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Abstrakt

Chlorfenoly patii mezi vyznamné polutanty zivotniho prostfedi a jsou
charakteristické svou vyraznou toxicitou, stalosti a bioakumulaci. Pro své baktericidni a
fungicidni G¢inky maji rozmanité pouziti. Snadno vznikaji béhem chlora¢niho procesu a
Zpusobuyji tak senzorické zavady V pitné vod¢. Predstavuji vazné nebezpeci pro zdravi.
Chlorfenoly pochézejici z naturalni ¢innosti se v ptirod¢ vyskytuji v minoritnim mnozstvi.

Ptitomnost chlorfenoli ve vodnich vzorcich se stanovuje pomoci rozli¢nych
analytickych metod. V této praci je kladen duraz na stanoveni pomoci plynové
chromatografie. Modelové stanoveni bylo provedeno pro 2-chlorfenol a 4-chlorfenol
pomoci derivatizace a ndsledné extrakce s koncovou analyzou plynové chromatografie
s detektorem elektronového zachytu. Mez detekce pro 2-chlorfenol byla 2,47 pg/l pro 4-
chlorfenol 3,14 pg/l.
Klic¢ova slova:

Chlorfenoly, stanoveni chlorfenolti, degradace, toxicita



Abstract

Chlorophenols belong to major environmental pollutants and are characterized by
their considerable toxicity, persistence and bioaccumulation. For their bactericidal and
fungicidal properties have multiple uses. They are readily formed during water chlorination
process and cause sensoric defects of drinking water. Thus they are posing a serious health
hazard. Chlorophenols also occur in nature in minor amounts due to natural activity.

The presence of chlorophenols in water samples is determined by various analytical
methods. In this work, emphasis is placed on their determination by gas chromatography.
The model assay was performed for 2-chlorophenol and 4-chlorophenol using
derivatization and subsequent extraction with a final analysis by gas chromatography with
electron capture detection. The limit of detection for 2-chlorophenol was 2.47 pg/l for 4-
chlorophenol 3.14 pg/l.

Key words:
Chlorophenols, determination chlorophenols, degradation, toxicity
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Piimé mikroextrakce tuhou fazi

Disperzni mikroextrakce typu kapalina — kapalina
Kyselina ethylendiamintetraoctova

Plynovy chromatograf

Plynovy chromatograf s detektorem elektronového zachytu
Plynovy chromatograf s hmotnostnim detektorem
Vysokoucinné kapalinova chromatografie
Inhibi¢ni koncentrace

Extrakce kapalina-kapalina

Polyakrylat

Polychlorované bifenyly

Polychlorované dibenzodioxiny

Polychlorované dibenzofurany
Polydimethylsiloxan

Mikroextrakce rozpoustédlem

Extrakce pevnym sorbentem

Mikroextrakce tuhou fazi

Ultrafialové zareni
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1. Teoreticky uvod

Teoreticka Cast této prace shrnuje informace o vlastnostech chlorfenolt, jejich
pouziti, vyskytu v zivotnim prostiedi a u€incich na lidské zdravi. Jsou popsany metody pro
stanoveni téchto latek S dGrazem na chromatografické stanoveni. Posledni kapitola
pojednava o moznych zptisobech odstranéni chlorfenolli z zivotniho prostiedi.

1.1. Fyzikalné chemické vlastnosti chlorfenoli

Chlorfenoly (CP) jsou sloueniny, které maji na aromatickém jadie vazanou
reaktivni hydroxylovou skupinu a zbyvajici polohy jsou substituovany jednim az péti
atomy chloru (obrazek 1). Muze tak vznikat az 19 isomert, od monochlorfenol az po pIné
chlorovany pentachlorfenol, rozdilnymi fyzikalnimi a chemickymi vlastnostmi. Zasadni

roli ma zde poloha atomu chloru vzhledem k hydroxylové skupin&*?.

OH
>
mt ,
P
Obrizek 1 Strukturni vzorec chlorfenoli ®

. Za normalnich podminek jsou chlorfenoly krystalické latky, majici bod varu nad
200°C a bod tani mezi 33 az 191°C. Vyjimkou je kapalny 2-chlorfenol s bodem varu
175°C a bodem tani pfi 9°C*™.

Obecné plati, Ze srostoucim poctem atomi chloru se sniZuje rozpustnost
chlorfenolti ve vodé, naopak jejich rozpustnost v organickych rozpoustédlech je vyrazné
vys$8i (dano hydrofobnim charakterem). Fyzikalni a chemické vlastnosti vybranych
chlorfenolt jsou uvedeny v tabulce 1.

Osud a transport chemické slouceniny v pfirozeném prostiedi striktné zavisi na
hodnoté¢ disocia¢ni konstanty (K;) a rozdélovacim koeficientu (Kow) V prostiedi oktanol-
voda. Disociacni konstanta zavisi na struktufe slouceniny, mimo jiné na poctu atomil
chloru v molekule. V piipadé chlorfenoli disociacni konstanta obecné vzrista s poctem
atomu chloru v molekule. Z hlediska disociace se jedna o slabé kyseliny, stupen disociace
roste se zvysujicim se po€tem atomi chloru. Tyto vlastnosti jsou také zodpovédné za
sniZzeni sorpce na sedimenty a sniZeni bioakumulace pfi hodnotach pH nad hodnotami

pKaM-



Tabulka 1 Vybrané vlastnosti devatenacti kongeneri chlorfenoli

Chlorovany fenol Bodvaru Bod tani Rozpustnost pKa Log Kyww  1C50(20°C)
°C °C g/l (25°C) mg/l
PCP 309-310 173-174 0,018 4,74 5,12 0,76
2,3,4,5-tetraCP 275 116-117 0,166 5,64 4,69 1,76
2,3,4,6-tetraCP 275 69-70 0,166 5,22 4,45 2,70
2,3,5,6-tetraCP 275 114-115 0,100 5,03 4,90 2,27
2,3,4-triCP 257 79-81 0,915 7,34 4,07 2,24
2,3,5-triCP 253-254 61-62 0,771 6,92 4,21 2,28
2,3,6-triCP 257 57-58 0,591 6,10 3,88 7,38
2,4,5-triCP 252-253 68-70 0,649 7,20 3,72 2,08
2,4,6-triCP 245-246 69-70 0,708 6,51 3,69 5,47
3,4,5-triCP 276-277 100-101 - 7,57 4,39 0,88
2,3-diCP 206 58-60 8,215 8,52 3,19 5,19
2,4-diCP 209-210 42-43 5,547 8,51 3,08 2,68
2,5-diCP 210-211 55-57 - 7,69 3,20 4,50
2,6-diCP 219-220 65-68 2,625 7,15 2,86 9,38
3,4-diCP 253-254 66-68 9,256 8,87 3,37 2,77
3,5-diCP 232-233 67-69 7,394 8,54 3,52 2,09
2-monoCP 174-175 8.10 23,256 9,13 2,17 17,95
3-monoCP 213-214 33-34 22,190 9,53 2,50 15,78
4-monoCP 219-220 43-44 26,390 9,70 2,35 8,07

pKa - disocia¢ni konstanta, K, - rozd€lovaci koeficient v prostiedi oktanol-voda,

ICsq -inhibiéni koncentrace- koncentrace, pii které dochazi k zamezeni rastu 50 % sledovanych

jedinct Daphnia magna

Distribuce molekul mezi lipidni a vodnou fazi je také dillezitym aspektem pro jejich

akumulaci v zivotnim prostiedi. Tuto vlastnost charakterizuje rozdélovaci koeficient

oktanol/voda Ky, ktery modeluje chovani a transport organickych latek v Zivotnim

prosttedi. Pro chlorfenoly plati, Ze rozdélovaci koeficient se zvySuje s poctem atomil

chloru ve sloucening. Z 19 kongenerti ma tedy nejvyssi hodnotu Koy, pentachlorfenol. Z

termodynamického hlediska je pak tento koeficient definovan jako pomér molarni




koncentrace latky v oktanolu nasyceném vodou Cs° k molarni koncentraci latky ve vodé
nasycené oktanolem c¢s" za rovnovaznych podminek, tj. Kow = €/ Cs". Rozpustnost
chlorfenolii ve vodé je sice nizka, ale sodné a draselné soli vykazuji o az Ctyfi fady vyssi
rozpustnost nez pavodni slou(‘feninyl'4

Chlorfenoly podobn¢ jako jiné aromatické polutanty vykazuji v alkalickém
prosttedi vyraznou absorpci v UV oblasti, ktera je vhodna pro jejich rychlé
spektrofotometrické stanoveni. S rostoucim poc¢tem atomu chloru v molekule se absorpéni
maximum ve spektru posouva k del$im vinovym délkam do oblasti 280-320 nm a vzrusta

hodnota molarniho absorp&niho koeficientu, jak je ilustrovano na obrazku 2°,

0.6
A

04

0.2

324 340
A, nm

Obrazek 2 Absorpéni spektra fenolu, 2-CP, 2,6-diCP a 2,3,6-triCP-spektra jednotlivych
komponent v prostiedi NaOH (1 M) a EDTA (1 mM), koncentrace fenold 100uM, 1-fenol,
2-2-CP, 3- 2,6-diCP, 4-2,3,6-triCP °

Primyslova syntéza chlorfenold je zalozena na dvou zakladnich postupech, a to na

katalytické chloraci fenolu nebo na alkalické hydrolyze odpovidajicich chlorbenzeni®,

katalyticka chlorace OH alkalicka hydrolyza Cl

T J“RRH
‘ ~ Cl, Cl _ NaOH
= kat. = H,0

Obrizek 3 Primyslova vyroba chlorovanych fenoli 2

1.2. Toxikologické vlastnosti
Chlorfenoly jsou charakteristické pronikavym a Stiplavym zépachem, jsou
nehoflavé, obtizné biodegradovatelné. Pti vysSich teplotach se rozkladaji na oxid uhlicity,

oxid uhelnaty a chlorovodik. Drazdi siln€ sliznice, oc¢i a velmi dobie se vstfebavaji kazi
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(pfedevsim 2-CP, 4-CP, 2,4-diCP a 2,4,6-triCP). Vseobecné lze fici, Zze chlorfenoly jsou
imunotoxické, fytotoxické, embryotoxické, ale urCité nejsou neurotoxické a teratogenni.
Mutagenni a karcinogenni u¢inky doposud nebyly prokézény1'3‘6.

Toxicita chlorfenolli spo¢ivd v jejich schopnosti rozpojit v dychacim fetézci
oxidac¢ni fosforylaci a ukoncit tak pfeménu ADP na ATP (adenosindifosfat na
adenosintrifosfat). Sila inhibi¢niho uc¢inku souvisi se stupném chlorace, nejsilngjsi inhibitor
oxidacni fosforylace je pentachlorfenol, nejslabsi monochlorfenol. Takto mohou byt
ovlivnény vSechny aerobni eukaryontni formy Zivota>’.

Toxicita chlorfenoli zavisi na stupni chlorace a poloze atoma chloru vzhledem k
hydroxylové skupiné. ZjednodusSené plati, Ze s rostoucim stupném chlorace se zvySuje
toxicita chlorfenolt a to pfedev§im vlivem jejich lepsi rozpustnosti v tucich. V tabulce 1
jsou uvedeny hodnoty inhibi¢nich koncentraci pro jednotlivé CP. Pod pojmem inhibi¢ni
koncentrace rozumime takovou koncentraci, pii které dochazi k zamezeni ristu 50 %
sledovanych jedinct (ICsp). Nejtoxictéjsim z danych kongeneri je pentachlorfenol
IC50=0,76 mg/I pro sledovany druh Daphnia magna'™.

Utinnost mikrobialniho odbouravani CP ovliviiuje poloha chlorovych atomii na
aromatickém jadru tak, ze v poloze meta substituované slouceniny (3-CP a 3,5-diCP) jsou
vice rezistentni k mikrobialni degradaci, nez slouceniny substituované v poloze ortho (2-
CP a 2,6-diCP). Uvedené slouceniny jsou méné toxické predevsim vzhledem k piitomné
vodikové vazbé a stinéni hydroxidové skupiny chlorem. Také plati, Ze v jakékoli izomerni
skupiné kongenert jsou toxictéjsi ty, které maji chlor v poloze para, jako napt. 4-CP**,

1.3. U¢inky na lidské zdravi

Vliv latek na lidské zdravi zavisi na mnoha faktorech, jakymi je exponovana davka,
doba vystaveni latce, aktudlni stav jedince a interakce exponované latky s dalSimi latkami
v téle pFitomnymi *.

Je nekolik cest, jak se mohou chlorfenoly dostat do lidského organismu. Mozné
expozice jsou inhalaci, pozitim, o¢nim nebo koznim kontaktem. Pocet atomu chloru
v molekule ovliviiuje priznaky intoxikace: okamzita vystaveni niz§im chlorovanym
chlorfenolud (jeden nebo dva chlory v molekule) zpuisobuje kiece, zatimco vyssi chlorované
fenoly zpusobuji zastaveni oxidativni fosforylace. Dlouhodoba expozice zpiusobuje
popaleniny kiize a o¢i, slabost, bolesti hlavy, zavrate, poskozeni plic, jater a ledvin, smrt od

srde¢ni nebo plicni selhani®™,
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Chlorfenoly ptisobi na ¢lovéka toxicky i senzoricky. Toxické ptisobeni je spojovano
predevsim s pentchlorfenolem, zvlasté pak ve spojitosti s vyskytem polychlorovanych

dibenzodioxini a dibenzofurani (PCDD/F)®,

c.n{> c.ﬂ?ﬂ

OH

PHENCLS Adsorption Dechlorination PHENOLS
Desorption
€5 Hydroxylation €l Chlorination €l
OH : cl
OH

OH 0

CATECHOLS Cu’ Ulhuan I PHENOLS
Condensation IIHMMH i

l

OH OH OH
DIPHENYL ETHERS DIPHENYL ETHERS BIPHENYLS
l Cyclization lC}dization
o Gyclization
o -HCI -H,0 o
PCDDs PCDFs

Obrazek 4 Prekurzorova syntéza vzniku PCDD/F z chlorfenolt ’

Senzorické plsobeni se tykd pfedev§im niZe chlorovanych chlorfenoll. Jejich
koncentrace jiz na urovni n¢kolika jednotek pg/l v pitné vodé ji dava charakteristicky
zapach a ptichut’.

Abychom si ud¢lali hrubou pfedstavu o tom, jaké koncentrace chlorfenolll ve vodé
je zapottebi analyzovat, miZzeme se fidit podle limitnich hodnot uréenych pro pitnou vodu.
Naptiklad Svétova zdravotnickd organizace doporucuje pro pentachlorfenol limitni
hodnotu 9 pg/1®.

1.4. Puvod chlorfenolii v Zivotnim prostiedi
Chlorfenoly jsou rozsifeny ve vSech sférach Zivotniho prostfedi vlivem jejich velké

stalosti a vysoké bioakumulace. Jsou piitomny v mnoha ekosystémech povrchovych i
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podzemnich vod, sedimentech, ve vzduchu i pidé. Do zivotniho prostiedi se dostavaji
pfevazné antropogenni ¢innosti. Pfitomnost chlorfenolt v prostiedi je dana jejich Sirokym
pouzitim v mnoha oblastech primyslu i zemé&délstvi. Hlavnimi zdroji CP jsou jednak
ochranné prostfedky uZivané zejména v zeméd¢€lstvi (pesticidy, herbicidy, fungicidy,
algicidy, insekticidy, ovicidy, baktericidy a moluskocidy), dale pak odpadni produkty
chemického, dievatského a papirenského primyslu.

Do zivotniho prostiedi se mohou chlorované fenoly dostavat bud’ piimou aplikaci
insekticidu a fungicidi na bazi pentachlorfenolu nebo jako degrada¢ni produkty vznikajici
metabolickym rozkladem chlorovanych pesticidii obsahujicich ve své molekule
substituované fenoly (chlorfenoxyalkanové kyseliny a nitrofenoly), odbouravanim
herbicida  (diuron, chloroxuron na bazi mocoviny) a pfeménou organofosfati,
chlorovanych benzenu a nitrobenzent.

Tvorba chlorfenolli nastava i ve vodarnach a stanicich pfi upravé vod chloraci.
Aktivni chlor reaguje s pfitomnymi aromaty za vzniku sloucenin charakteristickych
intenzivni vani a chuti jiz ve velmi nizkych koncentracich® 8 *°.

1.5. Vznik chlorfenoli béhem c¢isténi vody

Dezinfekce vody byva zpravidla poslednim krokem pfi jeji Gipravé na vodu pitnou.
Hlavni cilem je zajistit mikrobiologickou nezavadnost vody. Tento proces s sebou vSak
pfinasi nezadouci efekty, jakymi jsou vznikajici vedlejsi produkty dezinfekce. Jedna se
predeviim o chlorované latky, protoze chlor a jeho slouéeniny jsou Ceské republice ale i
ve svéte nejvice pouzivany pro dezinfekci pitné vody.

Chlorfenoly, jak jiz bylo zminéno, patii mezi vedlejsi produkty chlorace vody a
situace je okolo nich jiz pomérné dobie zmapovana. Fenolické latky se i ve velmi nizkych
koncentracich ve vod€ snadno chloruji za vzniku silné pachnoucich a chutové
postizitelnych chlorfenolti. Prekurzory chlorfenolti jsou v tomto piipadé i ptirozeného
puvodu diky ptitomnosti ve vodé rozpustnych organickych latkek, napt. fulvokyseliny,
které obsahujici velké mnozstvi aromatickych jader. Fenoly z primyslovych odpadnich
vod byly zalezitosti Sedesatych a sedmdesatych let minulého stoleti a jejich vyskyt byl
omezen legislativni cestou.

Chlorfenoly vykazuji zpravidla tak silny zapach, Ze koncentracni limit pro pitnou
norma pro kvalitu pitné vody chlorfenoly uvadéla, v soucasné platné vyhlasce ¢. 252/2004

Sb. ve znéni pozdéjsich zmén a doplikii chlorfenoly nenalezneme. VétSina chlorfenoli
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pomérné snadno ,,destiluje s vodni parou* (tvoii azeotropickou smés s vodou s minimem

teploty varu), a proto jejich ¢ast pii varu odteké (do jaké miry, to zavisi na intenzit¢ a dobé

varu)ii122,
1.6. Vyskyt chlorfenolii v Zivotnim prostredi

Chlorfenoly jsou primarné¢ oznacovany jako kontaminanty vod a ptid, v mensi mife
se také vyskytuji v atmosfétre. Detekovat 1ze CP v destovych a sn¢hovych srazkach a
exhalatech. CP jsou vyplavovany z pidy do podzemnich a povrchovych vod, kde se
sorbuji v nedisociované formé& na huminové latky a do sedimentl s perzistenci po mnoho
let",

1.6.1. Voda

Ve vodnim prostiedi se mohou chlorfenoly nachazet jak v disociované, tak i
Vv nedisociované formé. V jaké formé se CP nachazi zavisi pfedevSim na hodnoté pH
prostiedi, ale také na fyzikédlnich a chemickych vlastnostech konkrétniho kongeneru. Ve
vetSing piipadl jsou disociované formy stabilnéjsi nez nedisociované®®,

Vétsina metod pro stanoveni CP je zaméfena pravé na detekci ve vodném
prostiedi. S pouzitim prekoncentrac¢nich technik LLE, SPME atd viz kapitola 1.8.

1.6.2. Pida

U pudy je zvlasté dilezity transport kontaminujicich latek. Transport chlorfenolt v
pude¢ je ovlivnén mnoha faktory: jejich rozpustnosti ve vod¢, pH pudy, thrnu srazek, obsah
organické hmoty, propustnosti plidy, rychlost odpafovani a biologickych procesy
vyskytujicich se v piid&®. V pudé se CP sorbuji v nedisociované formé na huminové latky
s perzistenci po mnoho let.

Detekce CP v pud¢ je obtizna Z analyzované pevné matrice se dostavaji i latky,
které analyzu komplikuji, ¢ini tak separaci, identifikaci a kvantifikaci sloZité smési latek
¢asto velmi naro¢nou. Ptiprava vzorku k analyze, izolace sledovanych latek, preseparace,
prekoncentrace, pripadné derivatizace mohou velmi vyrazng ovlivnit vysledek analyzy™.

1.6.3. Kontaminace Cistirenskych kali chlorfenoly

Cistirenské kaly jako kone&ny produkt ¢isténi odpadnich vod akumuluji mnoho
latek, které jsou pifitomny v odpadni vodé, ale nejsou plné degradovany v pribehu jejiho
cisténi. Spektrum organickych latek antropogenniho ptvodu vyskytujicich se u
Cistirenskych kalt je velmi Siroké a stidle se méni. Zavisi predev§im na lokalité, rocnim
obdobi a také na technologiich, které se k Cisténi vody pouiivajilS. Obvykly chlorovany

kontaminant je triclosan (5-chlor-2-(2,4-dichlorfenoxy)fenol) jehoz pfeménou vznika 2,4-
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dichlorofenol a 2,4,6-trichlorofenol. Triclosan byl pivodné zaregistrovan jako herbicid,
ovsem s objevem jeho baktericidnich a antimikrobialnich vlastnosti se vice rozsitilo jeho
vyuziti. Pouziva se proto v fad¢ Cisticich a toaletnich ptipravki. Zvlasté pak prostiedky pro
osobni péci, jako jsou zubni pasty, Ustni vody, antiperspiranty a mydla nesou hlavni
odpovédnost za piitomnost této slouceniny v odpadni vod&™.

V distirenskych kalech byla také prokdzana pfitomnost pentachlorfenolu jako

degradacniho produktu pti rozkladu chlorovanych pesticidﬁl7.

OH
Cl O Cl

Cl

Obrazek 5 Strukturni vzorec Triclosanu 3
1.7. Biogenni chlorfenoly

Chlorované fenoly jsou v zivotnim prostiedi tvofeny piirozené¢ z organického
materialu a anorganického chloridu a to de novo syntézou nebo chloraci katalyzovanou
chlorperoxidézouls.Chlorfenoly pochézejici z naturdlni Cinnosti se v pfirodé vyskytuji
pouze V minoritnim mnozstvi. Mohou také vznikat riznymi geoprojevy, pusobenim
vulkani nebo napiiklad lesnimi pozary °.

1.7.1. Hmyz

Hmyz vyuziva chemické latky pro komunikaci (feromony) a ochranu (allomony),
nekteré z téchto latek maji ve své struktufe zabudovany halogen. U roztoct byl nalezen
jako sexudlni feromon 2.6-dichlorfenol™. Sliny kobylek obsahuji také dichlorfenol
konkrétné 2,5- dichlorfenol*®,

1.7.2. Clovék

Lidske bilé krvinky obsahuji myeloperoxidasu, ktera pii napadeni organismu
patogenem nebo pii riznych onemocnéni vyvold halogenaci. Miize tedy dojit k preméné
chlorfenolu (2,4,5-triCP; 2,3,4,6-tetraCP a PCP) na polychlorované dibenzodioxiny a

dibenzofurany 2.
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1.8. Analytické metody k detekci a stanoveni chlorfenoli se zvlastnim

diirazem na plynovou chromatografii

S naridstem vyskytu a uzivani fenolickych sloucenin byl kladen diiraz na jejich
rychlou a spolehlivou analyzu®.

Mnohé fenolové slouceniny jsou toxické v koncentracich nékolika pg/ml a jsou
také perzistentni. Z téchto divodh je ftada fenolickych sloucenin uvedena v
seznamu prioritnich znecistujicich latek. Vzhledem k velkému rozdilu toxicity mezi
riznymi fenoly, je nutna analyza jednotlivych chlorfenolt ve vzorcich Zivotniho prostiedi.
Analyza téchto sloucenin, miize byt provedena rlznymi chromatografickymi a
elektroforetickymi metodami 2

Hlavni problém pti sledovani chlorfenoli v oblasti Zivotniho prostfedi je velmi
nizka koncentrace analytli v realnych vzorcich, je proto nutné separacni metodu Spojit i
s vhodnou prekoncentracni technikou 21

Celkovy obsah chlorfenolt je uréovan UV/Vis spektrometrii, tato metoda je citliva,
neumoziiuje vSak stanoveni jednotlivych fenoli ve slozitéjSich smésich. V Zivotnim

Pro ucinnou separaci a stanoveni CP ve smésich pfichazeji v ivahu rtizné ¢asové
naro¢né varianty plynové chromatografie (GC) a vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC) po ptfedchozim zakoncentrovani kapalinovou extrakei ¢i extrakci na pevné
sorbenty (SPE) °.

1.8.1. Metoda LLE-GC

Metody analyzy chlorfenoli ve vodé zalozené na extrakci typu kapalina-kapalina
(LLE) s naslednou detekci plynovou chromatografii (GC) jsou ¢asové naro¢né, vyzaduji
Cistici procedury a dochazi k velké spotiebé drahych organickych rozpoustédel. Tato
metoda navic vyZaduje pfedchozi derivatizaci chlorovanych latek. Z téchto divoda byva
¢asto nahrazovana mikroextrakci tuhou fazi (SPME).

1.8.2. Metoda SPME-GC

Vyhody této metody jsou znacné, je rychla, u¢innd a neni tfeba organickych
rozpoustédel. Pouziva se jak pfima analyza s extrakci pomoci SPME vlakna a naslednym
stanovenim pomoci GC, tak i metoda s pfedchozi derivatizaci Cp#2, Sorpce latek piimo z
vody pomoci SPME ma dvé zasadni nevyhody: siln€ se mtze uplatiiovat vliv matrice (vliv
dalsich latek pfitomnych ve vodé, kompetitivni sorpce napf. humata, vliv iontové

rozpusténych latek atd.) a pfi tepelné desorpci se muze do chromatografického systému

16



vnaset voda. I kdyZ je sorbent na SPME vlakn¢ hydrofobni povahy, vzdy na ném ziistanou
po sorpci zachyceny kapi¢ky vody, které se pii tepelné desorpci pievedou do
chromatografického systému, kde mohou niéit stacionarni fazi, ménit jeji polaritu®. Dalsi
nevyhodou je mozny vznik Sirokych chromatograficky pikd, pokud dojde k nevhodné
provedené desorbci. K tomu, aby metoda poskytovala pouzitelné vysledky, je také nutné,
aby pfi tepelné desorpci dochazelo k uplnému uvolnéni analyzovanych latek z SPME
vldkna do proudu nosného plynu a déle do chromatografické kolony. Nedokonalé tepelna
desorpce by méla za nasledek kontaminaci nasledné analyzy nedesorbovanym reziduem
z predchozi analyzy®.

Pro tuto metodu bylo vyvinuto nové vlakno na bazi 5,11,17,23-tetra-tert-butyl-
25,27-diethoxy-26,28-dihydroxycalix[4]aren  (C[4]/OH-TSO) pro piimou analyzu
chlorfenoli  z vodnich vzorki. VIdkno bylo testovano na redlnych vzorcich
kontaminovanymi ¢tyimi druhy kongeneri CP. Vytéznost extrakce byla kolem 100% a
detek¢ni limit byl stanoven Vrozmezi 0,005-0,276 pg/l. Povrchova tUprava vlakna
poskytuje zvySenou tepelnou stabilitu az do 380°C, které zdaleka nedosdhnou klasicka
polydymethylsiloxanova (PDMS) nebo polyakrylatova (PA) vlakna. Pouziti tohoto vlakna
je tak rychlou a levnou alternativou pro stanoveni chlorfenold®.

1.8.3. Metoda SPE DLLME - GC- ECD

Spojenim extrakce pevnym sorbentem (SPE) a paralelni disperzni mikroextrakce
typu kapalina — kapalina (DLLME) byla vyvinuta nova prekoncentra¢ni technika pro
stanoveni chlorfenolti ve vzorcich vody. Po prekoncentrac¢nich technikach nasledovalo
chromatografické stanoveni s detekci pomoci detektoru elektronového zachytu. Studie
prokdzala, Ze tato separacni technika je rychla a jednoduse proveditelnd. Bylo dosahovano
nizké meze detekce (0,001-20 pg/l), ¢imz metoda ziskala velky potencial pro analyzu
ultrastopovych mnozstvi latek v realnych vzorcich vody?.

1.8.4. Metoda SME-GC-MS

Mikroextrakce rozpoustédlem (SME) ze vzorku je obdobnou technikou
mikroextrakce tuhou fazi. Tato metoda pouzivéa organické rozpoustédlo jako médium pro
mikroextrakci. Mikrokapka rozpoustédla je v pfimém styku s analyzovanym vodnym
roztokem, po ur¢ité dobé je pak rozpoustédlo analyzovano pomoci GC-MS. Tato metoda je
unikatni vtom, Ze propojuje dva kroky extrakci a davkovani. VSe probiha

v mikrostiikacce, neni tak nutné specialni vybaveni laboratofe. Mez detekce v rozmezi
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0,049-0,081 pg/l. Rychlost, jednoduchost a reprodukovatelnost jsou vyhodami této
metody?’.
1.9. Degradace a odstranovani chlorfenoli

Maximalni pfipustny limit pro vypousténi chlorfenolti do odpadnich vod definuje

ekologicka legislativa (Natizeni vlady ¢. 61/2003 Sb.) jako hodnotu 0,1 mg/I.
Pokud se povrchova voda pouziva pro vodarenské ucely, je imisni standard pro jednosytné
chlorfenoly pfisnéjsi 0,5 pg/l (Natizeni vlady ¢. 229/2007 Sb . ve znéni pozdé&jSich
predpist ¢. 229/2007 Sb a ¢. 23/2011 Sb). Skutecné vytokové hodnoty 100-1000 mg/1 v§ak
tyto limity znacn¢ prekracuji. Proto bylo pro degradaci a odstranéni chlorfenold navrzeno
nékolik technologii, které je mozno roz&lenit do péti skupin®%%°

1.9.1. Fyzikalni metody

Jsou to piedev§im nedestruktivni metody, vyuzivajici procesu adsorpce nebo
rozdilné distribuce latek mezi dvé rizné faze. Vyuziva se polarnich i nepolarnich
sorbentt, kterymi jsou napiiklad piirodni sedimenty, hliny typu alumina-montmorillonit,
porovité latky jako je aktivni uhli, popilek a bentonit. Velkou nevyhodou je potieba
nasledného zpracovani sorbentil se zachycenymi latkami. ReSenim je nasledna oxidace
chlorfenoli na povrchu oxidu manganigitého®*2.

Pro kontaminovanou zeminu (< 500 mg chlorfenol na 1 kg) Ize také vyuzit sanaci
destilaci vodni parou, kdy piehtata vodni para (teplota > 100 °C) ptechazi pies okyselenou
hlinu (pH < 2, H,SO,) a tvoii azeotropni smé&s s chlorfenoly. Po kondenzaci jsou latky ve
vodeé nasledné odbouravany metodami pro zpracovani odpadnich vod®*.

Jako ucinny postup pro zpracovani vétSsiho mnozstvi odpadnich vod se jevi
zakoncentrovani chlorfenolt extrakci emulzni fazi, ktera je tvorena vodou, NaOH,
tenzidem (Span-80) a nepolarnim solventem (kerosin). Chlorfenoly se kvantitativné
zachyti v této emulzi, kterd je vlastn& kapalnou membranou®*?.

1.9.2. Chemické metody

Casto vyuzivanou technologii pro destrukci chlorovanych aromati je spalovani.
Pro rozklad chlorfenolti je obvykle dostacujici vysoka teplota a delsi ¢as. Nevyhodou této
technologie je citlivé nastaveni podminek spalovani, tak aby v oblasti chlazeni spalnych
plyni nevznikaly nezadouci sekundarni produkty jako PCB, PCDD/F?,

Jejich podstatou je chemicka reakce, pii které dochazi k preméné chlorfenolu na
mén¢ toxické produkty a to destruktivni nebo nedestruktivni cestou. Vyuziva se oxidaéné

reduké&nich pochodi®*?.
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K oxidaci chlorfenolti v odpadnich vodach jsou pouzivana oxidacni ¢inidla, kdy se
ucastni reakce hydroxylovy radikal (OH), zejména chlor, peroxid vodiku nebo ozon.

Tzv. Advanced Oxidation Processes. (AOPs) se vyznacuji velmi vysokou oxidaéni
schopnosti. Vyuzivaji kombinace nékolika oxida¢nich systému: UV/H,0,,

UV/O; nebo H,0,/Fe®* (Fentonovo &inidlo) .

K oxida¢ni dechloraci za souc¢asného $tépeni aromatického jadra dochazi pti reakci
chlorfenoli s peroxidem vodiku katalyzované modifikovanym aktivnim uhlim nebo
tetrasulfoftalokyaninem zeleza. Produktem je smés fenolu, kyseliny chlormaleinové a
chlorfumarové, CO, a CI 3,

Pro oxidaci ¢i redukci pentachlorfenolu az na monochlorfenol, lze vyuzit
elektromagnetické vinéni o frekvenci 20-530 kHz (ultrazvuk). Diky produkci tepla a tlaku
na mikroskopické hladiné dochézi ke kolapsu kavitacnich bublin, vznika hydroxylovy a
vodikovy radikal, ktery pak nasledné podle charakteru prostredi (vzduch, kyslik, argon,
peroxid vodiku) oxiduje & redukuje pentachlorfenol®.

Chlorfenoly lze také odstranovat z pramyslovych odpadnich vod enzymaticky
pomoci kienové peroxidasy (horseradish peroxidase, HRP), ktera v ptitomnosti peroxidu
vodiku katalyzuje oxidaci chlorfenold. Takto jsou generovany fenoxylové radikaly ArO,
které spontanné tvori nerozpustné sedimentujici polymery®*.

Dalsi moznou metodou, kterd vyuzivd systémy hydridi nebo destrukci
solvatovanymi elektrony je reduktivni dechlorace. V kapalné fazi lze realizovat
katalytickou dechloraci chlorfenolt pfechodnymi kovy. V plynné fazi lze aplikovat pro
triCP a monoCP katalytickou dechloraci na systémech Ni/SiO, nebo CuCl/Al,O5. Tato
metoda je nedestruktivni viigi C-C vazbam, a tim je predur&en jako hlavni produkt fenol®,

1.9.3. Elektrochemické zpracovani a y-ozarovani

Elektrochemické metody jsou zalozeny na elektrolyze vody. Nejrozsirenéjsi je
anodicka oxidace, kdy na se anodé adsorbuje hydroxylovy radikal ‘OH, ktery se dale velmi
aktivng ucastni destrukce chlorfenold’.

Dal8i moznosti, je vyuziti chemisorpce vodiku na povrchu katody, kterou tvofi
uzaviena uhlikova elektroda s Pd/Al,O3 ¢i Rh/Al,O3. Tato katalyticka hydrogenace
probiha v alkalickém prosttedi za vzniku fenolu nebo cyklohexanolug.

Tonizujici y-zareni (*°Co) zpusobuje rozklad vody a vznik reaktivnich ¢astic, tj.
hydratovaného elektronu a hydroxylového radikalu. Nasledné probihad jednoelektronova

redukce chlorfenoli na fenol®.
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1.9.4. Fotochemické zpracovani

Krozkladnym  reakcim  chlorfenoli  dochazi  pfimym  ozarovanim
polychromatickym svétlem. Transformace probihaji pfes fotoexcitované stavy
s naslednym homolytickym S§tépenim vazeb C-Cl a O-H za tvorby chlorfenoxylovych
radikali. Redukéni dechloraci tak vznikaji méné chlorované fenoly. Adice hydroxylového
radikalu vede ke vzniku katechold, hydrochinond a benzochinont. U oxidace aromatického
jadra je produktem dichlormaleinova kyselina. Nevyhodou této metody je moznost vzniku
PCDD/F*".

Fotokatalyza na povrchu polovodi¢a (TiO,, ZnO, ZrO,, MoO3) je velmi
roz§ifenou metodou degradace a mineralizace chlorfenoli. Nevyhodou je ale nizky
kvantovy vytézek a kontaminace fotokatalyzétom3’4.

1.9.5. Mikrobialni degradace

Mikroorganismy jsou schopné cerpat uhlik, nezbytny k jejich zivotu z celé tady
chemikalii. Toho lze vyuzit prave pro degradaci chlorovanych fenoli. Podminkou vsak je,
ze dany organismus musi produkovat enzym dehalogenasu, ktera katalyzuje §tépeni C-Cl
vazeb. Vznikaji tak latky, kde chlor je substituovan vodikem nebo hydroxylovou skupinou.
Dehalogenaéni enzymy se mohou podle mechanismu ucastnit redukéni nebo oxidacni
dehalogenace®*.

Redukéni dehalogenace chlorfenolt probihajici za anaerobnich podminek, vede ke
kompletni degradaci az na oxid uhli¢ity a methan. Z hlediska reaktivity jednotlivych poloh
atomu chloru na fenolu dochazi nejochotnéji k dechloraci poloh ortho, v nepfitomnosti
ortho polohy je preferovana poloha meta pred polohou para®”.

Oxida¢ni dehalogenace chlorfenolti katalyzovana monooxygenasami vede k tvorbé

kone&nych produktd, kterymi jsou katecholy &i chinony®*.
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2. Cile prace
1. Provedeni literarni reSerSe na téma chlorfenoly v zivotnim prostiedi.
2. Seznameni se s analytickou metodou GC-ECD.
3. Provedeni pfedbéznych méteni standardli obsahujicich monochlorfenoly a stanoveni
zakladnich analytickych parametra.

4. Zhodnoceni naméfenych vysledkt prace a porovnani s vysledky z literatury.

21



3. Materialy a metody

3.1. Pouzité chemikalie, standardy
2-chlorfenol, 99%, Sigma-Aldrich
4-chlorfenol, 99%, Sigma-Aldrich
izopropylalkohol, p.a., Lachema
ethanol, 96%, BHD Prolabo
anhydrid kyseliny octové, p.a., Sigma-Aldrich
uhli¢itan draselny, p.a., Penta
siran sodny, p.a., Penta
n-hexan, p.a., Merck

3.2. Metody

3.2.1. Plynova chromatografie

Plynova chromatografie (GC - Gas Chromatography) je separacni metoda, pii které
se odd¢luji slozky obsazené ve vzorku. V chromatografii se vzorek vnasi mezi dvé
vzajemné nemisitelné faze. Vzorek je pomoci mobilni faze unaSen na stacionarni
(nepohyblivou) fazi umisténou v koloné, kde dochazi k separaci slozek na zakladé
schopnosti zachycovat se na této fazi. Vice se zdrzi slozky, které jsou staciondrni fazi
poutany silngji. Aby vzorek mohl byt transportovan, musi se ihned pfeménit na plyn.
Mobilni fazi u této metody je nosny plyn, kterym mutize byt napt. vodik, helium nebo
argon.

Slozky opoustéjici kolonu indikuje detektor. GC vyuzivd detekci pomoci
plamenového ioniza¢niho detektoru (FID - Flame lonization Detector), detektoru
elektronového zachytu (ECD - Electron Capture Detector) nebo hmotnostniho
spektrometru (MS - Mass Spectrometer). Signal z detektoru se vyhodnocuje a z ¢asového
priub&hu intenzity signalu se ur¢i druh a kvantitativni zastoupeni slozek®3,

Pro stanoveni byl pouzit GC Varian 3400 (Walnut Creek, USA). Separace latek
probiha na kapilarni kolon¢ Restek Rxi-624Sil MS (Bellefonte, USA, délka 30 m, vnitini
pramér 0,32 mm, tloustka filmu 1,8 um). Tato kolona obsahuje stfedné polarni
Crossbond® silarylenovou fazi, vykazuje vysokou teplotni stabilitu — teplotni maximum az
320°C a je inertni, ¢imz poskytuje kvalitni piky pro Sirokou Skalu sloucenin. Detekce
separovanych slozek probiha na detektoru elektronového zachytu (viz kapitola 3.2.2.). K
vyhodnoceni chromatogrami z GC-ECD byl pouzit program Star Chromatography

Workstation, verze 6.41.
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Obrazek 6: Schéma plynového chromatografu 30

3.2.2. Detektor elektronového zachytu

Podstatou ECD je radioaktivni zafi¢ (vétsinou izotop ®*Ni), ktery svym zafenim P
(proud rychlych elektrontl) ionizuje molekuly dusiku jako nosné¢ho plynu a vyvolava
ionizacni proud a emisi sekundarnich termalnich elektront.
Mezi kovovou sténou detektoru zapojenou jako anoda a katodou prochazi diky pfitomnosti
termalnich elektront elektricky proud. Kdyz se do detek¢éniho prostoru dostane z vystupu
chromatografické kolony latka, ktera pohlcuje termalni elektrony, tak poklesne jejich pocet
a tim poklesne i1 hodnota prochéazejiciho proudu. Pokles proudu zavisi na typu a
koncentraci latky vystupujici z kolony. Velmi citlivy je tento detektor na halogenované
slouceny, proto je intenzivné vyuzivan v analyzach slozek zivotniho prostfedi24'25.

3.2.3. Automatické vzorkovani

Plynovy chromatograf Varian CP-3800 GC-ECD je spojeny s automatickym robotem

Combi PAL (CTC Analytics, Svycarsko). Tento automaticky robot umoziuje nékolik
ukont, které¢ usnadiiuji praci se vzorky. Umoziuje tiepani a zahfivani vzorku v agitatoru
behem extrakéniho procesu a hlavné presné ¢asové intervaly, ¢imz se snizuje chybnost a
zvySuje reprodukovatelnost métfeni. Robot piipravi vzorek k extrakci dle nastavenych
parametrl, exponuje SPME vldkno do vzorku a nasledné spusti analyzu vloZenim vlakna

do prostoru davkovace GC.
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3.3. Extrakéni techniky
3.3.1. Extrakce kapalina-kapalina
Tato extrakce oznaCovana zkratkou LLE (Liquid-liquid Extraction) pfedstavuje
nejstar$i a nejrozsifencjsi techniku izolace latek. Z vodného roztoku vzorku se analyt
pfevadi do organického rozpoustédla. Pii této metod€ jsou pouzivana organicka
rozpoustédla s nizkou polaritou a bodem varu o vysoké extrakéni schopnosti napf. pentan,
hexan, benzen, chloroform. Extrakce se provadi manualn¢ protiepavanim obou kapalin
v délici nalevce. K analyze se bere organickd faze. Metoda je vhodnd pro stanoveni
(3031

nepolarnich organickych late

3.3.2. Mikroextrakce tuhou fazi (SPME)

, jako jsou CP.

Solid phase microextraction (SPME, v ¢estiné mikroextrakce tuhou fazi) je izola¢ni
metoda, pfi niz dochazi ke sjednoceni procesu vzorkovani a extrakce. Principem této
metody je sorpce vzorku na stacionarni fazi pokryvajici kiemenné vlakno, které se nachazi
zatfizeni. Jehla slouzi k ochran¢ vldkna pfed mechanickym poskozenim a k propichnuti
septa v zatce vialky, ve které se nachazi matrice. Jehla s vlaknem se zasune do vzorku,
vldkno se z jehly pfi procesu vzorkovani vysune pomoci pistu a po dosazeni sorpcni
rovnovahy se zase zasune zpét do jehly. Po dosazeni rovnovahy (individualni; 2 — 90 min)
se vlakno zatahne a cela jehla se ze vzorkované matrice vytahne a vlozi se do nastfikového
prostoru chromatografu a vlakno se opét vysune, kde dojde rychlé¢ desorpci latek. K
vyhodam této metody patii rychlost stanoveni, citlivost a také vysoka pfesnost32.

Optimalizace SPME metody

K ziskdni dobrych a spolehlivych vysledkii pfi pouzivani metody SPME je
ovlivnéna celou fadou faktord, napt. polaritou a tloustkou stacionarni faze, zptisobem
vzorkovani, hodnotou pH, iontovou silou roztoku, teplotou vzorku, michanim apod.
Vhodné je pouziti automatu provadéjici vzorkovani pro ziskani reprodukovatelnych
vysledkd.

Citlivost SPME metody ovlivituje tloustka staciondrni faze vldkna. Maximalni
efektivnosti docilime vhodnou volbou vldkna. Dostupna je celd fada SPME vlaken, ktera
jsou obalena polymerem. Pro naSe stanoveni byla pouzita vladkna Se silngjsi
vrstvou polymeru polydimethylsiloxan (Supelco 100 um PDMS) a polyakrylat (Supelco 85
um PA). Zahiev vzorku obecné zkracuje Cas potfebny k dosazeni rovnovahy; v dusledku

toho se zkracuje i doba sorpce.
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Byla vyuzita piimd metoda SPME, oznacovana zkratkou DI-SPME (Direct

Immersing SPME), pi které dochazi pfimo k ponofeni vlakna do vzorku®.
3.4. Derivatizace

Derivatizace slouzi ke snizeni polarity molekuly a snizeni teploty varu, ¢imz
dochdzi ke =zlepSeni parametri chromatografického d¢leni plynem. Pii analyze
chlorovanych fenolt mtze byt k derivatizaci vyuzit naptiklad anhydrid kyseliny octové.
Dochazi ke vzniku derivat ptivodnich slouc¢enin s rozdilnymi vlastnostmi**,

Sorpce méné polarni latky (derivatizované) na nepolarni sorbent z tak polarniho
rozpoustédla jako je voda, bude vzdy u¢innéjsi nez sorpce latky polarnéjsi i kdyz je pouzit
polarni sorbent. Acetylchlorfenoly se z vodného roztoku, jakozto méné polarni latky,

izoluji snadné&ji nez matetské volné chlorfenoly a maji lepsi chromatografické vlastnosti®,

0

OH o>/ o
+ H3C—H—OT——CH3 _,,)@/ +H3C_{}:
F o 0 n

OH

Obriazek 7 Obecné schéma derivatizace chlorfenolt acetanhydridem ®

3.5. Priprava standardi 2-CP a 4-CP a stanoveni metodou SPME-GC-ECD

Z4kladni roztoky chlorfenolti byly piipraveny v izopropylalkoholu % o koncentraci
500 mg/l. Z nich byly nasledné ziskany standardni roztoky o poZadovanych koncentracich
0,5, 5 a 50 mg/l fedénim do vody. Pracovni podminky pro GC-ECD a SPME jsou uvedeny
v tabulkach 2 a 3.
Tabulka 2 Pracovni podminky pro GC-ECD.

Teplota injektoru 280°C
Teplota detektoru 350°C
Nosny plyn He
Pritok He 2 ml/min
Detektorovy plyn N,
Prutok N2 15 ml/min
Teplotni program 130°C(Imin) na
280°C(12°C/min)
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Tabulka 3 Pracovni podminky pro CombiPAL AutoSampler

Teplota agitatoru 40°C
Poce.t otzvlcek za 300 rpm
min béhem
Agitator zapnuty 5S
Agitator vypnuty 5S
Hloubka ponoreni 20 mm
vlakna
Doba extrakce 15 min
Doba desorpce 5 min

3.5.1. Pouziti viikna PDMS 100 pm

Ptipravené roztoky chlorfenolt byly extrahovany pouzitim PDMS 100 pm vlakna a
prométeny za podminek uvedenych v tabulkach 2 a 3.

3.5.2. Pouziti vlakna PA 85 pm s okyselenim

U pfipravenych roztokl bylo nejprve upraveno pH na hodnotu 2 dale byly
roztoky extrahovany pouzitim PA 85 pum vldkna a proméfeny za podminek uvedenych
Vv tabulkéach 2 a 3.

3.6. Stanoveni 2-CP a 4-CP GC-ECD s vyuzitim primého nastiiku

Zakladni roztoky chlorfenolt byly pfipraveny v ethanolu o koncentraci 500 mg/l. Z
nich byly nésledné ziskany standardni roztoky o poZadovanych koncentracich 0,5, 5, 50 a
500 pg/l fedénim do ethanolu.

Nasttik vzorku v kapalné fazi byl provadén mikrosttikaCkou pifes septum ze
silikonové gumy uzavirajici vnitini prostor davkovace. Pro zabranéni kondenzace vzorku
je dulezité, aby teplota davkovale pifesahovala bod varu nejméné tékavé analyzované
slozky vzorku alespon o 50°C*, Davkovany objem vzorku byl pokazdé 1ul. Analyza byla
provedena pomoci GC-ECD. Za podminek uvedenych v tabulce 4.

Tabulka 4 Pracovni podminky pro GC-ECD pro metodu s pfimym nastiikem vzorku

Teplota injektoru 250°C
Teplota detektoru 300°C

Nosny plyn He

Priitok He 1 ml/min
Detektorovy plyn N,

Pritok N2 25 ml/min
Teplotni program | 40°C na 300°C(20min)
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3.7. Stanoveni 2-CP a 4-CP GC-ECD s predchozi acetylacia LLE

Zakladni roztoky chlorfenol byly pfipraveny v ethanolu o koncentraci 500 mg/l. Z
nich byly nasledn¢ ziskany standardni kalibra¢ni roztoky o pozadovanych koncentracich
0,05; 0,5; 5; 7,8; 15,6; 31,25; 62,5; 125; 250 a 500 ng/l.

Poté byly chlorfenoly derivatizovany anhydridem kyseliny octové a extrahovany
hexanem. Analyza byla provedena pomoci GC-ECD. Za podminek uvedenych v tabulce 4.
Davkovany objem vzorku byl pokazdé 1ul. K vyhodnoceni chromatogramt z GC-ECD byl
pouzit program Star Chromatography Workstation, verze 6.41.

3.7.1. Postup acetylace a extrakce

Do délici banky bylo pfidano 50 ml destilované vody a 2 ml roztoku standardu
daného chlorfenolu. Nasledujici kroky byly provedeny bez pieruSeni a v pfedepsaném
Case. Do d¢lici banky bylo pfiddno 5 ml roztoku uhli¢itanu draselného (koncentrace
Imol/l) a 1 ml acetanhydridu. Smés byla intenzivné protiepavana po dobu 5 minut, aby
doslo k uvolnéni oxid uhli¢itého. Po 10 minutach stani se ke smési piidalo 5 ml hexanu a
opét se tfepalo 5 minut. Po oddéleni fazi se hexanova ¢ast pievedla do vialky a vysusila

v sy r ’ 7 4
predanim bezvodého siranu sodného™.
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4. Vysledky a diskuze
4.1.Stanoveni 2-CP a 4-CP metodou SPME-GC-ECD
Stanoveni monochlorfenoli ve vodném roztoku bylo mozné pomoci obou
pouzitych vldken, vyrazn€ se vSak liSila koncentrace, pfi které byly CP viditelné na
vlakno po okyseleni na pH 2 byla 0,5 mg/l. Pro zivotni prostfedi jsou vSak limitni hodnoty
v fadech jednotek pg/l tudiz pouziti této techniky stanoveni neni dostacujici.
4.2. Stanoveni 2-CP a 4-CP GC-ECD s vyuzitim primého nastriku
Chlorované fenoly v roztoku ethanolu bylo sice touto metodou mozné stanovit,
Vv ptfirodé¢ se vSak CP vyskytuji ve vodném prostiedi, pro bylo nutné zaméfit se na metody
analyzy chlorfenolti z vodnych vzork.
4.3. Stanoveni 2-CP a 4-CP GC-ECD s predchozi acetylaci a extrakei LLE
Bylo dokazéano, Ze chlorované fenoly je mozné stanovit v jednotkach pg/l po jejich
derivatizaci anhydridem kyseliny octové a nasledné extrakci s pouzitim plynové
chromatografie s detektorem elektronového zachytu. Mez detekce byla ziskana jako
trojnasobek poméru signal/Sum (3xS/N). Mez stanoveni byla urcena jako desetindsobek
tohoto poméru (10xS/N). Vysledky jsou shrnuty v tabulce 5.
Tabulka 5 Mez detekce a mez stanoveni pro 2-chlorfenol a 4-chlorfenol

_ Mez detekce Mez stanoveni
sloucenina
pe/l pe/l
2-CP 2,47 8,24
4-CP 3,14 10,47

Z tabulky 5 je patrné, Zze metoda nespliiuje pozadavky na hodnotu detek¢niho limitu
pro pitnou vodu, budeme-li poZzadovat, aby detek¢ni limit analyzy byl maximalné 10 %

hodnoty uvedené v normé¢, standardu nebo smérnici.

Ze zavislosti primérné hodnoty odezvy, vypoctené pro 3 meéteni, na koncentraci 2-
CP a 4-CP v modelovém vzorku, byly vyneseny kalibra¢ni ptimky, pro moznost srovnani a
vypocéteni koncentrace 2-CP a 4-CP z rovnice regrese. Kalibra¢ni kiivka byla pro 2-CP a 4-
CP linearni v rozsahu 0,05-250 ng/I.
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Jak jiz bylo zminéno, dulezitym krokem pfed samotnou chromatografickou
analyzou chlorfenoltl je jejich separace pomoci extrakénich technik, a to z divodu nizkych
koncentraci analytii v redlnych vzorcich.

Pro LLE je sice tieba velkych objeml rozpoustédla, coz ale na druhou stranu
umoznuje extrakci Sirokého spektra latek. Tato metoda je také snadno proveditelna a
opakovatelna. Bylo vyuzito této metody extrakce s naslednou acetylaci a stanovenim
pomoci GC-ECD, kde mez detekce pro monochlorfenoly byla v fadu jednotek ug/l. Tato
metoda sice neni vhodna pro stanoveni chlorfenold v pitné vod¢, zato by vsak bylo mozné
stanovit chlorfenoly ve vodé odpadni, ktera nema tak vysoké naroky na mez detekce (0,1
mg/l).

SPE metoda umoziuje také stanovit celé spektrum latek,ale odpada problém
s finan¢ni narocnosti z ditvodu velké spotieby rozpoustédel. Pracuje se s menSimi objemy
vzorkli a prekoncentrované vzorky na kolonach je snadné transportovat a skladovat.
Nevyhodou ziistava nedostateény vybér SPE kolon na trhu pro ndkteré specifické izolace®.
Prekoncentra¢ni technika SPE spojend s DLLME a koncovou analyzou pomoci GC-ECD
pouzivana pro stanoveni chlorfenoli ve vodnych vzorcich dosahuje meze detekce v
rozmezi 0,001-20 pg/l, stava se tak potencialng vhodnou pro ultrastopové analyzy®.

SPME je casto pouzivana metoda pro extrakci chlorfenoltt ve vodach pro jeji
jednoduchy a rychly postup. Vyhodou SPME metody je nenaro¢na manipulace se vzorkem
pfi sorpci 1 desorpci a nizka Casova naro¢nost. Ve spojeni s GC je dosahovano meze
detekce v rozmezi 0,5-1,0 pg/l 2. Vldkno C[4]/OH-TSO pro SPME extrakci s pfimou
analyzou chlorfenol pomoci GC z vodnich vzorkG nabizi rychlou a levnou moznost
stanoveni s mezi detekce v rozmezi 0,005-0,276 ug/lZS.

Posledni zde uvadéna metoda SME-GC-MS propojujici metodu extrakce
s davkovanim se jevi jako perspektivni diky své jednoduchosti, rychlosti a
reprodukovatelnosti s mezi detekce 0,049-0,081 pg/1>’.

O tom jakou metodu pro analyzu chlorovanych fenoli zvolime, rozhoduje
predevsim sloZeni a vlastnosti analyzované¢ho vzorku. Zalezi také, jak rychlé provedeni
pozadujeme a v jakych mezich detekce je nutno CP stanovit. Nelze tedy jednoduse fici,

ktera metoda je nejlepsi pro stanoveni CP.
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5. Zavér

Tato bakalatska prace se sklada z teoretické a experimentalni Casti. Teoreticka ¢ast
je zamétena na obecnou problematiku chlorfenoli v Zivotnim prostfedi. Bylo provedeno
posouzeni jejich vlivu na zivotni prostfedi, popsany metody stanoveni chlorfenolt a
zplisoby odstraniovani z zivotniho prostiedi.

Diky své vysoké toxicité, stabilité a schopnosti bioakumulace jsou chlorfenoly
nebezpecné pro Zivotni prostiedi a ekosystémy. Z organoleptického hlediska dokdzou zcela
znehodnotit pitnou vodu.

Co se tyka odstranovani chlorfenolti z zivotniho prostfedi, doposud nebyla
nalezena metoda, kterd by byla vysoce u¢innd, ekonomicky nenarocnd a zéaroven vsSak
Setrnd k zivotnimu prostiedi, jejiz pribéh by byl spolehlivy a bez moznosti vzniku
nebezpecnych meziproduktu.

V soucasné dob¢ je k dispozici nékolik metod pro stanoveni chlorfenold ve
vodnych  vzorcich  pomoci  plynové  chromatografie. Jako  perspektivni
pro chromatografické stanoveni se jevi metody extrakce v mikrométitku z dtvodi

ucéinnosti, ekonomické nenarocnosti s mezi detekce 0,049-0,081 pg/l.

Experimentalni ¢ast se zabyva stanovenim chlorfenold s vyuzitim dvou extrakénich
technik a koncovou analyzou pomoci GC-ECD. Pro analyzu modelového 2-chlorfenolu a
4-chlorfenolu se ukazala byt vhodna separa¢ni metoda derivatizace anhydridem kyseliny
octové a naslednd extrakce do hexanu. Touto metodou bylo dosazeno detekéniho limitu
v fadu jednotek pg/l. Tento postup je rychly, jednoduchy, levny a nedochazi pifi ném k
tvorbé emulzi, které znemoznuji stanoveni, proto je vhodny pro rutinni analyzy
chlorovanych fenoli.

Experimentalni vysledky této prace naznacuji vhodnost kombinovat derivatizace
chlorfenolt s naslednym pouzitim extrakéni metody SPME a stanoveni latek na GC-ECD,

Vv ptipadé slozitéjsich smési na GC-MS.
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7. Seznam p¥iloh
Piiloha ¢ 1 Chromatogram 2-CP acetat stanoveny metodou GC—ECD s piedchozi

acetylaci a LLE
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Piiloha 1 Chromatogram 2-CP acetat stanoveny metodou GC-ECD s ptedchozi acetylaci a LLE
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