Stanoveni fenolli ve vodach pomoci HPLC s elektrochemickou
detekci

Navod
pro vybérovou ulohu pro Pokroc€ilé praktikum (C 230C04) z
instrumentalni analytické chemie pro posluchace magisterského studia
oboru Analytické chemie a Modernich metod analytické chemie
(C 230C10) oboru Geochemie a Pokroc€ilého praktika z analytické chemie
(C 230C13) pro posluchace bakalarského studia oboru Klinicka a
toxikologicka analyza.

Teoreticky uvod

Hydroxyskupinou substituované aromatické uhlovodiky tvofi jednu
z hlavnich skupin znecistujicich latek v zivotnim prostredi. Fenol a jeho
substituované derivaty se dostavaji predevsim do odpadnich vod z vyroby
fenolformaldehydovych pryskyfic, laku, pesticidl, 1€Civ, z procesl
zahrnujicich zpracovani uhli a ropy, jsou obsazeny v prumyslovych
kapalinach, jsou hojné pouzivany jako antioxidanty, objevuji se v pidach
jako degradaéni produkty pesticidu a jsou splachovany do povrchovych
vod '. Systematické monitorovani slozek Zivotniho prostfedi je zaméreno
predevsim na Skodlivé fenolické derivaty jako jsou chlorované fenoly a
naftoly, hydroxyderivaty bifenylu apod. Na druhé strané roste i zajem o
stanoveni alkylsubstituovanych fenolu, které hraji dalezitou roli v kontrole a
prevenci vzniku rakovinotvorného bujeni, jako vysledku svych
antioxida&nich vlastnosti 2. Vzhledem k polarnimu charakteru fenolt je
k jejich stanoveni vhodna kapalinova chromatografie s chemicky vazanymi
reverznimi fazemi. | kdyZ nejCastéji se pfi stanoveni fenolt pouziva
fotometricka detekce pfi vinové délce kolem 270 nm, elektrochemicka
detekce nabizi nékteré nezanedbatelné vyhody. Protoze vétSina fenolu je
elektrochemicky snadno oxidovatelna pfi potencialech +0,7 az +1,2 V (vs.
Ag/AgCl srovnavaci elektrodé), ma elektrochemicka detekce obvykle vysSi
citlivost nez detekce fotometricka a navic se uplatriuje i jeji vétsi
selektivita, ktera Casto dovoluje pfima stanoveni i ve slozitych
environmentalnich matricich, které by jinak vyzadovaly slozitou
pfedupravu vzorku.

Cilem této ulohy je v dané mobilni fazi nalézt optimalni podminky pro
elektrochemickou detekci fenolu pomoci nového typu platinového
tubularniho detektoru ° a za t&chto podminek stanovit metodou
standardniho pfidavku koncentraci fenolu ve vzorku pitné vody i
neupravované vitavske vody. V pfipadé neupravované vody je nutno
pouzit ochrannou predkolonku.




Experimentalni ¢ast

A. Pristroje a zafizeni

Pro méfeni s fotometrickou a elektrochemickou detekci se pouzije
vysokoucinny kapalinovy chromatograf slozeny z linearniho ¢erpadla HPP
5001 (Laboratorni pfistroje, Praha), smyckového davkovaciho
analytického ventilu typu C s 20@| smyckou (ECOM, Praha), kolona
Lichrosorb® RP-18 150 x 3 mm, 5 ®m (Merck, Praha), ochranné
predkolonky Separon SGX C18, 30 x 3, 5 ®@m (Tessek, Praha), UV
detektoru LCD 2040, ampérometrického detektoru ADLC 2 (oba
Laboratorni pfistroje, Praha) s pracovni elektrodou tvofenou platinovym
tubularnim detektorem (KACH PfF UK), Ag/AgCl srovnavaci elektrodou a
platinovou pliSkovou elektrodou (obé Monokrystaly, Turnov).

K vyhodnoceni signall se pouzije pocitaem fizena stanice CSW 1.7
umoznujici dvoukanalové vyhodnocovani. Fotometricky detektor se
nastavi na vinovou délku 265 nm. ADLC 2 detektor se pouzije

k odvétvovani potencialt +0,7 az +1,3 V. Davkuje se pomoci injekéni
stfikaCky s Luerovym nastavcem. K dispozici jsou vSechny potfebné
navody, a to jak pro vysokotlaké Cerpadlo, tak pro oba detektory i fidici
software.

B. Reagencie

Mobilni faze se pfipravi smisenim 50 objemovych ¢asti methanolu,
p.a. a 50 objemovych ¢asti vodného 0,05 M octanu sodného upraveného
koncentrovanou kyselinou octovou na pH 4,8 (vSe Lachema, Brno).
Nedoplfovat! Prutokova rychlost mobilni faze se nastavi na 0,3 ml.min” (t
fenolu = €a 6-7 min). K elektrochemickému precisténi platinového
tubularniho detektoru se pouzije roztok 5.10%M H,SO, (p.a., Lachema,
Brno. Zasobni vodny roztok fenolu ma koncentraci 1.10™ M, nastfikované
roztoky se zfedi deionizovanou vodou na koncentraci 1.10™ M.

C. Pracovni postupy

1. Aktivace tubularniho detektoru

Pfed zapocCetim méfeni se platinovy tubularni detektor precisti a
zaktivuje po naplnéni 5.10%M H,SO, stfidavou polarizaci mezi potencialy
-0,3 a +1,4 V (vs. Ag/AgCl), a to celkem10krat, pfi aplikaci pfislusného
potencialu vzdy po dobu 5 az 10 sekund. VSe za tfielektrodového zapojeni
pfi ponofeni vSech tfi elektrod do roztoku kyseliny. Po aktivaci se tubularni



detektor zapoji do chromatografického systému v sérii za fotometricky
detektor.
2. Nalezeni optimalnich podminek detekce

Po ustaveni rovnovaznych podminek v chromatografickém systému
(ca 20 min. od zapoceti Cerpani mobilni faze) se zméfi hydrodynamicky
voltamogram fenolu nastfiky 20 @I 1.10™* M fenolu ve vodé pfi
odvétvovanych potencialech +0,7 az +1,3 V, s krokem 0,2 V. Méfeni pfi
v8ech potencialech se provadi duplicitné. Soucasné se provadi i UV
fotometricka detekce fenolu pfi vinové délce 265 nm. Z naméfeného
hydrodynamického voltamogramu se urCi vhodny potencial pro detekci
fenolu (ca +0,9 az +1,1 V) pro dané experimentalni podminky.
3. Stanoveni fenolu metodou standardniho pridavku

Za danych experimentalnich podminek se stanovi metodou
standardniho pfidavku obsah fenolu ve vzorku vodovodni, pfipadné
neupravované vltavské vody, ktera byla pouze Zfiltrovana pfes fritu S3 a
obsahuje urcité mnozstvi pfidaného fenolu. Po nadavkovani vzorku do
chromatografického systému a naméreni odpovidajicich chromatogram
(% =265 nm, E = +1,1 V) se porovnanim s chromatogramy ziskanymi pfi
mérfeni hydrodynamickych voltamogramu urci vhodné mnoZstvi 1.10° M
fenolu pro jeho standardni pridavek k 10 ml vzorku tak, aby pfidavek
odpovidal 50 az 150 % vysky €i plochy pavodniho signalu. Méfeni se
provede tfikrat a koncentrace fenolu ve vzorku se vypocte jak porovnanim
ploch, tak i vySek odpovidajicich signald.

Zaveér

Vysledky ziskané pomoci elektrochemickeé i UV fotometrické detekce
se mezi sebou porovnaji a okomentuji, rovnéz tak i oba pouzité zpUsoby
vyhodnocovani mnozstvi analytu ve vzorku pomoci ploch a vySek
naméfenych signalu. VSechny naméfené chromatogramy budou uloZzeny
do 1 slozky se jménem studenta a odevzdany protokol bude obsahovat
seznam jednotlivych naméfenych souborl rozdélenych na skupinu
obsahujici chromatogramy namérené pfi ziskavani hydrodynamického
voltamogramu a skupinu obsahuijici analytickou ¢ast stanoveni obsahu
fenolu ve vzorku metodou standardniho pfidavku.
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