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Abstrakt

Tato bakaldiskd prace pojedndva o problematice chlorfenol ve vodach.
Teoretickd ¢ast shrnuje informace o jejich vlastnostech, toxicité, pivodu a vyskytu
v zivotnim prostiedi. Déle je popsan osud chlorfenoli - bioakumulace, transformace
a zpusoby degradace v zivotnim prostfedi. Diiraz je kladen na metody stanoveni
téchto latek ve vodnych vzorcich, ptedev§im metodou HPLC s predchozim
zakoncentrovanim extrakci tuhou fazi.

Experimentalni Cast se zaméfuje na separaci vybranych isomerti metodou
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie v reversnim moédu. Byly stanoveny meze
detekce téchto isomerti v optimalizovanych podminkach. Nalezené podminky byly

aplikovany na analyzu vzorku vody odebraného v Usti nad Labem.

Klic¢ova slova: chlorfenoly, HPLC, separace, stanoveni chlorfenoli



Abstract

This bachelor’s thesis deals with the issue of chlorophenols in waters. The
theoretical part summarises the information about their characteristics, toxicity,
sources and appearance in the environment. Further, there is described the fate of
chlorophenols - bioaccumulation, transformation and ways of degradation in the
environment. The emphasis is placed on methods for determination of these
compounds in water samples, especially by the HPLC method with previous
concentration by solid-phase extraction.

The experimental part deals with separation of certain isomers by high
performance liquid chromatography in reverse mode. In this bachelor’s thesis, limits
of detection of these isomers under optimized conditions of analysis were
determined. Found conditions were applied to the analysis of a water sample taken in

Usti nad Labem.
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

A
4-AAP
ACN
ADP
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ATP

c

C8
C18
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MS
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Pokrocilé oxidacni procesy (advanced oxidation processes)
Adenosintrifosfat
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products)
Chlorfenoly

2-chlorfenol
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2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina
2,3-dichlorfenol

2.,4-dichlorfenol

2,5-dichlorfenol

2,6-dichlorfenol

3,4-dichlorfenol

3,5-dichlorfenol

Detektor elektronového zachytu (electron capture detector)
Ethylendiamintetraoctova kyselina

Agentura pro ochranu Zivotniho prostfedi (Environmental Protection
Agency)
Plamenové ioniza¢ni detektor (flame ionization detector)

Plynova chromatografie (gas chromatography)
Hydrofilné lipofilni rovnovéha (hydrofilic-lipofilic balance)

Vysokoucinna kapalinova chromatografie (high performance liquid
chromatography)

Inhibi¢ni koncentrace (koncentrace, pti které dochazi k zamezeni ristu
50 % sledovanych jedinct)

Disociac¢ni konstanta

Rozdélovaci koeficient n-oktanol-voda

Extrakce kapaliny kapalinou (liquid-liquid extraction)
Limit detekce (limit of detection)

Mobilni faze (mobile phase)

Hmotnostni spektrometrie (mass spectrometry)
Polychlorované dibenzodioxiny
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PCP
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ppb
ppm
ppt
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2,4,6-TrCP
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w
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w/w

A
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-logK,

107 (parts per billion)
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Vysokoucinna kapalinova chromatografie v reversnim modu
Stacionarni faze (stationary phase)

Extrakce tuhou fazi (solid phase extraction)
Mikroextrakce tuhou fazi (solid phase microextraction)
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1 Uvod

Chlorfenoly patifi mezi vyznamné polutanty zivotniho prosttedi a jsou
charakteristické svou toxicitou a sklonem k bioakumulaci. VétSina chlorfenolll
pochézi z antropogenni Cinnosti, jedna se predevsim o rozkladné produkty pesticida,
uplatiuji se 1 v dievarském pramyslu. Vznikaji také pii desinfekci pitné vody
chlorem. Uz pii nizkych koncentracich v tadech pg/l zplsobuji zménu
organoleptickych vlastnosti vody.

Chlorfenoly ve vzorcich vod se daji stanovit n¢kolika metodami. Pro slozité
smési se nejcastéji pouzivaji chromatografické metody, které umoznuji separovat a
stanovit jednotlivé isomery. Pfed samotnou analyzou kapalinovou nebo plynovou
chromatografii je vétSinou nutné latky ze vzorku zakoncentrovat, nejcastéji extrakei
tuhou fazi.

Cilem této prace bylo zmapovat vyskyt a chovani chlorfenold v zivotnim
prostfedi a moznosti jejich analyzy. V rdmci experimentalni ¢asti byly nalezeny a
optimalizovany podminky pro separaci vybranych isomerii vysokotuc¢innou kapalinou
chromatografii. Vzhledem k charakteru chlorfenoli bylo pouzito reversniho
separa¢niho modu. Optimalizované podminky byly pouZity pfi analyze vzorku vody

odebraného z feky Biliny.



2 Teoreticka cast

V teoretické Casti této prace jsou shrnuty informace o vlastnostech, toxicite,
puvodu a vyskytu chlorfenolti v Zivotnim prostfedi. Jsou popsany procesy jejich
transformace a degradace. Posledni kapitola pojednava o metodach jejich stanoveni

s dirazem na kapalinovou chromatografii.

2.1 Vlastnosti

Chlorfenoly (CP) jsou slouceniny, které maji aromatické jadro substituované
reaktivni hydroxylovou funkéni skupinou a jednim az péti atomy chloru. Mize tak
vzniknout celkem 19 isomerii. Ty Ize podle poctu atomi chloru rozdélit do péti
zékladnich skupin od monochlorfenolli az po Uplné substituovany pentachlorfenol
(PCP). Isomery maji riizné fyzikalni i chemické vlastnosti, které zavisi jak na poctu
atomu chloru, tak na jejich poloze viuci hydroxylové skuping. V této praci budou dale
diskutovany ptedevSsim 2-chlorfenol (2-CP), 3-chlorfenol (3-CP), 4-chlorfenol
(4-CP), 2,3-dichlorfenol (2,3-DCP), 2,4-dichlorfenol (2,4-DCP), 2,5-dichlorfenol
(2,5-DCP) a 2,6-dichlorfenol (2,6-DCP).

Za normalnich podminek jsou chlorfenoly krystalické latky s bodem varu nad
200 °C. Vyjimku ptedstavuje 2-chlorfenol, ktery je kapalny a jeho teplota varu je
175 °C. Jsou nehoflavé a za vyssich teplot se rozkladaji na CO,, CO a HCI'. N&které
vlastnosti chlorfenolii jsou uvedené v tabulce 1.

Obecné lze tici, Ze rozpustnost chlorfenold ve vodé je nizka a jesté se snizuje
se zvySujicim se poctem navazanych atomu chloru. To je dano ristem hydrofobniho
charakteru s poctem chlorii. Naopak v organickych rozpoustédlech jsou chlorfenoly
dobfe rozpustné. Rozpustnost draselnych a sodnych soli ve vodé€ je az o Ctyfi rady
vy§§i neZ rozpustnost matetského chlorfenolu®.

Osud vSech chemickych latek v Zivotnim prostfedi zavisi predevSim na jejich
disociacni konstanté¢ (K,) a rozdélovacim koeficientu v prostiedi n-oktanol-voda
(Kom)’. Z hodnot pK, uvedenych v tabulce 1 je ziejmé, Ze chlorfenoly jsou slabé
kyseliny (pK, je vétsi nez 4). Kyselost chlorfenolt stoupa se zvySujicim se poctem
atomu chloru v molekule. Rozdélovaci koeficient K,4, udavd miru hydrofobicity. Je
urcovan jako podil koncentrace chemické latky v n-oktanolu a koncentrace této latky
ve vodé v rovnovdzném stavu pii dané teploté. Hydrofobicita roste s hodnotou

log K, Se stupném chlorace se zvysuje log K, 4, a tim 1 sklon k bioakumulaci’.
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Tabulka 1: Vybrané vlastnosti chlorfenold '

Chlorfenol Teplota  Teplota Rozpustnost pK,* logK,s* ICsy (20 °C)
varu [°C]  tani [°C] [g1']? [mg.1']

2-CP 174-175 8-10 23,256 9,13 2,17 17,95
3-CP 213-214 33-34 22,190 9,53 2,50 15,78
4-CP 219-220 43-44 26,390 9,70 2,35 8,07
2,3-DCP 206 58-60 8,215 8,52 3,19 5,19
2,4-DCP 209-210 42-43 5,547 8,51 3,08 2,68
2,5-DCP 210-211 55-57 - 7,69 3,20 4,50
2,6-DCP 219-220 65-68 2,625 7,15 2,86 9,38
3,4-DCP 253-254 66-68 9,256 8,87 3,37 2,77
3,5-DCP 232-233 67-69 7,394 8,54 3,52 2,09
2,3,4-TrCP 257 79-81 0,915 7,34 4,07 2,24
2,3,5-TrCP 253-254 61-62 0,771 6,92 4,21 2,28
2,3,6-TrCP 257 57-58 0,591 6,10 3,88 7,38
2,4,5-TrCP 252-253 68-70 0,649 7,20 3,72 2,08
2,4,6-TrCP 245-246 69-70 0,708 6,51 3,69 5,47
3,4,5-TrCP 276-277  100-101 - 7,57 4,39 0,88
2,3,4,5-TeCP 275 116-117 0,166 5,64 4,69 1,76
2,3,4,6-TeCP 275 69-70 0,166 5,22 4,45 2,7

2,3,5,6-TeCP 275 114-115 0,100 5,04 4,90 2,27
PCP 309-310 173-174 0,018 4,74 5,12 0,76

pKa = -logK,, kde K, je disociani konstanta kyseliny; log K, — rozd€lovaci
koeficient v prosttedi n-oktanol-voda; /Cs) — inhibi¢ni koncentrace — koncentrace, pti
které dochazi k zamezeni ristu 50 % sledovanych jedinct Daphnia magna; * méfeno

pii 25 °C ve vodé

Rozdily ve vlastnostech jednotlivych izomerli jsou nejvice patrné pfi
porovnavani chlorfenolli chlorovanych v poloze 2 sostatnimi izomery. U
2-chlorfenolt dochézi k tvorbé intramolekularnich vodikovych mustkit mezi chlorem
a vodikem z hydroxylové funkéni skupiny. To ma za nasledek vyssi stabilitu. Diky
vysoké elektronegativité chloru dochazi k zdpornému indukénimu efektu a vytvotfeni
parcidlnich ndboji. Proto jsou 2-chlorfenoly kyselejsi nez ostatni izomery. Ze

stejného diivodu roste kyselost se zvySujicim se poétem chlort”.
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Podobné jako vSechny aromatické sloucCeniny vykazuji i chlorfenoly v UV
oblasti kolem 280 nm v alkalickém prostfedi vyraznou absorbanci. Toho lze vyuzit
pfi jejich spektrofotometrickém stanoveni. Absorpéni maximum se posouva se
vzrastajicim poctem atomu chloru na aromatickém jadie k vyS$§im vlnovym délkam
do oblasti 280-320 nm”. Tento trend je zfejmy na obrazku 1. Dalsi absorp&ni maxima

budou detailnéji diskutovéana v kapitole vysledky a diskuze.

" 260 276 292 308 324 340

Obrazek 1: Absorp¢ni spektra5 fenolu (1), 2-CP (2), 2,6-DCP (3), 2,3,6-TrCP (4);
spektra jednotlivych komponent v prostiedi NaOH (I mol.dm™®) a EDTA

(1 mmol.dm™), koncentrace fenolu 100 pmol. dm™

2.2 Toxicita

Chlorfenoly maji charakteristicky Stiplavy zapach, siln€ drazdi sliznice, o¢i a
vstiebavaji se klizi. S jistotou lze fici, ze se jedna o latky imunotoxické, fytotoxické a
embryotoxické. Svétovd zdravotnicka organizace (WHO) klasifikuje 2,4,6-TrCP,
2,4,5-TrCP a PCP jako latky podezielé¢ z karcinogenity’. Agentura pro ochranu
zivotniho prostfedi (EPA) ma 2-CP, 2,4-DCP, 2,4,6-TrCP a PCP na seznamu
prioritnich polutanti’.

Toxicita chlorovanych fenolii spoc¢iva v jejich schopnosti rozpojit oxidacni
fosforylaci v dychacim fetézci. Tim se ukonci pteména ADP (adenosindifosfat) na
ATP (adenosintrifosfat). Typickym projevem inhibice syntézy ATP je horecka.
Takovy ucinek je charakteristicky pro fenoly s elektronegativnimi substituenty.
V piipadé chlorfenoltt méa nejvétsi inhibicni uginek pentachlorfenol’.

Toxicita je zavisla na poctu chlori v molekule 1 jejich poloze. Obecné lze fici,
ze srostoucim stupném chlorace roste 1 toxicita, a to predevSim diky vétsi
rozpustnosti v tucich (tabulka 1). Proto bylo u¢inkiim PCP vénovano nekolik studii.

Napiiklad v Cing se vyskytuje ve vysokych koncentracich ve vétsing povrchovych
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fek®. Chlorfenoly s chlorem v poloze 2- maji vzdy niZ§i toxicitu, naopak substituce
v poloze 4- toxicitu zvy3uje’.

Toxicitu vyrazné ovlivituje také pH prostfedi. S rostoucim pH klesd mira
bioakumulace a tim také toxicita pro vodni organismy. To je zpusobeno disociaci
chlorfenolti pfi vysSim pH nez je pK, dan¢ho chlorfenolu. Disociaci se zvysi
hydrofilita a latky pak obtizn¢ prochazeji lipidovou membranou bunky v

. , P 10
organismech. Tim se snizi bioakumulace .

2.3 Pavod

Hlavnim zdrojem chlorfenoll je jednoznacné antropogenni ¢innost. Jsou to
latky Siroce vyuzivané v riiznych oblastech primyslu a zeméd¢€lstvi. Do Zivotniho
prostfedi se mohou dostat pfimo nebo jako produkt degradace. Specialnim ptipadem
je vznik CP jako vedlejsich produktl pii dezinfekei pitné vody chlorem nebo jeho
slouceninami.

Primyslovd vyroba chlorfenoli mtze probihat dvéma zikladnimi postupy
(obrazek 2). Prvnim je katalyticka chlorace fenolu, druhym pak alkalickd hydrolyza

odpovidajiciho chlorbenzenu'.

katalyticka alkalicka
oH chlorace OH hydrolyza cl
NaOH
CI2 Cl a cl
kat. H,O

Obrazek 2: Schéma primyslové vyroby chlorfenold'

2.3.1 Antropogenni zdroje

Primyslové se vyuziva pouze osm chlorfenolli, a to tii monochlorfenoly,
2,4-dichlorfenol, 2,4,6-trichlorfenol, 2,4,5-trichlorfenol, 2,3,4,5-tetrachlorfenol,
2,3,4,6-tetrachlorfenol a pentachlorfenol’. Monochlorfenoly se pouzivaji predeviim
pro syntézu vysSich chlorfenolli nebo jako rozpoustédla (pfi extrakci siry z uhli a
rafinaci olejii)'. V zem&d&lstvi se CP vyuZivaji jako herbicidy, insekticidy, fungicidy
a baktericidy. Chlorfenoly s nejméné dvéma chlory se pouzivaji bud’ piimo jako
pesticidy, nebo slouzi kjejich vyrobé. Smési riznych chlorfenolli se kvili
baktericidnim a fungicidnim u&inkim pouZivaji také k impregnaci dieva a kize®.
Para-chlorfenol se pouziva jako antiseptikum. CP mohou vzniknout 1 pifi béleni

o . v a1l
buniciny ze dieva chlorem pfi vyrobé papiru .
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Vyznamnym zdrojem chlorovanych fenold v zivotnim prostfedi je mikrobidlni
degradace pesticidu. Napftiklad rozkladem kyseliny 2,4-dichlorfenoxyoctové (2,4-D)
a kyseliny 2,4,5-trichlorfenoxyoctové (2,4,5-T), které se pouzivaji jako selektivni
herbicidy na ochranu obilovin, vznikaji 2,4-dichlorfenol a 2,4,5—trich10rfen0112.
Chlorfenoly vznikaji také degradaci triclosanu, ktery se piidava do mydel a dalSich
hygienickych piipravkil jako antibakterialni slozka'®. Strukturni vzorce uvedenych

slou¢enin jsou na obrazku 3.

cl OH
0 cl °
O/\( 0/\( o
el :
a cl c a ¢l cl
2.4-D

2.4,5-T Triclosan
Obrazek 3: Struktura 2,4-dichlorfenoxyoctové kyseliny (2,4-D),
2,4,5-trichlorfenoxyoctové kyseliny (2,4,5-T) a triclosanu

2.3.2 Ptirodni zdroje

Minoritni podil chlorfenoli pochazi z biogenni cinnosti, predev§im pak
z nejriznéjSich geologickych procesit a lesnich pozari. CP mohou v pfirodé
vzniknout z organickych latek a anorganického chloridu dvéma zptsoby. Prvnim je
de novo syntéza, druhym chlorace katalyzovand chloroperoxidasou. Ve druhém
pfipadé musi byt krom¢ peroxidu vodiku a anorganického chloru pfitomny i
slouceniny s aromatickym jadrem. Témi muize byt bud’ samotny fenol, nebo
huminové slou¢eniny'*.

Zajimavosti je, Ze ve slindch kobylek Romalea guttata byl nalezen
2,5-dichlorfenol. Jeho vyskyt je ale pfisuzovan tomu, Ze kobylka mohla konzumovat
rostliny, na  kter¢ byl aplikovin herbicid na bazi  chlorfenolu
(2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina)'’. U rozto&i byl nalezen 2,6-dichlorfenol jako
sexualni feromon. De novo syntéza byla popsana napiiklad u 2,4-dichlorfenolu

pomoci pidnich hub z rodu Penicillium'*.

2.3.3 Chlorace pitné vody

Pii desinfekci pitné vody se vyuZivaji silnd oxidaéni €inidla, ktera plsobi
usmrceni nezddoucich mikroorganismi. Nejcastéji uzivanymi Cinidly jsou latky
obsahujici chlor, jako napiiklad chlornan sodny, oxid chlori¢ity nebo samotny chlor.

Kromé oxidacénich reakci mohou mezi desinfekénim ¢inidlem a ostatnimi latkami ve
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vod¢ probihat i reakce chlora¢ni. Ty maji za nasledek tvorbu vedlejSich produkti
(CDPBs — chlorination disinfection by-products). Mezi nejvyznamngjsi CDPBs patii
trihalogenmethany, halogenoctové kyseliny a chlorfenoly. Pouziti oxidu chlori¢itého
sice neposkytuje CDPBs, ale ma i své nevyhody - CIO; je explozivni plyn, ktery neni
mozné skladovat'®.

V soucasné dob¢ je situace kolem tvorby chlorfenolli pfi dezinfekci vody
dobfe zmapovana. Fenolické latky ve vodé se i ve velmi malych koncentracich
snadno chloruji. Fenoly nemusi pochazet jen z pramyslovych odpadnich vod (jako
tomu bylo v 60. a 70. letech minulého stoleti), ale vznikaji i z pfirodnich huminovych
latek. Chloraci téchto latek dochdzi ke vzniku silné zapachajicich a chutove
vyraznych chlorfenolti. Limity pro pitnou vodu jsou proto dané spiSe senzorickymi
nez toxikologickymi hledisky. Pokud tedy voda nemé zjevnou chut’ po nckterém
z chlorfenolii, neni pro spotifebitele nebezpecna. VEtsina chlorfenolit pomérné dobie
destiluje s vodni parou (tvoii azeotropni smés s vodou s minimem teploty varu),

a proto jejich &ast pii varu odtéka'”.

2.4 Vyskyt

Vyskyt chlorfenolt v Zivotnim prostfedi zavisi na vlastnostech konkrétniho
kongeneru a na podminkach v okolnim prostiedi — naptiklad pH ovliviiuje formu
vyskytu (disociovana/nedisociovana forma), a tim také chovani latek. Namétené
hodnoty koncentraci jsou samoziejmé zavislé i na lokalnich zdrojich znecisténi, jako
jsou velké zeméd¢€lské oblasti pouZivajici pesticidy na bazi chlorfenolii nebo podniky
drevafského priimyslu. Obecné lze fici, Ze CP jsou kontaminanty vod, piid a v mensi
mife 1 atmosféry. Chlorfenoly z piidy jsou ¢asto vyplavovany do podzemnich nebo
povrchovych vod.

Nejbéznéjsim vyskytem chlorfenoll jsou riizné typy vod, proto je vétSina
analytickych metod zamétena pravé na analyzu vodnych vzorkd. Koncentrace uz
v fadech ppb (w/v) jsou chuti dobfe postihnutelné a velmi malé koncentrace lze
byly naméfeny koncentrace v fadech ppt (wA)'!. Nejcast&ji vyskytujici se isomery
v pitné vodé& jsou 4-CP, 2,4-DCP, 2,4,6-TrCP a PCP’.

U kontaminace pldy je velmi dilezity transport latek, ktery zavisi na mnoha
faktorech. Témi jsou naptiklad pH, rozpustnost ve vode¢, obsah organickych latek

v pad¢ a mnozstvi srazek. Chlorfenoly v pud¢ jsou predevSim problém zemi, kde je
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vétSina zemédélskych plodin chranéna pesticidy na bazi chlorfenold. To se tyka
naptiklad Kanady, Finska a Svédska®. Analyzy pevnych matric nebo sedimenti z fek
jsou slozitgjsi a kvili mnozstvi krokli pfed samotnou analyzou nemuseji vzdy
poskytnout relevantni vysledky.

Vyskyt chlorfenolti v atmosféfe je zavisly na jejich tendenci vypafovat se.
Monochlorfenoly a dichlorfenoly (pfedevsim 2,4-DCP) jsou nejtékavéjsi, a proto se
v ovzdusi vyskytuji nejvice. CP jsou z atmosféry vymyvany srazkami. Nameétené
koncentrace CP ve méstech jsou niz§i nez ppt (v»)''. V roce 2011 byla provedena
studie, podle které jsou koncentrace CP (ale také hexachlorbenzenu a
polychrovanych dibenzodioxinii a dibenzofuranl) v ovzdusi vyssi pii pouzivani

v col
ohtiostroja'®.

2.5 Transformace

Chlorfenoly v Zivotnim prostfedi podléhaji nejen degradaci na jednodussi a
vétSinou méné toxické latky, ale také transformaci. Vysledné latky mohou byt
toxi¢téjsi nez ptivodni CP.

Prikladem z bézného zivota je naptiklad tzv. korkovaténi vina, za jehoz hlavni
pfi¢inu je povazovan 2.4,6-trichloranisol (TCA). TCA je produkt metabolické
ptemény nckterych hub (Penicillium, Aspergillus, Actinomyces, Streptomyces) a
vznikd metylaci 2,4,6-trichlorfenolu, ktery se pouziva jako fungicid na ochranu
korki proti plisnim. TCA sice neni toxicky, ale jeho koncentrace uz od 4 ng/l v bilém
ving zptisobi zatuchlou chut, ¢im celou ldhev vina znehodnoti'’,

Studie in vitro ukazuji, Ze i lidské télo miize byt schopné transformace
chlorfenold. Bilé krvinky obsahuji myeloperoxidasu, kterd za pfitomnosti peroxidu
vodiku transformuje chlorfenoly (2,4,5-TrCP, 2,3,4,6-TeCP a PCP) na
polychlorované dibenzodioxiny a dibenzofurany (PCDD a PCDF). To miZe byt
pfi¢inou naméfeni vysSich koncentraci PCDD a PCDF v kravich a lidskych
exkrementech, ne jakému mnozstvi byli testovani jedinci vystaveni®.

K transformaci chlorfenoli na PCDD nebo PCDF dochazi 1 v Zivotnim
prosttedi. Tento jev byl pozorovan v padach, kde prednostng vznikaji PCDD?'. P¥i
reakci 2,4,5-TrCP katalyzované kienovou peroxiddzou v pfitomnosti peroxidu
vodiku vznikaji PCDD a PCDF. Peroxiddzovou aktivitu vykazuje i pidni houba
Phanerochaete chrysosporium, ktera muze v pritomnosti peroxidi vodiku zpusobit

preménu 2,4,5-TrCP na PCDD nebo PCDF'*,
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2.6 Degradace a odstranovani

Chlorfenoly jsou toxické a perzistentni latky se sklonem k bioakumulaci, a
proto je tieba je z odpadnich vod odstranit. Ekologicka legislativa (Nafizeni vlady
¢. 61/2003 Sb.) definuje hodnotu 0,1 mg/l jako maximalni pfipustny limit pro
vypousténi CP do odpadnich vod. Skutecné hodnoty ale mohou byt az tisickrat
vyssi'. Bé&zné pouzivanymi metodami je adsorpce, iontovd vyména, extrakce
kapaliny kapalinou, oxidacni procesy, fotodegradace nebo biodegradace. Procesy se
1i§1 nejen financni narocnosti, ale také Setrnosti k zivotnimu prostiedi — pfi nékterych

vznikaji toxické vedlejsi produkty™.

2.6.1 Fyzikalni metody

Fyzikalni metody odstraiovani CP z vody jsou zalozené na adsorpci nebo
rozdilné distribuci latek mezi dvé rizné faze. Jak jiz bylo uvedeno vySe, chovani
latek zavisi na pH prostfedi (ve vztahu kjejich hodnotdm pKa) a na jejich
rozdélovacim koeficientu v prostfedi n-oktanol-voda (ktery charakterizuje jejich
hydrofobicitu). Pfi ¢isténi odpadnich vod se vyuzivaji polarni i nepolarni sorbenty.
Mezi ty nepolarni patii naptiklad hliny typu alumina-montmorillonit, pérovité latky
jako je aktivni uhli, popilek a bentonit. Problémem ale zlistavd odstranéni CP ze
sorbentu. Re$enim je nasledna oxidace pomoci MnO, na povrchu sorbentu'.
Ptirozenou fyzikadlni metodou odstranovani CP z vody je jejich sorpce na ficni a
biehové sedimenty’. V piipadé &isténi velkého mnozstvi odpadnich vod lze
s vyhodou vyuzit zkoncentrovani chlorfenolli extrakci emulzni fazi. Ta je tvofena
vodou, hydroxidem sodnym, tenzidem (Span-80) a nepolarnim solventem (kerosin).
Emulze slouzi jako kapalnd membrana, ve které se chlorfenoly kvantitativné
zachyti.

V piipadé odstraiovani CP z kontaminované pldy (obsah CP < 500 ppm
(w/w)) je nejdiive nutné provést destilaci vodni parou. Pfehiatd vodni péra s teplotou
vyssi nez 100 °C prechazi pres pudu okyselenou pomoci H;SO4 na pH < 2 a pfitom
tvoti azeotropni smés s chlorfenoly. Po kondenzaci par je moZzné CP odstranit

stejnym postupem jako z odpadnich vod'.

2.6.2 Chemické metody

Mezi chemické metody odstranovani CP patii naptiklad oxida¢ni procesy,

. , . ’ ’ c 101 . v 7
enzymatické reakce a reduktivni dechlorace pomoci hydridi'. K oxida¢nim
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procesim se fadi spalovani, mokra katalyticka oxidace a pokrocilé oxidacni procesy
(tzv. AOPs). Alternativou k AOPs je elektrochemicka oxidace®*.

Spalovani je Siroce pouzivanou metodou, pii které po urcitém case dochazi
k rozkladu chlorfenold. Pfi spalovani musi byt podminky pfesné nastavené tak, aby
nedochazelo k tvorbé toxickych latek jako PCDD, PCDF nebo PCB (polychlorované
bifenyly)™.

Pokrocilé oxidacni procesy se vyznacuji velkym oxida¢nim ucinkem a slouzi
k degradaci tézko odbouratelnych latek. Mezi AOPs patii procesy vyuzivajici
peroxid vodiku (H,O, + UV, H,0, + Fe*"), fotolyza, fotokatalyza a procesy zaloZené
na ozonu (Os, O3 + UV). Systém H,0, + Fe*" je znamy jako Fentonovo ¢inidlo®.

Elektrochemickou degradaci 1ze na rozdil od AOPs pouzit i pro odpadni vody
s vysokym obsahem polutantd. V minulosti se elektrochemické metody pouzivaly
predevsim k odstranéni kovili, v soucasnosti se jejich vyuziti rozSifuje. Nevyhodou
téchto metod je vysoka spotieba elektrické energie. Mechanismus oxidace a vysledné
produkty zavisi na druhu pouzité¢ anody, reakénich podminkach a konkrétnim
chlorfenolu. Kli¢ovou roli ale vzdy hraje hydroxylovy radikal OH- sorbovany na

elektrods, ktery se dale ucastni rozkladu chlorfenola™.

2.6.3 Fotodegradace

Piimym ozafovanim polychromatickym svétlem dochazi k rozkladu CP.
Transformace probihaji pies fotoexcitované stavy snaslednym homolytickym
Stépenim vazeb C-Cl a O-H za tvorby chlorfenoxylovych radikalti'. Degradace miize
probihat pfimou fotolyzou, reakci s hydroxylovym radikdlem nebo reakci se
singletovym kyslikem. Nevyhodou je moznost vzniku PCDD nebo PCDF. Zptsoby a
produkty degradace se liSi pro konkrétni chlorfenoly a jsou zavislé na jejich
disociaci’’. Napiiklad fotodegradaci nedisociované formy 2-chlorfenolu vznika
pyrokatechol, ale v pfipadé¢ disociované formy vznika dimer cyklopentadieonové
kyseliny (obrazek 4)’. Rozsitenou metodou je i odbouravani fotokatalyzou na

povrchu polovodiéi, napiiklad ZnO nebo TiO,™.
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Obrizek 4: Mechanismus fotodegradace disociované formy 2-chlorfenolu’

2.6.4 Biodegradace

Chlorfenoly jsou htie biodegradovatelné nez fenol a s poctem chlori se Gc¢innost
odbourani jests snizuje®”. Uginnost mikrobialniho odbouravani ovliviiuje také poloha
atomu chloru. Slou€eniny substituované v poloze meta- (3-CP, 3,5-DCP) jsou
s chlorem v poloze orfo-. Aby degradace mohla probihat, museji mikroorganismy
produkovat enzym dehalogenasu, ktery katalyzuje $tépeni C-Cl vazeb. Dehalogenace
mize probihat redukéni nebo oxida¢ni cestou'. Oxidaéni dehalogenace probiha za
aerobnich podminek a je katalyzovdna monooxygenasami. Kone¢nymi produkty jsou
chinony a katecholy. Redukéni dehalogenace probihd za anaerobnich podminek.
Chlorfenoly mohou byt methanogennimi kmeny bakterii degradovany az na oxid

uhli¢ity a methan®.

2.7 Analyza chlorfenolt
2.7.1 Uprava vzorku pred analyzou

V piipad¢ analyzy redlnych vzorkil je nutné je pfed samotnou analyzou vhodné
upravit. Do chromatografickych pfistroji se nesmi dostat pevné ¢astice, proto je vzdy
nutné filtrace. Obsah chlorfenoli ve vodéach je velmi nizky, a proto se provadi
extrakce, kterd slouzi k nakoncentrovani analytu. V praxi se nejcastéji vyuZiva
extrakce tuhym sorbentem (SPE), mikroextrakce tuhym sorbentem (SPME) nebo
extrakce kapaliny kapalinou (LLE).

Pfed extrakci chlorfenoli metodou LLE je nutné potlacit jejich disociaci
okyselenim vzorku na pH 1 az 3. Nejcastéji se pracuje pii pH 2 za vyuZziti H,SOy,
HCI nebo H3PO,. Vytéznost extrakce 1ze n¢kdy zlepsit ptidavkem neutralni soli nebo
vytvofenim molekularntho komplexu v nevodném prostfedi. Nederivatizované

chlorfenoly mohou byt z vody extrahovany napiiklad toluenem, hexanem, benzenem
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nebo dichlormethanem. Pro zlepSeni afinity k rozpoustédlu se pouziva derivatizace.
Vyuziva se reaketi s acetanhydridem, chloracetanhydridem nebo
4-aminoantipyrinem®’.

Nejpouzivanéjs§i metodou zkoncentrovani nejen chlorfenold, ale 1 vétSiny
dalsich organickych latek, je SPE, kterd postupné nahrazuje dfive Siroce pozivanou
LLE. Na sorbentech typu polymert (polyanilin, poly-N-methylanilin, polypyrol),
silikageli modifikovanych hydrofobnimi fetézci (C8,C18) a aktivniho uhli se sorbuji
nedisociované chlorfenoly. Disociace musi byt potlatena piidavkem kyseliny.
Derivatizace acetanhydridem (obrazek 5) zlepSuje afinitu chlorfenolii k sorbentu
(snizi polaritu analytu)*. Pfidavek vysolovaciho ¢inidla (NaCl, KCI) zvysi iontovou
silu roztoku, dojde k vysoleni organické latky z roztoku do pevné faze a zvysi se
vytéznost izola¢niho postupu. Na vysledek extrakce ma vliv nejen volba sorbentu a
eluéniho rozpoustédla, ale také objem vzorku, koncentrace chlorfenolti a kapacita
extrakéni kolonky (5 % hmotnosti sorbentu)®. Jako eluéni rozpoustédlo se vétsinou

pouzivé aceton, acetonitril nebo methanol®.

0 O

OH CHs CH, \( 0
+ )\ /g - CHy + H:,C%
R 0 o 8] OH

R

Obriazek 5: Obecné schéma derivatizace chlorfenolii acetanhydridem™

Hlavnimi vyhodami SPE oproti LLE je mensi casova narocnost a jednoduchost
provedeni. Pfi SPE se nepracuje s ¢asto drahymi a toxickymi rozpoustédly, a diky
bohatému vybéru pevnych sorbentli polarni i nepoldrni povahy umoZnuje extrakci
$ir§i $kaly organickych latek®. LLE se da vyuZit pouze pro extrakci nepolarnich
latek.

SPME je rychld, levna a nenaro¢na izola¢ni metoda, pfi které se nepouZivaji
zadna rozpoustédla. Sjednocuje proces vzorkovani a extrakce a vyuziva se predevsim
pied plynovou chromatografii. Principem je sorpce analytu na staciondrni fazi, ktera
je nanesena na kiemenném vldkné¢ uvnitf jehly. Kovovéa jehla slouzi kromé
mechanické ochrany k propichnuti septa nadobky se vzorkem, pfi ¢emz se z jehly se
vysune vlakno se sorbentem. Analyty se akumuluji na vldkné az do dosazeni
rovnovahy. Vldkno se poté prenese do nastfikového prostoru plynového

chromatografu, kde dojde k tepelné desorpci latek>®.
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2.7.2 Vlastni analyza

Pfed samotnou analyzou je nutné ujasnit si, zda potiebujeme stanovit mnozstvi
jednotlivych isomert (naptiklad kvili rozdilné toxicit¢), nebo staci celkovy obsah
fenolu a jeho derivati. Ten mulze byt stanoven spektrofotometricky. V ptipadé
nutnosti separace isomert se pouzivaji chromatografické metody. Casto je vyuZivana
plynova chromatografie spolecné¢ s SPME. Kapalinova chromatografie nabizi
moznost upravy nékolika parametrti, které zajisti optimalni separa¢ni podminky pro

konkrétni vzorek.

2.7.2.1 Celkové mnoZstvi fenolii

Ke stanoveni celkového mnozstvi fenolu a jeho derivati (véetné chlorfenolit)
1ze pouzit spektrofotometrii. Reakci fenolu nebo jeho derivati s 4-aminoantipyrinem
(4-AAP) v ptitomnosti K3[Fe(CN)g] vznika ¢ervené zbarveny roztok. Schéma reakce
je na obrazku 6. S 4-AAP reaguji bez omezeni orto- a meta- substituované fenoly,
optimalni pH této reakce je 10 (£0,2). V ptipad€ para- substituovanych chlorfenoli
je optimalni pH 8. N&které para- substituované fenoly, naptiklad alkyl-, aryl-, nitro-,
benzoyl-, nitroso- nebo aldehyd- fenoly, nereaguji s 4-AAP vibec. Absorbance je
méfena ve viditelné oblasti spektra, vétSinou pfi vlnové délce kolem 500 nm,
v piipadné extrakce chloroformem (pouzivané pii nizkych koncentracich) pti vinové

délce 460 nm*’.

H;C NH, H;C
>=L o I N0
HyC™ > N 0 : © K, [Fe(CN),] HyC™ \N o

Obriazek 6: Schéma reakce fenolu s 4-AAP?’

2.7.2.2 Plynovd chromatografie

Plynova chromatografie (GC) je separani metoda, pii které se jako mobilni
faze pouzZivd nosny plyn. Tim mulZe byt naptiiklad vodik, helium nebo argon.
Stacionarni faze je umisténa v koloné, ktera je ten¢i a mnohem delSi neZz u
kapalinové chromatografie. Na stacionarni fazi dochazi k separaci latek podle

rozdilné afinity k naplni kolony. Vzorek je po vstiiknuti do chromatografu teplem
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pieveden do plynné faze. Podminkou uspésné analyzy tedy je, aby u sledovanych
latek nedohazelo vlivem tepla k rozkladu. V ptipad¢ zkoncentrovani analytu pomoci
SPME musi teplota v nastfikovém prostoru odpovidat teploté, pii které dochazi
k desorpci analytu z SPME vlakna®*. Teplota se b&hem analyzy vétsinou postupné
zvysuje az k 250 °C*. K detekci se vyuzivaji FID, detektory elektronového zachytu
ECD nebo hmotnostni spektrometry. Pfed analyzou muze byt provedena vhodna

derivatizace, ktera snizi polaritu a tim teplotu varu analyta.

2.7.2.3 Vysokoucinna kapalinovd chromatografie

HPLC je kvantitativni 1 kvalitativni analytickd metoda, béhem které dochazi na
zakladé rozdilnych vlastnosti analytl k distribuci mezi stacionarni (SP) a mobilni
fazi (MP). Stacionarni faze je umisténa v kolon€. Mobilni faze je vétSinou smési
rozpoustddla a vody, piipadné pufru. Uspé$na separace je podminéna nejen vybérem
vhodné kolony, ale také vhodnou MP. Analyzu lze provadét i za laboratorni teploty,
ptipadné za snizené teploty, proto 1ze na rozdil od plynové chromatografie stanovit i
tepeln¢ nestalé slouceniny. Pfi separaci v reversnim moédu (RP-HPLC), ktery byl
vyuzit pro analyzu chlorfenold, je SP méné polarni nez MP. Na kolon¢ tedy dochazi
k  siln€jSimu zadrzovani  hydrofobnéjSich  latek. K detekci se  vyuzivaji
spektrofotometrické, fluorimetrické, vodivostni nebo elektrochemické detektory.
Moznosti je 1 hmotnosti spektrometrie. Nejb&znéjsi je detekce spektrofotometricka.

K separaci chlorfenolii se da vyuzit i HPLC v normalnim moddu, pii kterém by
stacionarni faze (naptiklad silikagel) byla polarnéjsi neZ mobilni faze. Mezi analytem
a silikagelem se pak uplatiuji odliSné interakce (elektrostatické, vodikové vazby aj.),
které zplsobuji retenci analyt. Poldrni substituent v poloze orto- tvoii
intramolekularnich vodikové vazby, a tim oslabuje intermolekularni interakce. Orto-
substituované fenoly maji krat§i retencni Cas. Nevyhodou tohoto uspofadani
(normdlniho separa¢niho moddu) je nutnost pouziti nepoldrnich rozpoustédel
(hexanu), coz vétSinou nedovoluje ptimou analyzu vodnych roztoki.

V ptipadé RP-HPLC (zahrnuje 80 % analyz fenolil) se jako stacionarni faze
nejcastéji vyuziva silikagel modifikovany oktadecylem (C18) nebo oktylem (C8).
Jako mobilni faze se nejvice vyuzivd smés voda-acetonitril nebo voda-methanol.

Okyseleni MP potlacuje disociaci chlorfenoli a zlep$uje symetrii pikii™.
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Pro zpracovani naméienych dat a urCeni vysledkti analyz se vyuzivaji
nasledujici vztahy. Uvedené jsou vzorce potiebné k vypoctu namétenych velicin
diskutovanych v kapitole Vysledky a diskuze.

Retencni faktor je jedna ze zékladnich charakteristik chromatografického
systému. Udava, kolikrat del$i dobu stravi latka ve stacionarni fazi nez ve fazi

mobilni. Pro reten¢ni faktor (k) plati:

tp — t
k=R M (1)

tr [min] retencni Cas daného analytu a t,, [min] mrtvy cas kolony, tj. elu¢ni Cas
latky, ktera neinteraguje se stacionarni fazi.

RozliSeni charakterizuje miru vzajemného piekryvani dvou sousednich piki.
Pro rozliSeni (R) plati:

_ 2(tgz — tr1) Q)
S wy + w,

tg 1 [min] ; tz, [min] jsou retencni Casy diive; pozdéji eluujici slozky, wia w, jsou
Sitky daného piku pti zdkladné.
Pokud je hodnota R;> 1,5, mluvime o separaci analyti na zakladni linii.

V nasledujici ¢asti jsou uvedeny piiklady reversnich separacnich systémut
pouzitych pro déleni chlorfenoli.

Pfi separaci monochlorfenold na kolon¢ LiChrosorb (primér ¢astic 5 pm) s
mobilni fazi tvofenou smési methanol-0,001 M H3PO4 (45+55, v/v), nebylo dosazeno
uplného oddéleni 3-chlorfenolu od 4-chlorfenolu. Detekéni limity pfi vinové délce
280 nm byly fadové 107 pug/ul pro viechny tfi monochlorfenoly™.

V jiné studii byly porovnany vysledky separace pfi zmé€né poméru methanolu a
vody v mobilni fazi. Byla pouzita kolona RP C;3 LUNA (250 mm x 4,6 mm, 5 pm).
pH v mobilni fazi bylo pomoci H3PO,4 upraveno na 4,552. Teplota kolony byla
25 °C. Detekce probihala opét pti 280 nm. Optimalnich podminek bylo dosazZeno pfti
slozeni MP 50 % vody a 50 % methanolu, separace 3-CP a 4-CP byla téméf na
zékladni linii*.

Studie z roku 2006 porovnava vysledky separace 11 fenoll, mezi nimi 2-CP,
2,4-DCP, 2,4,6-TrCP a PCP. Bylo pouzito 9 rtiznych kolon, v§echny pro RP-HPLC.
Bylo ménéno také sloZeni mobilnich fazi, pouzit byl methanol, acetonitril,

tetrahydrofuran a 50 mM H3PO,. Nejlepsich vysledki bylo dosaZeno pii sloZeni
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mobilni faze 40 % acetonitrilu a 50 mM H3PO, (pH = 5). Byl studovan 1 vliv teploty
na priibéh analyzy. S rostouci teplotou klesal retenéni faktor*,

Bylo provedeno i porovnani analyz kohoutkové vody s vodou z feky Jenise;.
Krom¢ jinych fenoli patfily mezi sledované analyty 2-CP, 4-CP, 2,6-DCP,
2,4,6-TrCP a PCP. Byla pouzita kolona Zorbax eclipse XDB-C18 s primérem castic
5 um. Kolona byla termostatovana na 30 °C. MP tvofila smés vodného roztoku
kyseliny octové (pH = 3,35) a acetonitrilu. Byla zvolena gradientové eluce: 35 %
acetonitrilu do 6,6 minut, poté 60 % acetonitrilu. Signal detektoru byl zaznamenéavan
pti vinovych délkach 195 nm, 200 nm, 215 nm, 230 nm, 270 nm, 280 nm a 290 nm.
Po optimalizaci podminek byla zvolena detekce pti 280 nm do 9,38 minut, nasledné
pfi 290 nm pro pozdgji eluujici vice chlorované fenoly™>.

V review zroku 1993 jsou shrnuty meze detekce nékolika chlorfenolii pii
pouziti riznych typt detektori a za pouziti riznych kolon. Diskutovan je také vliv
derivatizace na jejich stanoveni’’.

Byla testovana i upravena stacionarni faze s navazanymi [B-cyklodextriny.
Pratok MP byl 1 ml/min, teplota kolony 20 °C. Detekce probihala pti 280 nm. MP
byla tvofena 10 mM octanem triethylamonnym (TEAA), pH 5, s methanolem
(v objemovych pomérech 9:1-5:5)*.

Asi nejkomplexngjsi studii byla separace 14 isomerl chlorfenolll. Optimalni se
ukézala gradientova eluce s mobilni fazi 35:65 (v/v) methanolu-10 mM fosfatového
pufru, pH 3,5 (slozka A) a 100% methanolu (slozka B). Optimalni gradient eluce byl
nasledujici: 3,5 minuty isokraticka eluce slozkou A, 23,5 minut s rostoucim
gradientem sloZky B a poslednich 5 minut isokratickd eluce slozkou B. Nastiik
vétSich objeml nez 15 pl na kolonu zplsobil deformaci pikd. Optimalni rychlost
pratoku byla 0,35 ml/min a teplota kolony 18 °C. Detekce byla provadéna pfi
230 nm a 280 nm. RozliSeni vétSiny pik bylo uspokojivé, s vyjimkou 2,4-DCP a
2,5-DCP (R, = 0,95), a také 2,3,4-TrCP a 2,4,6-TrCP (R,= 0,69)**.

Vlnové délky vyuZivané pro detekci chlorfenolil jsou rlizné, ve vétSin€ praci se
vSak objevuje 280 nm. Pro vétSinu fenolt je typicky dvojity pas zvySené absorbance
pfi 274 nm a 266 nm. V literatufe byla popséna vysoké absorbance tézZ v oblasti pod

225 nm>°.
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3 Experimentalni cast
3.1 Pouzité pristroje a pomticky

Spektrofotometrie
Spektrofotometr UV-2401PC, Schimadzu, Japonsko
Kiemenné kyvety, 1 cm
Softtware UV-Probe
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Separa¢ni modul Waters 2690, Alliance HPLC Systém, Waters, Milford, USA
Detektor Waters 2487, Dual A Absorbance Detector, Waters, Milford, USA
Kolona ZORBAX SB-CS8, rozméry 4,6 x 150 mm, velikost ¢astic 5 um,
Agilent Technologies, Santa Clara, USA
Program Empower
Ostatni
pH metr PHM 240, Radiometr Analytical SAS, Villeurbanne Cedex, Francie
Vahy Mettler AE 240, Greifensee, Svycarsko
Zatizeni Ultrapur pro pfipravu ultra ¢isté vody deionizaci, vyrobce
Watrex®, Praha, Ceska republika
SPE kolonka, silica C18, PerkinElmer, Massachusetts, USA
SPE kolonka, supra-poly HLB, PerkinElmer, Massachusetts, USA

PocitaCovy program Origin, verze 6.1

3.2 Pouzité chemikalie

Deionizovand voda ze zatizeni Ultrapur pro piipravu ultra Cisté vody deionizaci,
Watrex®, Praha, Ceska republika

Methanol Chromasolv® pro HPLC a acetonitril R Chromasolv® pro HPLC, Sigma-
Aldrich®, Steinheim, Némecko

Standardy: 2-chlorfenol, 3-chlorfenol a 2,6-dichlorfenol, <99%, Sigma-Aldrich,
Steinheim, Némecko

Standardy: 2,3-dichlorfenol, 2,4-dichlorfenol a 2,5-dichlorfenol, <99%, Sigma-
Aldrich (Superlco), Steinheim, Némecko

Standard: 4-chlorfenol, <99%, Honeywell Riedel-de Haén, Seelze, Némecko

Triethylamin, kyselina octova, fenol, <99%, Sigma-Aldrich, Steinheim, Némecko
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3.3 Priprava vzorki

Vzorky jednotlivych chlorfenolti byly pfipraveny rozpuSténim navazeného
mnozstvi latky v methanolu, pfi¢emz pozadovana koncentrace vysledného roztoku
byla 1 mg/ml. Vzorek vody byl odebran z Biliny a poté uchovavan v lednici v tmavé

lahvi naplnéné po okraj. Pfed SPE prekoncentraci a analyzou byl vzorek piefiltrovan.

3.4 Pouzité mobilni faze

Tabulka 2 shrnuje slozeni pouzitych mobilnich fazi. Octan triethylamonny byl
pfipraven pfidavanim kyseliny octové do 0,1% roztoku triethylaminu pro dosazeni
pozadované hodnoty pH.

Tabulka 2: Slozeni pouzitych mobilnich fazi

SloZeni fazi ¢. Vacen [%] Vyoda [%]
1 80 20
2 60 40
3 40 60
4 30 70
5 20 80
Vacn [%] VTEAA [%] pH = 4,0
6 30 70
7 20 80
Vacn [%] VTIEAA [%] pH = 6,0
8 30 70
Vacn [%] VTEAA [%] pH = 7,0
9 30 70

3.5 Podminky separace

Separace  chlorfenoli  byla provaddéna vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii v reversnim modu. Kolona byla termostatovana na 25 °C, teplota
v karuselu byla nastavena na 20 °C, davkovany objem byl 5 pl. Kromé slozeni
mobilni faze byla ménéna i prutokova rychlost, konkrétné byly provedeny analyzy
pfi pritoku 1 ml/min a 1,5 ml/min. Detekce byla provadéna pii vinové délce 210 nm,

254 nm a 280 nm. Pro vSechny analyzy byla zvolena isokraticka eluce.
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4 VysledKky a diskuze
4.1 Vybér vinové délky pro detekci

Pfed HPLC analyzou byla pozornost vénovana optimalizaci vinové délky pro
spektrofotometrickou detekci. Jednotlivé roztoky byly prométfeny v oblasti spektra
200-300 nm za pouziti kiemennych kyvet. Vzorky byly zfedény methanolem na
koncentraci pfiblizné 3 pg/ml, aby se méfilo v oblasti platnosti Lambertova-Beerova

zdkona. Obrazek 7 ukazuje proméiend spektra vSech 7 sledovanych isomerti

chlorfenolu.
1,0 1
—— 2,3-dichlorfenol
—— 2,4-dichlorfenol
0,8 2,5-dichlorfenol
—— 2,6-dichlorfenol
2-chlorrfenol
06 ——— 3-chlorfenol
' 4-chlorfenol
<
0,4 -
0,2 1
0,0 T T T T T T T T T 1
200 220 240 260 280 300
A (nm)

Obrazek 7: Spektra jednotlivych chlorfenolii

Ve shod¢ s literaturou se ukdzalo lokalni absorpéni maximum v oblasti
280 nm, které se pro vice chlorované derivaty posouva k vys§im vlnovym délkdm
(obrazek 8). Pro naslednou analyzu byly vybrany vilnové délky 210 a 280 nm.
Nekteré analyzy byly provedeny i pii 254 nm.
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Obrazek 8: Lokalni absorpéni maximum v oblasti 280 nm

4.2 Optimalizace separace v acetonitrilu a vodé

Podminky separace byly optimalizovany nejprve pro smé&s monochlorfenolt a

az nasledné byly ptidany dichlorfenoly. 2,5-DCP byl do smési piidan jako posledni,

jelikoZ jeho obtizna separace od 2,4-DCP byla avizovana v odborné literatuie™.

Nejprve bylo provedeno méfeni pii pritoku MP 1 ml/min. Mnozstvi

acetonitrilu v mobilni fazi bylo postupné snizovano z piivodnich 80 % na 20 %. Na

obrazku 9 je ukazana zavislost reten¢niho faktoru na sloZeni mobilni faze pro

monochlorfenoly. Snizeni podilu acetonitrilu prodlouzilo analyzu, ale vedlo

k usp&$né separaci.
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Obrazek 9: Zavislost retenéniho faktoru monochlorfenold na slozeni mobilni faze

ACN/H,O0; stacionarni faze Zorbax SB-C8

Slozeni mobilni faze acetonitril-voda 30/70 (v/v) se ukazalo optimalni pro
separaci monochlorfenolil 1 dichlorfenoli (krom¢ 2,5-DCP). Pratok MP byl zvySen
na 1,5 ml/min. Cas analyzy se tim zkratil o vice neZ 7 minut, ale rozlideni se zménilo
jen nepatrné (ve vSech piipadech vSak bylo vétsi nez 1,5). Pti téchto podminkéach
bylo Gspé$né dosaZeno separace 6 isomerti na zékladni linii (obrazek 10). Doba

analyzy neptesahla 15 minut. Tabulky 3 a 4 shrnuji optimalizované podminky.
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1: 2-chlorfenol 3
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Obrazek 10: Separace 6 isomerd (¢ = 1 mg/ml) za podminek: sloZzeni mobilni faze

30 % acetonitrilu a 70 % vody; prutok 1,5 ml; detekce pii 210 nm

Tabulka 3: Optimalizované podminky pro separaci 6 isomert

Slozeni mobilni faze ACN/voda (v/v)
Pratok (ml/min)

Vlnova délka detekce (nm)

Davkovany objem vzorku (ul)

Teplota kolony (°C)

Teplota v karuselu (°C)

30/70
1,5
210 a 280
5
25
20

Tabulka 4: Hodnoty retenc¢niho €asu #, reten¢niho faktoru k& a rozliSeni R

v optimalizovanych separac¢nich podminkach; mrtvy ¢as #,= 1,27 min

Latka tz (min) k R

2-CP 6,07 3,77

4-CP 7,13 4,61 4,34

3-CP 7,69 5,05 2,02
2,6-DCP 10,76 7,46 8,27
2,3-DCP 12,34 8,70 3,43
2,4-DCP 13,84 9,88 3,03
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Pfi hledani optimélnich separacnich podminek sedmi isomert (vCetné
2,5-DCP) byl pritok MP snizen opét na 1 ml/min z divodu urcitého zlepSeni
rozliSeni piki. SloZeni mobilni faze bylo upraveno na 20 % acetonitrilu a 80 % vody.
Vétsi podil vody podporuje prodlouzeni retencnich Casti, coz mlze zlepsit separaci.
Ani za téchto podminek vsak nedoslo k separaci 2,4-DCP od 2,5-DCP (obrazek 11).

Dalsi snizeni mnozstvi acetonitrilu v MP by zptisobilo pfilisné prodlouzeni analyzy.

1: 2-chlorfenol
1 2: 4-chlorfenol
0,020 3: 3-chlorfenol
N 4: 2.6-dichlorfenol
2 5: 2,3-dichlorfenol
= 00154 6: 2,4-dichlorfenol
S ; .
5 7: 2,5-dichlorfenol
=
Q
(0]
© _
° 0010 ’ 3
>
)
o 4
© 0,005 5 6+7
0,000 44—
T T T T T T
0 20 40 60

t (min)

Obrazek 11: Separace 7 isomerti za podminek: slozeni mobilni faze 20 %

acetonitrilu a 80 % vody; prutok 1 ml/min; detekce pii 280 nm

Z namé&fenych dat byla sestrojena zavislost retencniho faktoru na hydrofobicité
analyti (obrazek 12). Linearni zavislost ukazuje, zZe se na retenci vyrazné uplatiiuji
hydrofobni interakce. Pouzitd kolona se silikagelem modifikovanym oktylem
interaguje pfednostné s nepolarnimi latkami. Mize vSak dochazet k interakci
polarnich skupin piimo se silikagelovym nosi¢em. Vzhledem k povaze chlorfenold
(maji polarni 1 nepolarni €ast) se v principu mohou uplatnit oba typy interakci,
prioritni je ale interakce nepolarni casti s oktylem. V disledku toho se s rostouct
hydrofobicitou obvykle zvySuje i retence. Jako mira hydrofobicity byl zvolen
rozdélovaci koeficient oktanol-voda (log Kow), jehoz hodnoty se v literatufe mirné
1i$i nebo jsou udavany v urCitém rozmezi. Kvili jinym interakcim a stérickym

zdbranam nemusi striktné platit, ze latka s vyssi hodnotou log K, ma pfi analyze

31



v reverznim systému véEétSi retencni faktor. Nasledujici graf byl sestrojen s

vyuzitim hodnot log K4, uvedenych v této praci v tabulce 1.

Linear Regression for Data1_B:

119 Y=A+B*X
1 Parameter Value Error
10 4 . p
A -9,56825 1,76436
1 B 6,03399 0,63195
9 4
u
R SD N P
8 1 0,97366 0,65509 7 2,13291E-4
X 7 4
6 <
5 4
4 -
3 ; . . . : :
2,0 2,2 24 2,6 2,8 3,0 3,2

log Ko/W

Obrazek 12: Zavislost reten¢niho faktoru na hydrofobicité

Tabulka 5 shrnuje retencni ¢asy sledovanych chlorfenolti pii métenich, kde

byla mobilni fize sloZend z acetonitrilu a vody.

Tabulka 5: Retencni ¢asy jednotlivych chlorfenolt pii rizném sloZzeni mobilni faze

Pritok MP £y tx (min)

| ml/min (min) 2-CP  4-CP 3-CP 2,6- 2,3- 2,4- 2,5-
DCP DCP DCP DCP*

80A 20B 1,41 1,92 1,94 1,95 - - - -
60A 40B 1,40 2,58 2,64 2,71 - - - -
40A 60B 1,67 498 557 5,89 7,81 7,94 8,77 -
30A 70B 1,88 9,23 10,88 11,74 16,54 18,90 21,24 -
20A 80B 1,69 20,82 27,35 29,67 4391 61,70 67,57 69,14

Pritok MP

1,5 ml/min
30A70B 1,272 6,07 7,13 7,69 10,76 12,34 13,84 14,16

A: acetonitril; B: voda; 80A 20B = sloZeni fazi 80 % acetonitrilu a 20 % vody; *data

nebyla ziskdna z méfeni ve smési
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4.3 Limity detekce v optimalizovanych podminkach

Po optimalizaci separac¢nich podminek byly stanoveny limity detekce (LOD)
jednotlivych isomert (tabulka 6). Byly sestrojeny kalibracni zavislosti vysky piku na
koncentraci pii dvou vinovych délkach (210 nm a 280 nm). Bylo provedeno méteni
pro devét riznych koncentraci v rozsahu od lpug/ml do 1 mg/ml. Z linedrni Casti
zavislosti byla sestrojena kalibra¢ni pfimka, z jejiz rovnice byly vypocteny limity
detekce. Za limit detekce se obecné povazuje trojndsobna vySka Sumu, v naSem
piipadé 90 uV. Po dosazeni této hodnoty do rovnice ptfimky byla ziskana minimalni
detekovatelna koncentrace. Obrazek 13 ukazuje kalibra¢ni zavislosti v celém rozsahu
métenych koncentraci pro vSech sedm isomert pii 210 nm. Na obrazku 14 je pouze
linedrni cast téchto zavislosti s pfisluSnymi rovnicemi, ze kterych byl posléze LOD

vypocitan. LOD pro 6 isomert byl méfen ve smési, 2,5-DCP byl méfen zvlast.

—m— 2-chlorfenol

—@— 3-chlorfenol
4-chlorfenol

20000004 |y 2 3-dichlorfenol

| 2,4-dichlorfenol .
—<— 2,6-dichlorfenol
1500000 - 2,5-dichlorfenol v
1 [ J
|
1000000 <
v
500000 +

0 T T T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

¢ (mg/ml)

Vyska piku (uV)

Obrazek 13: Kalibracni zavislosti pti vinové délce 210 nm pro cely rozsah

méfenych koncentraci
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Obrazek 14: Linearni ¢ast kalibracnich zavislosti pii vinové délce 210 nm

Tabulka 6: Namétené limity detekce pro jednotlivé chlorfenoly

Chlorfenol LOD pfi 210 nm LOD pfii 280 nm
(ng/ml) (ng/ml)
2-CP 3,02.107 0,162
3-CP 2,66.107 0,284
4-CP 5,01.107 0,418
2,3-DCP 4,71.10° 0,970
2,4-DCP 4,71.10° 1,53
2,5-DCP 24,7.107 2,71
2,6-DCP 1,39.10° 0,806

4.4 Vliv upravy pH mobilni faze na separaci

Dale byl zkouman vliv pH vodné slozky mobilni faze na separaci 6 isomert.

Byly pfipraveny 3 roztoky 0,5% triethylaminu, jejichz pH bylo upraveno kyselinou

octovou na hodnotu 4, 6 a 7. Roztoky s pH 4,0 a 6,0 vykazovaly vysokou pufra¢ni

kapacitu, na rozdil od roztoku s pH 7,0. Zajimavé bylo sledovat nejen zménu

retencnich cCastli, ale také zménu odezvy detektoru pii rtiznych vinovych délkach.

Me¢éteni probihalo pfi vlnovych délkach 210 nm, 254 nm a 280 nm. Zatimco u

mobilni fdize ACN-voda bylo nejvyssi odezvy dosazeno pii 210 nm (chromatogram
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na obrazku 15), pii slozeni ACN-pufr (pH = 4,0) byla nejvyssi odezva pii 280 nm
(obrazek 16). Odezva pii vinové délce 210 nm u MP ACN/H,O byla piiblizné¢ 50x
vys$$i nez u MP ACN/pufr. Navic byla odezva kazdého chlorfenolu pii nejvhodnéjsi
vlnové délce piiblizn€¢ 10x nizsi. Pii pouziti pufru s pH = 6,0 se zdsadné zvysila
odezva dichlorfenolll, kterd se stala srovnatelnou s monochlorfenoly (obrazek 17).
V ptipadé pouziti roztoku opH = 7,0 doslo ke koeluci 2,6-DCP a 2,3-DCP
isomert. Pti pH kolem sedmi tak tento analyt na rozdil od ostatnich chlorfenolti ve

smesi odStépuje proton a stava se alespon castecné nabitym, tvoii fenolat.

2,5 - —
1: 2-chlorfenol 3 210 nm
1 2 —— 254 nm
2: 4-chlorfenol 1
280 nm
. 204 3:3-chlorfenol
2 4: 2,6-dichlorfenol 4 .
g 1 5:2,3-dichlorfenol 6
S 15 6:24-dichlorfenol
X
[0
©
©
(“ -
ﬁ 1,0 2
)
©
(@)
0,5 -
0,04 l JAVA REAEA
T T T T |
0 5 10 15 20 25

Obrazek 15: Chromatogram separace Sesti chlorfenold pii pouziti mobilni faze o

slozeni ACN/H,0 30/70 (v/v) pro tii vinové délky detekce
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Obrazek 16: Chromatogram separace Sesti chlorfenoli pfi pouziti mobilni faze o

slozeni ACN/TEAA (pH = 4,0) 30/70 (v/v) pro tfi vinové délky detekce
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1: 2-chlorfenol — 254 M
2: 4-chlorfenol y 3 280 nm
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Obrazek 17: Chromatogram separace Sesti chlorfenolll pfi pouZziti mobilni faze o

slozeni ACN/TEAA (pH = 6,0) 30/70 (v/v) pro tfi vinové délky detekce
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Obrazek 18: Chromatogram separace Sesti chlorfenoldi pfi pouziti mobilni faze o

slozeni ACN/TEAA (pH = 7,0) 30/70 (v/v) pro tii vinové délky detekce

Pti pouziti mobilni faze slozené z 20 % ACN a 80 % pufru o pH = 4,0 a pii

pratoku 1 ml/min byl do smési pfidan 2,5-DCP (obrazek 19). Jeho separace od
2,4-DCP nebyla ani v této MP tspésna. Oproti MP z 20 % ACN a 80 % vody se ¢as

analyzy o zhruba 10 minut zkratil.
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Obrazek 19: Chromatogram separace 7 isomert za podminek: sloZzeni mobilni faze

20 % acetonitrilu a 80 % TEAA (pH = 4,0); pritok 1 ml/min; detekce pti 280 nm
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Tabulka 7 shrnuje retenc¢ni Casy sledovanych chlorfenolii pfi méfenich, kde byla

mobilni fize slozena z acetonitrilu a pufru.

Tabulka 7: Retencni ¢asy jednotlivych isomeri pfi rizném slozeni mobilni faze

tz (min)

2-CP  4-CP 3-CP 2,6 23~ 24 25-
DCP DCP DCP DCP*

30A70C 1,67 859 10,06 10,83 1535 17,19 19,35 19,66

30A70D 1,61 892 10,50 1132 14,51 17,92 2022 -

30A70E 1,58 8,80 10,53 11,32 16,63 1707 1944 -

20A80C 1,57 1898 2475 26,80 40,17 54,51 6023 60,91

Pratok MP tm

Il ml/min  (min)

A: acetonitril; C: TEAA pH = 4,0; D: TEAA pH = 6,0; E: TEAA pH = 7,0;
30A 70C = sloZeni fazi 30 % acetonitrilu a 70 % TEAA o pH = 4; *data nebyla

ziskana z méfeni ve smeési

4.5 Analyza vody z Biliny

Vzorek vody byl odebran v Usti nad Labem v misté, kde do Biliny piitéka
Klissky potok, ktery protéka aredlem Spolchemie. Vzorek byl nejprve piefiltrovan,
aby byl zbaven pevnych castic, a poté byla provedena extrakce tuhym sorbentem.
K SPE byly pouzity dvé odlisné kolonky, ddle oznacované jako SPE 1 a SPE 2.

Jejich charakteristika je shrnuta v tabulce 8.

Tabulka 8: Charakteristika pouZitych extrakénich kolonek pro SPE

SPE 1 SPE 2
Komer¢ni nazev Silica C18 Supra-poly HLB*
Material Silikagel modifikovany C18 Polymer
Velikost ¢astic (um) 50 50
End capping Ano Ne

*hydrofilic-lipofilic balance

S kazdou SPE kolonkou byla provedena jedna extrakce. V obou piipadech
proslo 400 ml vody z Biliny extrakéni kolonkou a zachycené latky byly eluovany
0,5 ml methanolu. Vzorek vody byl tedy vzdy 800x zkoncentrovan. Na obrazku 20 je

chromatogram vzorku vody ziskany za optimalizovanych podminek po extrakci a
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zakoncentrovani pomoci kolonky SPE 1. Chromatogram je porovnan se zaznamem
ziskanym analyzou roztoku standarda chlorfenolt (c = 0,001 mg/ml) a se standardem
fenolu, jehoz analyza byla provedena na zdkladé podezieni, ze jeden z piku
eluyjicich pfed chlorfenoly by mohl byt fenol. Dle retencnich cCasii by se skutecné
mohlo jednat o fenol, ale bez MS detekce to nelze potvrdit. Z grafu 20 je ziejmé, ze
v Bilin¢ se chlorfenoly nevyskytuji, alespoii ne v mnozstvi, které by se dalo pouzitou

metodou zjistit.

0,008
—— Roztok standardu monochlorfenolu (c = 0,001 mg/ml)
Voda z Biliny po extrakci SPE 1
S 0,006 ~ Roztok standardu fenolu
<
2
o 4
X 0,004~ 2
©
©
© 1
o
L 0,002
O 3
0,000 P~ e
T T T T T T 1
3 4 5 6 7 8

t (min)

Obrazek 20: Porovnani analyzy vody z Biliny s roztokem standardl chlorfenolti a
fenolu; slozeni mobilni faze 30 % ACN a 70 % vody; pritok MP 1,5 ml/min; detekce
pi1 210 nm; 1: fenol; 2: 2-chlorfenol; 3: 4-chlorfenol; 4: 3-chlorfenol

V ptipadé pouziti SPE 2 kolonky se extrakce vzhledem k vétSimu poctu pikt a
jejich vétsi odezveé zdala ucinnéjsi. Z obrazku 21 je vidét, Ze nckteré piky si
odpovidaji, na obé kolonky tedy mohly byt zachyceny stejné latky. Ani v tomto
piipadé¢ ale nelze jednozna¢né konstatovat, ze se ve vod¢ z Biliny nachazeji

chlorfenoly.
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Obrazek 21: Porovnani chromatogramli ziskanych za pouziti dvou rdznych

extrak¢nich kolonek; separa¢ni podminky byly shodné
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5 Zavér

Byly nalezeny podminky pro separaci smési chlorfenola (2-CP, 3-CP, 4-CP,
2,3-DCP, 2,4-DCP, 2,5-DCP a 2,6-DCP) metodou HPLC v reversnim moédu za
pouziti kolony se silikagelem modifikovanym oktylem. Pro vSechny analyzy byla
zvolena isokratickd eluce. Byl zkouman vliv sloZzeni mobilni faze na retenci analyti.
Dale byly nalezeny limity detekce pro jednotlivé chlorfenoly. Na zavér byla
provedena analyza realného vzorku zfeky Biliny s pfedchozim zkoncentrovanim
metodou SPE.

Optimalizovanymi podminkami pro separaci smési vyse uvedenych isomert
(kromé¢ 2,5-DCP) je slozeni mobilni faze 30 % acetonitrilu a 70 % vody pfi pritoku
1,5 ml/min a spektrofotometrickd detekce pti vinové délce 280 nm a 210 nm. Délka
analyzy je 14,5 minuty. Limity detekce pii vinové délce 210 nm byly stanoveny
radove na desitky ng/ml, pfi vinové délce 280 nm na stovky ng/ml.

Analyza vzorku vody z Biliny ukédzala rozdily mezi vysledky extrakce dvéma
riznymi extrakénimi kolonkami. Vyskyt chlorfenold vSak nebyl potvrzen. Dodate¢na
analyza standardu fenolu ukdzala na jeho mozny vyskyt. Bez MS detekce to ov§em

nelze s jistotou potvrdit.
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