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Uvod

Fenoly patfik prioritnim polutanttim, které se do Zivotniho
prostiedi dostavaji bud’ pfimo jako produkty primyslové vy-
roby a soudasti pesticidnich pfipravkd (chlorfenoly, nitrofeno-
ly), nebo ndsledng jako degrada&ni produkty neionogennich
tenzidi. Kontaminace fenoly zasahuje vSechny slozky Zivot-
niho prostfedi, tedy i pidy a ¥i¢ni sedimenty. Vzhledem k to-
xicité a karcinogenité fenolickych latek je jejich analytickému
stanoveni vénovdna znaCnd pozornost, pfi¢emZ je nejvice
propracovdna metodika stanoveni ve voddch a v ovzdusi™.

V pevnych vzorcich EPA doporuduje stanoveni 11 fenold,
mezi nimiZ jsou alkylfenoly, chlorfenoly a nitrofenoly’. Vy-
uziva se extrakce s ndslednym stanovenim metodou plynové
chromatografie.

Velmi rozdilnd chemickd i fyzikalni povaha uvedenych
derivatd fenolu muzZe pii jejich stanoveni vést k vysledkiim
zatizenym podstatnou chybou. Proto je nezbytné pfi analyzach
komplexni smési fenold sledovat vytéznost jednotlivych kro-
ki celého postupu.

Pro izolaci je pouzivdno nékolik zplisobl extrakce, napf.
EPA doporucuje extrakci dichlormethanem v ultrazvukové
lazni nebo v Soxhletu’. To vSak vede ke koextrakci fady
balastnich ltek. V nagich pfedchozich pracech™ jsme na
izolaci chlorfenold a nitrofenolli ze zemin aplikovali metodu
extrakce vodnym NaOH.

Ve slozitych smésich je jednim z potiebnych krokd, pred-
chézejicich vlastni analyze, preseparace, pfipadné zkoncen-
trovani pomoci extrakce na tuhém sorbentu (SPE). Tato me-
toda mé ve srovnam s extrakci kapalina-kapalina fadu vyhod.
Patii mezi né predev§im omezeni priace s Casto toxickymi
rozpoustédly a mensi Casové i finanéni naro¢nost. Fenolické
latky l1ze extrahovat v molekuldrni form& nebo jako fenoldty.
Pti pouziti nepoldrnich modifikovanych silikagelovych sor-

bentli nebo n&kterych polymernich sorbentli pro SPE se vy-
uziva prvni varianta.

Analyza polutanti v pevnych matricich, jako jsou napft.
vzorkti, mnohé odliSnosti a problémy. Komplexni pevna mat-
rice, ze které je najedné strané tieba kvantitativné ziskat latky
uréené k analyze, na druhé strané se z ni v§ak dostavaji i latky,
které analyzu komplikuji, ¢ini separaci, identifikaci a kvanti-
fikaci slozité smési latek ¢asto velmi obtiznou. Ptiprava vzor-
ku k analyze, izolace sledovanych latek, preseparace, prekon-
centrace, priip. derivatizace mohou velmi vyrazné ovlivnit
vysledek analyzy. Proto jsme se v této praci zaméfili na
optimalizaci jednotlivych krokl analyzy komplexni smési
fenolickych derivati v sedimentech.

7 M2

Experimentdlni ¢ast

B ffisitviofe o' zaiize nid
Plynovy chromatograf Varian 3600 s detektorem elektro-

nového zachytu (ECD) a s plamenovym ionizaénim detekto-

rem (FID) - Varian, Santa Clarita, CA, USA; laboratorni
tiepatka LT-2 - Kavalier, Votice, CR; odstiedivka - WE-G,

Wroclav, Polsko.

Sorpéni kolonky pro extrakci na tuhém sorbentu:

a) sorpéni kolonka - vnitini primér 9 mm, vyska sloupce
sorbentu 15,7 mm, pln&nd modifikovanym silikagelem -
Separon SGX C18, objem sorbentu 1 ml, zrnéni 60 Lm
(Tessek, Praha, CR);

b) sorpéni kolonka - vnitini primér 9 mm, vyska sloupce sor-
bentu 15,7 mm, plnénd polymernim sorbentem Separon SE,
objem sorbentu 1 ml, zrnéni 60100 pm (Tessek, Praha, CR);

¢) komeréni sorpéni kolonka LiChrolut RP 18 ( Merck, Darm-
stadt, Némecko), vnitfni primér 5 mm, vyska sloupce sor-
bentu 8,7 mm, objem sorbentu 0,17 ml, zrnéni 40-63 Lm.

Chemikdlie

Standardy fenolii: 2,4-dimethylfenol (2,4-DMP), 3,4-di-
methylfenol (3,4-DMP), 2,3,5-trichlorfenol (2,3,5-TCP), 2,4,6-
-trichlorfenol (2,4,6-TCP), 4-nitrofenol(4-NP), 4,6-dinitro-o-
-kresol (4,6-DNOC) ze sady Supelco Kit No.27 (Supelco,
Bellefonte, PA, USA); 4-(terc.oktyl)fenol (4-TOP), Aldrich,
Milwaukee, WI, USA.

Vsechny dals$i pouzité chemikdlie a rozpoustédla Cistoty
p.a. byly produkty firmy Lachema, Brno, CR nebo Penta,
Chrudim, CR.

Pfiprava roztoka

Zdakladni roztoky fenolli byly popraveny v methanolu
o koncentraci 5,00 g.I"". Z nich byly nésledné& ziskany roztoky
o pozadovanych koncentracich, a to jak pro kontaminaci sle-
pych terénnich vzorkd, tak jako standardni roztoky pro mode-
lova stanoveni.
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Pracovni postup

Pro stanoveni fenold v sedimentech byl pouZit postup,

zahrnujici nasledujici kroky:
- UGprava vzorku,
- extrakce fenolii ze vzorku a oddéleni huminovych kyselin

z extraktu,

- izolace fenoll z extraktu sorpci na tuhém sorbentu,

- derivatizace fenold,

- plynov& chromatografické stanoveni fenold, resp. jejich
derivatu.

Uprava vzorku: K ptipravé modelové kontaminovanych
vzorkli byl pouzit sediment odebrany v OlSanském potoce
(okr. Kutnd Hora). V sedimentu byl stanoven obsah vody
z 25 g navazky vysusenim do konstantni hmotnosti pfi 105 °C
a ¢inil 26,74 % hmotnosti. Hodnota pH byla 7,5.

Kontaminace: Do Erlenmayerovy batiky o objemu 100 ml
bylo odméieno 0,5 ml destilované vody a prislusné mnozstvi
zdkladniho roztoku smési fenold v methanolu.

K roztoku v barice bylo vneseno 5,00 g fadné promicha-
ného vzorku sedimentu. Smés byla homogenizovana 60 min
na laboratorni tfepacce, a potom ponechana 24 hod v klidu pfi
teploté 22 °C.

Extrakce fenolii ze vzorku: Ke kontaminovanému sedi-
mentu pfipravenému shora uvedenym zptisobem, resp. k 5 g
terénniho neupravovaného vzorku sedimentu bylo pfidano
20 ml 5%niho roztoku NaOH. Smés byla tfepdna na labora-
torni tiepacce 30 min. Extrakce byla provedena dvakrat. Ex-
trakt byl vzdy oddélen odstfedénim. Spojené extrakty byly
okyseleny koncentrovanou kyselinou chlorovodikovou na pH 2.
Vytvofend sraZzenina huminovych kyselin byla po 15 minuto-
vém stani oddélena od extraktu odstfedénim.

Izolace fenolii 7 extraktu metodou SPE: Pro izolaci fenold
z extraktu byly testovdny tfi sorbenty. Sorp¢ni kolonka s pii-
slusnym sorbentem byla pied pouZitim aktivovdna postupnym
promytim 2 ml hexanu, 2 ml acetonu, 2 ml methanolu a 2 ml
destilované vody okyselené na pH 2. Pfes kolonku pak byl
rychlosti 7 ml.min' pfeveden extrakt zbaveny huminovych
kyselin. Po pfevedeni vzorku pies kolonku byl sorbent zbaven
v&t§i Casti vlhkosti profoukanim dusikem po dobu 1 min.
Zachycené fenoly byly desorbovany 1 ml desorpéniho &inidla.
Jako desorpéni ¢inidlo byl testovdn aceton a methyl-terc.bu-
tylether (MTBE). P¥i testovdni sorbentl byly jimany frakce
desorbitu o objemech 0,2 ml.

Derivatizace fenoli: K derivatizaci fenoli pfed GC stano-
venim byla pouzita acetylace acetanhydridem. Testovany byly
tii zplisoby provedeni:

a) K 1 ml MTBE desorbatu ve vialce bylo pfiddno 2,5 ml
destilované vody, 0,5 ml 0,5 mol.I"" Na,HPO,, 50 ul acetan-
hydridu a 1 ml hexanu. Po 3 minutach tfepani byla hexanova
vrstva stazena do nové vialky, vysuSena ptidavkem bezvod¢ho
siranu sodného a analyzovdna na plynovém chromatografu?,
b) K 1 ml MTBE desorbatu ve vialce bylo ptiddno 50 [l
Cerstvé acety laéni smési (1 ml pyridinu + 0,4 ml acetanhydri-
du). Vialka byla umisténa na 15 min do ultrazvukové 14zné&.
Po piidavku 1 ml hexanu a 3 ml 0,01 mol.I"' K,COs4 byla smés
tiepana 3 min. Hexanovd vrstva byla pievedena do nové
vialky, vysuSena bezvodym siranem sodnym a analyzovana
GC (cit.”).

¢) K 1 ml MTBE desorbatu ve vialce byly ptidiny 2 ml
0,1 mol.I'" K,CO,. Po 2 minutach tfepani bylo 15 ml vodné
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vrstvy pfevedeno do nové vialky. K tomuto roztoku bylo
pfidano 75 l acetanhydridu a roztok byl protiepan; dale byl
pfidan 1 ml hexanu a 0,5 g smési K,HPO, + KCI (2:1). Po
promichdni byla hexanové vrstva oddélena, vysuSena bezvo-
dym siranem sodnym a analyzovdna GC (cit.").

Podminky plynové chromatografického stanoveni:

Alkylfenoly

Kolona SPB1 30 m x 517 um, tloustka filmu 1 pm (Supel-
co, Bellefonte, PA, USA); teplotni program: izotermalné 6 min
80 °C, pak program 10 ‘C.min"' na 270 °C; nosny plyn vodik,
pridtokové rychlost 7 ml.min.

Detektor FID, teplota 250 °C, vodik 25 ml.min”', vzduch
200 ml.min"', p¥idavny plyn dusik 30 ml.min"".

Nistiik bez délice, teplota 270 °C, objem vzorku 1 [l

Nitrofenoly, chlorfenoly a jejich acetaty

Kolona NB54 25 m x 200 um, tloustka filmu 0,25 pm
(Nordion, Helsinky, Finsko); teplotni program: izotermalné
1 min 70 °C, pak program 20 °C.min"' na 110 °C , 4 °C.min"!
na 170 °C, 10 °C.min"' na 270 °C; nosny plyn helium, prito-
kova rychlost 1,2 ml.min"'.

Detektor ECD, teplota 300 “C, ptidavny plyn dusik 30
ml.min™".

Nasttik bez délice, teplota 280 °C, objem vzorku 1 pl.

Vysledky a diskuse

Odlisné chemické i fyzikalni vlastnosti alkylfenolé, chlor-
fenoli a nitrofenoldi mohou vést pii analyze polutant piitom-
nych ve sloZitych vzorcich zivotniho prostfedi k vysledkiim
zatizenym zna¢nou chybou. Proto jsme se snazili sledovat
vytéZnost a ndsledné optimalizovat jednotlivé kroky celého
postupu izolace, prekoncentrace a stanoveni smési fenoll
v pevnych matricich.

K izolaci chlorfenolti a nitrofenolli ze zemin jsme zvolili
metodu extrakce vodnym roztokem NaOH, ktera se osvédcila
v naSich pfedchozich pracech{"x. Dvojnasobna extrakce tfepa-
nim vzorku s 5%nim vodnym roztokem NaOH vykazovala, ve
srovnani s extrakci ultrazvukem, jak pro chlorfenoly, tak pro
nitrofenoly dostate¢ny vytézek (tj. 100-60% podle derivatu
fenolu a absolutniho mnoZzstvi kontaminantu) s pfiméfenou
opakovatelnosti (hodnoty relativnich smérodatnych odchylek
se pohybovaly fadové v jednotkach procent). Extrakce ultra-
zvukem poskytovala vytézky mezi 40 % a 60 %. Zvolenou
metodu extrakce roztokem NaOH jsme porovnévali téz s ex-
trakci za pouziti Soxhletova piistroje. Vytézek extrakce smési
aceton-methanol (1:1) v Soxhletové pfistroji po dobu 7 hodin
byl pro testované fenoly srovnatelny s nami zvolenou meto-
dou. Osvédc¢il se predev§im pro chlorfenoly, pro které Cinil
93 %. Extrakt vSak obsahoval mnohem vét§i mnozstvi ko-
extrahovanych latek a vedl v kone¢né fizi analyzy k ptekry-
vani signdlu fenoli a komplikacim pfi vyhodnoceni chroma-
togramu.

Dalsim krokem, pfedchédzejicim vlastni analyze, je pre-
koncentrace (preseparace) extrakci na tuhém sorbentu. V této
praci byly testovany tii sorbenty: polymerni Separon SE a dvé
oktadecylsilikagelové fize - Separon SGX C18 a LiChrolut
RP-18. Vhodnost pouzitého sorbentu byla zkoumdna pro tii
vybrané fenolické derivaty jako zastupce jednotlivych sledo-
vanych skupin. Z alkylfenolt byl zvolen 3,4-DMP, z chlorfe-
noli 2,4,6-TCP a jako zastupce nitrofenolt 4-NP. Pro aplikaci
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Tabulka I

Vytézky SPE pii pouziti riiznych sorbentl

Sorbent Desorpéni 3,4-DMP
¢inidlo vytézek [%] RSD?[%]

Separon SE MTBE 80,7 6,4
aceton 77,3 8,9

LiChrolut RP-18 MTBE 48,1 8,3

Separon SGX C18 MTBE 83,9 438

“RSD - relativni smérodatn4 odchylka vypo&tend z 5 stanoveni

Tabulka II ;
Vytézky riiznych zpiisobt derivatizace®

b

Fenol p Vytézek [%]
[mg.I'"] A B C

2,4-DMP 100 31,3 35,8 39,8
3,4-DMP 100 76,5 78,2 80,1
2,4-DCP 20 81,3 96,7 98,7
2,4,6-TCP 1 67,8 100,0 97,6
4-NP 100 87,1 70,7 92,4
4,6-DNOC 100 30,2 66,2 71,4

“ Popis zplisobti A, B a C pro derivatizaci viz Experimentalni
&ast, ' p - hmotnostni koncentrace

Tabulka II1
Meze detekce” volnych fenold a jejich acetatd

Fenol Detektor Mez detekce Img.i"l
fenol acetat

2,4-DMP FID 1,0 50,0
3,4-DMP FID 1,0 6,0
4-t-OP FID 5,0 -

2,4-DCP ECD 0,8 0,1
2,4,6-TCP ECD 0,1 0,1
4-NP ECD 20,0 6,0
4,6-DNOC ECD 6,0 2,0

" Vypoétené ze signdli odpovidajicich trojndsobku Sumu za-
kladni linie

Tabulka IV
Vytézek postupu stanoveni fenolii v sedimentu®

Fenol Vytszek (%] RSD " [%]
3,4-DMP 61,08 7,39
4-t-OP 40,55 11,37
2,4,6-TCP 59,78 5,29
4-NP 83,84 4,42

“Koncentrace kazdého fenolu 5 mg/kg, " relativni smérodatna

odchylka vypoctena z 5 stanoveni
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2,4,6-TCP 4-NP
vytézek [%] RSD®[%] vitézek [%] RSD[%
70,9 10,7 82,8 13,3
59,5 6,3 718 12,9
70,3 59 59 15,0
91,0 8,1 90,8 39

ur¢itého sorbentu k prekoncentraci stanovovaného analytu je
rozhodujici hodnota priinikového objemu, spotieba desorp-
¢niho ¢Cinidla, ale pfedevsim vytéznost extrakce. Tabulka I
ukazuje procentualni vytézek tfi zvolenych derivatd fenolu na
tiech testovanych kolonkach. V ptipadé Separonu SE byla tes-
tovdna dvé odliSna rozpoustédla. Vytéznost desorpce MTBE
byla vyss$i nez pfi pouziti acetonu, coz spole¢né s vyhodou
MTBE pro GC analyzu pfispélo ke zvoleni tohoto rozpoustéd-
la v dalsi praci jako elu¢niho ¢inidla. Hodnoty v tabulce I
ukazuji, Ze nejvétsi vytézky vSech studovanych derivati byly
ziskany na kolonce Separon SGX C18. U tohoto sorbentubylo
docileno i nejlepsi opakovatelnosti, vyjadiené relativni smé-
rodatnou odchylkou (RSD). Dany sorbent byl nejvhodné&jsi
i z hlediska nejvy$8ich prinikovych objemti . Spektrofoto-
metrickym méfenim bylo zjisténo, ze k desorpci vsSech sledo-
vanych fenold postacuje 0,2 ml MTBE. Pro zajisténi dokonalé
desorpce a usnadnéni kvantifikace byl vSak v dalSi praci
zvolen konstantni objem desorpéniho Cinidla 1 ml. Nejméné
vhodny se ukdzal sorbent LiChrolut RP-18, pfestoZze se v za-
sadé jedna o stejné modifikovany silikagel jako v pripadé
Separonu SGX C18. LiChrolut RP-18 byl zcela nevyhovujici
predevsim pro prekoncentraci nitrofenolti (4-NP). Rozdil mezi
obéma sorbenty lze vysvétlit mensim vlivem zbytkovych si-
lanolovych skupin na povrchu silikagelového nosice v piipadé
sorbentu LiChrolut RP-18. Zatimco v retenénim mechanismu
analytd na povrchu Separonu SGX C 18 se uplatiiuji nejen
interakce s oktadecylovymi fetézci, ale téz interakce se sila-
nolovymi skupinami, v pfipadé druhého sorbentuje tato moz-
nost znatné omezena, coZ je pro polarnéjsi nitro fenoly méné
vyhodné.

Z povahy tif testovanych skupin alkyl-, chlor- a nitrofenolil
je ziejmé, ze jejich spole¢né pfimé stanoveni plynovou chro-
matografif nepovede k uspokojivému cili. U poldrnich latek,
jako jsou fenoly, je nebezpedi jejich sorpce v ndstfiku nebo
interakce fenolické skupiny se staciondrni fizi, coz ma za
nésledek chvostovani pikii a zkresleni kvantitativnich relaci.
Tyto negativni jevy byly pozorovdny zejména u nitrofenold.
K jejich odstranéni miize prispét derivatizace. Pro derivatizaci
fenolti se vyuzivd kromé jinych metod acylace anhydridem
kyseliny octové ve vhodném rozpoustédle, resp. ve vodném
prostiedi. Sledovany byly tfi doporucené zptisoby derivatizace
fenold acetanhydridem s cilem vybrat postup, poskytujici co
nejvyssi vytézek derivatizace pro sledované skupiny fenolt.
Neméné dilezitym kritériem byla jednoduchost provedeni.
Vysledky ziskané podle testovanych derivatizacnich postupt
A, B a C (viz Experimentalni ¢ast) jsou shrnuty v tabulce II.
Z tabulky je zfejmé, Ze nejméné vhodny je zptsob A, posky-
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tujici nejnizsi vytézky pro vSechny testované fenoly. Zpusoby
B a C jsou pro chlorfenoly prakticky rovnocenné; nejvyssi
vytézky pro nitrofenoly lze ziskat postupem C. Pfi akceptova-
ni pozadavki na vytézek i jednoduchost provedeni byl jako
nejvhodnéjsi zvolen zpusob derivatizace B.

Vzhledem k pfitomnosti rtiznych funkénich skupin v mo-
lekule testovanych fenolli je vhodné volit pro plynové chro-
matografické stanoveni i rizné zpusoby detekce. Pouze tak lze
dosdhnout pro vSechny skupiny fenoldl srovnatelnych mezi
stanovitelnosti. Proto bylo pfi stanoveni alkylfcnoli pouzito
plamenového ioniza¢niho detektoru (FID), pro chlorfenoly
a nitrofenoly detektoru elektronového zachytu (ECD). Bylo
porovnavdno i pfimé stanoveni fenold se stanovenim jejich
acetatd. Porovndni z hlediska mezi detekce je uvedeno v ta-
bulce III. Je ziejmé, ze mez detekce acetati chlorfenolt a ni-
trofenold je niZ8i, nez mez detekce pfi pfimém stanoveni chlor-
a nitrofenold. Mimo to pfinasi derivatizace zejména pro nitro-
fenoly podstatné zvySeni symetrie pikid, a tim i jednodussi
kvantitativni vyhodnoceni. Na rozdil od toho mé derivatizace
alkylfenolli pouze negativni vliv ve zvySeni meze detekce
acetatd alkylfenoldi oproti samotnym alkylfenoltim.

Dale byla zjisténa linearni zavislost plochy piku na kon-
centraci v rozsahu 0,4-50 mg.l'1 pro alkylfenoly, nitrofenoly
a jejich acetdty a v rozsahu 0,08-10 mg.l" pro chlorfenoly
ajejich acetaty.

Na zékladé shora uvedenych vysledkil byl zvolen nejvhod-
néjsi postup pro stanoveni fenolickych latek v tuhych matri-
cich. Timto postupem byl zpracovan terénni slepy vzorek
se standardnimi ptidavky ctyf fenold, kazdy o koncentraci
5 mg/kg sedimentu. Vytézky a opakovatelnost celého postupu
jsou uvedeny v tabulce IV.

Porovnanim tabulky IV a tabulky I jsou patrné rozdily ve
vytézcich. Tyto rozdily je nutno pficist na vrub dalSich krokt
celého analytického postupu: neuplna extrakce, strhdvam fe-
nolll do srazeniny huminovych kyselin aj. Vysledky v tabul-
ce | zohlednuji pouze vytézek z vodného roztoku standardu.
Piesto jsou vytézky a relativni smérodatné odchylky uvedené
v tabulce IV pfijatelné, s vyjimkou oktylfenolu. U této latky,
s ohledem na vysoky bod varu, by bylo vhodné zvolit jinou
metodu stanoveni.

Zavér

Byly sledovdny podminky pro izolaci, prekoncentraci
a vlastni plynové chromatografické stanoveni fenolt v sedi-
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mentech. Jednotlivé kroky postupu byly studovany z hlediska
vytéznosti, jednoduchosti provedeni a vhodnosti pro prakticka
stanoveni.

Pro stanoveni fenolickych latek v tuhych matricich byl
doporuéen nasledujici postup: Dvojndsobna extrakce fenold
ze vzorku zeminy nebo sedimentu 5%nim vodnym NaOH na
laboratorni tfepatce, SPE na Separonu SGX C18 a desorpce
pomoci MTBE. Alkylfenoly se stanovi pfimo z desorbitu
plynovou chromatografii s FID, nitrofenoly a chlorfenoly jsou
nasledné v desorbatu derivatizovany acetanhydridem podle
postupu B ajejich acetédty stanoveny s ECD.
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E. Tesarova?, Z. Vozﬁékovéb, J. Podehradské", and
M. Popl® ("Department of Physical and Macromolecular
Chemistry, Faculty of Science, Charles University, Prague,
"Department of Analytical Chemistry, Institute of Chemical
Technology, Prague): Optimization of Conditions for the
Determination of Phenols in Solid Matrices

Determination of phenolic pollutants, alkyl-, chloro- and
nitrophenols, in solid matrices was studied. The procedure
involving extraction, preconcentration, derivatization and GC
analysis was optimized step by step. A simple method for
analysis of phenols in sludge was described.





