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1. Uvod

Voda pokryva dvé tietiny zemského povrchu a jeji objem se odhaduje na

1,5 - 10° km®. CR m4 mimofadn& nepfiznivou situaci v zasobovéni vodou, nebot’ je
zcela zavisla na destovych srazkach a tani snéhu. V priméru na jednoho obyvatele
piipada v CR kolem 150 L vody za den, v Praze je spotieba piiblizné o &tvrtinu vyssi.
Primysl a zemédélska Cinnost nepfiznivé ovliviyji Cistotu vod. Voda, kterd neni
zneCiSténa Cinnosti Cloveéka, ma prakticky konstantni zastoupeni tii hlavnich typt
organickych latek: karbohydraty (celulosa, cukry, atd.) 82 %, proteiny 17 % a lipidy

1 %. Pokud je obsah uvedenych latek vyssi, nebo pokud se objevi ve vode dalsi

organické latky, svédci to o kontaminaci vody. Hlavnimi zdroji kontaminace vody jsou

splasky, zeméd¢€lské odpady a splachy a dale pak primyslové odpadni vody.

Siroké spektrum latek produkovanych &lovékem vede k tomu, Ze se tyto latky
objevuji v odpadnich vodach, nésledn¢ potom ve vodach povrchovych a konecné i ve
vodach pitnych. Rozdily jsou pouze v kvantité. Jestlize se n&jaky polutant trvale
objevuje v odpadnich vodéach na urovni 107 g/L, potom je otazkou Casu, kdy se objevi
v 1pitné vodé na arovni 10™? a2 10° g/L. Zne&isténi vody chemickymi latkami Ize d&lit
do ¢ty skupin:

1. Anionty, pfevazné anorganické.

2. Kovové polutanty jsou v mnohych piipadech ptitomny jako ionty, ¢ast je vSak vazana
v komplexech nebo v organokovovych slou€eninach. Tzv. tézké kovy, hlavné olovo,
kadmium a rtut’ jsou ve vodé samoziejmé nezadouci.

3. Organické polutanty tékavé, tj. takove, které 1ze vytésnit z vody inertnim plynem. Do
této skupiny patii nejriznéjsi rozpoustédla s bodem varu asi do 100 °C, uhlovodiky a
chlorované uhlovodiky s bodem varu asi do 250 °C. Podminku tékavosti nespliiuji
latky, které ve vodé tvoti vodikové mistky, napt. fenoly, karboxylové kyseliny, atd.

4. Organické polutanty net€kavé plynule navazuji na piedchdzejici skupinu. V
nékterych ptipadech je problematické, zda je vyhodngjsi latku z vody vytésnit
inertnim plynem, nebo pouzit jinou techniku, napf. extrakci kapalinou. Do skupiny

netékavych organickych polutantii patfi pfedevS§im vyssi uhlovodiky, polycyklické



aromaty, fenoly, chlorfenoly, pesticidy, chlorované bifenyly, polychlorované
dibenzodioxiny a dibenzofurany a povrchové aktivni latky (tenzidy) [1].

Fenol je nepiijemnym a jedovatym kontaminantem, ktery je vypoustén do
ficnich tokti mnoha chemickymi tovarnami v jejich odpadnich vodach. Cilem této prace
bylo porovnani metod a zjisténi limitd detekce stanoveni fenolu ve vodé z Vitavy
pomoci separa¢nich metod — vysokoG¢inné kapalinové chromatografie, kapilarni
kapalinové chromatografie, odmérné analyzy — bromometrické titrace a optické metody

— molekulové absorp¢ni spektrofotometrie ve viditelné oblasti.



2 TEORETICKA CAST

2.1 HYDROXYSLOUCENINY, FENOLY

Hydroxyslouceniny, v nichz je hydroxylova skupina vdzdna na nasyceny
uhlikovy atom, v hybridizaci sp3, se nazyvaji alkoholy. Pokud je tato skupina vazana
pfimo na aromatické jadro, jde o fenoly [2].

Fenoly jsou krystalické slouceniny, jez obsahuji jednu nebo vice hydroxylovych
skupin. Podle toho se d¢€li na fenoly jednosytné a vicesytné. Pfitomnost hydroxylovych
skupin v molekule zvySuje polaritu a z tohoto duvodu se jednosytné i vicesytné fenoly,
pokud neobsahuji dlouhy postranni uhlikovy fetézec, dobie rozpoustéji ve vode [3].

Fenoly jsou ve srovnani s alkoholy znac¢né kyselejsi, coz vyplyva ze silné
rezonancni stabilizace jejich anionil, fenolatl, a proto se u fenolid projevuje vétsi snaha
odstépit proton nez u alkoholi. Fenoly jsou rovnéz stabilizovany kladnym
mezomerinim efektem +M hydroxylové skupiny, ale mnohem méné nez fenolaty,
u kterych je delokalizovan cely jednotkovy zaporny naboj. Fenoly a fenolaty jsou
uc¢innymi nukleofilnimi ¢inidly. Elektrofilni substituce fenolti probihad snadno, a to do
poloh ortho a para, protoze hydroxylova skupina silné€ atakuje jadro. Z tohoto diivodu
fenol bromaci nebo nitraci poskytuje ptislusné 2,4,6-trisubstituované derivaty. Fenoly

se kopuluji s diazoniovymi solemi, coz ma velky vyznam pfti vyrob¢ azobarviv [3].

2.1.1 Fyzikalné chemické vlastnosti fenolu

Fenol, dfive nazyvany kyselina karbolova, byl prvné izolovan z dehtu roku
1934. Dale se muze ziskavat zahfivanim monochlorbenzenu S vodnym hydroxidem
sodnym pod vysokym tlakem. Tvofi bezbarvé krystalky, charakteristického zapachu,
které del§im skladovanim Cervenaji aZ hnédnou. Zékladni fyzikaln€ chemické vlastnosti

fenolu jsou uvedeny v tabulce 1.
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Tabulka 1 Fyzikalné - chemické vlastnosti fenolu.

Sumarni vzorec CsHsO

CAS - No. 108-95-2

Molarni hmotnost 94,11 g/mol

pH 6

Bod varu 182 °C

Bod tani 40-42°C

Bod vzplanuti 79 °C

Teplota samovzniceni 715°C

Tlak par 0,36 mmHg (20 °C)
Hustota 1,071 g/cm®
Povrchové napéti 38,2 mN/m
Viskozita 3,437 Pas

Hustota par 3,24 g/l

Mez vybusnosti spodni 1,7  horni 8,6 vol.%
Rozdélovaci koeficient log Kow 1,46 (50 °C)

2.1.2 Zdroje fenoli

Fenoly jsou nebezpecné latky, nalezejici do skupiny organickych aromatickych
latek. Fenol se rychle rozklada ve vzduchu (polovina se ho rozlozi béhem jednoho dne),
V pidé je rozlozen béhem 2-5 dnd, ve vodé muiize pietrvavat po dobu delsi nez 9 dna [4].
Do skupiny fenoll patii jak latky pfirozené se vyskytujici, tak ¢lovékem vyrobené
slouceniny. Fenoly a jejich derivaty jsou Siroce rozsifené piirodni latky, které jsou
produkovany celou fadou rostlin a Zivocichi, ale 1 ¢lovékem. Pravé tyto piirozené
derivaty fenoll zapficinuji chut’ a barvu mnohych pozivatin. Fenoly pouzivaji rostliny
Kk produkci ligninu, hlavniho pfirodniho polymeru ve difev€. Ptirodni fenoly nejsou
produkovany ve vyznamném mnoZstvi. Vyznamnéj$i problém pifedstavuji nadmérna

mnozstvi fenoll a jejich derivatl, kterda mohou do Zivotniho prostfedi unikat v ramci

lidské ¢innosti [5].
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Mezi antropogenni zdroje emisi patii:

e uniky pii vyrobé¢ fenoli;

e uniky z chemického prumyslu pii uzivani (desinfekce vodnich potrubnich
systémil) a aplikaci fenolti do produktt (napft. fenolové pryskytice a uméla
vlakna), odpady z tepelného zpracovani uhli, petrochemie,

e kontaminace vody z natérit obsahujicich fenoly a jejich derivaty,

e spalovaci procesy, napt. spalovaci motory, cigaretovy kout, oteviena ohniste,

e Uniky chlorfenol do ovzdusi béhem spalovani latek obsahujicich chlor,

e fenoly mohou byt do Zivotniho prostiedi také vyluhovany ze $patné zajisténych
skladek odpadu,

e vznik chlorfenolu v ramci chlorace vod s obsahem fenold.

Fenoly emitované antropogenni cestou a jejich derivaty mohou mit diky svym
vlastnostem negativni vliv na zZivotni prostfedi. Antropogenni Uiniky z diivodu omezené
tekavosti fenoll vétSinou smétuji do vody nebo pudy. Nechlorované derivaty fenolt
jsou v aerobnim prostfedi rozkladany mikroorganismy na neskodné produkty. Za
nepfistupu vzduchu, napt. ve skladdkach, sedimentech ¢i v podzemnich vodach, jsou
stabilng€jsi. Piestoze fenoly nejsou latkami ze skupiny tékavych organickych latek
(VOC-Volatile Organic Compounds), objevuji se v literatufe informace, ze mohou po
vypareni reagovat s dal§imi polutanty pfitomnymi v ovzdusi, a tak potencialné ptispivat
ke tvorb¢ skodlivého pfizemniho ozonu tzv. fotochemického smogu [5].

Hlavnim legislativnim néastrojem v CR upravujicim zastoupeni fenolt
a fenolickych sloucenin ve vodnim prostiedi je nafizeni vlady ¢. 61/2003 Sb.,
0 ukazatelich a hodnotach ptipustného znecisténi povrchovych vod a odpadnich vod,
nalezitostech povoleni k vypousténi odpadnich vod do vod povrchovych a do kanalizaci
a o citlivych oblastech, které stanovuje emisni standardy pro obsah fenoli v odpadnich
vodach, vypousténych z vybranych priimyslovych odvétvi, imisni standardy pro obsah
fenold v povrchovych vodach a pozaduje nezvySovani jejich obsahu v sedimentech,
plaveninach a zivych organismech [7].

Fenol a jeho derivaty jsou Siroce vyuZzivany v chemickém pramyslu. Fenol je
hlavnim chemickym meziproduktem pro vyrobu syntetickych vldken a fenolovych

pryskyfic. Pouziva se také jako slimicid (protislizovy prostiedek pro zamezeni ristu
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bakterii a houbového slizu) v primyslovych vodnich systémech, déle jako desinfekéni
prostiedek. Nékteré druhy bakterii odolavaji i dlouhodobému pisobeni fenold. Napt.
Bacillus stearothermophilis je rezistentni vuci vétsiné fenolit a Bacillus magaterium
nejcitlivéjsi [8]. V 1éCivech se fenol pouziva v prostiedcich proti boleni v krku a proti

koznim onemocnénim, jako jsou napfi. bradavice.

2.1.3 Toxicita fenolu a jeho degradace

Fenol je toxicky pro vodni Zivoéichy [9-12], obecné ryby se zdaji byt
nejcitlivéjsi. Znecisténi vody fenolem by proto mohlo poskodit vodni organismy
a ekosystémy. Predpoklada se, ze fenol se na rozdil od chlorfenolu nebioakumuluje,
a tudiz se jeho koncentrace nezvySuje v potravnim fetézci [4].

Fenol je nebezpetny pro lidské zdravi. Je silnym protoplasmatickym jedem
amiize vyvolat genetickd poSkozeni. Nadmérnd expozice mize mit vliv na mozek,
travici systém, oci, srdce, ledviny, jatra, plice, periferni nervy a kizi [13].

Prace Fanga a Zhoua [14]; Blaszczyka a kol. [15]; Sarfaraza a kol. [16] se
zabyvaly degradaci fenolu za anoxickych podminek a za aerobnich podminek prace
Buitrona a kol. [17]; Gonzaleze a kol. [18]. V dalSich pracich se lze setkat s pouzitim
zeleznatych soli, jako FeCl; a [FeCly], které zplsobuji degradaci fenolu a
substituovanych fenoll ve vodnich roztocich za aerobnich podminek. Oxidy kovt, CuO
a V05 jsou téZ schopny aerobni degradace fenolli, ale maji velmi specifickou
substratovou selektivitu. CuO pomérné $patné rozklada fenol, zatimco halogenované
fenoly pomérné rychle oxiduje. Naopak V,0s rychle oxiduje fenol a isomerni nitrofenol
[19].

2.1.4 Metody stanoveni fenolu

Chemické vlastnosti fenolu umoZiuji ke stanoveni fenolu pouzit rGzné analytické
metody, jako bromometrickou titraci [20]. Fenoly a chlorfenoly podobné jako jiné
aromatické polutanty vykazuji v alkalickém prostfedi vyraznou absorpci v UV oblasti,
ktera je vhodna pro jejich rychlé spektrofotometrické stanoveni [21-24]. Pro ucinnou
separaci a stanoveni fenoll 1ze rovnéz pouzit rizné varianty plynové chromatografie
(GC) [25-26], vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) [27-28] po ptipadném
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zkoncentrovani kapalinovou extrakci, extrakci na pevné sorbenty (SPE) [29-32] nebo
pomoci single drop extrakce [33], a také kapilarni elektroforézou [34-36],
izotachoforézou [37]. Dalsi metodou jak stanovit fenol ve vod¢ jsou elektrochemické
metody [38]. V neposledni radé Ize fenol stanovit pomoci velmi citlivé, enzymatické
prutokové injekéni analyzy (FIA). Byl vyvinut postup pro stanoveni fenolu
fluorimetricky. Pfi kontaktu s tyrosinasou, se fenol oxiduje na o-benzochinon, ktery
oxiduje kyselinu askorbovou na kyselinu dehydroaskorbovou, jez produkuje katechol.

Nasledné je katechol enzymaticky reoxidovan na 0-benzochinon [39].

2.2 BROMOMETRIE

Bromometrie patii mezi oxidimetrické titrace. Jako odmérny roztok se pouziva
KBrOs;, ktery je v kyselém prostiedi silnym oxidovadlem, schopnym oxidovat
anorganické 1 organické latky. Pokud je v roztoku pfitomna stanovovana latka, probiha

redukce bromi¢nanu podle reakce [40]:
5BrO; + 6H" + 6e” — 5Br + 3H,0 E=142V

Odmérny roztok KBrOs je staly a pfipravuje se rozpuSténim navazky KBrOs,
ktery je zékladni latkou. Titrace se provadéji v roztocich okyselenych kyselinou

chlorovodikovou nebo sirovou. Indikace bodu ekvivalence je zalozena na reakci [41]:
5Br + BrO; + 6H" — 3Br, + 3H,0

Urceni konce titrace je zalozeno na indikaci uvolnéného bromu dvéma zptlsoby.
Bud’ prvnim nepatrnym nadbytkem bromi¢nanu po dosazeni bodu ekvivalence se uvolni
Bry, ktery rozrusi pfidanou methylovou €erven nebo methylovou oranz, coZ je vizualni
neutraliza¢ni indikator, na bezbarvé produkty, takze je bod ekvivalence indikovan
odbarvenim roztoku, tedy rozruSenim nevratného redoxniho vizualniho indikéatoru. Ve
druhém ptipad€ se aplikuje jodometricka indikace, kdy prvni piebytek bromicnanu
poskytne reakci s pfidanym jodidem elementarni jod, zbarvujici Skrobovy maz modie
[42, 43].

Bromometricky Ize v kyselém prostiedi stanovit soli cinaté, antimonité, arsenité,

thallné a mad'né, které se pii titraci oxiduji na sloudeniny Sn**, Sb>*, As>*, TI** a Cu?*.
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Titraci bromi¢nanem za pfitomnosti bromidu, tedy bromometricky je mozné také

stanovit dvojné vazby v nenasycenych organickych slouc¢eninach:

R1-CH=CH-R, + Br; — R;-CHBr-CHBr-R;

a dale organické latky, jako napf. fenol nebo anilin [41, 43].

2.2.1 Bromometrické stanoveni fenolu

Stanoveni fenolu je zalozené na substitu¢nim pasobeni bromu. Brom se piitom

piimo v reakéni smési produkuje reakci bromi¢nanu s bromidem po okyseleni:
BrO, + 5Br + 6H" - 3Br, + 3H,0

Vzhledem k tomu, Ze substitucni reakce jsou relativné pomalé, plsobi se prebytkem

bromu po ptredepsanou dobu podle schématu:

Br

@—DH—EBI:{—* Br OH + 3 HBr

Br

Ptebytek bromu se ur¢i jodometricky titraci thiosiranem sodnym. Vyhodou je moznost

citlivé a velmi selektivni indikace konce titrace na Skrob jako indikator [8]:
Br,+ 21> 2Br + I,

l, + 25,0 — 21 + S,0%

2.3 SPEKTROFOTOMETRIE

Spektrofotometrie v ultrafialové a viditelné oblasti spektra navazuje na vyvojové
klasickou kolorimetrii, a je tudiz nejstarsi fyzikalné chemickou metodou, a to nejen ve
skupiné optickych metod. Po vice nez staletém vyvoji si spektrofotometrické metody

jesté stale udrzuji své pevné postaveni v systému analytickych instrumentélnich metod
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predevs§im diky své jednoduchosti jak v pfipravé vzorku, tak v koneéném méfeni
absorbance. Analyza je rychld, pfesna a citliva.

Ultrafialové a viditelné zafeni tvofi maly tusek zcelkové oblasti
elekomagnetického zareni. Molekulova absorp¢ni spektrometrie ve viditelné oblasti se
zabyva méienim latek, které absorbuji elektromagnetické zéaieni v rozsahu vlnovych
délek 380 nm az do oblasti 760 nm. Latky absorbujici v této oblasti se jevi oku barevné.
Vinova délka pohlceného zareni neodpovidd barveé latky, jez vnimame, ale barve
komplementarni.

Pokud stanovovany analyt nevykazuje dostateCnou absorbanci pii néjaké vhodné
vlnové délce v této oblasti spektra, pak se musi nejprve nechat reagovat s vhodnym
¢inidlem, s nimz vytvaii presné definovany barevny produkt. Intenzita zabarveni
roztoku je pak pfimo umérna koncentraci analytu v analyzovaném roztoku a lze ji
zméfit spektrofotometrem jako hodnotu absorbance pfislusného barevného roztoku.
Nejprve se proméfuje absorpéni kiivka barevného produktu zavislosti absorbance (A)
barevného produktu na vlnové délce (L) absorbovaného zéteni. Z absorpcni kiivky se
poté zjisti vinova délka maxima, pii niz barevny produkt vykazuje nejvétsi absorbanci
a pii které je stanoveni analytu nejcitlivéjsi. Absorbance pii vinové délce maxima se
pouzije ke konstrukci kalibra¢ni pfimky a ke stanoveni analytu. Spojeny zékon
Lambertiv-Beeritv ~ vyjadfuje vztah mezi absorbovanym zéafenim, tlouStkou
absorbujiciho prosttedi a jeho koncentraci. Absorbance vzniklého barevného produktu

je ptfimo imérna koncentraci analytu ve vzorku podle vztahu:

A =¢c-d-c (1)

kde:

A, je absorbance roztoku pifi vlnove délee A; & je molarni absorpcni koeficient

A

barevného produktu (L/mol-cm); d je opticka draha paprsku, tedy tloustka kyvety (cm)
a ¢ je molarni koncentrace analytu (mol/L). Tento zakon plati jen pro zfedéné roztoky,
kde je mozné zanedbat zménu indexu lomu méfeného roztoku se zménou koncentrace

barevné latky.
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Pti méfeni pomoci diodového pole (diode-array) prochazi vzorkem bilé svétlo,
které¢ je az poté rozlozeno na jednotlivé vinové délky (zpravidla pomoci pevné
postavené optické miizky) a dopada na desticku s mnoha detektory — fotodiod (odtud
nazev diodové pole). Diodové pole je pfitom umisténo tak, ze na kazdou fotodiodu
dopada urcity (pomérné uzky — napt. 2 nm) rozsah vinovych délek. Zatizeni neobsahuje
zadné pohyblivé prvky, coz zvySuje reprodukovatelnost méfeni, a navic se zméfi celé
spektrum najednou. Doba méteni se tak muze zkratit z nékolika minut na zlomky
sekundy. Toto uspofddani navic umoznuje konstruovat pfistroje pfiblizné o tad
presnéjsi, nez klasické fotometry, navic nevyzadujici prakticky zddnou udrzbu, kalibraci

atd. Na obrazku 1 je zndzornéno zakladni schéma spektrofotometru diodového pole.

wolframovi lampa (viditelné zifenl) §indove pole

deuteriova lampa
(ultrafialové zifeni) cela (kyveta)

/

Stérbina
mfizka

Obrazek 1 Zakladni schéma spektrofotometru diodového pole [44].

2.3.1. Spektrofotometrické stanoveni fenolu pomoci 4-aminoantipyrinu
Zakladem tohoto spektrofotometrického stanoveni je reakce fenolu

s 4-aminoantipyrinem (4-amino-2,3-dimethyl-1-fenyl-3-pyrazolin-5-on) v alkalickém

prosttedi v pfitomnosti hexakynozelezitanu draselného za vzniku cerveného barviva

chinoidni struktury podle schématu [43]:
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P Ry[Fe(CN)g]
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2.4 SEPARACNI METODY

Kapalinova chromatografie je jednou z chromatografickych separacnich metod,
pii niz se molekuly analytu rozdéluji mezi stacionarni a mobilni fazi. Déleni je zalozeno
na rozdilné afinit¢ slozek smési k mobilni a stacionarni fazi. Kapalinovou
chromatografii miizeme d¢lit pole typu stacionarni faze na:

e sorpcni chromatografii, kdy se separace uskuteciiuje specifickymi interakcemi
Castice s povrchem adsorbentu — adsorpéni chromatografie (liquid-solid
chromatography) — LSC nebo se stagnujici kapalnou stacionarni fazi nanesenou
na nosi¢éi — rozdélovaci (absorp¢ni) chromatografie (liquid-liquid
chromatography) — LLC,

e gelovou (permeacni) chromatografii (GPC), kdy se separace uskuteciiuje na
zéklad¢ velikosti ¢astic a velikosti pora gelu,

e ionexova chromatografie (ion-exchange chromatography, IEC), kdy dochazi k
Separaci iontll na zakladée specifickych interakci s nabitym nosic¢em,

e specialni chromatografii — afinitni, chiralni aj.

V Chromatografii s obracenymi fazemi je proti béZznému provedeni, stacionarni
faze nepolarni a mobilni faze polarni kapalina. Jako stacionarni nepolarni faze se
pouzivaji (uhlovodikové fetézce C4 - C18) chemicky vazané na nosi¢ (grafitové nebo
uhlikem potaZzené silikagely, kopolymery styrenu a divinylbenzenu atd.). Ve vétSiné
aplikaci této metody slouzi jako mobilni faze smés vody a organického rozpoustédla
(acetonitrilu, isopropanolu, methanolu ap.). Vzhledem k nepolarnimu charakteru
stacionarni faze k ni maji vétsi afinitu latky s vy$$im obsahem hydrofobnich oblasti,

tedy mén¢ polarni. Chromatografie s reversni fazi se uplatiiuje zejména v usporadani

HPLC.
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2.4.1 Detekce u chromatografickych metod

Detektorti zalozenych na méteni riznych fyzikalné-chemickych parametri latek
vystupujicich z chromatografickych kolon existuje velké mnozstvi. Lisi se od sebe
nejen fyzikalni podstatou méfeni, ale i pouzitelnosti a citlivosti. V HPLC jsou detektory
obecné citlivéjsi a rozmanitéj$i nez v plynové chromatografii. Detektor musi byt
kompaktni s viskoznimi systémy s malymi vyfivymi koeficienty, musi byt univerzalni
nebo selektivni a musi poskytovat dostatecné¢ rychlou odezvu. Mezi nejcastéji
pouzivané detektory patii:

- prutokové jako jsou UV-VIS spektrofotometry, DAD spektrofotometry (Diode
Array Detector), fluorimetry, polarimetry, vodivostni detektory, hmotnostni
detektory, coulometry, dielektrimetry, refraktometry, radiometry atd.,

- neprutokové pfistroje umoziuji sbér frakci, jejichz analyza probéhne nasledné.

2.4.2 Chromatografické kolony

Utinnost chromatografické kolony zavisi na pouZité stacionarni fazi. Dale na
délce kolony a na jejim tvaru, materialu kolony, upravé vnitiniho povrchu kolony a na
mnozstvi spojovacich ¢asti. Chromatografické kolony se zhotovuji z nerezové oceli
nebo ze skla. Nejvyhodné&jsi jsou kovové kolony, jejichz vnitini povrch je potaZzen
vrstvou skla. V soucasnosti se obvykle pouzivaji kolony o délce 10 az 30 cm. Primér
analytickych kolon byvéa v fadu jednotek milimetrid. Kolony lze plnit stacionarni fazi
pfimo v laboratofi, nebo je mozné je koupit od vyrobctll. V sou€asnosti se jako velice
nadé&jné jevi pouziti kapilarnich kolon, jejichZ primér je srovnatelny s velikosti ¢astic

naplné.
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2.4.3 Monolitické kolony v kapilarni kapalinové chromatografii

Soucasny trend v kapalinové chromatografii vede k miniaturizaci kolon [45]. V
laboratofich se zacinaji uplatiiovat kapilarni kapalinové chromatografy (CLC), které
maji oproti klasické HPLC fadu vyhod. Napt. malé spotieba vzorku a mobilni faze, coz
ma vyznam také z ekologického hlediska, dale dochazi k mensimu nafedéni vzorku
Vv koloné&. Pfipravuji se a testuji nové typy monolitickych kolon [46, 47]. Monolity jsou
separa¢ni média, kterd lze pfirovnat k jediné velké Céstici majici tvar i objem zcela
zapliujici vnitiek separacni kolony. Proti typickym kolondm plnénym drobnymi
Casticemi, monolity neobsahuji mezicasticové prostory, kterymi se v klasickych
kolonach uskutecniuje valnd cast prutoku. Z toho divodu musi vSechna mobilni faze
protékat pory monolitu. Monolity se pfipravuji radikdlovou polymeraci smési, kterad
obsahuje monomer s funkéni ¢i reaktivni skupinou jako je butyl- nebo glycidyl-
methakrylat, sitovadlo, monomer se dvéma ¢i vice dvojnymi vazbami jako je napft.
divinylbenzen a ethylendimethakrylat, dale inicidtor a porogenni rozpoustédlo. Tato
smés se naplni do formy, kde po zahfati polymeruje [48]. V diplomové praci byla pro
stanoveni  fenolu, rozpusténého ve viltavské vod€¢, pouzita ~monoliticka
polybutylmethakrylatova kolona pfipravena na Katedie analytické chemie,
Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze, kde v soucasné dobé probiha

vyzkum a testovani novych monolitickych kolon [49-52].

2.4.4 Zakladni parametry separace v kolonové chromatografii

Graficky zaznam zévislosti signalu detektoru na €ase se nazyva chromatogram.
Zbény separovanych latek prochéazejici detektorem jsou zaznamenavany jako
koncentra¢ni profily (chromatografické piky), které maji v idedlnim ptipadé tvar
Gaussovy kiivky. Reten¢ni ¢as vzorku (tr) udava casovy interval od nastiku vzorku do
okamziku detekce odpovidajici prichodu maximalni koncentrace latky detektorem.
Mrtvy ¢as kolony (tm) predstavuje Casovy interval od nastiiku vzorku do okamziku
detekce maximalni koncentrace slozky, jeZ neni stacionarni fazi zadrZovéna.
Redukovany reten¢ni Cas (¢'r) charakterizuje dobu, po kterou se analyt zdrzi

interakcemi se stacionarni fazi:

t'R:tR'tM (2)
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Nekteré analyty jsou na koloné zadrzovany méné a nékteré vice, coz Se projevuje

rozdilem v jejich reten¢nich Casech, které se daji porovnat pomoci reten¢nich faktort k:
k=(tr —tm)/tu 3)
kde tR je reten¢ni Cas analytu, tM je mrtvy ¢as. RozliSeni (Rs) dvou slozek elulujicich

Vv riznych ¢asech je definovano vztahem:

Rs=2-(tro—tr1)/ (Y2 + Y1) (4)

kde tr» je retenéni Cas pozdéji eluujici slozky vzorku, tri retenéni Cas diive eluujici
slozky vzorku a Y1, Y; Sitky chromatografickych pikt pti zdkladné. Latky povazujeme
za zcela oddélené, jestlize R > 1,5, v pifipadé¢ symetrickych piki mnohdy postaci

rozliSeni R = 1,0.

2.4.5 U¢innost separac¢niho procesu

Utinnost chromatografické kolony klesa s rostouci rychlosti rozmyvani zén
separovanych latek. Kinetika procesu rozmyvani byla popsana nasledujicimi teoriemi:
- teorie chromatografického patra (Martin a Synge, 1941)

- van Deemterova dynamicka teorie (van Deemter, 1956)

Za ptedpokladu Gaussovského symetrického piku lze pocet teoretickych pater vyjadfit

vztahem:

N=16-t%;/Y?=554 - t%;/ Yy, ©)

kde n je pocet teoretickych pater kolony, tr; je retencni ¢as latky i, Y je Sitka piku pfi
zakladn€ a Yy, je Sitka piku v poloviné vysky. K porovnani ucinnosti kolon rtiznych
délek se pouziva udaj o poctu teoretickych pater na jednotku délky kolony nebo udaj
0 vysce teoretického patra H:

H=L/n (6)
kde H je vySkovy ekvivalent teoretického patra, L je délka kolony a n je pocet

teoretickych pater.
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Na obrazku je zobrazeno zakladni schéma HPLC, které se sklada z detektoru,

chromatografick¢é kolony, vysokotlakého

Cerpadla, zéasobniku mobilni

davkovaciho ventilu se smyckou a vyhodnocovaciho zatizeni.

CHECBLL ITOGES B
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: Z ..
mobi1lnd I:H = T
fare el dae [min] _
A ln o acd pocitac
krohout se = — D_ﬁ
sty clean separadni
kolona detelrtor -

faze,

Obrazek 2 Schéma HPLC [53].
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3. EXPERIMENTALNI CAST
3.1. CHEMIKALIE

V této praci byly pouzity pro bromometrické stanoveni chemikélie o ptislusné
Cistoté: fenol (p.a.) Mp(fenol) = 94,11 g/mol, KBrOj3 (p.a.) My(KBrOs3) = 167,02 g/mol,
KBr (p.a.), KIOs (p.a), KI (p.a.), Na,S,0; (p.a.) dodané firmou Lachema (CR).
4-amino-2,3-dimethyl-1-fenyl-3-pyrazolin-5-on  (p.a.) dodany firmou  Merck
(Darmstadt, Némecko) a Na,CO3 (p.a.), Ks[Fe(CN)g] (p.a.), NaNOg3 (p.a.) a HCI (p.a.)
dodané firmou Lachema byly pouzity pro spektrofotometrické stanoveni. Acetonitril
(p.a) od firmy Merck (Darmstadt, Némecko) byl pouzit pro HPLC a CLC.
Deionizovana voda pouzita v této praci, pfipravena na principu reverzni osmoézy, byla

precisténa pristrojem Mili-Q (Millipore Corporaton, USA).

3.2.VZORKY VOD

Vzorky vody byly odebrany z feky Vltavy v Praze na Vytoni do 1,5 litrové
lahve. Po transportu do laboratofe byl vzorek ihned zfiltrovan pies papirovy filtr.

Vzorky pro sledovani stability fenolu ve vodé byly pfipraveny o koncentraci 4 mg/L.

3.3. INSTRUMENTACE

K experimentalni praci byly pouzity nasledujici pfistroje: spektrofotometr
Agilent Technologies 8453 (Agilent Technologies, Waldbronn, Némecko) s méfenim ve
viditelné 1 ultrafialové oblasti spektra 190 — 1100 nm, osobni pocitac¢ s ovladacim
programem UV-Visible ChemStation, verze 9.01. Kapalinovy chromatograf, ktery se
skladal z ¢erpadla LCP 4000 (Ecom, CR), spektrofotometrického UV detektoru LCD
2084 (Ecom, CR), davkovaciho ventilu s10 pL smyckou (Ecom, CR)
a chromatografické kolony Biospher PSI 100 C18 5 um, 4,6x150 mm (Labio a.s, CR).
Kapilarni kapalinovy chromatogram, ktery se skladal z ISCO pumpy 100DM (Lincoln,
NE, USA), polybutylmethakrylatové monolitické kolony pfipravené v laboratofi, 320
um LD, délky 18 cm, ze spektrofotometrického detektoru LINEAR UV/VIS 205 (San
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Jose, CA, USA) s detekéni celou a davkovaciho ventilu Valco se 60 nL smyckou
(Schenken, Svycarsko). Ziskana data byla zpracovana pomoci programu CSW 1.7. od
firmy Data Apex (Praha, CR).

3.4. LABORATORNI POMUCKY

K experimentalni praci byly pouzity nasledujici laboratorni pomucky dodané
firmou Simax (Praha, Ceska republika): poloautomaticka byreta (25 mL), odmérné
banky (25 mL, 50 mL, 100 mL, 200 mL, 250 mL, 500 mL, 1000 mL, 2000 mL),
kadinky, jodové bailky, odmérmné valce (10 mL, 50 mL), délend pipeta (10 mL),
nedélené pipety (5 mL, 10 mL, 20 mL a 25 mL).

3.5 PRACOVNI POSTUPY

35.1HPLCacCLC

Mrtvy ¢as kolony byl uren vodnym roztokem wuracilu o koncentraci
1-10° mol/L. Zésobni roztok fenolu o koncentraci 30 g/L byl pfipraven rozpusténim
prislusného mnozstvi ve vodé z Vltavy. Roztoky pro méteni kalibracnich zavislosti byly

pfipraveny fedénim tohoto z4sobniho roztoku.

3.5.1.1 Experimentalni podminky

Vsechna meétfeni byla provaddéna pii laboratorni teploté. Davkovany objem
vzorkll u vysokou¢inné kapalinové chromatografie byl 10 pL, pritok mobilni faze
0,5 mL/min, vlnova délka 220 nm a 275 nm a u mikrokapalinové chromatografie
davkovany objem vzorkl ¢inil 60 nL, pratok mobilni faze 4 pL/min a vlnova délka

detekce byla opét 220 nm a 275 nm.
3.5.2 Spektrofotometrie

3.5.2.1 Spektrofotometrické stanoveni

Nejprve bylo odpipetovano do 25 mL odmérnych banék 2, 4, 6, 8, 10 mL
standardniho roztoku fenolu 0 koncentraci 10 mg/L, dale bylo ptidano 0,5 mL 2%-niho
roztoku 4-aminoantipyrinu a doplnéno témét po znacku roztokem uhli¢itanu sodného.
Poté bylo ptidano 0,25 mL 8%-niho K3[Fe(CN)s] a doplnéno po znacku 0,05%-nim
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roztokem uhli¢itanu sodného. Roztok byl dikladné protiepan [43]. Po 5 minutach byla
promé&iena absorp¢ni kiivka ¢ervené zbarveného roztoku od 400 nm do 700 nm proti
slepému vzorku. Srovnavacim slepym vzorkem se mysli roztok obsahujici vSechny

slozky ve stejném mnozstvi s vyjimkou stanovované latky fenolu.

3.5.3 Bromometrie
3.5.3.1 Standardizace odmérného roztoku Na,S,0Ozna KBrO;

K vypocitané navazce 12,4 g thiosiranu sodného bylo ptidano 0,5 g Na,CO3 jako
stabilizatoru rozkladu thiosiranu a doplnéno destilovanou vodou do 2000 mL odmérné
bailkky po rysku. Takto pfipraveny odmérny roztok Na,S;03 byl standardizovan na
KBrOs.

Pro standardizaci odmérného roztoku thiosiranu sodného bylo odpipetovano
25 mL zasobniho roztoku KBrOs, pfipravené¢ho z 20,91 mg KBrOj; navézeného na
analytickych vahach s ptesnosti na desetinu mg a doplnéno destilovanou vodou do
250 mL odmérné banky. Dale byly do jodové banky pifidany 2 g pevného jodidu
draselného, 10 mL H,SO4 (¢ = 2 mol/L) pro okyseleni a zifedéno cca 150 mL
destilované vody. Roztok byl diikladné promichan a po chvili zhnédly roztok titrovan
odmérnym roztokem thiosiranu sodné¢ho do slabé oranzového odstinu. Poté bylo

pfidano 10 mL Skrobu jako indikatoru a roztok byl dotitrovan do odbarveni.

3.5.3.2 Priprava vzorkii fenolu a jeho bromometrické stanoveni

Byl piipraven zasobni roztok fenolu o koncentraci 1g/L. Z kapalného vzorku
obsahujiciho fenol bylo odpipetovano nedélenou pipetou 20 mL vzorku do jodové
banky, dale bylo pfidino 10 mL 0,1667 mol/L roztoku KBrOsz a 0,084 mol/L KBr,
(pfipraveného navazenim 2,7836 g KBrOsz a 10 g KBr a doplnéného destilovanou vodou
do 1000 mL odmérné baiiky). Do jodové banky bylo nésledné ptfiddno odmérnym
valcem 10 mL 2 mol/LL H,SO,4. Baika byla ihned uzaviena zatkou a roztok ponechan
stait 10 minut. Poté bylo pfidano 10 mL 10% KI a obsah banky za obcasného
promichavani ponechan stat dalSich 10 minut. Poté byl uvolnény jod titrovan

standardnim odmérnym roztokem Na,S,03 0 koncentraci 0,05 mol/L a faktoru
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f=0,9972 na Skrob do odbarveni, ktery byl do titrovaného roztoku pfidan az té€sné pred

bodem ekvivalence [42].
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

41 VYSOKOUCINNA KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

4.1.1 Uréeni vinovych délek detekce

Prvnim krokem pro ob¢ separa¢ni metody HPLC a kapilarni kapalinova

chromatografie bylo prométeni spekter fenolu a zjisténi, pfi kterych vinovych délkéach

nejvice fenol absorbuje. Na obrazku 3 je zobrazeno proméfené absorpcni spektrum

fenolu rozpusténého v mobilni fazi.
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Obrazek 3 Spektra fenolu a mobilni faze, (1) fenol rozpustény v mobilni fazi, (2)

mobilni faze 65% acetonitril.

Pro detekci byly vybrany vlnové délky 220 a 275 nm, protoze pii téchto

vinovych délkach vykazoval vzorek fenolu vysokou absorbanci.
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4.1.2 Kvantitativni analyza fenolu

Fenol byl rozpustén ve vodé z VItavy v koncentra¢nim rozsahu od 0,1 mg/L do
60 mg/L pro stanoveni pii vinové délce 220 nm a dale byly pfipraveny roztoky fenolu
od 0,6 mg/L do 200 mg/L, které byly nasledn¢ stanoveny pii vinové délce 275 nm. Pro
promé&ieni kalibra¢nich kiivek fenolu byla pouzita mobilni faze acetonitril-voda 65:35
(v/v), pti priatoku 0,5 mL/min na chromatografické kolon¢ Biospher PSI 100 C18.
Me¢teni bylo opakovano ttikrat pro kazdou koncentraci roztoku fenolu. Primérné plochy
pikti byly vyhodnoceny linearni regresi. Ziskané kalibra¢ni ktivky odpovidaji zavislosti

plochy pikii na molarni koncentraci:
A=a+b-c (7)

kde A je primérna plocha pikt, a je usek, b smérnice kalibra¢ni ptimky, c je
koncentrace analytu a i je faktor linearity. V tabulce 2 jsou shrnuty useky, smérnice,
korelacni koeficienty a linearni dynamické rozsahy jednotlivych kalibra¢nich kiivek pro

roztoky fenolu pfi dvou vlnovych délkéach.

Tabulka 2 Parametry kalibra¢nich pfimek, jejich smérodatné odchylky (uvedené
v zavorkach) a linearni dynamické rozsahy fenolu. Kolona Biospher PSI 100 C18;
mobilni faze acetonitril-voda 65:35 (v/v); prutok 0,5 mL/min; vinova délka detekce 220
a275nm.

Vinova délka r Smérnice Usek Linearni dynamicky rozsah

(nm) (10° (MV-s) (mol/L)
mV-s-L/mol)

220 0,9996 20,0 -25,2 2,13-10°-6,38-10"
(0,15) (39,2)

275 0,9999 6,0 -3,13 8,50-10°-2,13-10°®
(0,02) (5,85)

Pfi pouziti t-testu pro useky t = a/s, bylo zjisténo, Ze zadny z tsekt kalibrac¢nich
kiivek nebyl statisticky rozdilny od nuly na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,01. Pro
potvrzeni €i vyvraceni zavislosti plochy pikii na prvni mocniné koncentrace byly také

vyneseny kalibra¢ni zévislosti v logaritmickém méfitku podle rovnice:
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logA=logp+i-logc (8)

Vynesenim log B proti log c sedostane videalnim piipadé piimka, jejiz
smérnice je rovna koeficientu linearity pouzitého méficiho zafizeni. V tabulce 3 jsou
shrnuty faktory linearity i a porovnani dekadickych logaritmi smérnic (log ) ziskanych
logaritmickou regresi a dekadickych logaritmti smérnic (log b) z tabulky 2 pro ob¢

meétené vinové délky.

Tabulka 3 Porovnani parametrt kalibracnich kiivek v logaritmickém méfitku a
dekadickych logaritmt. Stacionarni faze Biospher PSI 100 C18, mobilni faze
acetonitril-voda 65:35 (v/v), prutok 0,5 mL/min, vinova délka detekce 220 a 275 nm.

Vinova délka i log B log b
nm

220 1,03 7,41 7,30
275 0,99 6,77 6,78

Z hodnot v tabulce 3 vyplyva, ze faktory linearity pro ob¢ zmétené vinové délky
jsou blizké hodnoté 1,00. A tudiz je mozné fict, Zze plocha pikl je zavisld na prvni
mocnin¢ koncentrace pro roztoky fenolu. Pfi porovnani logaritmli smérnic obou
regresnich analyz (log b) a (log B) byla zjisténa dobra shoda, z ¢ehoz také vyplyva
statisticka nevyznamnost usekt. Na obrazku 4 a 5 jsou jako piiklad nazorné uvedeny
kalibra¢ni kiivky v logaritmickém méfitku pro fenol v linedrnim dynamickém rozsahu
2,13-10° — 6,38-10™ mol/L pfi vinové délce 220 nm a 8,50-10° — 2,12-10° mol/L pro

vlnovou délku 275 nm.
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Obrazek 4 Zavislost dekadického logaritmu plochy piku na dekadickém logaritmu
molarni koncentrace fenolu v rozmezi koncentraci 2,13-10° — 6,38-10* mol/L, n je
pocet bodu kalibraéni ptimky. Stacionarni faze Biospher PSI 100 C18; mobilni faze
acetonitril-voda 65:35 (v/v); pratok 0,5 mL/min; vinova délka detekce 220 nm.
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Obrazek 5 Zavislost dekadického logaritmu plochy piku na dekadickém logaritmu
molarni koncentrace fenolu v rozmezi koncentraci 8,50-10° — 2,12:10° mol/L, n je
pocet bodu kalibraéni ptimky. Stacionarni faze Biospher PSI 100 C18; mobilni faze

acetonitril-voda 65:35 (v/v); prutok 0,5 mL/min; vinova délka detekce 275 nm.

4.1.3 Stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti

Pro stanoveni meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) byly metodou

linearni regrese zpracovany zavislosti vySky pikti na koncentraci analytu podle rovnice

(2). Hodnota LOD odpovida trojnasobku s, a LOQ desetinasobku Sa.
LOD = (3 -s,—a)/b (10)
LOQ = (10 -s, —a)/b (11)

Kde s, je smérodatna odchylka, a je usek, b smérnice kalibra¢ni pfimky konstruované z
vysky piku (mV-L/g). Dalsim zptusobem stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti

je podle rovnic (12) a (13).
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LOD =3-h /b (12)

LOQ=10-h, /b (13)
kde hy, je Sum zéakladni linie (100 pV).

V tabulce 4 jsou uvedeny kalibra¢ni rovnice, korelac¢ni koeficienty a limity
detekce (LOD) a kvantifikace (LOQ) vypoctené obéma zpiisoby pro fenol rozpustény

ve vitavské vodé.

Tabulka 4 Parametry kalibra¢ni pfimky a srovnani mezi detekce a mezi stanovitelnosti
vzorkli  fenolu rozpusténych ve vodé zVItavy Vv koncentraénim rozsahu
2,13-10° — 6,38-10™ mol/L pro vlnovou délku 220 nm a 8,50-10° — 2,12:10" mol/L pro
vinou délku 275 nm. (1) LOD a LOQ vypocitané pomoci trojnadsobku a desetindsobku
smérodatné odchylky a (2) LOD a LOQ vypocitané pomoci trojndsobku a
desetinasobku Sumu méfeni. Stacionarni faze Biospher PSI 100 C18; mobilni faze

acetonitril-voda 65:35 (v/v); pratok 0,5 mL/min.

220 nm 275 nm
Kalibrani rovnice pro |\ _ 59004 4047 | y=5810x + 2,52
vysky piki
r 0,9998 0,9998
1 LOD (mg/L) 1,32 3,75
1 LOQ (mg/L) 4,44 13,5
2 LOD (ug/L) 0,0144 0,052
2 LOQ (ug/L) 0,0478 0,172

Limity detekce a kvantifikace fenolu rozpusténého ve viltavské vodé, vypocétené
obéma zplsoby se vyznamné li§i. LOD a LOQ vypocitané pomoci trojnasobku a
desetindsobku smérodatné odchylky je vyssi nez dolni hranice linedrniho dynamického
rozsahu, proto se jako lepsi metoda vypoctu jevi LOD a LOQ vyjadiené pomoci Sumu
meéfeni. Limity detekce a stanoveni se pro vinovou délku 220 nm pohybuji v fadech

setin pg/L a limity stanoveni pro vinovou délku 275 nm v fadech desetin pg/L.
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Na obrazku 6 a 7 jsou jako piiklad uvedeny chromatogramy stanoveni fenolu ve
vodé z Vltavy pii koncentraci 0,01 g/L pii vinové délce 220 nm a 0,04 g/L pfi vinové
délce 275 nm.
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0 1 2 3 4 5 6 7
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Obrazek 6 Chromatogram fenolu ve vltavské vodé o hmotnostni koncentraci 0,01 g/L.
(1) polarni slou¢eniny obsazené ve vodé, (2) fenol. Chromatograficka kolona Biospher
PSI 100 C18; mobilni faze acetonitril-voda 65:35 (v/v); prutok 0,5 mL/min; vlnova
delka detekce 220 nm.
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Obrazek 7 Chromatogram fenolu ve vltavské vodé o hmotnostni koncentraci 0,04 g/L.
(1) polarni slou¢eniny obsazené ve vod¢, (2) fenol. Chromatograficka kolona Biospher
PSI 100 C18; mobilni faze acetonitril-voda 65:35 (v/v); prutok 0,5 mL/min; vinova
délka detekce 275 nm.

4.1.4. Piesnost metody

Pro zjisténi presnosti metody, ktera byla vyhodnocena faktorem vytéznosti (Re),
byl vzorek fenolu rozpustény ve vod¢ z Vltavy stanovovan desetkrat pro kazdou
koncentra¢ni hladinu. Primérné hodnoty ploch pikli pro tyto paralelni stanoveni byly
dosazeny do kalibra¢nich kiivek jednotlivych koncentraénich hladin a nalezené
mnozstvi fenolu bylo porovnano s davkovanym mnozstvim fenolu, jak je patrné z
obrazku 8 a 9.

Re = ny/n, (14)
Kde Re je faktor vytéznosti, n; je mnozstvi analytu ziskaného danou analytickou
metodou a n, referen¢ni hodnota. Hodnoty byly testovany na odlehlost vysledk pomoci

Grubbsova testu. Mezi davkovanym a nalezenym mnozstvim fenolu byla zjisténa dobra
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shoda pro ob¢ vinové délky. Pti pouziti Studentova testu na hladin€é vyznamnosti

a = 0,05 nebyly zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily.
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-3,5

-4,0 4
5,31e-5 mol/L
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log (c, mol/L)

-5,0 1
5,31e-6 mol/L

Obrazek 8 Porovnani davkovaného (bilé sloupce) a nalezeného mnozstvi fenolu
(zluté sloupce) ve vodé z Vltavy pro tfi koncentrace. Stacionarni faze Biospher PSI
100 C18; mobilni faze acetonitril-voda 65:35 (v/v); prutok 0,5 mL/min; vinova
délka detekce 220 nm. V grafu jsou uvedeny koncentrace davkovaného fenolu

v mol/L, které odpovidaji hmotnostnim koncentracim 0,5 mg/L, 5 mg/L a 0,05 g/L.
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Obrazek 9 Porovnani davkovaného (bilé sloupce) a nalezeného mnozstvi fenolu
(Zluté sloupce) ve vodé z Vltavy pro tii koncentracni hladiny. Stacionarni faze
Biospher PSI 100 C18; mobilni faze acetonitril-voda 65:35 (v/v); pratok
0,5 mL/min; vlnova délka detekce 275 nm. V grafu jsou uvedeny koncentrace
davkovaného fenolu v mol/L, které odpovidaji hmotnostnim koncentracim 1 mg/L,

10 mg/L a0,1 g/L

Vzorek fenolu o koncentraci 5 mg/L byl desetkrat stanovovan pii vinové

délce detekce 220 nm pro zjiSténi opakovatelnosti méteni, relativni smérodatna

odchylka plochy piku byla 1,5%.

4.1.5 Stanoveni ¢asové stalosti vzorku fenolu ve vitavské vodé

Byla sledovana €asova stabilita roztoku fenolu o hmotnostni koncentraci 4 mg/L
ve vitavské vodé. Vzorek byl uchovavan v lednici ve tmé po dobu 8 dni. Ve sledovaném
case dohdzelo k postupnému snizovani obsahu fenolu ve Vod¢ z Vltavy. Vysledky

pozorovani jsou uvedeny na obrazku 10.
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Obrazek 10 Zména koncentrace fenolu v zavislosti na ¢ase. Stacionarni faze Biospher
PSI 100 C18; mobilni faze acetonitril-voda 65:35 (v/v); prutok 0,5 mL/min; vinova
délka detekce 220 nm.

4.2 KAPILARNI KAPALINOVA CHROMATOGRAFIE

4.2.1 Kvantitativni analyza fenolu

M¢éfeni byla  provadéna na  monolitické  polybutylmethakrylatové
chromatografické koloné ptfipravené v laboratofi. Jako optimalni byla zvolena rychlost
prutoku 4 pL/min a mobilni faze acetonitril-voda (65:35, v/v). Kalibra¢ni kiivky fenolu
rozpu$téného ve vltavské vodé byly proméfeny V koncentracnim rozmezi
1,06-10™—3,19-10™ mol/L pfi dvou vlnovych délkach 220 a 275 nm. Kazdé méfeni bylo
opakovano tfikrat a ziskand data vyhodnoceny metodou linearni regrese, zavislosti
plochy piku na molarni koncentraci podle vztahu (7). V tabulce 5 jsou shrnuty useky,
smérnice, korelacni koeficienty a linearni dynamické rozsahy jednotlivych kalibra¢nich

ktivek pro roztoky fenolu méfeného pii dvou vinovych délkach.
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Tabulka 5 Parametry kalibra¢nich pfimek, jejich smérodatné odchylky (uvedené
v zavorkach) a  linearni  dynamické rozsahy  fenolu.; stacionarni  faze
polybutylmethakrylatova, mobilni faze acetonitril-voda 65:35 (v/v); pratok 4 pL/min;
vlnova délka detekce 220 a 275 nm.

VInova délka  Usek Smérnice r Linearni dynamicky rozsah
(nm) (mV-s) (mV-s-L/mol) (mol/L)
220 30,7 68950 0,9999 1,06-10*-3,19-10™
(15,6) (6900)
275 10,4 21600 09996  531.10"-3,19.10"
(6,06) (205)

Bylo zjisténo, ze zadny z usekt kalibracnich kiivek nebyl statisticky rozdilny od
nuly na hladiné¢ vyznamnosti a = 0,01 pii pouziti t-testu pro useky. Pro potvrzeni ¢i
vyvraceni zavislosti plochy pikd na prvni mocniné koncentrace byly opét vyneseny
kalibra¢ni zavislosti v logaritmickém mé&fitku podle rovnice (8):

V tabulce 6 jsou uvedeny faktory linearity i a porovnani dekadickych logaritmu
smérnic (log P) ziskanych logaritmickou regresi a dekadickych logaritmli smérnic
(log b) pro obé¢ métené vinové délky. A na obrazku 11 a 12 jsou uvedeny kalibra¢ni

ktivky stanoveni fenolu pfi dvou vinovych délkach.

Tabulka 6 Porovnani parametrti kalibracnich kiivek v logaritmickém méfitku a
dekadickych logaritmti. Stacionarni faze polybutylmethakrylatova, mobilni faze
acetonitril-voda 65:35 (v/v), prutok 4 puL/min, vlnova délka detekce 220 a 275 nm.

VInova délka i log f logb
nm

220 0,96 4,82 4,84
275 0,98 4,32 4,33
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Logaritmy smérnic regresnich analyz (log 3 a log b) jsou si opét blizké, z cehoz
plyne statisticka nezavislost usekt kalibra¢nich kiivek. Faktory linearity jsou opét
blizké hodnoté 1,00, z ¢ehoz vyplyva zavislost plochy pikdi na prvni mocniné

koncentrace pro ob¢ vinové délky.
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Obrazek 11 Zavislost dekadického logaritmu plochy piku na dekadickém logaritmu
molarni koncentrace fenolu Vv rozmezi molarnich koncentraci 1,06-10% — 3,19.10%
mol/L, n je pocet bodt kalibra¢ni pfimky. Stacionarni faze polybutylmethakrylatova,
mobilni faze acetonitril-voda 65:35 (v/v); prutok 4 uL/min; vinova délka detekce 220

nm.
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Obrazek 12 Zavislost dekadického logaritmu plochy piku na dekadickém logaritmu
molarni koncentrace fenolu v rozmezi molarnich koncentraci 5,31-10* — 3,19-10™
mol/L, n je pocet bodu kalibra¢ni ptimky. Stacionarni faze polybutylmethakrylatova;
mobilni faze acetonitril-voda 65:35 (v/v); priatok 4 uL/min; vinova délka detekce 275

nm.

4.2.2 Stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti

Mez detekce a mez stanovitelnosti byly opét vyhodnoceny dvéma zplsoby
Z kalibracnich zavislosti jako koncentrace odpovidajici trojndsobku a desetindsobku
absolutni hodnoty Sumu méfeni podle rovnice (12) a (13) a dale ztrojnasobku a
desetinasobku smérodatné odchylky vypoéitanych podle rovnic (10) a (11). Sum
zakladni linie méfeny byl 200 uV. Vysledky jsou shrnuty v tabulce 7.
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Tabulka 7 Srovnani mezi detekce a mezi stanovitelnosti vzorki fenolu rozpusténych
ve vodé z Vltavy v koncentraénim rozsahu 1,06-10"4 - 3,19-10"l mol/L pii vinové délce
detekce 220 nm a 5,31-10™— 3,19-10™ mol/L pfi vinové délce detekce 275 nm. (1) LOD
a LOQ vypocitané pomoci smerodatné odchylky a (2) LOD a LOQ vypocitané pomoci
Sumu méfeni. Stacionarni faze polybutylmethakrylatova; mobilni faze acetonitril-voda

65:35 (v/v); prutok 4 uL/min.

220 nm 275 nm
ift’;:i‘;;%mce y = 41,9 + 595 y=133x+1,06
r 0,9997 0,9997
1 LOD (mg/l) 100 212
1 LOQ (mg/l) 665 897
2 LOD (ng/l) 14,3 45,1
2 LOQ (ug/l) 417 150

Limity detekce a kvantifikace fenolu rozpuSténého ve vodé z Vltavy vypoctené
pomoci trojnasobku a desetindsobku smérodatné odchylky a Sumu méfeni se vyznamné
lisi. LOD a LOQ vypocitané pomoci smérodatné odchylky jsou opét vyssi nez dolni
hranice linearniho dynamického rozsahu. Limity detekce pro obé vinové délky se
pohybuji v fadech desitek pg/L. Naopak nejvyssi stanovitelné koncentrace fenolu,

pomoci této metody se pohybuji v fadech az desitek g/L.

Na obrazku 13 a 14 jsou jako priklad uvedeny chromatogramy stanoveni fenolu

ve vodé z Vltavy pii koncentraci pti dvou vinovych délkach 220 a 275nm.
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Obrazek 13 Chromatogram fenolu ve vitavské vodé o0 hmotnostni koncentraci 0,5 g/L,

(1) polarni slouceniny obsazené ve vode, (2) fenol. Polybutylmethakrylatova

monoliticka kolona; mobilni faze acetonitril-voda 65:35 (v/v); prutok 4 uL/min; vlnova

délka detekce 220 nm.
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Obrazek 14  Chromatogram fenolu ve vltavské vodé 0,5 g/L, (1) fenol.
Polybutylmethakrylatova monoliticka kolona; mobilni faze acetonitril-voda 65:35 (v/v);

pratok 4 uL/min; vinova délka detekce 275 nm.

4.2.3 Presnost metody

Pro zjisténi piesnosti metody byl vzorek fenolu rozpustény ve vodé z Vitavy
stanovovan desetkrat pro kazdou koncentracni hladinu. Primérné hodnoty vysek piku
pro tyto paralelni stanoveni byly dosazeny do kalibranich kiivek jednotlivych
koncentra¢nich hladin a nalezené mnoZstvi fenolu bylo porovnano s davkovanym
mnozstvim fenolu, jak je patrné z obrazkt 15 a 16. Hodnoty byly testovany na odlehlost
vysledki pomoci Grubbsova testu. Mezi davkovanym a nalezenym mnozstvim fenolu
byla zjiSténa dobré shoda pro ob¢ vinové délky. Pti pouziti Studentova testu na hladiné

vyznamnosti a = 0,05 nebyly zjistény Zadné statisticky vyznamné rozdily.
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Obrazek 15 Porovnani davkovaného (bilé sloupce) a nalezeného mnozstvi fenolu

(zIuté¢ sloupce) ve vodé z Vltavy pro tii koncentracni hladiny. Stacionarni faze

polybutylmethakrylatova; mobilni faze acetonitril-voda 65:35 (v/v); prutok 4 uL/min;

vinova délka detekce 220 nm. V grafu jsou uvedeny koncentrace davkovaného fenolu

v mol/L, které odpovidaji hmotnostnim koncentracim 1 g/L, 0,5 g/L a 0,05 g/L.
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Obrazek 16 Porovnani dédvkovaného (bilé sloupce) a nalezeného mnozstvi fenolu
(zluté sloupce) ve vodé z Vltavy pro tfi koncentraéni hladiny. Stacionarni faze
polybutylmethakrylatova; mobilni faze acetonitril-voda 65:35 (v/v); prutok 4 uL/min;
vinova délka detekce 275 nm. V grafu jsou uvedeny koncentrace davkovaného fenolu

v mol/L, které odpovidaji hmotnostnim koncentracim 1 g/L, 0,5 g/L a 0,05 g/L.

Vzorek fenolu o koncentraci 0,1 g/L byl desetkrat stanovovan pro zjisténi

opakovatelnosti méfeni, relativni smérodatna odchylka plochy piku byla 1,9%.

4.2.4 Porovnani chromatografickych kolon

V tabulce 9 jsou pro porovnani shrnuty parametry chromatografickych kolon

Biospher PSI 100 C18 a polybutylmethakrylatové monolitické stacionarni faze.
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Tabulka 8 Parametry chromatografickych kolon Biospher PSI 100 C18 o délce
150 mm a polybutylmethakrylatové monolitické kolonydélce 180 mm,

chromatografické Gc¢innosti, vyskovy ekvivalenty teoretického patra, rozliSeni a retencni

faktory.

Biospher PSI 100 Polybutylmethakrylatova
C18 monoliticka kolona

reten¢ni faktor 0,92 0,38

chromatograficka 3480 1630

ucinnost

vySkovy ekv. 44 um 92 um

teoretického patra

rozliSeni 2,85 2,29

Jak vyplyva ztabulky ¢. 8, lepsi chromatograficka G¢innost a rozliSeni bylo
dosahovano na chromatografické kolen¢ Biospher PSI 100 C18.

4.3 SPEKTROFOTOMETRICKE STANOVENI FENOLU VE
VIDITELNE OBLASTI SPEKTRA

4.3.1 Spektrofotometrické stanoveni fenolu pomoci 4-aminonatipyrinu

Princip  spektrofotometrického ~ stanoveni  je  uveden v kapitole
2.3.1 Experimentalni ¢ast. Méfeni byla provadéna pii vinové délce 505 nm, protoZe
Vv této oblasti spektra nejvice absorbuje Cervené barvivo chinoidni struktury, a tudiz je
stanoveni nejcitlivéjsi. Fenol byl rozpustén ve vodé z Vltavy v koncentra¢nim rozsahu
1,06-10° — 8,51.10° mol/L a kazdé méfeni bylo opakovano pétkrat pro kazdou
koncentraci roztoku fenolu. Primérné hodnoty absorbanci byly vyhodnoceny metodou
linearni regrese. Zkonstruované kalibra¢ni kiivky odpovidaji zavislosti absorbance
barevného produktu na koncentraci analytu ve vzorku. Korela¢ni koeficient, smérnice,

usek kalibra¢ni kiivky jsou uvedeny v tabulce 9.

46



Tabulka 9 Parametry kalibracnich piimek, jejich smérodatné odchylky (uvedené

v zévorkach) a linearni dynamické rozsahy fenolu pfi vinové délce 505 nm.

r Usek Smérnice Linearni dynamicky rozsah
(mV-s) (mV-s-L/mol) (mol/L)
0,9998 -0,0078 12910 2,13-10°-8,51.10”

(0,00261)  (56,1)

Pouzitim t-testu pro useky se zjistilo, ze Zadny z useki kalibra¢ni kiivky nebyl

statisticky rozdilny od nuly na hladin¢ vyznamnosti o = 0,01. Kalibra¢ni zavislosti byly
opét vyneseny ve zlogaritmovaném tvaru, pro zjisténi, zda absorbance zavisi na prvni
mocniné koncentrace. V tabulce 10 je shrnuto porovnani dekadickych logaritmu
smérnic (log b) a dekadickych logaritmil z logaritmické regrese (log ) a faktor linearity

Tabulka 10 Porovnani parametrti kalibraénich kiivek v logaritmickém méftitku a

dekadickych logaritmd.

i logb log B

1,02 4,11 4,20

Faktor linearity je blizky hodnoté 1,00, z ¢ehoZ lze usuzovat, Ze absorbance je
zavisld na prvni mocniné koncentrace roztoku fenolu. Smérnice obou regresnich analyz
(log b a log B) vykazuji dobou shodu, coz dokazuje statistickou nevyznamnost tsekd.
Pro nazorny ptiklad je na obrazku 17 uvedena kalibracni kiivka Vv logaritmickém

meftitku pro fenol v linearnim rozsahu stanoveni 2,13-10’6 - 8,51-10“5 mol/L.
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0,2 1
0,0 1
-0,2 4

-0,4

log A

1.4 - r=0,9997
1 n=10

-18 -1 r . 1+ 1.+ 1r.+ 1 1T 1T 1
58 56 54 52 50 -48 46 -44 42 -40
log (c, mol/L)

Obrazek 17 Zavislost dekadického logaritmu absorbance na dekadickém logaritmu
molarni koncentrace fenolu V linedrnim dynamickém rozsahu

2,13.10%-8,51.10°mol/L, n je pocet bodi kalibraéni ptimky.

4.3.2 Stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti

Pro stanoveni meze detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ) byly metodou
linearni regrese zpracovany zavislosti vysky pikti na koncentraci analytu podle rovnice
(6). Hodnota LOD odpovida trojnasobku s; a LOQ desetinasobku s,. V tabulce 11 jsou
uvedeny kalibra¢ni rovnice, korela¢ni koeficienty a limity detekce (LOD) a kvantifikace

(LOQ) fenolu rozpusténého ve vitavské vode.
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Tabulka 11  Parametry kalibra¢ni pifimky a srovnani mezi detekce a mezi

stanovitelnosti vzorkt fenolu rozpusténych ve vod¢ z Vlitavy.

oot sbsarbanes | Y= 1370013
r 0,9998

LOD (mg/L) 0.184

LOO (mg/L) 0,613

Limity detekce a limity kvantifikace se pohybuji v iadech desetin mg/L.

Spektrofotometrie je vhodnou metodou pro stanoveni fenolu.

4.3.3 Presnost metody

Vzorek fenolu rozpustény ve vitavské vodé byl stanovovan desetkrat pro
zvolenou koncentraci. Primérné hodnoty absorbanci téchto paralelnich stanoveni byly
dosazeny do kalibra¢nich kiivek jednotlivych koncentraci. Nalezené mnozstvi fenolu
bylo porovnano s davkovanym mnozstvim fenolu, jak je uvedeno na obrazku 18. Mezi
témito hodnotami byla nalezena dobra shoda. Vysledky byly testovany na odlehlost
pomoci Grubbsova testu. Mezi davkovanym a nalezenym mnoZstvim fenolu byla
zjiSténa dobrd shoda. Pfi pouZiti Studentova testu na hladin€ vyznamnosti a = 0,05
nebyly zjistény zadné statisticky vyznamné rozdily. Vzorek fenolu o koncentraci
2 mg/L byl desetkrat stanovovan pro zjisténi opakovatelnosti méfeni, relativni

smérodatna odchylka méfeni byla 1,4%.
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-4,0 7.,44e-5 mol/L

4,5 -

-5,0

log (c, mol/L)

5,31e-6 mol/L

3,18e-6 mol/L

5,5 -

Obrazek 18 Porovnani davkovaného (bilé sloupce) a nalezeného mnozstvi fenolu
(zluté sloupce) ve vodé z Vltavy pro tfi koncentra¢ni hladiny. V grafu jsou uvedeny
koncentrace davkovaného fenolu v mol/L, které odpovidaji hmotnostnim koncentracim

7 mg, 0,5mga0,3 mg.

4.4 BROMOMETRIE

4.4.1 Priprava odmérného roztoku thiosiranu sodného a jeho standardizace

na bromic¢nan draselny

Bromic¢nan draselny je jednou ze zakladnich latek pro standardizaci odmérného
roztoku Na,S;03. Je mén¢ toxicky nez dichroman draselny, a proto byl vybran pro toto
stanoveni. Roztok Na,S,03 ptipraveny podle navodu v kapitole 5.5.3.1 Experimentalni
¢ast byl standardizovan na KBrOs. Spravna koncentrace odmérného roztoku thiosiranu
sodného byla vypoctena z navazky zdsobniho roztoku bromi¢nanu draselného, spotieby
odmérného roztoku a titratni stechiometrie. Spotieby standardizovaného roztoku

Na»S,03, jeho piesnd koncentrace a faktor jsou uvedeny v tabulce 12.
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Tabulka 12 Spotieba standardizovaného roztoku Na,S,03, piesna koncentrace roztoku

Na,S,0s3, jeho faktor a primérné hodnoty.

. Spoti‘eba Na,S,0; Koncentrace Na,S;0;  Faktor odmérného
Cislo stanoveni

mL mol/L roztoku

1 15,1 0,04975 0,9950

2 15,1 0,04975 0,9950

3 15,0 0,05008 1,0016
Primérna hodnota 15,07 0,04986 0,9972

4.4.2 Stanoveni meze detekce a meze stanovitelnosti

Bromometricka titrace fenolu patii mezi nepiima volumetricka stanoveni, a tudiz
nejmensi a nejvEetsi mozna stanovitelnd koncentrace zavisi na koncentraci roztoku
KBrO; a odmérného roztoku Na,S,03 podle rovnice (16). Spotifeba odmérného roztoku
Na,S,03 se muze pohybovat do 20 mL. A tudiz fenol rozpustény ve vodé¢ se da stanovit

za téchto podminek v koncentra¢nim rozmezi od cca 2,5 mg/L do cca 770 mg/L.

C:[c(KBrOB)-V(KBros)—c(NaZSZO3)-f(NaZSZO3)-V('\méSZO3))-Mh(fenoI)-1(2)80 (16)

4.4.3 Presnost metody

Vzorek fenolu rozpustény ve vodé z VItavy, pro zjisténi vytéznosti metody, byl
stanovovan desetkrat pro kaZzdou pfipravenou koncentraci. Primérné koncentrace
paralelnich stanoveni byly dosazeny do rovnice (9) a nalezené mnozstvi fenolu bylo
porovnano s davkovanym mnozstvim fenolu, jak je uvedeno na obrazku 19. Hodnoty
byly testovany na odlehlost vysledki pomoci Grubbsova testu. Mezi davkovanym a
nalezenym mnozstvim fenolu byla zjisténa dobra shoda. Pfi pouziti Studentova testu na

hladin€é vyznamnosti o = 0,05 nebyly zjiStény zadné statisticky vyznamné rozdily.
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700 4 7,12e-3 mol/L

600 —

500

400

c (mg/L)

300

1,91e-3 mol/L
200 -

1009 4 25¢-4 mol/L

o N

Obrazek 19 Porovnani davkovaného (bilé sloupce) a nalezeného mnozstvi fenolu
(zluté sloupce) ve vodé¢ z Vltavy pro tii koncentrace. V grafu jsou uvedeny koncentrace
davkovaného fenolu v mol/L, které odpovidaji hmotnostnim koncentracim 40 mg/L,

180 mg/L a 680 mg/L.

Pro zjisténi opakovatelnosti méteni byl vzorek fenolu o hmotnostni koncentraci

50 mg/L desetkrat stanovovan, relativni smérodatna odchylka stanoveni ¢inila 1,5%.
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5. ZAVER

Cilem diplomové prace bylo porovnani metod stanoveni fenolu ve vltavské vodé
a to pomoci separacnich metod — vysokoucinné kapalinové chromatografie a kapildrni
kapalinové chromatografie, optické metody — molekulové absorpcni spektrofotometrie
ve viditelné oblasti spektra a odmérné analyzy — bromometrické titrace.

Roztoky fenolu byly stanovovany pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie v reverznim systému na chromatografické koloné¢ Biospher PSI 100
C18, mobilni fazi acetonitril-voda 65:35 (v/v), o pratoku 0,5 mL/min pii dvou
vinovych délkach 220 nm a 275 nm v koncentra¢nim rozsahu 0,6 az 200 mg/L. Limity
detekce pro obé vinové délky se pohybuji tadech setin pug/L. Pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie byla také sledovana Casova stalost roztoku fenolu o
hmotnostni koncentraci 4 mg/L, v prib¢hu 8 dni dochazelo k postupnému snizovani
obsahu fenolu ve vitavské vodé. Chromatografické kolona Biospher PSI 100 C18 oproti
polybutylmethakrylatové koloné poskytovala lepsi rozliSeni a lepsi chromatografickou
ucinnost.

Jako dalsi separa¢ni metoda byla pouzita kapilarni kapalinova chromatografie za
pouziti polybutylmethakrylatové stacionarni faze piipravené v laboratofi, mobilni faze
acetonitril-voda 65:35 (v/v), prutoku 4 uL/min, pfi vinovych délkach 220 nm a 275 nm.
Linearni dynamické rozsahy se pohybovaly v rozsahu 1,06-10“ — 3,19-10™ mol/L pro
vlnovou délku 220 nm a 5,31-10*— 3,19-10™" mol/L pro vlnovou délku 275 nm. Limity
detekce pro obé métené vinové délky byly v tadech desitek pug/L. CLC oproti HPLC
poskytuje 0 3 fady nizsi citlivost méfeni.

Spektofotometrick¢  stanoveni  fenolu pomoci  vybarvovaciho ¢inidla
4-aminoantipyrinu pii vinové délce 505 nm, poskytovalo limity detekce a stanoveni
v fadech desetin mg/L. Bromometricka titrace je ptfedev§im vhodnd pro stanoveni
fenolu nad 50 mg/L, nevyhodou této metody je piedev§im delsi doba stanoveni.
koncentraci fenolu je vysokouc¢inna kapalinova chromatografie. Kapilarni kapalinova
chromatografie naopak umoziuje, ze vSech metod pouzitych v této praci, stanoveni

nejvyssich koncentraci fenolu rozpusténého ve vitavské vodé v fadech az desitek g/L.
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CAS-No.

CLC

DAD

FIA

GC

GPC

SEZNAM ZKRATEK A SYMBOLU

absorbance

usek kalibra¢ni kiivky

plocha chromatografického piku (mV-s)

smérnice kalibra¢ni ptimky konstruované na vysky pik (mV-L/g)
molarni koncentrace (mol/L)

Chemical Abstracts Service Number

hmotnostni koncentrace (g/L)

kapilarni kapalinova chromatografie (Capillary Liquid Chromatography)

tloustka kyvety (cm)

detktor diodového pole (Diode Array Detector)
standardni redoxni potencial (V)

Faradayova konstanta (96486 C/mol)

pritokova injekéni analyza (Flow Injection Analysis)
faktor odmérného roztoku

plynova chromatografie (Gas Chromatogpraphy)
gelova (permeacni) chromatografie

vyskovy ekvivalent teoretického patra

Sum zékladni linie (mV)

vysokoucinna kapalinovéa chromatografie (High Performance Liquid
Chromatography)

faktor linearity
iontova chromatografie (Ion-Exchange Chromatography)
reten¢ni faktor

rozdélovaci koeficient oktanol/voda
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LLC
LOD
LOQ

LSC

Re
Rs
Sa
SPE
'R
tm
tr

uv

VIS

VOC

Y1

délka kolony

rozdélovaci chromatografie ( Liquid-Liquid Chromatography)
limit detekce analytu (g/L)

limit kvantifikace analytu (g/L)

adsorp¢i chromatografie (Liquid-Solid Chromatography)
molarni hmotnost (g/mol(

pocet teoretickych pater

pocet bodu kalibra¢ni kiivky

referen¢éni hodnota — mnozstvi analytu

mnozstvi analytu ziskané¢ho danou analytickou metodou
analyticka Cistota latky

zaporny dekadicky logaritmus aktivity hydroxoniovych kationtii
korela¢ni koeficient

faktor vytéznosti

rozliSeni slozek vzorku

smérodatnd odchylka

extrakce tuhym sorbentem (Solid Phase Extraction)
redukovany retencni ¢as (min)

mrtvy ¢as kolony (min)

retencni ¢as komponenty vzorku (min)

ultrafialové oblast zateni 200 — 400 nm

objem (mL)

viditelna oblast zareni 400 — 800 nm

tékavé organické latky (Volatile Organic Compounds)
Sitka chromatografického piku pfi zédkladné& (min)

Sitka chromatografického piku v poloviné vysky piku (min)
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lmax

vlnova délka (nm)

molarni absorp¢ni koeficient (L/mol - cm)

vlnova délka absorpcniho maxima latky (nm)
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