Hana Citik

Spektrofotometrijska
metoda za odredivanje
kobalta na bazi njegove
reakcije sa
4-(2-pirimidilazo)-
-rezorcinolom

Azo boja 4-(2-pirimidilazo)-rezorcinol (PMAR)
sintetisana je diazotizacijom 2-aminopirimidina
i kuplovanjem sa rezorcinolom. Ispitano je gra-
denje kompleksa ove boje sa jonima metala trece
periode. Pomocu UV/VIS spektroskopije poka-
zano je da PMAR gradi komplekse sa kobaltom,
niklom i bakrom. U apsorpcionim spektrima ova
tri kompleksa uoceni su razliciti apsorpcioni
maksimumi, Sto je omogucilo razvijanje spektro-
fotometrijske metode za odredivanje kobalta sa
PMAR-om kao reagensom. Za optimalnu odab-
rana je talasna duZina od 480 nm, dok je opti-
malna pH vrednost 6.00. Kalibraciona kriva za
kobalt pokazuje linearnost u opsegu od 1.5 do
20.0 umol/L. Ispitivanje selektivnosti metode po-
kazalo je da je glavni interferent bakar, a u
manjoj meri nikal. Metoda je proverena na dva
realna uzorka: novcicu i preparatu za pcele For-
sirmat, pri cemu je pokazala dobro slaganje do-
bijene koncentracije sa deklarisanom vredno§cu
za preparat za pcele Forsirmat (c¢(Co) =
= 6-8 g/L), u kojem je izmerena koncentracija
kobalta 6.38 g/L, dok je kod analize novcica
doslo do velikih odstupanja usled velike
koncentracije ometajucih supstanci. Na osnovu
rezultata je zakljuceno da PMAR moZe biti ko-
ris¢en za odredivanje kobalta u uzorcima koji ne
sadrZe znacajne kolicine bakra i nikla.
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Uvod

Spektrofotometrijsko odredivanje jona me-
tala moZe biti zasnovano na njihovoj osobini da
grade obojene komplekse sa organskim mole-
kulima (Savvin 1985). Prilikom gradenja kom-
pleksa dolazi do promene apsorpcionog spektra
organskog molekula. Jednu grupu spektrofoto-
metrijskih reagenasa, koji grade stabilne komp-
lekse sa vecinom prelaznih metala, predstavljaju
heterocikli¢ne azo boje. Apsorpcioni spektar
ovih boja poti¢e od aromati¢nih prstenova pove-
zanih azo grupom (Wang et al. 2013). Azo grupa
zajedno sa heteroatomima predstavlja elektron-
donore. Njihovi kompleksi najceSée imaju ste-
hiometrijski odnos metala i boje 1 : 2. Uprkos
velikoj osetljivosti, azo boje ¢esto pokazuju malu
selektivnost prema razli¢itim metalima. Na se-
lektivnost se moZe uticati promenom reakcionih
uslova, kao $to su pH vrednost sredine, rastvarac.
Prednost upotrebe organskih molekula je u tome
$to je moguéa njihova modifikacija, ¢cime takode
moZze da se uti¢e na gradenje kompleksa i na nje-
gove osobine (Takamoto et al. 1965).

Jedna od Cesto koris¢enih azo boja za spek-
trofotometrijsko odredivanje metala je 4-(2-pi-
ridilazo)-rezorcinol (PAR). Za razliku od sli¢nih
spektrofotometrijskih reagenasa, na primer 1-(2-
-piridilazo)-2-naftola (PAN), kompleksi PAR-a
rastvorljivi su u vodi, tako da odredivanje metala
ne zahteva ekstrakciju kompleksa. Nedostatak
PAR-a je mala selektivnost, zbog ¢ega odredi-
vanje pojedina¢nih metala zahteva maskiranje ili
odvajanje ometajucih jona (Anderson i Nickless
1967), §to produzava vreme potrebno za analizu i
¢ini je skupljom. Zbog toga postoje teznje ka sin-
azo boje sa pirimidinskim delom strukture poka-
zale su se kao selektivnije za odredene metale, sa
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ve¢im pomeranjem maksimuma apsorpcije pri-
likom kompleksiranja, u odnosu na iste boje sa
piridinom (Anderson i Nickless 1968).

U ovom radu sintetisana je azo boja sa pirimi-
dinskim prstenom 4-(2-pirimidilazo)-rezorcinol
(PMAR, slika 1), pri ¢emu je ispitano sa kojim
metalima trece periode se PMAR kompleksira, i
razvijena je spektrofotometrijska metoda za od-
redivanje kobalta sa PMAR-om kao reagensom.
Odredena je optimalna talasna duZina i opti-
malna pH vrednost rastvora za odredivanje ko-
balta, i ispitana je selektivnost metode. Takode,
metoda je proverena primenom na dva realna
uzorka: rastvoru novciéa i preparatu za pcele
Forsirmat.

OH

Slika 1. Strukturna formula
4-(2-pirimidilazo)-rezorcinola

Figure 1. Structural formula of
4-(2-pyrimidylazo)-resorcinol

Materijal 1 metode

Za pripremu rastvora metala kori$¢ene su sle-
dece soli: CoCl;-6H,0 (Fluka), MnCl,-4H,O
(MP), FeCl;-6H,0 (Sigma Aldrich), CoCl,-
-6H,O (Centrohem), NiCl,-7H,O (Merck),
CuSO,-5H,0 (Zorka Sabac), ZnSO4-7H20 (Al-
kaloid Skoplje), Al,(SO4);-18H,0 (Kemika) i
Pb(CH;C00),-3H,0 (Zorka Sabac). Kiselost
sredine odrzavana je fosfatnim puferom, koncen-
tracije 0.1 mol/L. Za pripremu fosfatnog pufera
koriS¢eni su kalijum-dihidrogenfosfat (Centro-
hem) i kalijum-hidrogenfosfat (Centrohem). Za
sintezu boje kori§¢ene su sledeée hemikalije:
2-aminopirimidin (Merck), natrijum-nitrit (Ke-
mika) i rezorcinol (Kemika). U istraZivanju je
takode koriS¢en preparat za pcele Forsirmat
(UNIVERZAL M-BEE PLUS Sabac). Apsorpcioni
spektri u oblasti od 200-800 nm snimljeni su na
UV-VIS spektrofotometru ThermoScientfic-
Evolution 60S, dok su snimanja na fiksnoj talas-
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noj duzini od 480 nm radena na spektrofotometru
Iskra AM5923.

Azo boja je sintetisana diazotizacijom 2-ami-
nopirimidina i kuplovanjem sa rezorcinolom
(Gaber et al. 2005; Wang et al. 2013). U 30 mL
dejonizovane vode je bilo rastvoreno 2.00 g
2-aminopirimidina, dok je u 15 mL dejonizovane
vode rastvoreno 1.45 g natrijum-nitrita. Rastvor
komponente za kuplovanje pripremljen je rast-
varanjem 2.30 g rezorcinola u 40 mL rastvora
natrijum-hidroksida (¢ = 1 mol/L). Sva tri rastvo-
ra ohladena su u vodenom kupatilu na tempera-
turu od 0°C i nadalje su odrZavana na temperaturi
u opsegu od 0-5°C. U rastvor 2-aminopirimidina
je nakon toga dodato 2.0 mL koncentrovane
sumporne kiseline. Nakon ponovnog hladenja
smese do 0°C, u ovaj rastvor je polako ukapavan
rastvor natrijum-nitrita uz neprestano mesanje.
Nastala diazonijum so je nakon toga polako uk-
apavana u rastvor rezorcinola uz mesanje. Smesa
je ostavljena da se meSa u ledenom kupatilu oko
sat vremena. [zdvojen talog je filtriran i prekris-
talisan iz etanola.

Ispitano je da li dolazi do kompleksiranja
PMAR-a i sledeéih katjona: Cr**, Mn**, Fe’*,
Co™, Ni**,Cu™, Zn**, AI’* i Pb™". Odnos metala i
boje u uzorcima je bio 2:8. Uzorci, zapremine
10.0 mL, sadrzavali su 1.0 mL rastvora azo boje
(c = 107? mol/L), 4.0 mL rastvora metala
(c =107 mol/L), 4.0 mL pufera pH = 6.00, dok je
ostatak Cinila voda. Spektri ovako pripremljenih
uzoraka su snimani na talasnim duZinama od 200
do 800 nm.

Ispitan je uticaj kiselosti sredine na komplek-
siranje. Ispitane su pH vrednosti 4.00, 5.00, 6.00,
7.001 8.00, pri ¢emu je odnos metala i boje u
uzorcima bio 2:8. Uzorci, zapremine 10.0 mL,
sadrzavali su 0.4 mL rastvora azo boje (c =
=10m ol/L), 0.1 mL rastvora metala (c =
=10"m ol/L), 5.0 mL pufera, dok je ostatak
¢inila voda. Uzorci su snimani na talasnim duZi-
nama od 200-800 nm.

Svi naredni uzorci snimani su na optimalnoj
talasnoj duZini i u zapremini od 10.0 mL sadr-
Zavali su 5.0 mL pufera optimalne pH vrednosti.

Za konstruisanje kalibracionih kriva koris-
éeni su rastvori u kojima je koncentracija boje iz-
nosila 50.0 pmol/L, a koncentracija metala: 1.5,
2.5,5.0,7.5,10.0, 15.0, 20.0, 25.0 1 50.0 umol/L.
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Za svaku kalibracionu krivu su radena tri probna
merenja.

Selektivnost PMAR-a ispitana je merenjem
apsorbance rastvora u kome je koncentracija li-
ganda bila 112.5 pmol/L, a koncentracija kobalta
5.0 umol/L. Ispitani su slede¢i odnosi stranog
metala i kobalta: 10:1, 1:1, 1:5, 1:101 1:50.

Koncentracija kobalta odredena je pomocu
PMAR-a u rastvoru nov¢ica sa prethodno dekla-
risanim sastavom i u preparatu za pcele Forsimat.
Preparat za pcele Forsirmat bio je razblazen 2000
puta pre analize. Konacni uzorci su sadrzavali
2.25 mL rastvora boje (c = 5- 10~ mol/L), 2.0 mL
rastvora realnog uzorka, 5.0 mL pufera opti-
malne pH vrednosti i bili su dopunjeni vodom do
10.0 mL. U slucaju preparata za pcele, radene su
tri probe.

Rezultati 1 diskusija

Na slici 2 prikazani su spektri PMAR-a i rast-
vora metala i boje u odnosu 2 : 8. Azo boja PMAR
maksimalno apsorbuje na talasnoj duZini od
328 nm. Na osnovu spektara se moZe zakljuciti
da se PMAR ne kompleksira sa Cr’*, Mn**, Fe™*,
Zn**, AI** i Pb** jonima, jer se spektri uzoraka
ovih metala poklapaju sa spektrom boje. Kod
Ni** i Cu** jona dolazi do pomeranja apsorpci-
onog maksimuma na 350 nm kod nikla, odnosno
na 342 nm kod bakra, dok je spektar uzorka sa
Co** jonima potpuno drugaciji od spektra same

3.0

boje. Promene u UV-VIS spektrima ukazuju da
PMAR gradi komplekse sa kobaltom, niklom i
bakrom.

Zbog prili¢no velike razlike spektra komple-
ksa kobalta od spektara ostalih kompleksa, dalje
istraZivanje usmereno je na razvijanje spektro-
fotometrijske metode za odredivanje kobalta. Na
osnovu slike 2 takode moZze biti zakljuceno da je
talasna duzina od 480 nm najpogodnija za dalja
snimanja, zbog toga §to je na ovoj talasnoj duzini
najvecarazlika u apsorbanci kompleksa kobalta i
apsorbanci kompleksa nikla tj. kompleksa bakra.

Ispitan je uticaj kiselosti sredine na komple-
ksiranje kobalta, nikla i bakra sa PMAR-om. Za
optimalnu pH vrednost na talasnoj duzini od
480 nm izabrana je pH vrednost 6.00. Razlog
tome je Sto na ovoj pH vrednosti kompleks ko-
balta najviSe apsorbuje u odnosu na ostale Cetiri
ispitivane pH vrednosti. Takode, na ovoj pH je i
najveca razlika izmedu apsorbance kompleksa
kobalta i apsorbance kompleksa nikla, tj. kom-
pleksa bakra, Sto je prikazano na slici 3. Zbog
toga je pH vrednost svih narednih uzoraka bila
optimalna pH vrednost, odnosno pH vrednost
6.00.

Kalibracione krive za kobalt, nikal i bakar
prikazane su na slici 4. Kompleksi nikla i bakra
nekoliko puta manje apsorbuju u odnosu na kom-
pleks kobalta kod istih koncentracija metala.
Takode, kod kobalta promena apsorbance sa
promenom koncentracije je veca, pa je prema
tome metoda osetljivija na kobalt. Kod koncen-
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Slika 2. Spektri rastvora PMAR-a
i rastvora metala i boje u odnosu
2:8

Figure 2. Spectra of solution of
PMAR and solutions of metal
and dye in ratio 2:8

400 500
Talasna duzina (nm)

0.0 L
200 300

ZBORNIK RADOVA 2017

HEMIJA e« 485



0.5- J ¢
[ ]
° [ ]
0.4
0.3 e Co
< o Ni
A Cu
0.2
0.1 A A 6
° <
0.0 Q . 2 . .
5 7 8

pH

Slika 3. Zavisnost apsorbance od pH vrednosti
rastvora na talasnoj duZini od 480 nm za komplekse
PMAR-a sa kobaltom, niklom i bakrom

Figure 3. The effect of pH value on absorbance on
wavelength of 480 nm for solutions of PMAR
complexes with cobalt, nickel and copper
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Slika 4. Kalibracione krive za kobalt, nikal i bakar na
talasnoj duZini od 480 nm

Figure 4. Calibration curves for cobalt, nickel and
copper at a wavelength of 480 nm

tracija kobalta vecih od 20.0 umol/L apsorbanca
je konstantna. Verovatan uzrok toga je potpuno
kompleksiranje boje kod date koncentracije, tako
da pri veéim koli¢inama metala zbog nedostatka
liganda ne moZe da dode do gradenja kompleksa.
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Poslednje dve koncentracije zbog toga nadalje
nisu uzimane u obzir.

Na slici 5 prikazane su tri probe za kalibraci-
onu krivu kobalta, nikla i bakra u opsegu kon-
centracija od 1.5 do 20.0 pmol/L. Na osnovu
kalibracione krive za nikal moZe se zakljuciti da
ligand PMAR nije osetljiv na ovaj metal u opse-
gu pomenutih koncentracija, jer u ovom opsegu
ne pokazuje linearnu zavisnost apsorbance od
koncentracije, dok su dobijene apsorbance u
okvirima greske instrumenta. Kod kompleksa
kobalta i bakra zavisnost apsorbance od kon-
centracije kompleksa je linearna. Nagib, odsecak
i koeficijent linearnog fita (R?) za srednju vred-
nost dobijene apsorbance za sve tri kalibracione
krive prikazani su u tabeli 1.

Tabela 1. Parametri jednacine prave za kobalt,
nikal i bakar

Kobalt Nikal Bakar
Nagib  12.60-10° 027-10° 1.27-10°
Odsecak -12.4:10° 0.77-10° -2.27-10°
R? 0.987 0.626 0.999

Tabela 2. Odstupanja u koncentracijama
izrazena kao relativna greSka merenja (%)

Odnos strani

metal:kobalt  Ni* cu?
10:1 85.98 233.05
1:1 13.39 25.31
1:5 14.02 10.46
1:10 7.32 7.32
1:50 6.07 8.58

Selektivnost PMAR-a na kobalt, nikal i bakar
prikazana je u tabeli 2 kao relativna greska me-
renja izraZena u procentima. Najveca odstupanja
javljaju se pri koncentracijama stranog metala
deset puta vecim od koncentracije kobalta, s tim
§to bakar u ovom odnosu nekoliko puta vise
ometa odredivanje u odnosu na nikal. Sa padom
koncentracije stranog metala smanjuje se i gres-
ka merenja. Kod odnosa 1:10 1 1:50 moZe se reci
da greska za oba metala postaje konstantna, zbog
toga Sto su merene veoma niske koncentracije
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Slika 5. Kalibraciona kriva za: a) kobalt, b) nikal i
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Figure 5. Calibration curve for: a) cobalt, b) nickel,

and c) copper
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ometajucih jona koji pri datim koncentracijama
daju odziv koji je u okviru greske instrumenta.

Rezultati analize realnih uzoraka prikazani su
u tabeli 3. Koncentracija kobalta u rastvoru nov-
¢ica iznosi 2.7 mg/L, dok je stvarna koncentra-
cija 0.6 mg/L. GreSka od 355% javlja se usled
velike koncentracije ometajucih supstanci u ras-
tvoru, posto je nov¢ié sacinjen pretezno od bakra
inikla, koji zna¢ajno ometaju odredivanje, dok je
kobalt sporedna komponenta u rastvoru. Kon-
centracija kobalta u preparatu za péele Forsirmat
je 6.8 g/L. Ovaj rezultat je u skladu sa koncen-
tracijom kobalta naznacenom na ambalaZi, koja
iznosi 6-8 g/L.

Tabela 3. Rezultati analize realnih uzoraka

Novéié Forsirmat
Proba 1 2.7 6281.2
Proba 2 - 6589.9
Proba 3 - 6281.2
Srednja vrednost 2.7 6384.1

Zakljucak

Sintetisana azo boja PMAR gradi kompleks
sa kobaltom, niklom i bakrom. Zbog prili¢ne raz-
like apsorpcionog spektra kompleksa kobalta od
ostalih spektara, razvijena je spektrofotometrij-
ska metoda za odredivanje kobalta sa PMAR-om
kao reagensom. Za najpogodniju talasnu duzinu
je odabrana talasna duZina od 480 nm, dok je
optimalna pH vrednost 6.00. Pod ovim uslovima
dobijaju se najvece razlike u apsorbanci kom-
pleksa kobalta i kompleksa ostala dva metala.
Konstruisane kalibracione krive za sva tri metala
pokazuju linearnost za kobalt i bakar u opsegu od
1.5 do 20.0 umol/L, dok ligand nije osetljiv na
nikal u datom opsegu, pri ¢emu je osetljiviji rea-
gens za kobalt u odnosu na bakar. Ispitivanje se-
lektivnosti metode pokazalo je da odredivanje
kobalta PMAR-om viSe ometa bakar nego nikal.
Najveca odstupanja se javljaju pri odnosu stra-
nog metala i kobalta 10 :1, dok se selektivnost
povecava sa padom koncentracije stranog me-
tala. Metoda je primenjena na dva realna uzorka:
rastvoru novcica i preparatu Forsirmat, pri ¢emu
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je pokazala dobro slaganje dobijene koncen-
tracije sa deklarisanom vredno$c¢u za preparat za
pcele Forsirmat, dok je kod analize novc¢iéa doslo
do velikih odstupanja usled velike koncentracije
ometajucih supstanci. Dalje istraZivanje bi mo-
glo biti usmereno na ispitivanje da li PMAR
gradi komplekse sa jo$§ nekim metalima, koji nisu
bili ispitani u ovom radu, kao i na ispitivanje
strukture, fizickih osobina 1 bioloSke aktivnosti
kako PMAR-a, tako i njegovih kompleksa sa ko-
baltom, niklom i bakrom.
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Hana Citik

Spectrophotometric Method for
Determination of Cobalt Based on
its Reaction with
4-(2-Pyrimidylazo)-Resorcinol

In this paper, azo dye 4-(2-pyrimidylazo)-
-resorcinol (PMAR) was synthesized by the di-
azotisation of 2-aminopyrimidin and successive
coupling with resorcinol. The complexes of met-
als of the third period were investigated. Using
UV/VIS spectroscopy it was shown that PMAR
forms complexes with cobalt, nickel and copper.
Owing to the UV/VIS spectra of these three com-
plexes and their different absorption maxima, a
spectrophotometric method for the determina-
tion of cobalt with PMAR as a reagent was devel-
oped. The optimal wavelength for this
determination was shown to be 480 nm, while the
optimal pH value was 6.00. The linear range of
this method is from 1.5 to 20.0 umol/L. The in-
vestigation of method shows that the main inter-
ference is caused by copper and at a lesser scale
nickel. The method was applied to two real sam-
ples: a coin, which has Cu and Ni as major com-
ponents, and the honey bee feed supplement
Forsirmat. The concentration of cobalt in the
honey bee feed supplement was 6.38 g/L, while
the analysis of the coin showed high deviations
because of high concentration of interfering cop-
per and nickel ions. From the obtained results, it
was concluded that PMAR can be used for the
determination of cobalt in the samples which
contain low amounts of copper and nickel.  {J
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