VYSOKE UCENI TECHNICKE V BRNE
Fakulta chemicka

Ustav chemie a technologie ochrany Zivotniho prostiedi

Mgr. Romana Kostrhounova

STANOYENi FENOLU A CHLORFENOLU VE VODACH
S POUZITIM SPEKTROFOTOMETRIE UV/VIS A HPLC PO
PREDCHOZIM ZKONCENTROVANI NA PEVNE SORBENTY

DETERMINATION OF PHENOL AND CHLOROPHENOLS IN
SURFACE WATER USING SPECTROPHOTOMETRY UV/VIS
AND HPLC AFTER PREVIOUS PRECONCENTRATION

BY SOLID PHASE EXTRACTION

7ZKRACENA VERZE PHD THESIS

Obor: Chemie zivotniho prostiedi

Skolitel : Prof. RNDr. Lumir Sommer, DrSc. FCH FCH VUT Brno

Oponenti : Prof. RNDr. Ivan Holoubek, CSc. PiF MU v Brné
RNDr. Lubomir Cap, CSc. UP Olomouc

Datum obhajoby : 17. prosince 2002



KLIiCOVA SLOVA

fenol, chlorfenoly, sektrofotometrie, multivariatni kalibrace, vysoce uc¢inna kapalinova
chromatografie (HPLC), prekoncentrace na pevnych sorbentech (SPE)

KEY WORDS

Phenol, Chlorophenols, Spectrophotometry, Multivariate Calibration, High Performance Liquid
Chromatography (HPLC), Solid Phase Extraction (SPE)

MISTO ULOZENI PRACE
arealova knihovna FCH VUT, Purkyniova 118, Brno

© Romana Kostrhounova, 2003

ISBN 80-214-2305-6
ISSN 1213-4198



OBSAH

1 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY .....cccoiiiiiianiiiiiieeaeiiiieeeeee, 4
1.1 Analytické metody StanOVEeNT .........ooviiriiiiiiiit it 4
1.2 Spektrofotometrie UV/VIS ..ottt 5

1.2.1 Stanoveni fenolii 4-aminoantipyrinem (4-AAP) ............ccccoiiiiiiiiiiinin.. 5
1.2.2 Stanoveni fenolti MBTH .............ccooiiii i 6
1.2.3 Stanoveni fenolii v UV 0blasti SPEKIra .............c.ooveeeeeceieaiiiesiieeniieeeieeenee 6
1.3 Separace a preKoncentrace CPS ........cccoviiviiiiiieriieeiieiecie et e 7
L.3.1 HPLC oo 8
1.3.2 Solid Phase EXIFACHION .............ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i 8

2 CIL PRACE ...ttt 9

3 HLAVNI VYSLEDKY PRACE ......ooviiiiiiiiiiiiie i 9
3.1 Optimalizace reakce fenolu s 4-aminoantipyrinem ..............coevvieiiiiniiniannnnn. 9

3.1.1 Optimalni podminky StANOVent .............c.covuiiie it iiiieaiaaiann, 10
3.1.2 Kalibracni funkce fenolu pro jednotliva oxidacni cinidla ........................ 11
3.1.3 Reaktivita chlorfenolil § 4-AAP .........ccccoooeeioieiiiiieiieeeeceeet e 11
3.2 Optimalizace reakce fenolu s MBTH ... 12
3.2.1 Optimalizace reakcnich podminek v alkalickém prostiedi ...................... 12
3.2.2 Optimalizace reakcnich podminek v kyselém prostredi .......................... 13
3.3 Stanoveni CPs v UV oblasti Spektra ..........ccccceeriiriiiiiiiieieeeeeeeee e 14
3.3.1 Multikomponentni QNAIYZA ..............ccceeeeueeeeciieeeiiieeeiie e 14
34 HPLC ettt ettt ettt et a e a et et e b enteeaean 18
3.5 Prekoncentrace CPs v nedisociovang forme ...........cccceeceereeveniineeneniieneenenieneeens 20
3.5.1 VIivobjemu vzorkus ..o 20
3.5.2 Optimalizovany POSTUD ...........ccuuunueeiee e, 20
3.5.3 Analyza povichove VO ...........cuuunu it 21
3.6 Prekoncentrace CPs formou iontovych asociatll ............coeveiiiiiiiiiiiiinann.... 22
3.6.1 Vliv koncentrace tenzidu na ndvratnost SOTPCE .............ccueeeeeineinneannannn. 22
3.0.2 VIIVDH .o 23

3.6.3 VIiv objemu VZOTKu .......cc.oonnei i 23



3.6.4 Optimalizace Metody ..............ccouuuiieiii it 24

3.6.5 Analyza povrchoveé VOAY ...........c.coiuiiiiiii i 24
A 2 AV B R o 25
5 LITERATURA ..ot e, 29
6 SEZNAM VLASTNICH PUBLIKACT .« .o 29



ABSTRACT

Chlorophenols (CPs) are toxic reactive compounds which are formed in chlorination
processes, during combustion of chlorinated organics and pesticides and easily pollute the
environment, especially waters.

Some of them may have carcinogenic, mutagenic and teratogenic properties. The
bioaccumulation ability of CPs is considered as medium and increases with a number of chlorine
atoms in the molecule. According to the US EPA and European Community, phenol and
chlorophenols are classified as priority pollutants.

Spectrophotometry is one of the analytical methods used for the determination of
chlorophenols in environmental samples. It has been practised usually in two variants — in the
visible part of spectrum with 4-aminoantipyrine (4-AAP) or 2-hydrazone-3-methylbenzo-
thiazoline (MBTH) and in the UV part of spectrum by using multicomponent calibration.

The multivariate calibration and PLS program (Partial Least Squares) were employed to
evaluate data for a variable number of calibration solutions and wavelenghts. The prediction errors
of evaluated concentrations of the individual components in unknown solutions depend on the
structure of the statistic plan of the calibration set used, the number of calibration solutions and
the selected weighted set of wavelenghts. Method was carried out for determination of phenols in
drinking and surface waters.

CPs are often determined by HPLC with a photometric detection in the UV range. The
sensitivity of this detection mode is low and therefore some preconcentration step is needed for the
determination of CPs at trace level. Further increase in sensitivity can be achieved by the
application of narrow-bore HPLC column.

Solid phase extraction (SPE) of phenol and 15 chlorophenols in acid and alkaline medium
was optimized. Various sorbents (Accubond C18, Separon SGX C18 or Amberlite XAD 2) were
tested for separation and preconcentration of phenol and CPs. The preconcentration based on the
sorption in the molecular form or in the form of ion associates with cationic surfactants was

studied in preference and such procedures were used for their determination in river waters.



1 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

V soucasné dobé se vénuje znacna pozornost analytické chemii fenolt, resp. chlorfenold
(CPs), které ve znacné mife vstupuji do Zzivotniho prostiedi. CPs jsou odpadnimi produkty
chlora¢nich procest, dosud jsou vyrabény i jako prostfedky pro konzervaci dieva. Jsou
produkovany pii vyrobé pesticidl, pfipadné mohou vznikat pfi jejich metabolizaci. Tvofi se
rovnéz pii spalovani organickych latek obsahujicich chlor [1,2].

Primarn¢ jsou chlorfenoly oznacovany jako kontaminanty vod a pid, v men$i mife se
vyskytuji v atmosféte. Detekované mnozstvi CPs lze zachytit i v deStovych a sné¢hovych srazkach,
a také exhalatech. Z pud jsou CPs vyplavovany do podzemnich a povrchovych vod, kde se sorbuji
v nedisociované formé na huminové latky a do sedimentd s perzistenci po mnoho let [3,4].

Fenoly jsou toxické slouceniny, u nékterych z nichZ byly prokdzany mutagenni, teratogenni
a karcinogenni vlastnosti. Bioakumulace CPs je hodnocena jako stiedni a vzristd srostoucim
poc¢tem atomu chloru v molekule fenolu.

Eliminace CPs ze Zivotniho prostfedi probiha biologickou ¢i nebiologickou degradaci.
Degradace ve vodach se déje nejcastéji oxidaci, fotolyzou ¢i biodegradaci. Rozklad fenolu lze
urychlit ozafenim vzorku ultrafialovym zafenim (< 320 nm), ¢i ucinkem chemickych slou¢enin
(napt. peroxidem vodiku) [5]. Biodegradace probihd ucinkem mikroorganismi, pfevazné vlivem
bakterii (Rhodococcus chlorophenolics), ¢i hub a plisni (Aspergillus a Penicillium). VSeobecné
probiha hiife degradace vyse chlorovanych fenoli a chlorfenolti substituovanych v poloze meta
[6].

S ohledem na rizika spojend v piitomnosti CPs v Zivotnim prostiedi jsou vybrané chlorfenoly
zafazeny do seznamu prioritnich polutanti US Environmental Protection Ageny (US EPA)

a Evropské Unie (EU).

1.1 Analytické metody stanoveni

S rostoucim vyskytem CPs a jejich vyuzitim se klade stale vétsi diraz na rychlou
a citlivou analyzu. Casto se pouZivaji metody optické, zejména spektrofotometrie UV/VIS, ktera
vzorcich Zivotniho prostfedi vyskytuji. Z tohoto diivodu se obvykle pouzivané metody neobejdou

bez separace.



Ze separacnich metod se osveédCily metody chromatografické, zejména GC a HPLC, které
spojuji vyhody separacni a identifikacni techniky. Protoze se vSak CPs vyskytuji v redlnych
vzorcich ve velmi nizkych koncentracich, je tfeba ucinnou separa¢ni metodu spojit s vhodnou
prekoncentraéni technikou. Nejefektivnéjsi metodou zkoncentrovani chlorfenolt se jevi extrakce
na pevnou fazi ve spojeni s pfislusnou chromatografickou technikou. Mezi nejcastéji pouzivané

sorbenty patii chemicky modifikované silikagely ¢i polymerni sorbenty.

1.2 Spektrofotometrie UV/VIS

Pro spektrofotometrii jsou nejpouzivanéjsi metody stanoveni na bazi azo- a indolovych
barviv, barevnych komplexnich sloucenin a vyrazné absorpce fenoli v UV oblasti spektra
v alkalickém prostredi.

Pti kritickém zhodnoceni metod a podrobném studiu mechanismu reakei byl sledovan cil nalézt

optimalni experimentalni podminky pro stanoveni fenold ve vzorcich zivotniho prostiedi.

1.2.1 Stanoveni fenoli 4-aminoantipyrinem (4-AAP)

Reakce fenolu s ¢inidlem 4-AAP probiha v alkalickém prostiedi v pfesné stanovenych mezich
pH za piitomnosti oxida¢niho ¢inidla a poskytuje ¢ervenofialové barvivo indofenolového typu.

Reakce je ovlivnéna polohou substituentd vici —OH skupin€é na aromatickém kruhu.
U homologi se substituovanou p- polohou ma zbarveni podstatné mensi intenzitu, nez
u homologli se substituovanou o- a m- polohou, nebot ¢inidlo se vaze na aromatické jadro
V p- pozici.

Vyznamny vliv na pribéh reakce ma pH, jehoZz hodnota musi byt udrZzovana v pfesné
stanovenych mezich v rozsahu £ 0,1 — 0,2 pH jednotek. Rozhodujici je i pouzity tlumivy roztok.
V nedostatecné tlumenych roztocich probihd vyraznd zména pH v pribéhu reakce, coz ovliviiuje
kone¢né zbarveni produkta.

Casova zavislost vyvoje zbarveni je zavisla na pouZitém oxidaénim ¢&inidle. V piipadé
hexakyanozelezitanu draselného je maximdlni intenzity zbarveni dosazeno b&éhem nékolika
sekund, v pfipadé peroxodisiranu draselného béhem desitek minut.

Barevnd intenzita zbarveni se méfi pii vlnové délce 510 nm, v piipadé extrakce do

chloroformu pii vinové délce 460 nm [7,8].



1.2.2 Stanoveni fenoli MBTH

Reakce fenolu s ¢inidlem MBTH (2-hydrazon-3-methylbenzothiazolin) probihd v kyselém
i zasaditém prostiedi v pfitomnosti oxida¢niho ¢inidla v para poloze fenolové slouceniny, nebo
v orto poloze, pokud je p- obsazena.

V alkalickém prostiedi probiha reakce za ptitomnosti oxida¢niho ¢inidla hexakyanoZelezitanu
draselného. Hodnota pH je upravovana v pozadovanych mezich 9,0 + 0,5 Britton-Robinsonovym
tlumic¢em. Problémem je srdzeni meziprodukti MBTH v ¢ist¢ vodném alkalickém prostiedi. Ten
se tesi piidavkem vodou misitelného organického rozpoustédla (napt. ethanolu), které rozpousti
oxidacni produkty MBTH v reakéni smési a dochazi tim ke stabilizaci produktu [9].

V kyselém prostiedi se jako oxida¢niho €inidla pouziva siranu ceri¢itoamonného v prostiedi
kyseliny sirové (0,4 — 5,0 %). Barevny intenzivné Cerveny produkt se stabilizuje ptidavkem
tlumice (NaOH + H3BO; + EDTA) a ethanolu ve vzdjemném poméru 1 : 1 [10].

Absorpéni maximum reakénich produkti se pohybuje v rozmezi vinovych délek 495 — 610 nm
v zavislosti na strukture sledované latky. Ke zvysSeni citlivosti je moZzné extrahovat zbarveni do

chloroformu s téméf 100 % navratnosti.

1.2.3 Stanoveni fenoli v UV oblasti spektra

Aromatické sloudeniny s elektronovymi pfechody n-n~  a auxochromnimi skupinami
(-OH, - NH,) vykazuji v UV rozdilna spektra v zavislosti na pH roztoku. Je to zptisobeno reakci
mezi n- elektronovym parem kyslikového atomu a m elektronovym systémem aromatického kruhu
fenold.

Z experimentalniho studia vyplyva vhodnost stanoveni CPs v UV oblasti spektra v bazickém
prostedi. S rostouci hodnotou pH reakéniho prostiedi se projevuje bathochromni efekt a absorpéni
maxima se posouvaji do oblasti vyssich vinovych délek. Soucasné nartsta hodnota molarniho
absorpéniho koeficientu ve srovnani s vysledky dosazenymi pii pH 2. V alkalické oblasti bylo

doporuceno prosttedi 0,1 mol/l NaOH a 1,0 mol/l NaOH [11].

Aplikace multikomponentni analyzy

Pro vyhodnoceni koncentraci v multikomponentnich pfeurCenych systémech se osvédéila
metoda Partial Least Squares (PLS), nékdy také nazyvana projekci do latentnich struktur.

Zakladnim tkolem PLS je soucasné nalezeni koncentraci komponent v neznamém vzorku
z naméfenych hodnot signalii (absorbance). Metoda pracuje ve dvou krocich — 1. kalibrace

(nalezeni vztahu mezi naméfenymi hodnotami absorbanci a koncentracemi komponent



u zndmého kalibra¢niho systému), 2. predikce (ureni koncentraci jednotlivych komponent
v neznamém vzorku na zaklad¢ modelu nalezeného v 1. fazi kalibrace).
Zakladnim ptedpokladem spravnosti vysledkd ziskanych metodou PLS je shoda zjisténé

koncentrace komponenty s jeji skute¢nou hodnotou. Tuto shodu miizeme vyjadiit pomoci CRPE

a MRPE.

CRPE — Component Relative Prediction Error, relativni chyba stanoveni dané komponenty

[ [
CRPE; = X/Z(c,.j—a,.j)z/Zc; . 100 [%]
i=1 i=1

MRPE - Mean Relative Prediction Error, stfedni chyba stanoveni pro vSechny komponenty

a vzorky

t m m
MRPE = [ \/Z(c,.j—e,.,)z/Zc;].t—l 100 [%]
i=1 j=1 j=1

t — pocet testovanych roztokt
m- pocet komponent (slozek ve smési)
cij — dana koncentrace komponenty (mol/l)

¢, — vypocitana koncentrace komponenty (mol/l)

Vysledna chyba stanoveni jednotlivych komponent je zavisla na poctu kalibra¢nich roztok,
na vybéru vinovych délek a zejména na tvaru statistického planu kalibra¢niho souboru.
Podrobny popis vypoctu jednotlivych chyb a struktury statistickych plant kalibra¢nich

souborl popisuje prace [12,13].

1.3 Separace a prekoncentrace CPs

Chlorfenoly se vyskytuji v povrchovych i odpadnich vodach jako slozité smési a jejich
stanoveni se neobejde bez ucinné separaéni techniky. Pro analyzu CPs se dobie osvédc¢ila HPLC,
spojujici vysokou separacni ucinnost s moznosti off-line propojeni s prekoncentracni technikou
SPE.



1.3.1 HPLC

Metoda HPLC pro stanoveni CPs nejcastéji pracuje v systému s reversnimi fazemi. Jako
mobilni faze se voli vodné roztoky organickych rozpoustédel (acetonitril, methanol,
tetrahydrofuran). Zakladnimi vlastnostmi ovliviiujicimi vybér chromatografického systému jsou
v piipadé chlorfenolt jejich polarita a schopnost disociace. Pro separaci CPs je nutno pH mobilni
faze upravovat piidavkem kyseliny (octova, fosforecnd) nebo pufru (acetatovy, fosfatovy) o pH
2,5 — 5,0 zdtvodu potlaceni disociace fenolli. Jako stacionarni faze se nejastéji pouzivaji
chemicky vazané faze na bazi silikagelu. [14,15].

Nejcastéjsim typem detekce pouzivané pro stanoveni CPs je detekce v UV oblasti spektra.
Absorpéni maxima fenoll lezi v oblasti 230 nm, 270 — 290 nm a 305 nm (pentachlorfenol).
Vlnova délka 230 nm umoziuje detekovat vSechny chlorfenoly, ale nevyhodou je soucasna vysoka
absorpce balastnich latek obsazenych ve vzorku. Z divodi odstranéni interference balastnich latek
se voli vlnova délka 280 nm. Nevyhodou je vSak snizeni detekénich limitd ve srovnani

s hodnotami ziskanymi pro 230 nm.

1.3.2 Solid Phase Extraction

Pro zkoncentrovani CPs a jejich separaci od ruSivych prvkii matrice je velmi efektivni
extrakce na pevnou fazi. Pro prekoncentraci pfichazi v uvahu dva typy sorpci. Prvni typ je sorpce
v nedisociované formé, tj. v kyselém prostiedi. Druhou metodou je sorpce formou iontovych
asociatu v alkalickém prosttedi. V obou pfipadech se jako sorbenty pouzivaji hydrofobni chemicky
modifikované  silikagely  (oktyl-, oktadecyl-) ¢i  polymerni sorbenty na  bazi

styrendivinylbenzenovych kopolymert (Amberlite XAD 2, XAD 4).

Prekoncentrace v nedisociované formé

Disociace CPs se potlac¢uje ptidavkem silnéjSich kyselin, hodnota pH vzorku se upravuje
vrozmezi 2,5 — 5,0. ZvySeni iontové sily pfidavkem vysolovacich ¢inidel (NaCl) zvySuje
vytéznost izola¢niho postupu.

Kondicionace sorbentu je provadéna organickymi rozpoustédly (methanol, acetonitril)
anasledné¢ solventem, ve kterém je rozpusSténa extrahovana latka, obvykle vodou upravenou na
pozadované pH. K eluci analytu jsou pouzivana vhodna elu¢ni rozpoustédla (methanol, acetonitri,

aceton) v off-line zapojeni nebo mobilni fdze v on-line zapojeni s HPLC [16,17].
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Prekoncentrace tvorbou iontovych asociatt

Pii sorpci CPs se vyuzivd ktvorbé asocidti reakce mezi fenoldtovym aniontem
a alkylamoniovymi solemi nebo kationaktivnimi tenzidy. U tohoto typu tenzidd je ucinnou
hydrofilni skupinou kation a hydrofobni ¢ast tvoii uhlovodikovy fetézec rizného typu. S rostouci
koncentraci tenzidu v daném rozpoustédle se zacne projevovat amfifilnost molekul tenzidu na
vEtsi Castice.

Sorpce formou iontovych asociati probihd v alkalickém prostifedi, kdy nastava disociace
fenolti. Kondicionace sorbentu se provadi organickym rozpoustédlem a nasledné roztokem iontové
parového cinidla v submicelarni koncentraci. K eluci jsou pouzivana organickd rozpoustédla

s obsahem 1% kyseliny octové [18,19].

2 CIL PRACE

V predkladané praci bylo studovano a optimalizovano spektrofotometrické stanoveni fenolu
a vybranych chlorfenolli ve viditelné oblasti spektra s ¢inidly 4-aminoantipyrin (4-AAP) a 2-
hydrazon-3-methylbenzothiazolin (MBTH). Byly optimalizovany urcujici podminky reakce
a optimalni parametry metody. Byla studovana moznost multikomponentniho stanoveni fenold
s multivariatni kalibraci v alkalickém prostfedi pomoci metody PLS v UV oblasti spektra.

Dale byla studovana metoda HPLC smési fenolu a 15 chlorfenolti na koloné malého primeéru
ve spojeni s detektorem s diodovym polem. Bylo optimalizovano slozeni a gradient mobilni faze,
teplota kolony a nastfikovany objem vzorku.

Pro separaci a prekoncentraci fenolu a CPs bylo pouzito nabohaceni CPs metodou SPE
v kyselém a alkalickém prosttedi v molekulové formé¢ nebo ve formé iontového asociatu
s kationaktivnim  tenzidem. Jako sorbenty byly pouzity modifikovany silikagel C18
a makroporézni sorbent Amberlite XAD 2 na bazi kopolymeru styrenu a divinylbenzenu.

Metody stanoveni fenolu a CPs byly testovany na povrchovych vodach se standardnimi

ptidavky fenold.
3 HLAVNI VYSLEDKY PRACE

3.1 Optimalizace reakce fenolu s 4-aminoantipyrinem

Pribeh reakce fenolu s ¢inidlem 4-aminoantipyrinem (4-AAP) je zavisly na pH reakéniho
prostfedi, na pouzitém typu oxida¢niho oxida¢niho cinidlaa také na koncentraénim poméru
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4-AAP : oxidacni ¢inidlo. V praci byla studovana ¢tyfi oxidaéni Cinidla : hexakyanozelezitan
draselny, peroxodisiran draselny, peroxodisiran amonny a chloramin T.

Analytické vysledky byly vyhodnocovany vzdy ze tii paralelnich méfeni, meze stanovitelnosti
a smérodatné odchylky vysledkd byly vypocitany z kalibra¢nich kiivek dle vztahti uvedenych
v literatufe [19]. Upraveny Sandelliiv index vyjadiuje koncentraci analytu v pug/ml pro absorbanci

0,01.

3.1.1 Optimalni podminky stanoveni

Reakce fenolu s ¢inidlem 4-AAP probihala v50 ml vzorku pii koncentraci 4-AAP
0,6 mmol/l. V pfipadé¢ pouziti hexakyanozelezitanu draselného bylo optimalni pH 10+0,2
a koncentrace K;[Fe(CN)gs] 1,5 mmol/, barevna intenzita produktu byla snimdna okamzit¢ po
pfidavku oxidovadla. Pfi pouziti peroxodisiranu draselné¢ho ¢inila optimalni koncentrace K,S,0Os
3,0 mmol/l, reakce probihala pii pH 9,0+0,2 a maximalni intenzity zbarveni bylo dosazeno po 20
minutach. Oxidacni ¢inidlo peroxodisiran amonny bylo pfidavano v koncentraci 3,0 mmol/l,
reakce probihala pii pH 9,5£0,2 a absorbance produktu byla méfena 60 min po piidavku
(NH4),S,0s4. V piipad¢ chloraminu T ¢inila optimalni koncentrace oxida¢niho ¢inidla 3,0 mmol/I,
pH roztoku bylo pfed reakci upravovano kyselinou chlorovodikovou na hodnotu 4,0+0,2
a absorbance produktu byla méfena 10 min po piidavku chloraminu T.

Optimalni podminky pro jednotliva oxida¢ni ¢inidla jsou zkracen¢ uvedeny v tabulce 1, Sg, rel

byla vypocitana pro koncentraci fenolu 10 mg/1.

Tab. 1 : Optimalni podminky reakce fenolu s 4-AAP pro pouzita oxidacni ¢inidla

oxidaéni pH t Amax pomér citlivost Sr.rel
¢inidlo (min) (nm) 4-AAP : ¢ (I/mol/cm) (%)
ox. ¢inidlo 107
K;3[Fe(CN)g] 10,0 okamzité 505 1:25 12,6 0,13
K5S,05 9,0 20 505 1:5 12,2 0,67
(NH4):S,05 9.5 60 510 1:5 12,2 0,20
chloramin T 4,0 10 512 1:5 11,4 2,50
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3.1.2 Kalibracni funkce fenolu pro jednotliva oxidaé¢ni ¢inidla
Kalibra¢ni funkce byly nasnimany za optimélnich podminek pro kazdé oxida¢ni Cinidlo

v koncentra¢nim rozsahu fenolu 2,0 — 12,0 mg/I.

Tab. 2: Kalibra¢ni zavislosti fenolu pro jednotliva oxida¢ni ¢inidla

oxidacni regresni rovnice korela¢  Sandelliv mez smérodatna
¢inidlo (ng/ml) ni index stanovitelnosti odchylka sy;
koeficient (png/ml) (pg/ml) (ng/ml)

Clim 1 C lim 2

Ki[Fe(CN),] ¥=0-1296x+0,0219 09992  7.29.10° 1,96.10" 6.75.10° 2,18.10"
K,S,05 Y=0.1238x+0,0419 09997  7,55.10° 2,77.10" 8,22.107 2,49.10"
(NH,),S,05 Y =0,1237 x+0,0361 0,9996  7,70.10° 3,95.10" 9,25.107 2,53.10"
chloramin T Y =0.1213x+0,0864  0,9993  7,79.10° 4.25.10" 1,05.10"' 2.88.10"

Nejvhodngjsim oxida¢nim cinidlem pro stanoveni fenolu s4-AAP se jevi K;[Fe(CN)g].
Produkt reakce vznika okamzité a je stabilni nejméné 60 min. Pro toto oxidovadlo bylo dosaZeno
nejvyssi citlivosti (12600 1/mol/cm) a soucasné nejniZSich mezi stanovitelnosti (6,75.107 —

1,96.10™" pg/ml).

3.1.3 Reaktivita chlorfenoli s 4-AAP

Reakce chlorfenolt s ¢inidlem 4-AAP probihala za optimalnich podminek nalezenych pro
oxidac¢ni ¢inidlo K5[Fe(CN)g]. Byly sestrojeny kalibra¢ni kiivky v rozsahu 2,0 — 12,0 mg/I.

Ze skupiny monochlorfenolti probihda reakce nejefektivnéji s 2-CP, u kterého dosahuje
Sandellav index (SI) hodnoty 8,03.10 pg/ml, ve srovnani s 4-CP, jehoZ reaktivita je nejnizsi
(SI = 234.10" pg/ml). Ve skuping dichlorfenolt probiha reakce nejlépe s 2,3-DCP
(SI = 1,32.10" pg/ml), ktery mé substituenty v poloze o- a m- viiti —OH skuping. S &nidlem
nejmén& ochotn& reaguje 2,4-DCP (SI = 5,05.10" pg/ml), ktery ma druhy Cl substituent vazan
v poloze p- vu¢i —OH skupiné. Ze skupiny trichlorfenolii je reaktivita nejvétsi u 2,3,6-TCP

(SI=4.23.10" pg/ml), 2.3,5-TCP s ¢inidlem 4-AAP prakticky nereaguje, stejné jako PCP.
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3.2 Optimalizace reakce fenolu s MBTH

3.2.1 Optimalizace reak¢nich podminek v alkalickém prostiredi

V alkalickém prostiedi byl jako oxida¢ni ¢inidlo pouzit hexakyanozelezitan draselny. Pro
dané oxidac¢ni ¢inidlo byly optimalizovany vSechny reakéni parametry. Vyhodnocovani vysledki
bylo provadéno zptisobem popsanym v kap. 3.1.

Optimalizovany postup probihal v 10 ml vzorku. Ke 3 ml amoniakalniho tlumi¢e o pH 9,0
bylo ptidano 5 ml vodného roztoku fenolu a 0,5 ml roztoku MBTH o vysledné koncentraci 0,2
mmol/l. Po 5 minutach od smichani reaktanti bylo pfidano 0,5 ml Kj;[Fe(CN)g¢] o vysledné
koncentraci 0,4 mmol/l a vznikly fialovy produkt byl stabilizovan 1 ml Et-OH, jehoZ vysledna
koncentrace v roztoku byla 10%.

Kalibra¢ni ktivka je linearni v rozsahu 5 — 25 mg/l (0,053 — 0,265 mmol/l) fenolu. Pti
koncentraci fenolu vyssi nez 25 mg/l dochézi k zaktiveni kalibra¢ni funkce. Z roztoku se vylucuje

srazenina MBTH, kter4 je zbarvena produkty reakce ulpivajicimi na jejim povrchu.

Tab. 3: Kalibra¢ni zavislost fenolu po reakci s MBTH v alkalickém prostredi

Mnax 107 regresni korelaéni Sandelliv  mez stanovitelnosti ~ smérodatna
(nm) (I/mol/cm) funkce koeficient  index (ng/ml) odchylka
(ng/ml) C lim1 C lim2 (ng/ml)

517 1,2 y=0,0117x+0,0113  0,9992  7,20.107 9,32.10"7  5.10.10"  3,11.10"

Citlivost stanoveni (¢ = 1 240 1/mol/cm) je velmi mal4 i pro stanoveni koncentraci fenolu
25 mg/l, resp. 0,265 mmol/l. Maximalni ptipustna koncentrace fenolu v povrchovych vodach ¢ini
0,002 mg/l, resp. 2,125.10® mol/l. V nafem piipadé byla nejniz$i pouitelna koncentrace pfi
kalibraci metody 5,0 mg/l. Upraveny Sandellliv index pro tuto metodu dosahuje koncentrace
0,72 mg/l (resp. pg/ml), tj. 7,650.10°° mol/l. Vyuziti reakce fenolu s MBTH v alkalickém prostiedi
je pro stanoveni fenolu v environmentalnich vzorcich prakticky nepouzitelné.

Optimalizovany postup byl také testovan na vybranych CPs, a to vzdy na jednom zastuci ze
skupiny chlorfenold, tj. na 2-CP, 2,3-DCP a 2,3,6-TCP. Reaktivita klesd s rostoucim poctem
atomi Cl v molekule CPs. Vznika produkt rtizového zbarveni, které vsak velmi rychle mizi
a v pribéhu 1 min se stava roztok bezbarvym. Cl substituent pravdépodobné zptisobuje nestabilitu

produktu a reakci proto nelze pouzit ani pro stanoveni CPs.
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3.2.2 Optimalizace reakénich podminek v kyselém prostiedi

V kyselém prostiedi bylo jako oxidacni ¢inidlo pouzito siranu céri¢itoamonného v prostiedi
kyseliny sirové. Pro dané oxidacni ¢inidlo byla provedena optimalizace reakénich parametri,
komponent a predev$im byl sledovan vliv neiontovych tenzidi. Osvédcil se tenzid Tween 20
(polyoxyethylensorbitan monolaurate). Vyhodnocovani vysledkii bylo provadéno zplisobem
popsanym v kap. 3.1.

Optimalizovany postup probihal v 10 ml vzorku. K 1 ml roztoku Tween 20 o vysledné
koncentraci 1,0 mmol/l byl pfidan 1 ml ¢inidla MBTH o kone¢né koncentraci 0,2 mmol/l
a 5 ml vodného roztoku fenolu. Po 5 minutach od smichani reaktantti byl pfidan 1 ml roztoku
siranu ceri¢itoamonného o vysledné koncentraci 0,4 mmol/l v prostfedi 0,075 mol/l H,SO4
a 2 ml ethanolu, jehoz celkové mnozstvi v roztoku ¢inilo 20 %. Absorbance produktu byla
proméiena po 15 minutach.

Kalibra¢ni kiivka byla sestrojena pro koncentraci fenolu vrozmezi 0,05 — 5,00 mg/l.

Parametry kalibra¢ni funkce jsou uvedeny v tabulce 4.

Tab. 4: Kalibra¢ni zavislost fenolu po reakci s MBTH v kyselém prostiedi

Mnax 107 regresni korelaéni Sandelliv  mez stanovitelnosti ~ smérodatna
(nm) (I/mol/cm) funkce koeficient  index (ng/ml) odchylka
(ng/ml) C lim1 C lim2 (ng/ml)

495 14,5 y=0,1411x+0,0671  0,9998 12510 6,23.10°  3,37.10°  3,64.10”

Reaktivita chlorfenolii s MBTH

Reakce chlorfenolt s ¢inidlem MBTH probihala za optimalnich podminek nalezenych pro
fenol. Byly sestrojeny kalibra¢ni kiivky v rozsahu 0,01 — 5,0 mg/l (monochlorfenoly), 0,05 — 5,0
mg/I (dichlorfnoly) a 1,0 — 10,0 mg/I (trichlorfenoly).

Ze skupiny monochlorfenolti projevuje nejveétsi reaktivitu s MBTH 2-CP, u kterého dosahuje
Sandelliv index (SI) hodnoty 4,09.10% pg/ml, ve srovnani s 4-CP, jehoz reaktivita je nejnizi
(SI = 6,99.10% pg/ml). Ve skuping dichlorfenolt probiha reakce nejlépe s 2,3-DCP
(SI = 9,69.10° pg/ml), ktery ma substituenty v poloze o- a m- vici —OH skuping. S &inidlem
nejhiife reaguje 2,6-DCP (SI = 1,11.10"" pg/ml). Ze skupiny trichlorfenolii podstupuje reakei
nejsnaze 2,3,6-TCP (SI = 2,75.10'l pg/ml), nejhiire 2,3,5-TCP (SI = 7,89.10'1 pg/ml). S ¢inidlem
nereaguje PCP, ktery ma substituovany vSechny polohy Cl substituenty.
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3.3 Stanoveni CPs v UV oblasti spektra

Fenol a chlorfenoly vykazuji v UV oblasti rozdilna spektra v zavislosti na pH roztoku. V praci
byla studovana zavislost hodnoty molarniho absorp¢niho koeficientu (g) na hodnoté pH reakéniho
prostiedi v rozmezi pH 2,0 — 11,0 a déle v prostfedi 0,1 mol/l NaOH a 1,0 mol/l NaOH.

S rostoucim pH a spostupnou disociaci fenolického hydroxylu dochazi u fenolu
a jednotlivych CPs k nartstu hodnot & (I/mol/cm). Piikladem muze byt fenol — pti pH 2,0 dosahuje
¢ hodnoty 1450 1/mol/em, pti pH 11,0 nariistd na 2410 1/mol/em a v prostredi
1,0 mol/l NaOH dosahuje hodnoty 2940 l/mol/cm. Soucasné nastdva bathochromni posun A,y
(nm) absorpéniho maxima do oblasti vysSich vinovych délek. U fenolu lze pozorovat posun
7269,0 nm (pH 2,0) k 288,0 nm (1,0 mol/l NaOH). Pro studium bylo proto vyuzito prostedi 1,0
mol/l NaOH.

3.3.1 Multikomponentni analyza

Pro stanoveni smési fenold a jejich screening ve vodach byla pouzita spektrofotomericka
analyza s multivariatni kalibraci v preuréenych systémech, s pouzitim Partial Least Squares (PLS).

Volba vlnovych délek je zavisla na tvaru absorpénich spekter jednotlivych komponent. Fenol
a CPs vykazuji ve spektru dvé absorpéni maxima — v oblasti 230 nm a 280 - 320 nm v zavislosti na
poc¢tu atomti chloru v molekule CPs. Pro PLS bylo zvoleno druhé absorpéni maximum v oblasti
vysSich vinovych délek. Pii vinové délce 230 nm se spektra jednotlivych CPs zna¢né prekryvaji
a absorbuje tfada dalSich organickych latek obsazenych ve vodach. Méfeni hodnot absorbance bylo
provadéno pti 24 vinovych délkach v rozmezi 274 — 320 nm po 2 nm.

V préci byly testovany dva systémy CPs : systém A - Ph + 2-CP + 2,6-DCP + 2,3,6-TCP
(poskytujici nejvyssi odezvu signalu z dané skupiny CPs) a systém B- Ph + 2-CP + 3-CP + 4-CP
(nejcastéji se vyskytujici v redlnych vzorcich). Koncentraéni rozsah CPs se pohyboval v rozmezi
100 — 10 umol/l v prostiedi 1,0 mol/l NaOH a 1,0 mmol/l EDTA, s pouzitim PLS pro rizny pocet
kalibra¢nich roztokt a rtizné statistické plany kalibracnich roztokt s pouzitim dvou centralnich

bodt pti vyhodnoceni absorpénich kiivek a jejich 1. derivaci [12].

Analyza modelové smési A

Optimalizace byla zaméfena na tii zékladni body, a to na tvar kalibra¢niho setu, polohu
centralniho bodu a koncentra¢ni rozsah kalibra¢niho setu.

V praci byly nejprve porovnany chyby predikce pro zvolené kalibracni sety Complete

Factorial Design - CFD (17 roztoki), Fractional Factorial Design - FFD (9 roztokll) a Box
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Behnken Plan — BBP (13 roztoki) a za pouziti aritmetického (lezi uprostied kalibra¢niho setu — tj.

55 pumol/l) a geometrického (posiluje oblast nizsich koncentraci — tj. 31,6 umol/l) centralniho

bodu. Pro testovani byly pouzity 4 testovaci roztoky (test set) s koncentracemi ve % (77,5 umol/l)

a ¥ (32,5 pmol/l) celkového rozsahu koncentraci. SloZzeni kalibra¢nich setti a test setu je uvedeno

v tabulce 5.

Tab. 5 : Statistické plany kalibra¢nich a testovacich roztokt

roztok komponenta roztok komponenta
1 2 3 4 1 2 3 4
(a) (b)
1 + + + + 1 + + + +
2 + + + - 2 + + - -
3 + + - + 3 + - + -
4 + + - - 4 + - - +
5 + - + + 5 - + + -
6 + - + - 6 - + - +
7 + - - + 7 - - + +
8 + - - - 8 - - -
9 - + + + 9 0 0 0
10 - + + -
11 - + - + ()
12 - + - - 1 0 + + 0
13 - - + + 2 + 0 + +
14 - - + - 3 - 0 + -
15 - - - + 4 0 - + 0
16 - - - 5 + + 0 +
17 0 0 0 0 6 - + 0 -
7 + - 0 +
8 - - 0 -
(d) 9 0 + - 0
1 +0,5 -0,5 -0,5 +0,5 10 + 0 - 0
2 -0,5 +0,5 +0,5 -0,5 11 - 0 - -
3 -0,5 -0,5 +0,5 -0,5 12 0 - - 0
4 +0,5  +0,5 -0,5 +0,5 13 0 0 0 0

Kalibraéni roztoky : CFD (a), FFD (b), BBP (c), testovaci roztoky (d)
Symboly: + horni hladina koncentrace (100 pmol/l), - spodni hladina koncentrace

(10 pumol/l), 0 centralni bod CB (55 umol/l, 31,6 umol/l), +0.5 ¥ koncentracni Skaly
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(77,55 pmol/l), -0,5 "2 koncentra¢ni skaly (32,5 pmol/l)

Pro vybér tvaru kalibra¢niho setu a polohy centrdlniho bodu je rozhodujici mira shody
vypoctenych koncentraci sloZzek, charakterizovand relativnimi chybami predikce MRPE a CRPE
[%], sjejich skute¢nymi hodnotami. Po srovndni relativnich chyb predikce pro kalibracni sety
vychazi nejlépe CFD, kdy dosahuje hodnota MRPE pro vSechny komponenty a roztoky hodnoty
5,2 %, ve srovnani s FFD (8,4 %) a BBP (7,1 %) pro aritmeticky centralni bod. Pro geometricky
centralni bod dosahuje MRPE nésledujicich hodnot - 11,6 % (CFD), 15.4 % (FFD) a 12,7 %
(BBP). Z téchto vysledk je patrné, ze pro dalsi analyzy je vyhodné pracovat s kalibraénim planem
CFD se 17 kalibraénimi roztoky a aritmetickym centralnim bodem, ktery lezi uprostied

koncentraci kalibra¢niho setu.

Tab. 6: Srovnani relativnich chyb predikce test setu pro rizné kalibracni statistické plany

v systému A
aritmeticky centralni bod geometricky centralni bod
kalib. CRPE [%] MRPE CRPE [%] MRPE
plan [%] [%0]
fenol 2CP 2,6DCP 23,6TCP fenol 2CP 2,6DCP 2.3,6TCP

CFD 48 5.6 5.2 4,6 52 11,1 11,9 12,9 11,0 11,6
FFD 7,1 89 8.4 8.5 8.4 142 16,4 16,9 14,6 15,4
BBP 74 78 7.9 7.1 7,7 11,7 12,9 12,9 12,6 12,7

Dale byl testovan koncentraéni rozsah kalibra¢niho setu, a to ve dvou variantach : vyssi rozsah
(100 — 10 umol/l) a nizsi rozsah (50—-10 pmol/l) pfi pouziti CFD a aritmetického centralniho bodu.
Hodnoty MRPE pro vys$si rozsah koncentraci nabyvaji hodnoty 5.2 %, pro nizsi rozsah 5,1 %. Jsou
to hodnoty srovnatelné, ale pro dalsi analyzy byl zvolen nizsi rozsah, ktery 1épe vystihuje redlné
obsahy CPs.

Metoda byla ovétena na realnych vzorcich pitné, povrchové a huminové vody. V pfipadé pitné

vody dosahuje hodnota MRPE 8,2 %, povrchové voda 7,8 % a huminova voda 9,2 %.
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Analyza modelové smeési B

Pro stanoveni Ph a monochlorfenolt byly vybrany optimalni podminky nalezené pro systém
A, tj. CFD se 17 kalibranimi roztoky, niz$§i rozsah koncentraci (50-10 pumol/l)
a aritmeticky centralni bod (30 pmol/l). Testovaci set obsahoval 4 roztoky stejného sloZeni jako
v systému A (% - 20 pmol/l, % - 40 umol/l). Relativni chyby predikce MRPE doséhly hodnoty
15,8 %, coz je zpuisobeno vysokym stupném piekryti absorpénich spekter jednotlivych analytt.

Tyto chyby je mozné snizit vyhodnocenim 1.derivace absorp¢nich spekter studovanych CPs,
které zptesiuji polohu absorpéniho maxima ve srovnani s nederivovanym signalem. Metoda byla
pfimo ovéfena na redlnych vzorcich povrchové a huminové vody a umélé huminové vody

pfipravené z nizkomolekularni huminové kyseliny MAR 244.

Tab. 7 : Relativni chyby predikce pro vzorky povrchové, huminové a umélé huminové vody

pro hodnoty absorbance a 1. derivace v systému B

absorbance 1. derivace
typ CRPE [%] MRPE CRPE [%] MRPE
vody ol 2.CP 3.CP 4P %] fenol 2.CP 3.CP 4P %l
povichovd 194 227 241 194 217 156 180 185 150 164
huminovd 18,8 222 224 187 207 164 179 193 154 169
MAR244 175 213 210 164 194 150 182 17,7 148 162

Hodnoty MRPE pfi vyhodnoceni nederivovaného signalu se pohybuji v rozmezi 21,7 -19,4 %.

Po 1. derivaci absorbance a vyhodnoceni dat dochazi ke snizeni MRPE v rozmezi hodnot 16,9 -

16,2 %.
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3.4 HPLC

HPLC separace fenolu a CPs byla provadéna na kolon¢ malého priméru Supelcosil LC PAH
250 x 2,1 mm plnéné silikagelem o velikosti ¢astic 5 um modifikovanymi oktadecylovymi fetézci.

Nejlepsich vysledkd bylo dosazeno pifi gradientové separaci s mobilni fazi 10 mmol/l
fostatovy tlumi¢ o pH 3,5 — metanol (35% v/v metanol po dobu 3,5 min, linedrni gradient do
100% v/v metanolu ve 27. min, metanol po dobu 3 min, prutok 0,35 ml/min) pfti teploté 18°C.
Nastiikovana objem vzorku ¢inil 15 pl, pfi nastiiku 20 upl jiz dochazelo k deformaci
chromatografickych pikd.

Chlorfenoly byly detekovany na zdklad€¢ reten¢nich casii a na zakladé jejich spekter
naméefenych v UV oblasti pfi vlnovych délkach 230 nm a 280 nm. Kvantifikace analyti byla
provedena metodou externi kalibrace pfi koncentracich CPs v rozmezi 0,1 pg/ml — 10,0 pg/ml.
Meze detekce byly urceny pro pomér signal/Sum S/N=3, meze stanovitelnosti pro pomér S/N=5.
Urovéi $umu byla stanovena metodou ASTM (ASTM E 685-93, American Society for Testing
and Materials).

Meze detekce se pohybuji vrozmezi 0,09 pg/ml (PCP) — 0,80 pg/ml (Ph) pii detekei
230 nm a vrozmezi 0,57 pg/ml (2,4-DCP) — 1,51 pg/ml (2-CP) pii detekci 280 nm. Meze
stanovitelnosti lezi v rozsahu 0,16 pg/ml (PCP) — 1,33 pg/ml (Ph) pii 230 nm, pro vlnovou délku
280 nm se pohybuji v rozsahu 0,96 pg/ml (2,4-DCP) — 2,52 pg/ml (2-CP).

Vzhledem k tomu, Ze se pii celkovém pocétu 16-ti testovanych analytd nepodatilo vzdy
dosahnout jejich uplné separace, byly pfipraveny dva pracovni roztoky standardi oznacené jako
smés A a smés B. Separace je nedostatecna u dvojic 2,3-DCP/3-Me-4-CP, 2.4-DCP/
2,5-DCP a 2,3,4-TCP/2,4,6-TCP.

Smés A : Ph, 2-CP, 4-CP, 3-CP, 2,6-DCP, 3-Me-4-CP, 2,4-DCP, 2,3,6-TCP, 2.4,6-TCP, 2,3,5-
TCP, 2,3,4,6-TeCP, 2,3,4,5-TeCP a PCP

Smés B : Ph, 2-CP, 4-CP, 3-CP, 2,6-DCP, 2,3-DCP, 2,5-DCP, 2,3,6-TCP, 2,3,4-TCP, 2,3,5-TCP,
2,3,4,6-TeCP, 2,3,4,5-TeCP a PCP

Chromatogramy smési A a B o koncentraci analyti 10 pg/ml uvadi obr.1. Analyza byla
provedena za optimalizovanych podminek slozeni mobilni faze a gradientu, pfi detekei

230 nm, teplot¢ kolony 18°C a nastiiku 15 pl.
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Obr. 1 : Chromatogramy smési chlorfenolii A a B
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3.5 Prekoncentrace CPs v nedisociované formé

Prekoncentrace fenolu a chlorfenolii v nedisociované formée probihala v kyselém prostiedi, ve
kterém je potlacena disociace CPs. Metoda byla testovana na dvou typech sorbenti — na
modifikovaném silikagelu Accubond C18 a na makroporéznim kopolymeru styrendivinylbenzenu
Amberlite XAD 2.

Kolonka se sorbentem byla kondicionovana 5 ml acetonitrilu, 5 ml metanolu a 5 ml 10%
roztoku vysolovaciho ¢inidla o pH 3,0. Po vlastni sorpci byl sorbent promyt 1 ml destilované vody
(Accubond C18) nebo 2,5 ml smési H,O/MeOH 90:10 (Amberlite XAD2). Eluce analytd byla
provadéna acetonitrilem - v pfipadé Accubond C18 objemem 5 ml, v pfipadé Amberlite XAD 2
objemem 6 ml. Eluat byl odpatfovan pod proudem dusiku na 1 ml a nasledné analyzovén na kolong

Supelcosil LC PAH 250 x 2,1 mm.

3.5.1 Vliv objemu vzorku

Vliv objemu vzorku na navratnost byl sledovan v rozsahu 25 — 200 ml. Acidita vzorku byla
upravena 1% H3PO4 a pro zvySeni iontové sily roztoku bylo pfidan 10 % NacCl.

Pro fenol sorbovany na Accubond C18 je optimalni objem vzorku 25 ml (83,2%). Pro ostatni
stanovované CPs je optimalni 100 ml vzorku, kde bylo dosazeno nejvyssich navratnosti od 2-CP
(z 71,5 % nartast na 80,2 %) az po PCP (z 58,3 % pro 25 ml nartst na 70,6 % pro 100 ml).

Pii SPE na Amberlite XAD 2 je objem vzorku zavisly na typu analytu. Pro fenol (Ph)
a monochlorfenoly je optimalni objem 25 ml, srostoucim objemem vzorku dochdzi k jejich
vymyvani z kolony a navratnost rapidné klesa (Ph z 98,2 % az na 26,7 %) Naopak pro vyse
chlorované fenoly ndvratnost s rostoucim objemem vristd do objemu 100 ml, a poté nastava
pokles. Pro analyzu vzorkt byl tedy zvolen objem 100 ml, hodnoty navratnosti (R %) pro
monochlorfenoly jsou sice niz§i v porovnani s mensimi objemy, ale pifi tomto mnozstvi vzorku

byly dosazeny nejvyssi navratnosti CPs pro vyse chlorované fenoly.
3.5.2 Optimalizovany postup

Optimalizovany postup sorpce Vv nedisociované formé na sorbentech Accubond C18

a Amberlite XAD 2 je uveden v tabulce 8.
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Tab. 8 : Optimalizované podminky SPE v nedisociované forme

SPE Sorbent

Accubond C18, 500 mg Amberlite XAD2, 250 mg
kondicionace 5 ml acetonitril 5 ml acetonitril

5 ml metanol 5 ml metanol

5 ml 1% KCI, pH 3,0 5 ml 1% NacCl, pH 3,0
aplikace vzorku 100 ml, pH 3,0 100 ml, pH 3,0

10 g KCI 10 g NaCl
promyti 1 ml H,O, pH 3,0 2,5 ml H,O/MeOH 90:10 v/v

pH 3,0

eluce 5 ml acetonitril 6 ml acetonitril

3.5.3 Analyza povrchové vody

Byla testovana sorpce fenolu a CPs z povrchové vody odebirané z vodniho toku Svratka
(Brno, Pisarky). Vzorek o objemu 100 ml byl obohacen standardnim roztokem CPs na vyslednou
koncentraci chlorfenolii 0,05 mg/l, SPE byla provedena dle postupu uvedeného v tabulce 8. Eluat
byl odpafen pod proudem dusiku na objem 0,2 ml. Alikvot 15 ul byl nastfiknut na
chromatografickou kolonu Supelcosil LC PAH 250 x 2,1 mm.

Srovnani navratnosti sorpce CPs pro oba testované sorbenty po detekci 230 nm je uvedeno na
obr. 2.
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Obr. 2 : Navratnost SPE na Accubond C18 a Amberlite XAD 2 pro vzorek povrchové vody
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Nejniz§ich hodnot névratnosti pro sorbent Accubond C18 bylo dosazeno u Ph (31,9 %),
nejvyssich u 3-Me-4-CP (98,4 %). Meze detekce dosahuji nizSich hodnot pii vlnové délce
230 nm, a to vrozmezi 0,57 pg/l (PCP) az 9,60 pg/l (Ph). Pro vinovou délku 280 nm se meze
detekce pohybuji v rozmezi 0,84 pg/l (PCP) az 12,56 ng/1 (Ph).

Nejniz§i hodnoty ndvratnosti pro sorbent Amberlite XAD2 byly nalezeny pro PCP
(65,9 %), nejvyssi pro 3-Me-4-CP (96,3%). Nizsich hodnot mezi detekce bylo dosazeno pfti vinové
délce 230 nm a to vrozsahu 1,09 pg/l (PCP) az 6,21 pg/l (Ph). Pro vlnovou délku
280 nm se pohybuji meze detekce v rozmezi 2,82 ug/l (PCP) az 9,95 ug/1 (Ph).

Ze srovnani mezi detekce ziskanych pro oba sorbenty pro vinovou délku 230 nm je patrné, ze
vhodnym sorbentem pro analyzy fenolll v nedisociované formé je, s vyjimkou fenolu, silikagel

Accubond C18.

3.6 Prekoncentrace CPs formou iontovych asociati

Prekoncentrace CPs formou iontovych asociat probihala v alkalickém prostredi, kdy nastdva
disociace molekuly fenolu za vzniku fenolatového aniontu, s kationaktivnim tenzidem chloridem
cetyltrimethylamonnia (CTMACI). Sorpce byly testovany na dvou typech sorbentii : na
modifikovaném silikagelu Separon SGX C18 a makroporéznim kopolymeru styrendivinylbenzenu
Amberlite XAD 2.

Kolonka se sorbentem byla koncicionovéana 5 ml acetonitrilu, 5 ml metanolu, 5 ml destilované
vody, 5 ml roztoku tenzidu CTMACI a 1 ml destilované vody. Po vlastni sorpci byl sorbent
promyt 1 ml vody (Separon SGX C18) nebo 1 ml smési H,O/MeOH 95:5 v/v (Amberlite XAD?2).
Eluce analytli z obou sorbentli byla provadéna 5 ml metanolu. Eluat byl odpafovan pod proudem

dusiku na objem 1 ml a nésledné analyzovan na kolon¢ Vydac 250 x 2,1 mm vnitiniho primeéru.

3.6.1 Vliv koncentrace tenzidu na navratnost sorpce

Velmi dilezitym parametrem pro ndvratnost sorpce je koncentrace pouzitého tenzidu
CTMACI. CPs o koncentraci 1,0 mg/l byly sorbovany ze 100 ml vzorku v ptitomnosti CTMACI
v rozmezi koncentrace 0,075 — 2,5 mmol/l. Hodnota pH byla upravena 1 % amoniakem na pH 8,0.
Nejvyssich hodnot navratnosti bylo dosazeno pii koncentraci CTMACI 0,25 mmol/l. Pfi nizSich
i vyssich koncentracich tenzidu, nez je uvedené optimum, se hodnoty ndvratnosti snizuji
a soucasné se pii koncentraci CTMACI vyssi nez 1,0 mmol/l snizuje pfi HPLC analyze rozliSeni

pika kritické dvojice (3-CP +4-CP). Pti koncentraci 5,0 mmol/l CTMACI nejsou piky dvojic
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4-CP/ 3-CP a 2,4,6-TCP / 2,3,5-TCP separovany a pik 2,6-DCP je deformovany. To znamena, ze
vysoky obsah tenzidu v nastfikovaném vzorku negativné ovliviiuje HPLC separaci analyti.

Hodnoty navratnosti se pfi optimalni koncentraci CTMACI pohybuji pro sorbent Separon
SGX C18 vrozmezi 45,3 % (fenol) — 92,2 % (2,3,6-TCP), pro sorbent Amberlite XAD 2
v rozmezi 63,4 % (2-CP) — 92,3 % (2,3,6-TCP).

3.6.2 Vliv pH

Vliv hodnoty pH vzorku byl testovan v rozmezi pH 7,5 — 9,0. Tento rozsah byl dan potiebou
doséhnout disociace fenolickych analyti. Vzorek obsahoval 0,25 mmol/l CTMACI, analyty byly
eluovany vzdy 5 ml metanolu. Ostatni podminky byly shodné s pfedchozimi experimenty.

Hodnota pH vzorku vyznamné ovliviiuje navratnost fenolu a chlorfenold a to ve studovaném
rozsahu pH az o 20 %. Pro sorbent Separon SGX C18 je nejvhodné&jsi pH vzorku 8,5, pro sorbent
Amberlite XAD 2 pH 9,0. Hodnoty navratnosti se pro sorbent Separon SGX C18 pii pH 8,5
pohybuji v rozmezi 53,5 % (fenol) az 92,4 % (2,3,5-TCP), pro sorbent Amberlite XAD2 v rozmezi
75,0 % (2-CP) az 96,4 % (2,3,6-TCP).

3.6.3 Vliv objemu vzorku

Vliv objemu vzorku na navratnost sorpce byl sledovan v rozsahu 25 — 200 ml. Alkalita vzorku
byla upravena na pH 8,5 (Separon SGX C18) nebo pH 9,0 (Amberlite XAD2).

Pro fenol a CPs sorbované ve formé iontového asociatu na sorbentu Separon SGX C18 je
optimalni objem vzorku 50 ml, srostoucim objemem vzorku dochdzi k jejich ¢aste¢nému
vymyvani z kolony a poklesu ndvratnosti o cca 10%. Vyjimkou je fenol, u kterého se navratnost
rapidné snizuje z 82 % na 29 %. Nejvyssich navratnosti pti objemu 50 ml bylo dosazeno u 3-Me-
4-CP (91,8 %), nejnizsich u 2-CP (76,4 %).

Rovnéz pii SPE na Amberlite XAD2 je optimalni objem vzorku 50 ml. Pokles navratnosti
s dalsim ndrGstem objemu vzorku je vyraznéj§i nez u kolonek plnénych oktadecylovym
silikagelem. Pokles navratnosti fenolu vSak neni tak znaény jako v pfedchozim ptipadé ( z 90 % na
64%) a celkova troven vytéznosti je vyssi nez u SPE na modifikovaném silikagelu. Nejvyssich

navratnosti bylo dosazeno u 2,3,5-TCP (96,2 %), nejnizsich u 2-CP (78,8%).
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3.6.4 Optimalizace metody
Optimalizovany postup sorpce v nedisociované formé na sorbentech Separon SGX C18

a Amberlite XAD 2 je uveden v tabulce 9.

Tab. 9 : Optimalizované podminky SPE ve formé iontovych asociatd

SPE Sorbent
Separon SGX C18,500 mg Amberlite XAD2, 250 mg

kondicionace 5 ml acetonitril 5 ml acetonitril
5 ml metanol 5 ml metanol
5 ml H,O 5 ml H,O
5 ml CTAMCI (0,25 mmo/l) 5 ml CTAMCI (0,25 mmo/l)
1 ml H,O 1 ml H,O
aplikace vzorku 50 ml, pH 8,5 50 ml, pH 9,0
CTAMCI (0,25 mmo/l) CTAMCI (0,25 mmo/l)
promyti 1 ml H,O 1 ml H,O/MeOH 95:5 v/v
eluce 5 ml metanol 5 ml metanol

3.6.5 Anylyza povrchové vody

Byla testovdna sorpce fenolu a CPs z povrchové vody odebirané z vodniho toku Lhotka
(ptirodni park Lysicko). Vzorek o objemu 50 ml byl obohacen standardnim roztokem CPs na
vyslednou koncentraci chlorfenold 0,1 mg/l, SPE byla provedena dle postupu uvedeného v tabulce
8. Eluat byl odpafen pod proudem dusiku na objem 1,0 ml. Alikvot 15ul byl nastfiknut na
chromatografickou kolonu Vydac 250 x 2,1 mm.

Srovnani navratnosti sorpce CPs pro oba testované sorbenty po detekci 230 nm je uvedeno na

obr. 3.
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Obr. 3 : Navratnost SPE Separon SGX C18 a Amberlite XAD 2 pro vzorek povrchové vody

Nejnizsich hodnot navratnosti pro sorbent Separon SGX C18 bylo dosazeno u 2-CP (75,8%),
nejvyssich pro 2,3,5-TCP (93,2%). Meze detekce dosahuji niz§ich hodnot pti vinové délce 230
nm, a to v rozsahu 2,57 pg/l (PCP) az 14,7 pg/l (2-CP). Pro vlnovou délku 280 nm se pohybuji
meze detekce v rozmezi 9,6 ng/l (3-Me-4-CP) az 31,2 pg/l (2-CP).

Nejniz§i hodnoty navratnosti pro sorbent Amberlite XAD2 byly nalezeny pro 2-CP
(80,2 %), nejvyssi pro 2,3,4,6-TeCP (98,6%). Nizsich hodnot mezi detekce bylo dosazeno pii
vlnové délce 230 nm a to v rozsahu 1,17 pg/l (PCP) az 11,1 pg/l (2-CP). Pro vlnovou délku 280
nm se pohybuji meze detekce v rozmezi 8.2 pg/l (3-Me-4-CP) az 18,8 pg/l (2-CP).

4 ZAVER

V predlozené diserta¢ni praci byly studovany spektrofotometrické, separa¢ni a prekoncen-
tracni techniky pro stanoveni fenolu a chlorfenolt v povrchovych vodach.

Ze spektrofotometrickych metod ve viditelné oblasti byla optimalizovdna metoda stanoveni
fenolli s 4-aminoantipyrinem (4-AAP). Reakce fenolu s 4-AAP probihd v zasaditém prostredi za
ptitomnosti vhodného oxida¢niho ¢inidla. V nasi praci jsme posuzovali celkem 4 oxidovadla, a to

K;[Fe(CN)s], K2S,0s, (NH4)2S;0g a chloramin T. Po nalezeni optimalnich podminek pro
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jednotlivd oxidovadla a po jejich vzijemném srovnani jsme dospéli k zavéru, Ze optimalnim
oxida¢nim ¢inidlem pro stanoveni CPs s 4-AAP je Ki[Fe(CN)s]. Citlivost metody dosahuje pro
fenol hodnoty & 12550 I/mol/cm pro Ama 505 nm, ve srovnani s chloraminem T, ktery dava ¢
11380 I/mol/cm. Upraveny Sandelliv index vyjadiujici koncentraci fenolu pro absorbacni 0,01
nabyva hodnoty 7,29.10 pg/ml. Meze stanovitelnosti vypo&itané z kalibracnich kfivek nabyvaji
hodnot 1,96.10" pug/ml, resp. 6,75.107 pg/ml.

Nevyhodou této metody je nizka reaktivita p-substituovanych fenold. Ze skupiny
monochlorfenolti nejhtife reaguje s ¢inidlem 4-AAP 4-CP. Ve srovnani s2-CP (substituent
v 0- poloze viuci —OH skupin€) nastava pokles citlivosti ze 16000 1/mol/cm na 5500 I/mol/cm. Ze
skupiny dichlorfenold nejhiife reaguje 2,4-DCP, z trichlorfenolti prakticky viibec nereaguje
2,3,5-TCP a samoziejm¢ PCP, ktery ma substituovany vSechny polohy CI substituenty.
Z chlorfenoli  dosahuje nejniz§iho Sandellova indexu 2-CP (8,03.102 pg/ml), nejvyssiho
2,4,6-TCP (11,97.10™" pg/ml).

U ¢inidla MBTH neni reakce ovlivnéna polohou substituentti vii¢i —OH skupiné v molekule
fenolu. Reakce miize probihat v alkalickém i kyselém prostiedi. V alkalickém prostiedi je
optimalni p¥itomnost alkalického tlumige o pH 9,0 a oxidaé¢ni ¢inidlo K3[Fe(CN)y]. Cinidla MBTH
a K3[Fe(CN)g] jsou ve vzdjemném koncentratnim pomeéru 1:2. Nevyhodou této reakce je vSak
pFilis nizk4 citlivost. Sandelltv index pro fenol byl 7,20.10" pg/ml. Reaktivita MBTH s CPs byla
ovéiovana na zastupcich CPs, vzdy na jednom zdané skupiny, a to na 2-CP, 2,3-DCP
a 2,3,6-TCP. VSechny produkty CPs s c¢inidlem byly nestdlé a k odbarveni dochazi b&hem
n¢kolika sekund. Z téchto diivodid nelze metodu pouzit pro stanoveni chlorfenolti v redlnych
vzorcich.

V kyselém prostredi reaguje MBTH s fenolem v pfitomnosti oxida¢niho ¢inidla siranu
ceri¢itoamonného v prostedi kyseliny sirové. Ke stabilizaci produktu se do roztoku ptidava 1,0
mmol/l neiontovy tenzid Tween 20. Barevna intenzita zbarveni je stabilni 10 min po pfidavku
vSech reaktanti. MBTH a siran ceri¢itoamonny jsou ve vzajemném koncentraénim poméru 1:2.
Hydrolyza oxida¢niho ¢inidla ve vodném roztoku se potlacuje ptidavkem H,SOs o vysledné
koncentraci 0,075 mol/l (0,4%).

Reaktivita MBTH v kyselém prostfedi byla ovéfena na fenolu. Sandelliiv index nabyva
koncentrace 1,25.10 pg/ml (4-AAP 7,29.107 pg/ml). Z monochlorfenoli nejméng citlivé reaguje
4-CP (e = 13470 1/mol/cm), z dichlorfenolt 2,6-DCP (¢ = 114101/mol/cm), z trichlorfenold 2,3,5-
TCP (e = 2150 I/mol/cm), pentachlorfenol s ¢inidlem nereaguje. Z CPs Sandeltv index dosahuje
nejnizsich hodnot u 2-CP (4,09.10 pg/ml) a nejvyssich hodnot u 2,3,5-TCP (7,89.107 pg/ml).

Hodnoty jsou zde srovnatelné s ¢inidlem 4-AAP. Vyhodou MBTH ovSem zistava fakt, ze reaguje
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1 s para substituovanym fenoly. Zvysenou citlivost lze napt. pozorovat u 4-CP — 13 470 1/mol/cm
(s 4-AAP pouze 5 490 1/mol/cm).

Bylo testovano multikomponentni stanoveni vybranych CPs v UV oblasti spektra v prostiedi
1,0 mol/l NaOH metodou PLS. Byly analyzovany dvé sady fenolt : sada A — fenol + 2-CP +
2,6-DCP + 2,3,6-TCP, tedy fenolt, které poskytuji nejvyssi odezvu signéalu vzdy z dané skupiny
CPs, a déle sada B — fenol + monochlorfenoly, tedy CPs, které se nej€astéji vyskytuji v redlnych
vzorcich. Bylo optimalizovano sloZeni kalibra¢niho setu, vybér centralniho bodu a koncentra¢ni
rozsah kalibra¢niho setu. Optimalnim se ukézal Uplny faktorovy plan (CFD) kalibra¢niho setu,
centralni bod v oblasti aritmetického priméru meznich hladin koncentraci kalibra¢niho setu a nizsi
rozsah koncentraci kalibracniho setu zvoleny na zéklad¢ redlnych koncentraci CPs ve vodach.
Vyhodnym se také ukazalo vyuziti 1. derivace zakladniho signalu, zejména v sadé B s podstatné
vys$§im piekryvem absorpénich spekter komponent.

Hodnoty relativnich chyb predikce koncentraci fenolu a chlorfenold v jednotlivych vzorcich
vod dosahovaly v zdvislosti na systému a druhu vody hodnot 4,2 %- 28,1 % pro obsah fenolu 0,9 —
9.4 mg/l, monochlorfenolt 1,25 — 12,8 mg/l, 2,6-DCP 1,63 — 16,3 mg/l a 2,3,6-TCP 2,0 — 19,7
mg/l ve smésich.

Pro stanoveni chlorfenold ve smésich byla pouzita metoda HPLC v systému s obracenymi
fazemi a ve spojeni s fotometrickym detektorem. V disertacni praci byla optimalizovdna metoda
HPLC na kolon¢ malého priméru Supelcosil LC PAH 250 x 2,1 mm vnitiniho priméru plnéné
silikagelem o velikosti ¢astic 5 um modifikovanymi oktadecylovymi fetézci. K detekci byl pouzit
detektor s diodovym polem.

Nejlepsich vysledkid bylo dosazeno pfi gradientové separaci s mobilni fazi 10 mmol/l
fostatovy tlumi¢ o pH 3,5 — metanol (35% v/v metanol po dobu 3,5 min, linedrni gradient do
100% v/v metanolu ve 27. min, metanol po dobu 3 min, prutok 0,35 ml/min) pii teploté 18 °C.
Analyty byly monitorovany pii vlnovych délkach 230 + 30 a 280+ 30. Na kolonu bylo
nastfikovano maximalné 15 pl vzorku. Za uvedenych podminek lze separovat a kvantifikovat
celkem 16 chlorovanych fenolt. Meze detekce (S/N=3) CPs se pohybuji od 0,09 do 0,80 pg/ml
(230 nm) ptipadné od 0,57 do 1,44 pg/ml (280 nm).

V disertaéni praci byla studovana a vyhodnocena prekoncentrace fenolu a CPs
v nedisociované formé v kyselém prostiedi a ve formé iontovych asociati fenolatového aniontu
s kationaktivnim tenzidem CTMACI v alkalickém prostiedi na sorbentech na bazi modifikovaného
silikagelu a makroporézniho styrendivinylbenzenového kopolymeru XAD 2.

Optimalni sorpce v nedisociované form& probihala ze 100 ml roztoku v pfitomnosti KCI

(Accubond C18) ¢i NaCl (Amberlite XAD 2) jako vysolovaciho ¢inidla pritokem
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2 ml/min. Kondicionace sorbentu byla provedena 5 ml MeCN, 5 ml MeOH a nasledné 5 ml 10%
KCI (C18) ¢i 10% NaCl (XAD 2) o pH 3,0. Promyti sorbentu bylo provedeno 1 ml destilované
vody upravené 1% kys. fosfore¢nou na pH 3,0 (Accubond C18) nebo 2,5 ml smési H,O/MeOH
90:10 v/v (Amberlite XAD2). Jako elu¢ni ¢inidlo byl pro oba sorbenty pouzit acetonitril a to
v objemech 5 ml (C18) a 6 ml (XAD 2). Eluat byl odpaien pod proudem dusiku na vysledny
objem 0,2 ml a alikvot 15 pl nastfiknut na chromatografickou kolonu Suplecosil LC PAH 250 x
2,1 mm vnitfniho primeéru.

Navratnosti Ph a CPs pro vzorek povrchové vody se pro sorbent Accubond C18 pohybuji
v rozmezi 31,9 % (Ph) — 98,4 % (3-Me-4-CP). Meze detekce dosahuji nizsich hodnot pii vinové
délce 230 nm, a to v rozsahu 0,57 pg/l (PCP) az 9,60 pg/l (Ph), pfi které vykazuji CPs vyssi
intenzitu signalu ve srovnani s vinovou délkou 280 nm. Pfi pouziti sorbentu Amberlite XAD 2
byly nejniz§i hodnoty vytéZnosti nalezeny pro PCP (65,9%), nejvyssi pak pro
3-Me-4-CP (96,3%). Hodnoty mezi detekce se pohybuji vrozmezi 1,09 pg/l (PCP) az
6,21 pg/l (Ph) pfi vinové délce 230 nm. Ze srovnani obou sorbetnl tedy vyplyva, Ze pro
prekoncentrace fenolu je vhodné pouzit polymerni sorbent Amberlite XAD 2, ktery ma pro tyto
analyty vyssi retenci nez silikagel C18. Pro stanoveni chlorfenold, které jsou z toxikologického
hlediska vyznamné;jsi, je naopak vhodné pracovat s modifikovanym silikagelem C18.

V alkalickém prostfedi probihala optiméalni sorpce z 50 ml vzorku v pfitomnosti
0,25 mmol/l CTMACI a hodnoté¢ pH 8,5 (Separon SGX C18) ¢i pH 9,0 (Amberlite XAD 2)
pratokem 2 ml/min. Kondicionace sorbentu byla provedena 5 ml MeCN, 5 ml MeOH, 5 ml H,O, 5
ml CTMACI (0,25 mmol/l) a nasledn¢ 1 ml H,O. Promyti sorbentu bylo provedeno
1 ml destilované vody (SGX C18) nebo 1 ml smési H,O/MeOH 95:5 v/v (Amberlite XAD?2). Jako
elu¢ni ¢inidlo byl pro oba sorbenty zvolen metanol a to o objemu 5 ml. Eluat byl odpaten pod
proudem dusiku na vysledny objem 1 ml a alikvot 15 pl nastfiknut na chromatografickou kolonu
Vydac 250 x 2,1 mm vnitiniho priméru.

Navratnosti fenolu a CPs pro vzorek povrchové vody se pro sorbent Separon SGX C18
pohybuji v rozmezi 75,8 % (2-CP) — 93,2 % (2,3,5-TCP). Meze detekce dosahuji nizSich hodnot
pii vinové délce 230 nm, a to v rozsahu 2,70 pg/l (PCP) az 14,7 pg/l (2-CP). Pfi pouziti sorbentu
Amberlite XAD 2 byly nejnizsi hodnoty vytéznosti nalezeny pro 2-CP (80,2%), nejvyssi pak pro
2,3,4,6-TeCP (98,6%). Hodnoty mezi detekce se pohybuji v rozmezi 1,7 pug/l (PCP) az 11,1 pg/l
(2-CP) pfti vinové délce 230 nm. Ze srovnani hodnot navratnosti a mezi detekce pro oba sorbenty
vyplyva, Ze pii prekoncentraci fenoli ve formé iontovych asociati je vhodné pracovat

s polymernim sorbentem Amberlite XAD 2.
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