5

ul ZE 1 a po promichani a ptipadné tpravé pH se provedlo voltametrické stanoveni.

Tab. 1. Parametry stanoveni

Potencial Parametry metody

Pocatecni [mV] -1000 Doba bublani [s] 600

Konec¢ny [mV] -1400 Pocet scanii 1] 1

Rychlost [mV.s'] 20 Potencial akumulace [mV] -1000
Doba akumulace [mV] 0
Klidova doba [s] 15
Vyska pulzu [mV] -50
Sitka pulzu [ms] 80

V ptipadé kalibrace Cr'' bylo provedeno slepé stanoveni s20ml vody a 2 ml
zakladniho elektrolytu o pH = 6,10 — 6,20 a po promichani a odstranéni kysliku argonem
(doba trvani profoukani byla cca 600 s) se provedl scan od —1000 mV do —1400 mV.
Potom bylo ptidano 50 pl standardu Cr¥' a 5 ul zakladniho elektrolytu 1 a vie se diikladng
promichalo. Standard se tak fedil 401 x. Poté¢ se ptidavky opakovaly a rovnéz méfeni.

Ziskaly se tak hodnoty pro sestrojeni kalibracni zavislosti v rozsahu 100-800 pg.1" kysliku.
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3.7 Mgieni Cr"!

K 20 ml redestilované vody se piidali 2 ml zakladniho elektrolytu a podle potieby se
upravi pH pomoci 0,166 mol.I" kyseliny octové nebo Imol.I" NaOH resp. 0,1mol.I"
NaOH na hodnotu 6,10 — 6,20 a po promichani a odstranéni kysliku argonem se provedl
scan od —1000 mV do —1400 mV. Potom bylo ptidano 50 pl vzorku ze 100 ml odmérné
baiikky a 5 pl zékladniho elektrolytu, vSe se dikladné promichalo 20 s michanim. Poté se
polarografickd nadobka se sivolobovou kapilarou vlozila do MW trouby a zapnul se ohfev,
ktery se vypnul tésn¢ pted bodem varu. Po nasledném ochlazeni a temperaci se opét zméfil
scan. Ziskana vyska piku se odecetla ze zdznamu a vyhodnotila z kalibrace s ohledem na

fedéni.

3.8 Vypocty

Kalibrace CHSK pro postup A

Pro hodnoty 0,6 ml oxida¢niho roztoku ke stanoveni + 1 ml vzorku + 1,4 ml
katalytického roztoku, pfi dobé& zahiivani 2 hodin pfi teplot¢ 148 °C. Po doplnéni 2 ml
redestilované vody, zchladnuti a ndsledném zméfeni absorbance bylo vSe prevedeno do
100 ml odmérné baiky na voltametrické stanoveni, kdy se pipetovalo do polarografické
nadobky 50 pl vzorku ze 100 ml odmérné banky s5 pl ZE, spolu sjiz diive

napipetovanymi 20 ml redestilované vody a 2 ml ZE.

e Navazky

K,Cr,07=10,216 g do 750 ml

H;SO4=167 ml do 750 ml po ochlazeni se objem doplnil na 1000 ml vodou
HgS04=33,3g do 750 ml

VI
Koncentrace Cr

¢ Cr'' = (A*B3/C*D)*E = 21,667751 mg/Il

tedy 54,03435187 pg.I”
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kde navazka dichromanu draselného = 10,216 g
oxidacni roztok = 0,6 ml
molarni hmotnost dichromanu draselné¢ho = 294,184 g/mol

objem odmérné banky =100 ml

Mmoo O % >

molarni hmotnost Cr, = 103,9922 g/mol

Rozsah CHSK je 50 - 800 mg.l'l. Je-li CHSKgpiank = 1000 mg.l'l, pak pii zanedbéni
autoredukce bylo vy&erpano 5 az 80 % Cr"', take bylo oekavano 54 - 10,8 ug.l' Cr"'
stanovenim AdCSDPV. Tedy nartst 3 - 44 pg.1”" Cr'". Byl oekavan pomér 51/3 — 10/44.
Pfi¢emz jednotlivé hodnoty byly odeCteny z kalibracnich zavislosti, at’ uz se jednalo o

zavislost A = f (CHSK) nebo o zavislost Ip = f (CHSK).
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4 VYSLEDKY A DISKUSE

Cilem diplomové prace bylo odzkouset standardni semimikrometody dle platné normy
s fotometrickou koncovkou. Pro toto stanoveni byla sledovana moznost AdCSDPV jako
metoda pro stanoveni Cr''" s tim, Ze rudivy vliv Cr'™" byl eliminovan zahfatim roztoku
Cr'™" pii vlastnim stanoveni. U zvolenych standardii (kyselina L-glutamova, glukosa, octan
draselny, Stavelan sodny, hydrogenftalan draselny) byla sledovana névratnost

u puvodni, ¢ili u fotometrické metody a u voltametrické metody.

VoA r 14 r 4 + +
4.1 Ovéfovani podminek stanoveni Cr'"" a Cr"'

1+ VI+

Stanoveni Cr™ ', resp. Cr' ', bylo provadéno fotometrickou koncovkou metodou

absorp¢ni spektroskopie. Metoda spocivala v ovéfovani normovanych hodnot 600 a 420

I+

nm, pii kterych mélo dochazet k nartistu Cr™ vzniklého redukci z dichromanu draselného,

respektive k poklesu Cr'"". Narist Cr'"

se projevoval zbarvenim roztoku do zelena.
Metoda viak byla méné citliva nez v piipadé méfeni Cr'"". Z obrazku 2 (tab. II) je patrné,
7e k poklesu Cr V" dochazelo od 440 nm, tedy oproti norm& nartist o 5 %. Pfi stanoveni
Cr'"™ dochéazelo k jeho naristu do 600 nm, coz bylo v souladu s normovanou hodnotou
600 nm. K ovéfovani normovanych hodnot byl pouzit roztok standardu KHF o CHSK
500 mg.I"". PitetaZ roztokd byla 0,9 ml oxidagniho roztoku + 2,1 katalytického roztoku +

1,5 ml vzorku, tedy o 40 % niz§im davkovanim nez je uvedeno v normé¢, kvili pouziti

semimikro- fotometrickych zkumavek z komercniho setu COD.
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Tab. Il Hodnoty zavislosti absorbance na vinovych délkach v rozsahu

400 - 700 nm pro standard KHF o koncentraci 500 mg .I"

A Absorbance Iy Absorbance A Absorbance
[nm] 1] [nm] [1] [nm] (1]
400 1,312 510 0,349 620 0,248
410 1,234 520 0,254 630 0,233
420 1,299 530 0,192 640 0,206
430 1,388 540 0,167 650 0,185
440 1,42 550 0,164 660 0,159
450 1,373 560 0,183 670 0,131
460 1,253 570 0,206 680 0,107
470 1,095 580 0,236 690 0,094
480 0,872 590 0,242 700 0,076
490 0,673 600 0,254
500 0,495 610 0,253

1,5
1,2 -
E' 0,9 -
c
3
6 06 -
2
©
0,3 -
>
0,0 : : : : : ;
350 400 450 500 550 600 650 700
A [nm]

Obr. 2. Zavislosti absorbance na vinovych délkach v rozsahu

400-700 nm pro standard KHF o koncentraci 500 mg .I"
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4.2 Porovnani kalibrac¢nich zavislosti koncovkou fotometrickou
a voltametrickou pro stanoveni Cr'""a Cr'"

Byla odzkouSena standardni semimikrometoda dle platné normy (29) s fotometrickou
koncovkou stanoveni pro normované hodnoty 420 nm a 600 nm, v ptipadé stanoveni Cr"'

1 Pitetaz roztokd byla v poméru 0,6 ml oxida¢niho roztoku + 1,4 ml

respektive Cr
katalytického roztoku + 1 ml vzorku, tedy s o 60 % niz§im davkovanim neZ je uvedeno
v normé, kvuli pouziti semimikro fotometrickych zkumavek z komer¢niho setu COD.
Oproti norm¢ probihala méteni pred pfidavkem 2 ml redestilované vody a po ném.

Pricemz po ptidavku vody hodnota absorbance klesla z diivodu fedéni.
4.2.1 Porovnani kalibraénich zavislosti koncovkou fotometrickou
a voltametrickou pro standard glukosu o TSK=250 mg.I"'

Tab. III Hodnoty absorbance standardii KHF a standardu glukosy o TSK=250 mg.1"!

fotometrickou metodou pii vinové délce 420 nm

CHSK [mg/]| A111] | A2 | A3[q A 1] |eregr, s mgn | ni%]
0 2,437 2,438 2,437 2,437 -31,64 + 0,0005 -
100 1,894 1,894 1,894 1,894 194,75 + 0,00 194,75
200 1,756 1,755 1,755 1,755 252,53 +0,0005 | 12627
300 1,441 1,442 1,442 1,442 383,08 = 0,0005 | 127,70
500 1,120 1,120 1,120 1,120 517,25 = 0,00 103,45
600 0,992 0,991 0,991 0,991 570,86 = 0,0005 95,14
800 0,534 0,535 0,534 0,534 761,28 + 0,0005 95,16
250* 1,612 1,613 1,612 1,612 312,11 +0,0005 | 124,84
a* -0,0024
b* 23614 |R*=0,9965

Pozn.: *glukosa
*a, b - hodnoty z regresni pfimky

* R - hodnota korela¢niho koeficientu
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Tab. IV Hodnoty absorbance standardtt KHF a standardu glukosy o TSK = 250 mg.1"

fotometrickou metodou pii vinové délce 600 nm

CHSK [mgn]| A1 | A2q11 | A3 A, (1] | cregr, £ s mgn | ni%l
0 0,079 0,08 0,079 0,079 13,47+ 1,78 -
100 0,119 0,118 0,119 0,119 107,92 + 1,78 107,92
200 0,144 0,144 0,145 0,144 187,14 + 1,78 93,57
300 0,185 0,186 0,186 0,186 313,68 + 1,78 104,56
500 0,251 0,250 0,250 0,250 514,30 + 1,78 102,86
600 0,276 0,275 0,275 0,275 591,46 + 1,78 98,58
800 0,338 0,338 0,339 0,338 785,91 + 1,78 98,24
250* 0,175 0,175 0,175 0,175 281,79 + 0,00 112,72
a* 0,000324
b* 0,0837 |R* =0,9989

Pozn.: * glukosa
*a, b - hodnoty z regresni pfimky

* R- hodnota korela¢niho koeficientu

25
y = -0,0024x + 2,3614
2 _

204 R? = 0,9931
= 151
(]
2 m A =420 nm
8 10 @A =600 nm
[}
7]
2 05 y = 0,0003x + 0,0837

’ R?=0,9978
0,0 T T T T T
0 200 400 600 800 1000
CHSK [mg/l]

Obr. 3 Kalibracni zavislosti absorbance na CHSK pfi vlnovych délkach
420 nm a 600 nm fotometrickou metodou

Z Obr. 3 (Tab. III a IV) je patrné, ze pii presnosti pipetovani doslo k uspokojivé
linearité vlastni kalibra&ni zavislosti, a to jak v piipadé poklesu Cr"' pro hodnotu vlnové

délky 420 nm, tak v piipadé naristu Cr'

pro hodnotu vinové délky 600 nm. To potvrzuji i
hodnoty koeficientu korelace 0,9965, resp. 0,9989. Jako standard zde byla pouzita glukosa

0 TSK 250 mg.1"". Pro vlnovou délku 420 nm vysla regresni koncentrace 312,1 + 0,2 mg.I”
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a nasledné¢ navratnost, nebo-li G¢innost oxidace glukosy 124,8 %. Naproti tomu pro
vlnovou délku 600 nm byla vypo&itana regresni koncentrace glukosy 281,8 + 0 mg.l”,
ucinnost oxidace glukosy byla 112,7 %. Z vysledkd méteni vychazela vEétsi navratnost
glukosy pro narast Cr' pii vysokych hodnotach CHSK, neZ navratnost glukosy pii
poklesu Cr"! pro nizké hodnoty CHSK.

Pro fotometrické stanoveni byla na porovnani zvolena metoda adsorp¢ni katodickeé
stripping diferenéni pulsni voltametrie jako koncovka stanoveni pro Cr"'. Rugivy vliv Cr'"
byl eliminovan zahiatim roztoku Cr'" pii vlastnim stanoveni. Eliminace Cr'" probéhla po
jeho navéazani ptes voltametricky aktivni komplex na komplex voltametricky neaktivni.
Vzorek byl po zméieni fotometrick¢é koncovky kvantitativné pieveden do 100 ml

odmérnych banck a po doplnéni vodou byla nésledné¢ zmétena vyska piku odpovidajici

hodnoté Cr"' po mikrovinném zaht4ti, probihajici cca 6 s.

Tab. V. Hodnoty vysky piki standardti KHF a standardu glukosy o TSK = 250mg.1™

po mikrovinné mineralizaci metodou AdCSDPV

CHSK [mg/l]| Ip, [nA] | Ip; [nA] | Ips; [nA] Ip, [nA] cregr., = s [mg/l] | n[%]

0 -218,2 -217,5 -218,8 -218,16 39,63 +2,77 -
100 -209,2 -208,5 -209,1 -208,93 78,92 + 1,61 78,92
200 -182,2 -183,1 -182.,6 -182,63 190,84 + 1,92 95,42
300 -163,5 -164,2 -162,3 -163,33 272,97 + 4,09 91,00
500 -110,8 -110,6 -111,2 -110,87 496,23 + 1,30 99,25
600 -82,3 -83,1 -82,6 -82,66 616,23 £1,72 102,71
800 -38,5 -38,4 -37,7 -38,20 805,45 + 1,86 100,68
250% -176,3 -176,2 -176,1 -176,20 218,21 +£0,43 87,28

a* 0,235

b* -227,48 |R*=0,9969

Pozn.* glukosa
*a, b - hodnoty z regresni piimky

* R- hodnota korela¢niho koeficientu
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Obr. 4. Kalibrac¢ni zavislost vysky piku na CHSK po mikrovinné
mineralizaci metodou AAdCSDPV

Tab. VI Uginnost glukosy pro riizna stanoveni

Utinnost [%]

fotometricka koncovka

voltametricka koncovka

420 nm

600 nm

124,84

112,72

87,28

Z 0Obr. 4 a Tab. V mlzeme vycCist, ze hodnota korelacniho koeficientu metody

AdCSDPV je téméf srovnatelnd s hodnotami korelacnich koeficient fotometrickou

koncovkou (Obr.3). Po vypoéitani regresni koncentrace glukosy (o TSK = 250 mg.I™")

(z Obr. 4), ktera byla 218,2 + 0,4 mg.l”, byla zji§téna navratnost 87,3 % pro metodu

AdCSDPV. Zatimco u metody fotometrické byla zjist€éna Uc¢innost stanoveni glukosy

(o TSK = 250 mg.1"") pro vlnovou délku 420 nm 124,8 % a pro vlnovou délku 600 nm

112,7 %. Ackoliv bylo dosaZeno Spatnych navratnosti (G¢innost az o 24,8 vyss§i) byly

vysledky pro vybrany standard (glukosa) u obou metod prakticky srovnatelné.
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4.2.2 Porovnani kalibraénich zavislosti koncovkou fotometrickou

a voltametrickou pro standard §tavelan sodny o TSK = 250 mg.I"'

Tab. VII Hodnoty absorbance standardi KHF a standardu $tavelanu sodného
0 TSK =250 mg.I"' fotometrickou metodou pii vlnové délce 420 nm po p¥idani 2 ml

redestilované vody

CHSK [mg/]| A111] | A2 | A3[1) A, (1] | cregr., s [mg] | n[%]

0 1,119 1,12 1,119 1,119 2,48 40,53 -
100 1,006 1,007 1,007 1,007 100,24 + 0,53 100,24
200 0,893 0,892 0,893 0,893 203,58 + 0,53 101,79
300 0,745 0,746 0,745 0,745 337,52 +0,53 112,51
500 0,570 0,571 0,570 0,570 496,60 + 0,53 99,32
600 0,495 0,495 0,496 0,495 564,79 £ 0,53 94,13
800 0,188 0,188 0,188 0,188 844,20 + 0,00 105,53
250* 0,828 0,828 0,828 0,828 262,36 + 0,00 104,94

a* -0,0011

b* 1,1166 |R*=0,9959

Pozn.: * stavelan sodny
*a, b - hodnoty z regresni ptimky

* R- hodnota korela¢niho koeficientu
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Tab. VIII Hodnoty absorbance standardii KHF a standardu $tavelanu sodného

0 TSK =250 mg.I"' fotometrickou metodou pii vinové délce 600 nm po piidani 2 ml

redestilované vody

CHSK [mg/]| A111] | A2 | A3[1) A, [1] | cregr., s [mg/] | n[%]
0 0,037 0,037 0,037 0,037 2,16 +£ 0,00 -
100 0,052 0,053 0,052 0,052 85,05+ 3,12 85,05
200 0,073 0,073 0,073 0,073 196,76 + 0,00 98,38
300 0,099 0,099 0,100 0,099 339,10 + 3,12 113,03
500 0,130 0,131 0,131 0,131 508,47 £ 3,12 101,70
600 0,136 0,137 0,136 0,136 539,10+ 3,12 107,82
800 0,190 0,189 0,190 0,190 827,39 + 3,12 103,42
250% 0,097 0,096 0,096 0,096 322,88 +3,12 129,15
a* 0,000185
b* 0,0366 |R*=0,9937
Pozn.: * §tavelan sodny
* a, b - hodnoty z regresni pfimky
* R - hodnota korela¢niho koeficientu
1,2
= 08 &\ =420 nm
s +2 ml vody
c
g y = -0,0011x + 1,1166 B\ =600 nm
§ 0.4 - R?=0,9919 +2ml vody
© y = 0,0002x + 0,0366
'*./.ﬂ;Lr/.
0,0 f T T T T
0 200 400 600 800 1000
CHSK [mg/1]

Obr. 5 Kalibracni zavislosti absorbance na CHSK pro vinové délky 420 nm

a 600 nm po pfidavku 2 ml vody
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Tab. IX Hodnoty vysky pikii standardti KHF a standardu Stavelanu sodného
o TSK = 250mg.l'1 metodou AdCSDPV

CHSK [mg/1]| Ip; [nA] | Ip: [nA] | Ips [nA] | Ip, [nA] | cregr., £ s [mgl] | n[%]

0 -227,9 -227,4 -223,6 -226,30 34,25 +9,97 -
100 -213,8 -213,4 -213,5 -213,57 88,27 + 0,88 88,27
200 -190,5 -193,2 -191,2 -191,63 191,33 +5,95 95,67
300 -167,5 -167,1 -166,4 -167,00 285,84 +2,36 95,28
500 -117,5 -115,9 -116,5 -116,63 499,53 +3,43 99,91
600 -93,5 -93,8 -94,4 -93,90 595,98 £ 1,94 99,33
800 -42,1 -41,8 -43,2 -42,36 814,62 + 3,13 101,83
250* -178,5 -178,8 -177,8 -178,37 237,62 +2,17 95,05

a* 0,2357

b* -234,372 |R*=0,9978

Pozn.: * §tavelan sodny
*a, b - hodnoty z regresni ptimky

* R - hodnota korela¢niho koeficientu

CHSK [mg/I]
O T T T T
200 400 600 800 1000
_50 B
-100 -

y = 0,2357x - 234,37
R? = 0,9956
-150 |

vy&ka piku [nA]

-200 -

-250

Obr. 6 Kalibraéni zavislost vysky piku na CHSK po mikrovinném ohfevu

metodou AJCSDPV

Tab. X Ucinnost Stavelanu sodného pro riizné stanoveni

Utinnost [%]

fotometricka koncovka | voltametricka koncovka

420 nm 600 nm -
104,94 129,15 95,05
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Z Obr. 6 mizeme vycist, ze hodnota korelacniho koeficientu metody AdCSDPV je
vys$i nez hodnoty korelacnich koeficientll po stanoveni fotometrickou koncovkou (Obr.5).
Po vypogitani regresnich koncentraci standardu glukosy o TSK = 250 mg.I" , které byly
pro fotometrickou koncovku v oblasti vinové délky 420 nm (262,4 = 0 mg.I"") a pro tutéz
koncovku v oblasti vinové délky 600 nm (322,8 + 3,12 mg.I'"), byly zjiitény navratnosti
104,9% a 129,2 %. Naproti tomu hodnota regresni koncentrace glukosy o TSK = 250 mg.I"
1

pro stanoveni voltametrické byla 237,6 + 2,2 mg.l'l, z toho navratnost 95,05 %.

V porovnani s fotometrickou koncovkou byla G¢innost oxidace vyssi (viz Tab. X).

4.3 Porovnani standardu koncovkou fotometrickou a voltametrickou

Tab. XI Hodnoty absorbance vybranych standardi o TSK=250 mg.I"' fotometrickou

metodou pii vinové délce 420 nm po pridani 2 ml redestilované vody

Standardy [mg/1] Al [1] A2 [1] A3 [1] Ay [1] |cregr.,, £ s [mg/l]| m [%]
slepy pokus 1,173 1,173 1,173 1,173 -50,4352+0 -
CsHoNO, 0,918 0,918 0,919 0,918 177,15+ 0,42 70,86
C,H;0,K 0,905 0,905 0,906 0,905 188,77 £ 0,42 75,51
CsH1,04 0,88 0,88 0,881 0,88 211,11 +£0,42 84,44
Na,C,0, 0,896 0,896 0,897 0,896 196,81 + 0,42 78,73
CsHs04K 0,909 0,91 0,91 0,91 184,89 + 0,42 73,96
a* -0,00112
b* 1,116563 | R*=0,9960

Pozn.: * a, b - hodnoty z regresni pfimky

* R- hodnota korela¢niho koeficientu
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Tab.XII Hodnoty absorbance vybranych standardi o TSK= 250 mg.1" fotometrickou

metodou pii vinové délce 600 nm po pfidani 2 ml redestilované vody

Standardy [mg/1] Al [1] A2 [1] A3 [1] A, [1] |cregr., £ s [mg/l]| m[%]
slepy pokus 0,038 0,039 0,039 0,039 11,17 £ 2,55 -
CsHoNO, 0,087 0,089 0,089 0,088 279,64 £ 5,10 111,86
C,H;0,K 0,089 0,090 0,090 0,090 286,85 +2,55 114,74
CsH 1,04 0,094 0,095 0,095 0,095 313,87 £2,55 125,55
Na,C,04 0,095 0,096 0,096 0,096 319,28 £2,55 127,71
CsH;04K 0,093 0,095 0,093 0,094 308,47 £5,10 123,38
a* 0,000185
b* 0,036600 | R*=0,9937

Pozn.: * a, b - hodnoty z regresni pfimky
* R- hodnota korela¢niho koeficientu

Tab. XIII  Hodnoty vy3ky pikii vybranych standardii o TSK= 250 mg.I"! po mikrovlnném
ohfevu metodou AdCSDPV

Standardy [mg/l] | Ip; [nA] | Ip: [nA] | Ips [nA] | Ip, [nA] | ¢ regr., £ s [mg/l]| n [%]
slepy pokus. -211,5 -211,8 -210,9 | -211,40 97,45 +1,59 39,00
CsHoNO, -175.9 -173,2 -1743 | -174,47 254,15+4,70 101,66
C,H;0,K -185,5 -185,1 -185,9 | -185,50 207,34 +1,39 82,94
CsH 1,04 -159,0 -158,7 -158,5 | -158,73 320,90 + 0,87 128,36
Na,C,0, -165,8 -166,2 -166,1 | -166,03 289,93 £0,72 115,97
CsH;04K -169,2 -168,8 -167,9 | -168,63 278,90 £2.31 111,56
a* 0,2357
b* -234,3700 [R*=0,9978

Pozn.: * a, b - hodnoty z regresni pfimky
* R - hodnota korela¢niho koeficientu

Tab. XIV Uginnosti vybranych standardii pro rizna stanoveni

Utinnost [%]

fotometricka koncovka voltametricka koncovka

420 nm 600 nm -
70,86 - 84,44 111,86 - 127,71 82,94 - 128,36
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Porovnavani koncovek fotometrické a voltametrické pro vybrané standardy bylo
provadéno z linedrnich regresi téchto metod. Do rovnic linearnich regresi (Obr. 5 a 6) byly
vynaSeny hodnoty absorbanci jednotlivych standardl v ptipadé fotometrické koncovky a
hodnoty vysek piki jednotlivych standardi v pfipadé stanoveni voltametrického.
Z vyslednych hodnot uvedenych v tabulkach XI, XII a XIII vyplyva, Ze pro stanoveni
fotometrické o vinové délce 420 nm s ptidavkem 2 ml vody méla ze standardii nejvétsi
ucinnost oxidace glukosa a to 84,4 % .Naproti tomu nejmensi uc¢innost oxidace nebo také
navratnost pfi této vinové délce méla ze standardii kyselina L-glutamova a to pouze 70,9 %
Zatimco pii méfeni v oblasti vinové délky 600 nm s pfidavkem 2 ml redestilované vody
méla nejveétsi tcinnost oxidace kyselina L-glutamova a to 111,9 % . A nejmensi G¢innost
oxidace v oblasti této vinové délky mél Stavelan sodny s hodnotou 127,7 %. V porovnani
se stanovenim voltametrickym, kdy nejvétsi ucinnost oxidace zjisténa z kalibracni
zavislosti (Obr. 6, Tab. XIIT) metodou AACSDPV byla pro standard kyselinyL- glutamové,
ato 101,6 %, s regresni koncentraci (254,2 + 4,7 mg.I"). Po analyze metody AdCSDPV se
ukazalo, ze CHSK u kyseliny L-glutamové je rovno (254,2 + 4,7 mg.1"), coZ je hodnota
srovnatelna s hodnotou TSK (250 mg.l"'). Po srovnani vysledku metody AdCSDPV

s hodnotou TSK lze fici, Ze bylo nalezeno 101,68 % ucinnosti u dané¢ho standardu.

4.4 Porovnani kalibrac¢nich zavislosti koncovkou fotometrickou

a voltametrickou se ZE 2 pro stanoveni Cr'"" a Cr'"

Me¢fteni bylo provadéno stejné jako v kapitole 4.2 , ale s tim rozdilem, Ze u stanoveni
voltametrického byl pouzit zékladni elektrolyt 2 s kyselinou 2-morfolino-ethansulfonovou,
namisto ZE 1 s octanem draselny. Kyselina 2-morfolino-ethansulfonova, ktera byla pouzita
namisto octanu draselného ma vétsi schopnost stabilizovat pH v tésné blizkosti rtutové
kapky vlivem vyssi pufracni kapacity (pKmes = 6,01 a pKprpa = 4,67). Pfi pouziti ZE 1
dochazelo pii vysokych koncentracich k posunu maxima piku k negativnim hodnotam, ale

pii pouziti ZE 2 s kyselinou 2-morfolino-ethansulfonovou doslo ke zkvalitnéni piku.
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Tab. XV Hodnoty absorbance standardit KHF a standardu kyseliny L-glutamové
o TSK =250 mg.I" fotometrickou metodou pii vinové délce 420 nm po piidani 2 ml

redestilované vody

?IfllgS/}]( Al [1] A2 [1] A3 [1] Ag[1] |cregr., £ s [mg/l]] n[%]
0 1,277 1,278 1,278 1,278 -18,49 + 0,43 -
100 1,093 1,092 1,092 1,092 149,70 + 0,43 149,70
200 1,031 1,031 1,032 1,031 205,20 + 0,43 102,60
300 0,915 0,915 0,915 0,915 310,91 + 0,00 103,60
500 0,694 0,695 0,695 0,695 511,21 +0,43 102,20
600 0,680 0,681 0,680 0,680 524,24 + 0,43 87,40
800 0,283 0,283 0,283 0,283 885,46 + 0,43 110,60
250* 0,985 0,984 0,985 0,985 247,58 +0,43 99,03
a* -0,0011
b* 1,257 |R*=0,9860)

Pozn. * kyselina L-glutamova
*a, b - hodnoty z regresni pfimky

* R- hodnota korela¢niho koeficientu

Tab. XVI Hodnoty absorbance standardiit KHF a standardu kyseliny L-glutamové
o TSK =250 mg.I" fotometrickou metodou pii vinové délce 600 nm po piidani 2 ml

redestilované vody

CHSK 1 aqimy | a2y | asig | Aupp | cregra = s tmeny| n1%]
[mg/1]

0 0,021 0,021 0,022 | 0,021 -3,55+2,51 -
100 0,045 | 0044 | 0,044 | 0044 118,79 + 2,51 118,79
200 0,060 | 0,061 0,061 | 0,061 205,67 + 2,51 102,84
300 0,078 | 0079 | 0,078 | 0,078 299,65 + 2,51 99,88
500 0,117 | o117 | o118 | 0,117 507,09 + 2,51 101,42
600 0,126 | 0,126 | 0,126 | 0,126 | 553,1915+0,00 | 92,20
800 0,179 | 0,179 | 0,179 | 0,179 835,11 + 0,00 104,39

250% 0,070 | 0070 | 0,070 | 0,070 255,32 + 0,00 102,13

a* 0,000188

b* 0,022 |R*=0,9961

Pozn. * kyselina L-glutamova
*a, b - hodnoty z regresni piimky

* R- hodnota korela¢niho koeficientu
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1,4
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Obr. 7 kalibra¢ni zavislosti absorbance na CHSK pfii vlnovych délkach
420 nm a 600 nm s ptidavkem 2 ml vody

Tab. XVII Hodnoty vy3ky pikt kyseliny L-glutamové o TSK=250 mg.I"' metodou
AdCSDPYV s pouzitim ZE 2

Tmgtl | 1P AT | 192 InAT | Ip: [nA] [ 1p, InA] | regr., + s [mgal| n (%]
0 -115,6 -115,9 -116,2 -115,90 -20,41 +£2,10 -
100 -103,5 -103.,4 -103,3 -103,40 86,79 + 0,70 86,79
200 -87,3 -86,9 -87.5 -87,23 22544 + 2,14 112,72
300 -73,5 -72,8 -73,1 -73,13 346,35+ 2,46 115,45
500 -57,2 -56,5 -56,8 -56,83 486,17 £ 2,46 97,23
600 -47,6 -49.3 -48.9 -48,59 556,89 + 6,13 92,82
800 -18,1 -18,6 -17,3 -17,98 819,38 £ 4,40 102,42
250* -96,1 -96,02 -95.3 -95,79 152,06 + 3,16 60,82

a* 0,1166
b* -113,520 | R*=0,9941

Pozn.* kyselina L-glutamova
*a, b - hodnoty z regresni pfimky

* R- hodnota korela¢niho koeficientu
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Obr.8 Kalibraéni zavislost vysky piku na CHSK metodou AACSDPV
s pouzitim ZE 2

Potvrdilo se, Ze zdména zakladniho elektrolytu nebyla pro vyslednou kalibraci dilezita.
Jako standard na srovndni koncovek stanoveni byla pouzita kyselina L-glutamova o TSK =
250 mg.l"", ktera mé&la nejlepsi u¢innost oxidace v oblasti méfeni vinové délky 420 nm a
to 99,03% (Obr. 7, Tab. XV ). Jeji regresni koncentrace byla 247,58 + 0,4 mg.I"'. Po
dosazeni tohoto standardu do kalibracni zévislosti u stanoveni metodou AACSDPV (Obr.
8, Tab. XVIII) byla zjisténa uGcinnost oxidace pouhych 60,82 % pii hodnoté regresni
koncentrace 152,06 + 3,16 mg.l" Malou G&innost lze pficist chybnému pipetovani pii

kvantitativnim pfevodu roztoku do odmérné banky.

4.5 Porovnani kalibrac¢nich zavislosti koncovkou fotometrickou

. r III+ I+ W r
a voltametrickou pro stanoveni Cr " a Cr'™ u komeréniho setu

Stejné jako byly porovnavany kalibra¢ni zavislosti u standardl respektive vzorkd, byly
porovnéavany i u komercniho setu. S tim rozdilem, ze u komer¢niho setu nebylo znamo

mnozstvi pipetaze, tudiz nebyla znama ani pfesna koncentrace Cr.
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Tab. XVIII Hodnoty absorbance standardtit KHF a standardu kyseliny L-glutamové
TSK =250 mg.I"' fotometrickou metodou pii vlnové délce 600 nm po pridani 2 ml

redestilované vody u komercniho setu

frfllgslﬁ Al [1] A2 [1] A3 [1] A, [1] |cregr.,, £ s [mg/l]| m [%]
0 0,035 0,035 0,035 0,035 2,33+0,0 -
100 0,074 0,074 0,074 0,074 84,78 £ 0,0 84,78
200 0,143 0,144 0,144 0,144 232,07+ 1,0 116,04
300 0,177 0,178 0,177 0,177 303,24 +1,0 101,08
500 0,268 0,268 0,268 0,268 496,93 £ 0,0 99,40
600 0,294 0,294 0,294 0,294 549,89 +0,0 91,65
800 0,428 0,429 0,429 0,429 834,60 £ 1,0 104,33
250%* 0,141 0,141 0,142 0,141 227,13+ 1,0 90,86
a* 0,000473
b* 0,0339 |R*=0,9950

Pozn.* kyselina L-glutamova
*a, b - hodnoty z regresni pfimky

* R - hodnota korela¢niho koeficientu

1,0
0,8 -
— y = 0,000473x + 0,033925
hat _ 2
P 0,6 R* = 0,990031
(3]
&
S 04+
[
2
o 0,24
©
0,0 4 ‘ ‘ ‘ ‘
0 200 400 600 800 1000
CHSK [mg/l]

Obr. 9 Kalibracni zavislost absorbance na CHSK pro komer¢ni set pii vinové

délce 600 nm s piidavkem 2 ml vzorku
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Tab. XIX Hodnoty vyiky piki kyseliny L-glutamové o TSK=250 mg.I"' metodou
AdCSDPYV u komer¢niho setu

([jnl;lgs/ﬁ Ip; [nA] Ip; [nA] Ip; [nA] | Ip, [nA] | cregr., = s [mg/l]| n [%]
0 -306,5 -306,6 -306,5 | -306,50 17,53 +£0,18 -
100 -296,7 -296,2 -295,7 | -296,20 58,80+ 1,63 58,80
200 -255,7 -255,7 -258,8 | -256,70 216,41 £ 5,84 108,21
300 -231,0 -231,4 -232.4 | -231,60 316,79 2,35 105,60
500 -181,2 -182,1 -184,9 | -182,70 511,94 £ 6,29 102,40
600 -168,5 -170,3 -169,1 | -169,30 565,58 £2,98 94,26
800 -108,1 -108,0 -105,6 | -107,20 813,46 + 4,62 101,68
250* -223.1 -223.7 -224,1 | -223,60 348,60 £ 1,64 139,44
a* 0,2504
b* -310,923 |R*=0,9960

Pozn.* kyselina L-glutamova
*a, b - hodnoty z regresni pfimky

* R - hodnota korela¢niho koeficientu

CHSK [mg/l]
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-300

-350

Obr. 10 Kalibrac¢ni zavislost vysky piku na CHSK pro komer¢ni set metodou

AdCSDPV

Pro porovnani kalibracnich zavislosti komercniho setu koncovkou fotometrickou a
voltametrickou byla jako standard pouZita kyselina L-glutamova o TSK = 250 mg.I" .Po
dosazeni absorbance tohoto standardu do rovnice linedrni regrese pro hodnotu vlnové
délky 600 nm byly zjistény nasledujici vysledky. Regresni hodnota koncentrace byla
227,13 + 1,0 mg.I", z &ehoz vyplyvala uginnost 90,9 % (Tab. XVIII, Obr.9). Zatimco pro

hodnotu standardu kyseliny L-glutamové o TSK = 250 mg.I" metodou voltametrickou
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byly vypocitany nasledujici hodnoty: Regresni hodnota koncentrace se rovnala 348,60 +
1,64 mgl"'. Utinnost oxidace nebo také navratnost byla 139,44%. Z grafi lze vy&ist
pomérné nizké hodnoty korelacnich koeficientdi, konkrétné¢ 0,9950 pro koncovku
fotometrickou a 0,9960 pro koncovku voltametrickou. Tuto skutecnost mtizeme vysvétlit
neznamym pomerem oxidacniho a katalytického ¢inidla a tudiz neznamou koncentraci Cr
komer¢niho setu. Z dosazenych vysledk 1ze konstatovat, ze G¢innost oxidace byla vyssi u
fotometrické koncovky pro standard kyseliny L-glutamové, ale hodnoty korelacnich

koeficientl obou metod byly ekvivalentni.

11+

4.6 Stanoveni Cr'" po eliminaci Cr'"" pfed ohfevem a po ohi‘evu

Stanoveni Cr"' probihalo po zmé&feni vysek pikii v mikrovinné troub& po dobu 6 s, kdy
se piitomny Cr'"" vyeliminoval zahfatim. Pfed ohfevem v mikrovinné troubé byly vysky

M ktery se navazal na inaktivni komplex.

pikdt vétsi nez po ohtevu, diky eliminaci Cr
Stanoveni bylo provadéno se ZE 2, protoze kyselina 2-morfolino-ethansulfonova ma vétsi
schopnost stabilizovat pH v tésné blizkosti rtutové kapky vlivem vyssi pufrac¢ni kapacity,

neZ ma octan draselny, coz znac¢i vyrazné kvalitnéj$i piky.

potencial [mV]
-1300 -1200 -1100 -1000
0
50 <
----- Cr ped ohfevem o
+ZE2 -100 &
Y e
Cr po ohfevu =
+ZE2 150 &
. S
§ . 1 200 B
A 1 250
-300

Obr. 11 Zavislost vysky piku na potencialu pro hodnoty Cr"" pied

mikrovlnnou mineralizaci a po mikrovinné mineralizaci



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka

4.7 Kalibraéni zavislost pro stanoveni Cr''"

Naobr. 12 a 13, tab. XX jsou znazornény kalibracni zavislosti vetn¢ linearnich

rovnic regrese.

Tab. XX Hodnoty kalibra¢ni zavislosti pro stanoveni Cr"'

spouzitim ZE 1 a ZE 2

ZE 1 7ZE 2
c[pg.I"] | Ip [nA] | c[pg.I"] | Ip [nA]
0 0 0 0
10 -73,5 10 -50,1
10 -70,4 10 -44 9
20 -98,3 20 -80,1
20 -95,3 20 -83,8

30 -187,8 30 -117,2
30 -187,0 30 -113,1
40 -246,5 40 -164,9
40 -240,5 40 -158,9
50 -291,2 50 -183,0
50 -292,6 50 -182,7
60 -338,2 60 -222.3
60 -337,3 60 -219,0

c[pgl"
0 T T T T T T
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< -100 - ¢
S
2
5 -200 -
[}
4
2
2 -300 y = -5,6846x - 5,4621
R? = 0,9875
-400

Obr. 12 Kalibraéni zavislost v rozsahu 0-60 pg.1" pii pouziti ZE 1
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Obr. 13 Kalibraéni zavislost v rozsahu 0-60 ug.1" pii pouziti ZE 2

Na obr. 13 je vidét, ze pfi pouziti ZE 2 s vyssi pufracni kapacitou, bylo dosazeno
leps$iho korelacniho koeficientu. To bylo zpiisobeno lepsim formovanim voltametrického
piku a tim lepsim odeétem jeho vysky. Pii stanoveni koncentrace Cr'' ve vzorku bylo
pouzito linearni regresni rovnice kalibraéni zavislosti v rozsahu 0 - 60 pg.I". Pii vypoétech

byl bran ohled na objemovou korekei.
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ZAVER

Diplomova prace se zabyvala moznosti pouzit jako koncovku stanoveni chemickeé
spotteby kysliku metodou adsorpéni katodické stripping diferencni pulsni voltametrie.
Stanoveni CHSK bylo provadéno mirné modifikovanou normovanou fotometrickou
metodou. Reakéni smés méla totozné slozeni, ale objem byl o 40 resp. 60 % nizsi a
dvouhodinovy ohiev byl provadén pfi 148 + 2 °C misto 150 + 2 °C vzhledem k pouziti
termostatu.

Kalibra¢ni zavislosti fotometrického stanoveni byly linedrni jak pro doporucenou
vinovou délku 600 nm, tak pro vinovou délku 420 nm, kdy je mozno sledovat ubytek
dichromanu. Korela¢ni koeficienty se pohybovaly v rozmezi od 0,9859 do 0,9989.

Pti pouziti voltametrické metody byly zéavislosti rovnéz linearni, s korelacnimi
koeficienty od 0,9941 do 0,9978. Uginnost stanoveni vybranych standardii o TSK = 250
mg.I"' se pohybovala od 70,86 % do 127,71 % u fotometrické koncovky a u voltametrické
koncovky od 82,94 % do 128,36 %.

Ptesto, Ze bylo dosaZzeno u nékterych vybranych standardld velice Spatnych névratnosti
(Gcinnost az 0 28 % vyssi) byly vysledky pro jednotlivé standardy u obou metod prakticky

srovnatelné.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

A

AAS
AdCSDPV
ASV

BSK

VI
Ccr

cregr,
COD
CSv
DC
DTPA

FA-AAS
HMDE
CHSK

KHF
MW

TSK
ZE

absorbance [1]

atomova adsorp¢ni spektrometrie

adsorp¢ni katodicka stripping diferen¢né pulzni voltametrie
anodicka rozpoustéci voltametrie

biologicka spotieba kysliku [g.I']
koncentrace Sestimocného chromu [ug.l'l], [g.l'l]
primé&rna regresni koncentrace [mg.1"']
,Chemical Oxygen Demand

katodicka rozpoustéci voltametrie
voltametrie klasicka

kyselina diethylen triaminpentaoctova
potencial [mV]

plamenova atomova absorpcni spektrometrie
visici rtutova kapkova elektroda

chemicka spotieba kysliku [mg.1"]

vyska voltametrického piku [nA]
hydrogenftalan draselny

mikrovinna metoda

Smérodatna odchylka [mg.1™']

teoreticka spotfeba kysliku [mg.1"]

zékladni elektrolyt

ucinnost [%]

vlnova délka [nm]
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Souhrn Cesky:

Byla odzkouSena standardni semimikrometoda dle platné normy s fotometrickou koncovkou. Pro

toto stanoveni byla sledovana moznost AdCSDPV jako metoda pro stanoveni Cr''" s tim, Ze rusivy

111+ 111+

vliv Cr byl eliminovan zahtatim roztoku Cr— pii vlastnim stanoveni. U zvolenych standardi
(kyselina L-glutamova, glukosa, octan draselny, $tavelan sodny, hydrogenftalan draselny) byla
sledovana ucinnost oxidace u puvodni, ¢ili fotometrické metody od 70,86 % do 127,71 % a u

voltametrické metody od 82,94 do 128,36 %.
anglicky:

The standard semimicromethod due to actual standards with photometric method was

tested. For the purpose of testing possibility of AACSDPYV as a method for determination

I+ I+

of Cr¥"" was observed. Destructive effect of Cr'"" was eliminated by heating of Cr'""" solution. At
selected standards (L-glutamic acid, glucose, pottasium acetate, oxalate sodium, hydrophthalic
pottasium) the efficiency of oxidation was observed. The photometric method had efficiency from

70,86 % to 127,71 %, the voltammetric method had efficiency from 82,94 % to 128,36 %.
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