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ANOTACE

Prace se zaméfuje na stanoveni 4-chlorfenolu v dichlormethanovych extraktech pomoci
plynové chromatografie s plamenové ionizaénim detektorem. Chlorfenoly se do pfiirody
dostavaji jako perzistentni latky z primyslové aktivity ¢lovéka. Vyuziti pak zejména nachéaze;ji
v dezinfekénich prostfedcich a pesticidech. Jejich dlouhodobé pouZzivani vSak piinasi vazna
zdravotni a environmentalni rizika, véetné negativnich dopadii na zivotni prostfedi. Novée
vyvijené technologie umozni efektivni odstranovani halogenovanych aromatickych slou¢enin.
Problém se tyka hlavné odpadnich vod, které jsou vypoustény do okolni krajiny. Jejich

odstranovani je pak prevenci vzniku nékterych onemocnéni.
KLICOVA SLOVA

4-chlorfenol, plynova chromatografie, plamenové ioniza¢ni detektor, odpadni vody

TITLE
Analysis of 4-chlorophenols in wastewater
ANNOTATION

The work focuses on the determination of 4-chlorophenol in dichloromethane extracts
by gas chromatography with flame ionization detector. Chlorophenols enter nature, as persistent
substances, from industrial activity. They are mainly used in disinfectants and pesticides. Their
long-term use poses serious health and environmental risks, including negative environmental
impacts. New technologies under development will enable the effective removal of halogenated
aromatic compounds. The problem is mainly related to waste water discharged into the
surrounding landscape. Removing them is a way of preventing the development of certain

diseases.
KEYWORDS

4-chlorophenol, gas chromatography, flame ionization detector, wastewater
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UvVoD

Chlorfenoly se do Zivotniho prostiedi dostavaji lidskou aktivitou. Problematika ekologie
a zachovani razu krajiny pro budoucnost tizce souvisi S tématem odstraiiovani halogenderivatii
z odpadnich vod. Vsechny chlorfenoly jsou znamé pro svou toxicitu. Proto je jejich pouzivani
legislativou omezeno pouze na vyjimecné piipady. Problémem je, Ze vznikaji jako vedlejsi
produkt organickych syntéz Vv chemickém prumyslu a nasledné jsou spolecné s ostatnim
odpadem vypustény do piirody, kde se hromadi ve velkém mnozstvi. Jejich zvySenou
koncentraci muzeme detekovat v okoli mést. Kvuli jejich Skodlivému vlivu, nejen
na ekosystém, je snaha odpadni vody piecistovat jesté pred vypusténim do okolni krajiny.

Existuje nékolik metod odbouravajicich 4-chlorfenol a jiné chlorfenoly, které
se vyuzivaji jako néstroje ¢isténi odpadnich vod. Jsou to materidly, ve kterych se molekuly
chlorfenolt pfeménuji na ekologicky nezdvadné. Metody c¢isténi spocivaji v chemickych,
fyzikalnich a biologickych procesech. Zaroven je kladen duraz na to, aby metody odstranovani

chlorfenold byly rovnéz ekologicky odbouratelné a pouzité materialy netoxické.

4-chlorfenol je jednim z potencionalnich karcinogent a endokrinnich disruptori. Mezi
jeho nezadouci vlastnosti patii schopnost ukladat se do tukové tkdn€. To mlZze mit za nasledek
dlouhotrvajici zdravotni problémy. Pti akutni intoxikaci pravé touto latkou dochazi k selhavani

jater. V nejzavaznéjsim piipadé dochazi k poskozeni centralniho nervového sytému. Posledni

roky je tedy snaha o prevenci vystaveni touto latkou.

V této diplomové praci jsme cilili na detekci a kvantifikaci 4-chlorfenold
v dichlormethanovych extraktech vytvofenych z odpadnich vod. Snahou bylo najit G¢inny
postup upravy vzorku pied analyzou a vytvofit tak kalibra¢ni fadu pomoci piipravenych
standardii o znamé koncentraci. Z nasbiranych dat pak vypocitat koncentrace 4-chlorfenolu
Vv nezndmych vzorcich. Metoda plynové chromatografie ve spojeni s plamenové ioniza¢nim

detektorem by tak mohla byt jednoduchou a levnou metodou stanoveni 4-chlorfennolu.
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1 TEORETICKA CAST

1.1 Chlor

Elementarni chlor je chemicky prvek, ktery se zna¢i Cl a atomovym cCislem 17 [1].
V periodické tabulce prvki ho muzeme najit mezi halogeny spolecné s fluorem nebo
bromem [1]. Pii pokojové teploté se jedna o zlutozeleny plyn, ktery je velmi reaktivni, a proto
se vyuziva jako oxidac¢ni ¢inidlo [2]. Diky takto velké reaktivité se chlor na zemi vyskytuje

ve formé iontovych chloridovych sloucenin [2].

Elementarni chlor se vyrabi elektrolyzou solanky, a to konkrétné¢ za pouziti
chlor-alkalického procesu [3]. V reaktoru pfi elektrolyze se vyuziva dvou elektrod ponotenych
do solného roztoku, mezi kterymi proudi elektricky proud [4]. Celad konstrukce reaktoru
je popsana na Obrazku 1 [5]. Béhem samotné elektrolyzy solanky putuji nabité ionty pies
polopropustnou membranu K naboji odpovidajicim elektrodam [4]. Kladné nabité ionty
se pohybuji k zaporné nabité elektrodé [4]. Naopak zaporné nabité ionty putuji ke kladné
nabité elektrodé [4]. Pouzitim polopropustné membrany zajistime odd¢leni elektrod,

a tim zabranime rekombinaci iontt [3].

Plynny Cl, = Anoda Katoda  Plynny H,

Polopropustna
membrana

Koncentrovany
roztok solanky ———

—  Roztok NaOH
—_—
a ziedéné solanky

Smér toku
solanky

Obrazek 1: Chlor-alkalicka elektrolyza solanky [5]
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1.1.1 Vyuziti a vyskyt

Elementarni chlor je jako soucast rtiznych substanci pouzivanych v komerénich
bélidlech, prumyslovych ¢inidlech, ¢&i vyrobé plastt a dezinfekci [6]. Plynny chlor je pro bézné
pouziti nevhodny, a proto se pouzivaji chlorné slou¢eniny, které tento plyn v reakci s vodou
produkuji [6]. Oblibenou formou jsou chlorné granulaty nebo tablety s obsahem kyseliny
trichlorisokyanurové [7]. Reakce probihajici pii dezinfekci bazénové vody za pouziti

kyseliny trichlorisokyanurové, je znazornéna na Obrazku 2 [8].

cl
|
Os N _0O
YTY\ +H, 0
cl cl

o

3HCI + 12 N, + 3CO,

Obrazek 2: Rovnice reakce kyseliny trichlorisokyanurové s vodou [8]

Kyselina trichlorisokyanurova je donorem chloridovych iontt ptsobici jako dezinfekéni
¢inidlo [7]. Béhem pisobeni dezinfekénich molekul chloru vynikaji dal$i produkty, mezi které
patii kyselina chlorovodikova, kyselina chlorna a chloraminy [7]. Chloraminy drazdi o¢i
a zpusobuji neptijemny zapach [6]. Proto je pouzivani chlornych slou¢enin pii dezinfekci vod
v nékterych statech regulovan kvili toxicité [6]. Akutni expozice plynnym chlorem muize vést
I K pfiznaktim akutni obstrukce dychacich cest, sipani, kaslani, nepfijemného tlaku na hrudi
¢i dusnosti a ve vaznych ptipadech akutni respiraéni tisni [9]. Na kazi chlor zpsobuje velké
podlité puchyte, podobné popaleninam [9].

V biochemii lidského téla se chlor vyskytuje v gastrointestinalnim traktu, jako slozka
zalude¢nich kyselin [10]. Kyselina chlorovodikova se nachazi v zaludku a aktivuje enzymy,
které $tépi makroziviny i mikroziviny obsazené v potravé [11]. Kyselé prostfedi navic ptsobi
jako ochranny mechanismus proti patogennim mikroorganismum [11]. Chloridové ionty jsou
také obsazeny v pankreatické §t'avé a pomahaji neutralizovat natrdvenou potravu piechazejici

z zaludku do tenkého stieva [10].

Ionty chloru jsou dulezit¢ pro spravnou funkci nervového systému, zejména
v mechanismu pienosu nervovych signalt [12]. Receptory pro neurotransmiter Kyselinu
gama-aminomaselnou jsou propustné pro chloridové ionty [12]. Tento mechanismus umoziuje

regulaci nervovych signald a udrzuje jejich rovnovahu [11].
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1.2 Vyznamné slouc¢eniny chloru

Chlorové slouceniny, jako je napiiklad chlorid sodny nebo chloroform, jsou dilezité
v mnoha odvétvich lidské c¢innosti [6]. Naptiklad v pramyslu, v potravinafstvi, jako
konzervacni latky a ve zdravotnictvi [9]. Tyto slouceniny jsou Casto nezbytné pro dosazeni
efektivity, i¢innosti a bezpe¢nosti v mnoha procesech a aplikacich [6]. Chlorované slouc¢eniny

maji také vazné negativni dopady na lidské zdravi i zivotni prostiedi [9].

1.2.1 Kyselina chlorovodikova a fosgen

Kyselina chlorovodikova se pouzivd bézné v potravinafstvi, textilnim prumyslu,
kovoprumyslu a gumarenském pramyslu [13]. Najdeme ji, ale bé&Zné€ i v jednotlivych
domacnostech, kde se pouziva naptiklad k udrzeni pH v bazénech [13]. Pfi jejim Gniku do pady
rychle reaguje svodou a hydrolyzuje [14]. Tim muZe kontaminovat podzemni vody nebo
rozpustit nékteré materialy [14]. Pfi vystaveni o¢i nebo pokozky kyselinou u ¢lovéka dochazi
K jejich podrazdéni, popaleninam, nebo trvalé ztrat¢ zraku [14]. Akutni toxicita na zivy
organismus u kyseliny chlorovodikové stoji na principu denaturace proteind, a to mtze vést

az ke koagula¢ni nekroze [14].

Fosgen je za normalni teploty a tlaku bezbarvy plyn [15]. JelikoZz fosgen podléha
hydrolyze za vzniku kyseliny chlorovodikové, zplsobuje nepiijemné podraZzdéni
a popaleniny [16]. Pokud je ¢lov€k vystaven malym koncentracim tohoto plynu, dochazi
k podrazdéni o¢i nebo hrdla [16]. Pti akutni expozici vétsim mnozstvim fosgenu se objevuje
kaSel a dusnost [16]. Jednim z nejhorSich scénaft je u postizené osoby plicni edém, ktery
se objevuje od 1 hodiny az po 24 hodinach [16]. Neexistuje zadné u¢inné antidotum proti otraveé

fosgenem [15].

1.2.2 Polychlorované bifenyly a naftaleny

Polychlorované bifenyly jsou skupinou primyslovych chemikalii, které miizeme najit
jako kontaminanty zivotniho prostiedi [17]. Jejich obecna struktura je zobrazena na Obrazku 3
a sklada se z bifenylu chlorovaného v jedné nebo vice polohach [18]. U osob vystavenych

vysokym davkdm polychlorovanym bifenylim se mohou objevit kozni onemocnéni, jako
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je akné a vyrazky [19]. Neékteré expozice mohou vést az k podrazdéni nosu, plic,

gastrointestinalnim potizim, zménam na jatrech a v krvinkach [19].

o1 3 2 3’ !
CI
X\ X

2
5 6 5 6

Obrazek 3: Obecna struktura chlorovanych bisfenolt [18]

Polychlorované naftaleny vykazuji znacnou toxicitu a jsou pti¢inou chlorakné, které
je kozni reakci na halogenované organické slouceniny, zloutenky nebo rakoviny [20].
Po expozici polychlorovanymi naftaleny je typické poSkozeni jater, ledvin, reprodukéniho
systému, plic, slinivky bfisni a sleziny [21]. Cim vice jsou chlorované, tim vy$$i toxicitu

vykazuji [20]. Ukladaji se zejména v tucich, nervové tkani a jatrech [21].

1.2.3 Chlorfenoly

S chlorfenoly se mizeme setkat, jako s dezinfekénimi prostiedky a pesticidy [22].
Zaroven je jejich pouzivani kritizovano kvuli vysoké toxicité véetné estrogennich, mutagennich
a karcinogennich uc¢inkt [23]. Maji také negativni vliv na zivotni prostfedi [23]. Né&které
chlorfenoly byly v mnoha zemich zakazany, nebo bylo omezeno jejich pouzivani kvili
potencialné karcinogennim a toxickym ucinkim [22]. S rozvojem alternativnich technologii
a snahou 0 ochranu zivotniho prostiedi se vyuziti chlorfenoll postupné snizuje [23]. Struktura

chlorfenolt znazornéna na Obrazku 4 [24].

OH OH OH OH OH
@/Q cl cl Cl @/ cl
Cl cl cl
cl Cl cl Cl
(1 (2) 3) @ (5)

Obrazek 4: (1) 2,4-chlorfenol, (2) 2,3,4,5,6-chlorfenol, (3) 2,4,5,-cholorfenal,
(4) 2-chlorfenol, (5) 4-chlorfenol [24]
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1.3 Cisténi odpadnich vod a odbouravani 4-chlorfenolu

Kvalitu povrchovych vod ovliviyji zdroje znecisténi, mezi které patii mésta, primyslové zony
nebo objekty zemédélské vyroby [26]. Takto pouzitda voda se nazyva vodou odpadni
a je vypusténa do povrchovych vod [26]. Dale pak takto vypusténa voda zpusobuje nejen
nevalny raz krajiny, ale ptfedevSim vnasi do zivotniho prostfedi organické latky, toxiny,
patogenni mikroorganismy a dal$i kontaminanty ovliviiujici ekosystém [25]. Jeden z moznych
zpisobil prevence znecisténi, je pak technologie Cisticky odpadnich vod, kterd je znazornéna

na Obrazku 5 [27].

(=] Provzdusinovaci nadrz [=] Sekundarni [= == Nitrifikacni

Prvni oSetfeni

VSTUP Primérni nadrz N nédr nédry
s e
08 Qoo Blap b O = [
Finalni filtrace l‘
Primarni Navrat aktivovaneho kalu
kalova linka J§ Odpadni kal i e

Dezinfekce l’

Odvodnéni kalu .
=y, [
Zahusténi kalu yhnivaci nadrz ;‘if:;g;g; VY"S![UP

Obrazek 5: Obecné schéma Cistirny odpadnich vod [27]

Klasické mechanické a biologické €isténi odpadnich vod nedokéaZe zcela eliminovat
vSechny znecist'ujici latky [28]. Proto je vyskyt kontaminujicich latek v Zivotnim prostiedi
velkou oblasti zajmu [28]. Odpadni vody rozdélujeme do n€kolika kategorii [26]. Vody
splaskové, které se produkuji v bytech obyvatel [26]. Dalsimi jsou vody prumyslové, které
vznikaji v primyslovych oblastech a poslednimi kategoriemi jsou vody destové a balastni [26].

vvvvvv

bariéru zabranujici vstupu kontaminantti do zivotniho prostiedi [28].
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Surové odpadni vody jsou Cistény jednoduchymi, nebo kombinovanymi desinfekénimi
procesy [29]. Diky témto procesiim mtizeme vyrabét vysoce kvalitni regenerovanou vodu, a tim
fesit problémy s jejim nedostatkem [29]. Pro bezpetné opétovné pouziti vycisténé odpadni
vody nejen Vv zemé&d€lském zavlaZzovani je aplikace desinfekénich procestt minimalnim
pozadavkem na kvalitu vody [30].

Mezi nejbéznéjsi dezinfekéni technologie patii predevsim pouziti chloru [31].
Ten je silné oxida¢ni ¢inidlo a reaguje sorganickou hmotou [32]. Béhem téchto procesi
se vytvaii skodlivé vedlejsi chlorované produkty, které mohou byt potencionalné nepiiznivé

k vodnimu prostiedi a lidskému zdravi [32].

Dechlorace nejen 4-CP miiZe byt provadéna na olovénych katalyzatorech, které jsou
zachyceny na nosiéi vytvoreného z Al2O3, grafitu, AIF3 nebo bimetalickymi katalyzatory [33].
Jednim z problémd, ktery omezuje zivotnost katalyzatoru, je deaktivace zptisobena kyselinou

chlorovodikovou [34]. Ta vznika pfi dechloraci ve vodném prostiedi [34].

1.3.1 Pd%Al,O; katalyzator

Katalyzator Pd%Al,O3 se pouziva pro hydrodechloraci 4-CP [35]. Jako zdroj aktivnich
forem kysliku pfi katalyze olovnatym katalyzatorem se pouziva tetrahydridoboritan sodny nebo
voda nasycena vodikem [35]. Dehydrochlorace je zprostfedkovana pomoci ziskaného plynného
vodiku a preménuje meziprodukty az na cyklohexanon [36]. Produkty reakce
s tetrahydridoboritanem sodnym jsou toxikologicky neskodné, coZ je povazovano za jejich
velkou vyhodu [37]. AvsSak jeho nejvy$si Géinnost se tyka alkylhalogenidi [36]. Reakce

se slou¢eninami obsahujici benzenové jadro, a tudiz probihaji pomalu [37].

Reakce za piftomnosti Pd%/AlOs katalyzatoru se provadi ve vsadkovém reaktoru
vybavenym michadlem, se vstupem a vystupem plynu [38]. Po uzavieni reaktoru je ptivadén
plynny vodik, aby se vytvofil kyslik [39]. Dalsim krokem je pfidani praskového katalyzatoru,
ktery je po 2 hodinach nasledovany pfidanim roztoku 4-CP o koncentraci 1000 mg/l [39].
Vzorky jsou periodicky odebirany v urcitych c¢asovych intervalech a méfeny pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) [40]. Odstranéni 4-CP se ukazalo
do 1 hodiny pii koncentraci Pd%Al,Oz 0 1 % [39].
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1.3.2 Cu® a Cu/Fe bimetalicky katalyzator

Typ bimetalického katalyzatoru Cu/Fe vykazuje velmi vysokou reduktivni
a dechlora¢ni reaktivitu pro 4-CP ve vodném médiu [41]. Vykazuje typicky nepiimou
hydrogena¢ni dechloraci s hlavnim produktem fenolu [42]. V porovnani s monometalickym
Cu® katalyzatorem, ktery vykazuje piimou elektronovou redukci na hlavni produkt
cyklohexanon, podminoval Cu/Fe mensi dechloracni aktivitu [41]. Méd je tedy dilezitym
katalyzatorem diky své schopnosti ptisobit jako donor elektront pii rozkladu 4-CP [43]. Systém
rozkladu 4-CP popisuje Obrazku 6 [41]. AvSak jeji nevyhodou je vlastnost byt potencionalné

dobrym galvanickym urychlova¢em koroze, a proto se obvykle vaze s jinymi kovy [43].

Piima elektronova

2 ‘7%(') redukce Cu® 11
2 Cl
Konjugace l
. 1
| Adsorpce '\ 4H*

=\
"\
90BIO[YIA(]

Dechlorace /

Nepfima hydrogenace T ﬂ/
redukci Cu/Fe  OH (0]
bimetalickym katalyzatorem

Obrazek 6: Dva redukéni mechanismy 4-chlorfenolu [41]

Cu® redukuje piimo na benzenovém kruhu diky jeho m elektronim [43]. Tento
jev se potvrdil diky vykyvim pH reakce [43]. Pokud je pH nizké, tak k degradaci 4-CP
nedochazi, protoze vétsi H* zabraniuje reakci s katalyzatorem [43]. Na zakladg analyzy lze tedy
navrhnou dechlora¢ni mechanismy Cu a Cu/Fe [42]. Pokud je v reakci ptitomné Fe piisobi jako
katalyzator pro Cu, za vzniku atomarniho vodiku, ktery reaguje s 4-CP v roztoku a kone¢nym

produktem je cyklohexanon [41].
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1.3.3 Raneyiiv nikl

Tento katalyzator se ukézal, jako ekologicky pfivétivy a ucinny katalyzator, ktery
fungoval bez pouziti externiho reduk¢niho Cinidla [44]. Raneyova slitina Al/Ni se pouZziva jako
reduk¢ni Cinidlo v zasaditém prostiedi hydroxidu sodného [45]. Bylo zjisténo, ze redukéni
vlastnosti slitiny jsou vyssi v alkalickém prostiedi ziedéného hydroxidu sodného, schopného
redukovat aromaty, nebo v nekterych ptipadech §tépit vazbu mezi dvéma uhliky [46]. Hlinik
se ze slitiny uvoliiuje a vznikd plynny vodik za vzniku porézniho Raneyova niklu s velkym

povrchem [45]. Hydrogenace probiha v dal$im kroku na povrchu katalyzatoru [46].

Dechlorace 4-CP pomoci tohoto katalyzatoru spociva v kinetice prvniho fadu
s rychlostni konstantou 0,017 min™ pfi 50 °C aptidavkem triethylaminu [44]. Vysledkem
se ukazalo vyznamné ovlivnéni reaktivity nebo selektivity hydrodechlorace [47]. Dechlorace
Vv neptitomnosti redukujiciho ¢inidla podporuje kyselé az neutralni pH prostiedi [44].
Pti pouziti externiho redukéniho ¢inidla spolu s katalyzatorem vznikéd jako vedlejsi produkt
kyselina chlorovodikova, coz zpomaluje rychlost dechlorace [48]. Rtizné druhy a mechanismy
pusobeni triethylaminu u chlorfenolt naznacuji snadné&js§i dechloraci v methanolu

nebo ethanolu [47].

RaneyGv nikl byl porovnan s katalyzatory jako Fe%/Cu®, AI%Fe®, Pd/C a Fe®
s modelovou aromatickou slouéeninou 4-CP [47]. Pouzivana koncentrace katalyzatort
byla 1 g/l spolu s po¢ateéni koncentraci 4-CP 30 mg/l ve vodném roztoku a teploté 30 °C [44].
Po 24 hodinach jsou bimetalické katalyzatory, mezi které fadime Fe%/Cu®, AI%Fe® a Fef,
schopny dechlorovat 40 % 4-CP [44]. U katalyzatoru Pd/C se jedna o 100% ucinnost

a u Raneyova niklu 84% t¢innost odstranovat 4-CP [44].

1.3.4 Homogenni a heterogenni Fentoniiv systém

Bylo zjisténo, Ze k odstranéni fenol, chlorfenoli nebo bisfenolti pomoci homogenni
Fentonovi reakce je vhodné kyselé pH [49]. Nevyhodou této metody je u chlorfenoli jejich
odstrafiovani pouze z 80 % [49]. Aby bylo dosazeno lepsi degradace, je zapotiebi piidat vice

zeleznatych soli, coz vede k vysokému obsahu rozpusténého zeleza ve vodé [50].

Pfi pouziti heterogenniho Fentonova systému, ktery je iniciovan Zeleznym materialem
na uhlikovém nosi¢i, je material degradovan i ve vysokych koncentracich az 2 g/l 4-CP
v primyslovych vodach [51]. Systém vykazuje skvélé vysledky i pii zneCisténi vysokymi
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koncentracemi SO4? [51]. Heterogenni Fentonilv systém je pokro¢ily oxidaéni proces
a je pouzivan pravé k degradaci zaruvzdornych odpadnich vod, mezi které patii i 4-CP [50].
Narozdil od homogenniho Fentonova systému ma heterogenni systém své vyhody
v recyklovatelnosti, v pouziti v Sirokém rozsahu pH, snadné separaci pevné latky od kapaliny

a absenci vzniku zelezného kalu [52].

Zelezny katalyzator Fentonova systému na uhlikovém nosi¢i je vyrabén metodou
impregnace za mokra [53]. Vykazuje vyssi ucinnost pti rozkladu 4-CP za ptitomnosti peroxidu
vodiku [51]. Optimalnimi podminkami se ukazuji byt 270 minut pii 30 °C a pocate¢nim
pH 3 [53]. To zarucuje 88% ucinnost pii degradovani 4-CP za piitomnosti, ve Fentonové
systému vzniklého, hydroxylového radikdlu a zaroven vykazuje vlastnosti stabilniho

katalyzatoru [53].

1.3.5 Fotokatalyticka oxidace

Procesy fotolytické oxidace s pouzitim polovodi¢ovych materidlii jsou slibné alternativa
odbouravani 4-CP, jelikoZ lze chlorované fenoly zcela odstranit aZz na CO2 pomoci vhodnych
fotokatalyzatortu za pfitomnosti UV svétla [54]. Jako polovodi¢ 1ze pouzit oxid titani€ity, jehoz

velkou vyhodou je vysoka tc¢innost a kapacita pro degradaci odolnych toxickych latek [55].

Dalsim polovodi¢em, ktery lze pouzit, je oxid zirkonic¢ity o koncentraci 0,3 — 5 % [56].
Tento oxid ma mnoho vyhod oproti jinym materialim, jako je vysoka absorpcni kapacita
znecistujicich latek pfitomnych ve vodé [55]. Principem fotokatalytické oxidace odstranovani

4-CP spociva v adsorpci na oxid zirkoni¢ity ve tm¢ a fotodegradaci za ptitomnosti svétla [54].

1.3.6 Adsorpce na aktivni uhli s modifikovanymi aminovymi skupinami

Nasyntetizované praskové aktivni uhli s modifikovanymi aminovymi skupinami je
pouzivano pro jeho schopnost naadsorbovat a odstranit 4-CP ve vodném prostiedi [57].
Povrchova adsorpce aktivnim uhlim je vzhledem k jednoduchosti, cenové dostupnosti
a netoxicité vyhovujici ekologickou variantou pro ¢isténi pitné vody [58].

Aktivni uhli miZeme vyrabét z riiznych materiali a ukazalo se jako velmi ucinny
adsorbent pro mnoho anorganickych a organickych sloucenin [58]. Jako maximalni adsorp¢ni

kapacita se ukazala 316,1 mg/g s vysokou afinitou ke 4-CP [57].
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1.3.7 Imobilizované bakterialni bunky

Alternativni  ekologickou moznosti, jak odstrafiovat chlorfenoly, je pomoci
imobilizovanych bakterii na podkladu [59]. Technika biochemické degradace je zalozena
na enzymech degradujicich kontaminanty a jejich pfeméné na metabolické produkty [59].
Proces pifemény kontaminanti imobilizovanymi bakteriemi Se realizuje v sadkovych
reaktorech a to za pomoci Pseudomonas testosteroni, ktera odstranuje prednostné 2-chlorfenol
béhem 3 dni, a to pii pocateéni koncentraci 5 mg/l [60]. Dalsimi pouZzitelnymi mikroorganismy

jsou Bacillus flexus, P. putida, P. aeruginosa a Agrobacterium radiobacter [60].

Dalsi moznou kombinaci mikroorganismu, kterymi lze odstrafiovat 4-CP biodegradaci,
jsou Pseudomonas sp. kmene CF600 a Stenotrophomonas maltophilia [59]. Tyto dvé skupiny
bakterii jsou schopné transformovat fenolové slou¢eniny za ptitomnosti benzoatu sodného [59].
Obsahuji nékolik oxidac¢nich enzymd, jako jsou monooxygenazy Cph-l1 a CphC-Il ze skupiny
flavinovych monooxygenaz [61]. Nevyhodou tohoto zptsobu je jeho délka pisobeni, ktera

mize byt i 100 dni, a proto se pouziva u 4-CP kontaminovanych zemin [59].

1.3.8 Biokatalyzatory

Jedna se o imobilizované enzymy na piirodnim nosiéi [61]. Pouzivaji se bakterialni
enzymové systémy monooxygenaz CphC-I nebo dioxygenaz CphA-I [62]. Tyto enzymové
systémy vykazuji vysokou aktivitu i pfi opakovaném pouzivani [61]. 4-CP byl postupné
oxidovan vicenasobnym enzymovym komplexem prostfednictvim hydrochinonové
drahy popsané na Obrazku 7 [63]. Tyto enzymy vyuzivaji hydrochinon jako substrat
bez vyuziti NADPH (nikotinamidadenindinukleotidfosfat) a k 4-CP vykazuji velkou afinitu
[62]. Inaktivace takovychto enzymu je nejvétsim problémem pii pouziti v Zivotnim prostiedi
kvili nestabilni teplot¢ a pH okolniho prostiedi, diky kterym muze dochazet k denaturaci

proteinti [62]

H,O0+Cl
C\phC/I. Q CphC-1 CphC-I
; Cpl Bs ; C hBE
FADH, a i d i
4- thortenol Benzochlnon Hydrochmon Hydroxychmon
NAD* NADH + H*

Obrazek 7: Pocatecni rozklad 4-chlorfenolu (hydrochinonova draha) katalyzovany CphC-1 [63]
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1.4 Ekologie a legislativa pro ochranu vodnich zdroju

V ekologii odpadnich vod Ceskéa republika prosazuje opatieni v ochrané vodniho
prostfedi a udrzitelnosti hospodatfeni s vodnimi zdroji [64]. Dulezitymi aspekty této
problematiky je snaha minimalizovat znecisténi odpadnich vod a zajistovat jejich fadné Cisténi
pred vypusténim do povrchovych vodnich toki ¢i podzemnich zdrojt pitné vody [64]. Ceska
republika se fidi legislativou a nafizenimi EU [65]. DileZitou soucasti ekologie odpadnich vod
je také vyzkum a inovace v oblasti CiSténi vod a jeji Gpravy, které sméiuji k efektivnéjsimu

a udrzitelngjsimu Cisténi [65].

1.4.1 Zakony a vyhlasky souvisejici s ¢iSténim vod a prevenci kontaminace

Zakon ¢. 254/2001 Sb., o vodach stanovuje obecné principy ochrany a hospodafeni
s vodami [65]. Obsahuje ustanoveni o ochran¢ vodnich ekosystému a kvality vody véetné
opatfeni proti zne¢isténi odpadnich vod [66]. Tento zakon stanovuje zakladni principy, které
musi byt dodrzovany pfi spravé a ochran¢ vodnich zdroji [65]. Patfi sem principy, jako
je prevence a kontrola znec€iSténi, udrzitelnost vyuzivani vod, ochrana ptfed negativnimi

uc¢inky povodni a sucha, a také zlepSovani stavu a kvality vodniho prostiedi [66].

Zakon stanovuje nckteré diilezité povinnosti a opatieni, kterd maji byt provedena
k dosaZeni téchto cilt [65]. Patii sem naptiklad povinnost vypracovani a pravidelné aktualizace
plant hospodafeni s vodami, monitorovani stavu vodniho prostedi a kvality vod, pfijimani
opatfeni k omezeni a prevence zne€isténi odpadnich vod [67]. Tento zakon také stanovuje
povinnosti organli vetejné spravy v oblasti ochrany vodnich zdroji a upravuje postupy
pro feseni spori a poruseni pravnich pfedpist v této oblasti [65]. Je zakladnim pravnim ramcem
pro ochranu vodniho prostiedi v Ceské republice a hraje kli¢ovou roli pfi zajisténi udrzitelného

vyuzivani vodnich zdroju pro soucasné i budouci generace [65].

Naftizeni vlady ¢. 352/2010 Sb., o emisnich limitnich hodnotéach stanovuje emisni limity
pro znecistujici latky uvoliiované do vodniho prostiedi z riiznych zdrojt, véetné odpadnich
vod [68]. Do této skupiny spadaji i chlorfenoly [67]. Horni hranice maximalni koncentrace
4-CP a ostatnich substituovanych fenolti v odpadnich vodach je 30 mg/1 [67]. V pitné vodé pak

nesmi koncentrace ptesahnout 0,5 pg/1 [68].
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Natizeni €. 22/2015 Sb., o vyhlaSeni nékterych latek za prioritni latky pro vodni
prostiedi identifikuje latky, které jsou povazovany za prioritni z hlediska ochrany vodniho
prostiedi a mohou byt obsazeny v odpadnich vodach [69]. Tyto latky podléhaji zvlastnimu

monitorovani a regulaci [67].
1.5 Mechanismus biotransformace 4-chlorfenolu

Chlorfenoly jsou béznymi kontaminanty zivotniho prostiedi, které se pouzivaji v mnoha
odvétvich prumyslu, jako je vyroba zemédélskych chemikalii, 1€¢iv, pesticidi nebo barviv [22].
Tyto slouceniny mohou byt ptivodcem mnoha histologickych ¢i genetickych abnormalit u lidi
i zvifat [22]. Chlorfenoly zptsobuji v buiikach oxidaéni stres generovanim reaktivnich forem
kysliku (ROS), které indukuji lipoperoxidaci a oxidativni poskozeni DNA spolu s inhibici
antioxidacnich systému [70]. Dochazi k poskozeni jater, mozku, gastrointestinalniho traktu
a hornich cest dychacich [70]. Chlorfenoly jsou zaroven povazovany za velmi nebezpecné pro
lidskou pokozku [71]. V nékterych ptipadech intoxikace u lidi byla hlaSena

methemoglobinémie, hemolyticka anémie nebo hyperbilirubinémie [71].

Xenobiotika, jako 4-CP, jsou hlavnim diivodem k obavam po celém svéte [72]. Globalni
narist praimyslovych a zemédélskych aktivit, vedl K jejich zvySené produkei [22]. V minulosti
byl 4-CP vyuzivan hlavné kvili svym fungicidnim a baktericidnim vlastnostem, jako
je impregnace dfeva, vyroba sterilnich obvazl, dezinfekce nebo pouzivani pesticidi [72].
Béhem odbouravani xenobiotik mohou vznikat vice toxické meziprodukty, coz vede
az k rakovinnému bujeni [22]. Proto je snhaha pochopit osud chlorfenoli Vv Zivotnim

prostiedi [22].

Struktura 4-CP je zalozena na fenolovém aromatickém jadru, které ma na 4. uhliku
vazany atom chloru [73]. Pfirozené, tedy pti normalni teploté a tlaku, se vyskytuje ve formé
pevného krystalu s teplotou tani okolo 42 °C [73]. Latka je rozpustna ve vodé¢ a organickych
rozpoustédlech [72]. Vlastnosti 4-CP jsou popsany v Tabulce 1 [74].
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Tabulka 1: Chemické a fyzikalni vlastnosti 4-chlorfenolu [74]

Bod tani 42-45 °C Zapach Fenolicky
Bod varu 220 °C Rozpustnost ve vodé | 2,7 g/100 ml
Hustota 1,306 g/ml Citlivost Na vzduch
Stabilni;
Index lomu 1,5579 !
. Nestabilni s
oxida¢nimi ¢inidly,
Barva Bila/Svétle zluta zelezem

1.5.1 Prvni faze biotransformace 4-chlorfenolu

Jedna se o metabolicky proces odbouravani endogennich a exogennich latek, ktery probiha
predevsim v jatrech, ale mize probihat i v jinych typech tkani [75]. Proces biotransformace
probiha v sérii reakci, které postupné méni strukturu metabolizovanych latek [76]. Béhem této
kaskady reakci se muze stat, ze preménovana latka zmirni nebo naopak zvySuje SVOji

toxicitu [76]. To se muze stat i u jinak netoxickych substrati [77].

Cesta biotransformace se déli na 2 faze [76]. Prvni faze spoc¢iva v pfeméné substratu
oxidaci, jez zaroven zavadi reaktivni skupinu do xenobiotik [78]. Lipofilni molekuly zistavaji
neionizované pii fyziologickém pH a tato faze z nich udéla ve vode rozpustné metabolity, které
vstupuji do druhé faze [75].

Chlorfenoly jsou velkym problémem kvili jejich perzistenci, bioakumulaci a vysoké
toxicité, které vykazuji aktivitu podobnou hormonim Vv organismu [79]. Diky témto
schopnostem jsou chlorfenoly povazovany za potencionalni endokrinni disruptory[79].
Po vstupu do lidského téla mohou chlorfenoly soutézit o vazebna mista na receptorech
transtyretinu a hormonut $titné zlazy, coz vede k poruseni chodu metabolismu, ale také

k ovlivnéni celého endokrinniho systému [77].

Enzymové systémy Vprvni fazi biotransformace urcuji schopnost organismu,
jak se vyporadat s xenobiotiky [78]. Monooxygenazy cytochromu P450 (CYP450) piedstavuji
jeden ze stézejnich zpusobu odbouravani exogennich latek [78]. Tyto enzymy jsou
na membrané vdzané hemmonoxygenazy znamé pro svou schopnost vlozit jeden atom kysliku

do vyjimecné Sirokého spektra substratii a zaroven druhy atom redukovat na vodu [80]. Avsak
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nékteré¢ substraty véetné mnoha organohalogenovanych a nitrosloucenin ptedstavuji malou
az nulovou moznost oxidace [80]. Proto je mozné za hypoxickych podminek provadét

elimina¢né redukéni reakce, a tim provadét dehalogenace [80].

Enzymy CYP450 se vyskytuji piirozen¢ v riznych tkanich a formach [78]. Genetické
jednonukleotidové polymorfismy (SNP) vedou K pfirozené snizené, nebo zvySené schopnosti
metabolizovat [75]. Mezi rizikové faktory schopnosti metabolizovat exogenni latky, patii
environmentalni toxiny, drogy, alkohol ¢i koufeni [75]. Enzymy CYP450 substraty oxiduji
nebo peroxiduji nespecificky podle substituovanych skupin [81]. Nékteré isoformy CYP450
jsou specifické ve vybéru preménované molekuly [81]. Zejména v endoplazmatickém retikulu,
katalyzuji velké mnozstvi chemickych reakci a mohou vyuzivat téméf neomezeny pocet
biologicky vyskytujicich se sloucenin [81]. Schéma katalytického systému CYP450 cyklu

je znazornéno na Obrazku 8 [82].
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Obrazek 8: Schéma cyklu monooxygenazy CYP450 [82]

Enzymy CYP450 jsou obecné vysoce reaktivnimi radikalovymi oxidanty kationtu
zeleza [77]. Pispivaji k transformaci xenobiotik na méné ¢i vice toxické metabolity [77]. Diky
varianté enzymu CYP3A4 je epoxidace dvojné vazby vyuzivana na rizné substraty, jako jsou
olefiny a aromatické uhlovodiky [83]. Epoxidy, které béhem reakce vznikaji, mohou nasledné
reagovat s DNA a proteinovymi aminokyselinami, kde zaroven dochazi k jejich poskozeni [84].
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V dalsim kroku pak substraty podléhaji enzymatické nebo neenzymatické hydrolyze
Vv kyselejsich bunéénych féazich, ¢imz vznikaji dihydroxylované metabolity se snizenou
toxicitou [84]. Takovym metabolitem muze byt i hydrochinon nebo halochinon [85]. Nicméné
epoxidové a hydrochinonové metabolity maji vysokou reaktivitu S makromolekulami

prostfednictvim kovalentni modifikace, a proto je neni jednoduché zachytit [85].

4-CP vuci riznym druhim CYP450 pusobi ridznymi mechanismy [86]. U varianty
enzymu CYP2E1 bylo wuvazovdno jako o mozném zpusobu feSeni nealkoholické
steatohepatitidy [86]. Pii pouziti toxinu 4-nitrofenolu, ktery se vaze na CYP2E1, ma 4-CP diky
své lipofilit¢ vyssi afinitu k aktivnimu mistu tohoto enzymu [86]. To ma za nasledek
zablokovani a inhibici enzymu s 60% ucinnosti [86]. Pfedpokladany pribéh biotransformace

4-CP za piitomnosti enzymi CYP450 je pospsana na Obrazku 9 [87].

Konjugace s kyselinou
glukuronovou a sulfatem
@ P450 GSH
t1ansfe1aza
4- chlorfenol
Chlorbenzen- 3 4-epoxid SCH; CHCOOH
4-chlorfenyl NH(RFE

GSH konjugat 4-chlorfenyl merkapturova kyselina

Obrazku 9: Pfedpokladana metabolicka cesta 4-CP za piitomnosti CYP450 [87]

vvvvvv

vysledkli spotteby NADPH, coZ znamend, Ze tyto enzymy vyznamné pifispivaji k bunééné
produkei volnych radikali odvozenych od kysliku [81]. Dusledkem této generace volnych
radikalt odvozenych od CYP450 je zvysSeni aktivity redox-senzitivniho transkripéniho faktoru,

NF-kB a expresi vaskularni bunééné adhezni molekuly [88].

Do biotransformace se zapojuje mimo enzymt CYP450 i mensi rodina flavinovych
monooxygenaz (FMO) [89]. Tento typ enzymu pro svoji katalyzu dehalogenace vyuziva flavin
adenin dinukleotid (FAD) jako prostetickou skupinu [89]. Enzymy FMO pouzivaji také
spolecné s FAD kosubstraty, jako je koenzym NADPH s Kyslikem [90]. Monooxygenazové
systétmy CYP i FMO mohou mit afinitu ke stejnému substratu, ale ne vzdy vytvaii stejné
produkty [90].
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Flavin dependentni dehalogenazy ze skupiny FMO vyuzivaji flavin jako kofaktor
ke katalyze S$tépeni vazby uhlik halogen Vv halogenovanych slouceninach [91]. Takové
slouceniny se do organismu dostavaji jako perzistentni latky znecist'ujici prostiedi [22].
Dehalogenazy systému FMO jsou rozdéleny do 3 tiid [89]. Jedna se o skupiny enzymu flavin
dependentnich kyslik dehalogenaz, flavin dependentnich redukénich dehalogenaz a neredoxni

flavin dependentnich dehalogenaz [91].

FMO se tcastni katalytického mechanismu pomoci dvou redoxnich d&ja [92]. U téchto
déju zalezi na typu enzymu a kterou reakci piesné katalyzuji [92]. V prvnim kroku
katalytického cyklu dochazi k redukci FAD dvéma elektrony z koenzymu NADPH [93]. Takto
redukovany flavin reaguje s molekularnim kyslikem a poskytuje flavin-hydroperoxid,
jez nasledné reaguje s nukleofilem [93]. Tento d&j probiha velmi rychle a jeho vedlej$im
produktem je voda [90]. Navrhovany reakéni mechanismus se substratem 4-CP je popsan
na Obrazku 10 [91].
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Obrazek 10: Dechlorace 4-CP tfemi flavin-dependentnimi enzymy ze systému HadA [91]

Flavoproteiny poskytuji NADP®, ktery vystupuje jako kompetitivni inhibitor
koenzymu NADPH [93]. NADP* je dulezity pfti reakci FADH? s kyslikem, protoze zabraiuje
zvySené produkci peroxidu vodiku [93]. FMO se vyskytuje ve zvySenych koncentracich

29



v endoplazmatickém retikulu nékterych tkani, kde je zvySena produkce superoxidového

radikalu nebo peroxidu vodiku [90].

Enzymaticka aktivita byla potvrzena pouze u FMO1, FMO2 a FMO3 [94]. V lidskych
jatrech se nachazi isoforma FMO3, zatimco FMOI1 se nachazi ptednostné v ledvinach [94].
V pribéhu zivota se jejich exprese méni, pficemz k nejvétSim rozdilim dochazi béhem

téhotenstvi, kde je zvysena koncentrace FMO1 [94].

Mezi typické substraty pro FMO1 patii napt. fenthion, ktery piisobi jako inhibitor
cholinesterasy [90]. Dalsim je methimazol pouzivany jako thyreostatikum [90]. Genetické SNP
ovliviiuji rychlost reakce odbouravani [94]. Jedna se o variace DNA sekvence, kdy se lisi pouze

o jediny nukleotid a v soucasné dobé¢ identifikujeme ptiblizné dvacet variant [94].

FMO2 katalyzuje oxygenaci velkého mnoZstvi polutantli Zivotniho prostiedi
obsahujicich siru nebo organofosfatové slouceniny [89]. Naopak také katalyzuje pfeménu
thiomocoviny a kyseliny sulfenové, které podléhaji redoxni reakci nasledovanou konjugaci
s glutathionem, ktera vede ke zvySenému oxidacnimu stresu z divodu vycerpani redukovaného
glutathionu a NADPH [90]. Proto lze piedpokladat, Ze jedinci S rozdilnym SNP, a tim zvySenou

aktivitou FMO2, jsou odolnéjsi viici otravé organofosfaty [89].

FMO3 je hlavnim typem téchto monooxygendz v lidskych jaternich burkach,
ato predev§im primarnich, sekundarnich a tercidlnich amind [95]. Aminy podléhaji
N-oxygenaci za tvorby hydroxylaminu a nasledovanym vznikem oximu [95]. Avsak jeden
z nejvyznamnéjsich roli FMO3 je metabolismus (S)-nikotinu, trimethylalaninu nebo

tamoxifenu [94].

1.5.2 Druha faze biotransformace 4-chlorfenolu

Druha faze biotransformace 4-CP zahrnuje procesy konjugace, které zvysuji jeho
rozpustnost a usnadiuji eliminaci zt€la [76]. Tyto Kkonjugace nejcastéji probihaji
prostfednictvim enzymatickych reakcei, jako je glukuronidace, sulfatace a dalsi [96]. V ptipadé
glukuronidace je 4-CP konjugovan s glukuronatovou skupinou za ucasti enzymu
UDP-glukuronyltransferazy, ¢imz vznika 4-chlorfenol-glukuronid, ktery je snaze vylucovan
moci nebo zlu¢i [97]. Sulfatace, dalsi dilezity proces druhé faze biotransformace, zahrnuje

ptenos sulfatové skupiny na 4-CP pomoci sulfotransferaz, coz vytvaii 4-chlorfenol-sulfat, ktery
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je také snaze vylucovan z téla [98]. Tyto reakce jsou klicové pro detoxikaci 4-chlorfenolu
a ochranu téla pred jeho potencialnimi toxickymi u¢inky [76].

Druha faze poskytuje velky polarni metabolit pfiddnim endogennich hydrofilnich
skupin za vzniku ve vodé¢ rozpustnych struktur [76]. Mezi takové reakce patii methylace,
glukuronidace, acetylace, sulfatace, konjugace s glutathionem nebo konjugace
s aminokyselinami [76]. Glukuronidace je nejbéznéjsi konjugacni cestou kvili dostupnosti
kyseliny glukuronové a rozmanitosti funkénich skupin, se kterymi se mize kombinovat [97].
Uridin-5-difosfat glukuronyltransferazy (UGT) se tcastni biotransformace spousty 1é¢iv nebo
endogennich sloucenin, jako jsou bilirubin a tyroxin [97]. Druhd faze biotransformace

predev§im snizuje polaritu metabolizovanych latek [99]. Obecné schéma biotransformace

TOXIN

[ Vysoce lipofilni ][ Lipofilni ][ Polarni ][ Tontova ]

je popsano na Obrazku 11 [99]
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Obrazek 11: Obecné schéma biotransformace [99]
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UGT je enzym s Sirokymi substratovymi specifitami [99]. Na metabolické eliminaci
endogennich latek se podileji rizné izoformy tohoto enzymu [100]. Jednim z pfikladi mutize byt
izoenzym UGT podilejici se na glukuronidaci hormont §titné zlazy s oznacenim UGT1Al
Vv jatrech, UGT1A8 a UGT1A10 v jejunu [101]. Polymorfismus enzymu ovliviiuje metabolické
chovani [101]. Diky této komplexnosti a vSestrannosti je dulezitou soucasti metabolismu

endogennich latek, jako je bilirubin, steroidni hormony, serotonin a zlu¢ové kyseliny [97].

V piipadé metabolizace 4-CP je proces zalozen na tvorbé 4-chlorfenol-glukuronidu,
coz je metabolit, ktery je mnohem snaze vyluCovan z téla nezli samotny 4-CP [76].
UDP-glukuronyltransferaza katalyzuje ptenos glukuronatové skupiny z uridin-5-difosfat
glukuronatu na hydroxylovou skupinu 4-CP, a tim se vytvoii konjugovany produkt [99]. Proces
glukuronidace 4-CP zvySuje jeho rozpustnost ve vodé, coz usnadiuje jeho vyluCovani
Zlu¢i [97].

Sulfatace probiha podobné jako glukuronidace a je také soucasti druhé faze
biotransformace [96]. Sulfotransferazy katalyzuji pienos sulfatové skupiny z molekuly
fosfoadenosylsulfatu na hydroxylovou skupinu 4-CP [98]. Tim vznika konjugovany produkt,
ktery je obvykle mnohem vice rozpustny ve vodé nez samotny 4-CP a sndze se odstrani
z organismu moci [76].

Fyzikélni a chemické vlastnosti substratd, jejich struktura a chemické vlastnosti mohou
ovlivnit schopnost sulfotransferaz pfeménovat substraty v produkty [96]. Rozli¢né typy
izoenzymu sulfotransferaz maji riznou specificnost k substratim [98]. Napiiklad pfitomnost
hydroxylovych nebo aminovych skupin muze zvysit nebo snizit afinitu mezi molekulou
substratu a izoenzymu [98]. Jako substraty pro sulfotransferazy mohou byt oznaceny jako riizna

xenobiotika, 1é¢iva, hormony a dalsi endogenni latky [76].
1.6 Expozice

4-CP je organicka sloucenina pouzivana v dezinfekénich prostiedcich, herbicidech,
pesticidech a v dalsich primyslovych procesech [70]. Nebezpeci spojené s touto latkou spociva
v jeji schopnosti zplisobovat rozsadhlé poskozeni tkdni, zejména v disledku jejiho drazdivého

uc¢inku na dychaci cesty, kizi a vnitini organy [71].
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1.6.1 Akutni intoxikace 4-chlorfenolem

Akutni intoxikace 4-CP je vaZnym zdravotnim stavem, ktery je zpisobeny vystavenim
se toxické latce o relativné vysokych koncentracich v kratkém c¢asovém obdobi [71].
Vystaveni 4-CP mize nastat inhalaci par nebo aerosolu, pozitim usty nebo absorpci
pokozkou [71]. Symptomy akutni intoxikace se projevuji podrazdénim oci, nosu a hrdla,
dusnosti, nauzeou, zvracenim, bolestmi hlavy, zavratémi a kiecemi. V zavaznych ptipadech

muze dojit i k selhani jater a ledvin [70].

Aby doslo ke zmirnéni akutni intoxikace 4-CP musi dojit k odstranéni latky z okoli
postizené¢ho [102]. U intoxikovaného pacienta podporujeme dychani, kardiovaskularni systém
a detoxikaci organismu, zaroven se snazime o zmirfiovani symptomu [103]. To, Vv piipadé
hospitalizace, miize znamenat podavani aktivniho uhli nebo jinych adsorbentii 4-CP v travicim
traktu nebo intravendzni podavani tekutin a 1ékt ke zmirnéni symptomi a podpoie funkce jater

nebo ledvin [102].

Mechanismus poSkozeni jater pii intoxikaci se diky SNP miiZe u jednotlivych jedinct
lisit [94]. Béhem pusobeni 4-CP na organismus dochazi k tvorbé oxidativniho stresu,
ktery zpasobuje tvorbu ROS [70]. ROS poskozuji bunééné struktury, coz ve vaznych pripadech
vede k selhavani jater [103]. Oxidativni stres vznikajici diky 4-CP v buinikach ma také schopnost
ovliviovat funkci mitochondrii [104]. Porucha mitochondrialni funkce vede k naruseni

energetického metabolismu buiiky a k jejimu poskozeni [104].

4-CP je schopny aktivovat imunitni systém [105]. Jeho expozice vede k imunitni
odpovédi v jatrech, ktera muze prispét k zanétu a poskozeni hepatocyti [105]. Zanét je jednim
z moznych faktorti v patogenezi intoxikace [106]. Imunitni odpovéd’ zahrnuje zapojeni riznych
bunécnych a molekularnich mechanismi [106]. Aktivovany jsou makrofagy a dendritické
buriky, které maji schopnost upozornit ostatni buriky imunitniho sytému na ptitomnost cizich
latek v organismu [107]. Prezentace antigenu dendritickymi bufikami nebo makrofagy
vyvolava onu imunitni odpovéd’, ktera zahrnuje produkci prozanétlivych cytokind

a chemokind, jako je naptiklad interleukin-6 nebo tumor nekrotizujici faktor alfa [107].

Soucasti imunitni odpovédi je také adaptivni imunitni systém, ktery zahrnuje aktivaci
Ta B-lymfocyti [107]. Lymfocyty, jako bunky imunitniho sytému, mohou rozpoznat

specifické cCasti 4-CP a reagovat na né produkci protilatek, nebo reakci cytotoxickych

33



T-lymfocytd [106]. Imunitni reakce adaptivni imunity je dilezita pro eliminaci 4-CP z téla,

ale zaroven muze prispét k zanétu a tkanovému poskozeni [105].

1.6.2 Chronicka intoxikace 4-chlorfenolem jako hormonalnim disruptorem

Jako hormonalni disruptor ma 4-CP schopnost ovliviiovat hormonalni systém
u ¢loveéka [108]. S rozvojem industrializace nastalo velké vypousténi chemikalii narusujicich
endokrinni systém organismi vcetné¢ savci [109]. Mezi tyto kontaminanty fadime nejen
chlorfenoly spole¢né s 4-CP, ale také bisfenol A nebo nonylfenol [110]. Tyto organické latky
maji estrogenni U¢inky a diky tomu mohou napodobovat nebo blokovat G€inky estrogenil
v téle [108]. To ma za nasledek rizné dusledky, véetné poruch v reprodukénim systému, zmén

v sexualnim vyvoji a dal$ich negativnich efekti na zdravi [108].

4-CP se bézné vyskytuje v primyslovych odpadnich vodach z vyroby pesticidd, papiru,
buni¢iny nebo vznika pii samotné dezinfekci vody [109]. Bisfenol A najdeme hlavné
U polykarbonatl, epoxidovych pryskyfic, polysulfonovych pryskyfic a v mnoha dalSich
polymernich materialech [110]. Nonylfenol se naopak vyskytuje v tekutych substancich, jako
jsou neiontové povrchové aktivni latky a piisady do maziv [110]. Jeden z mozZnych zptisobt
odstranéni hormonalnich disruptortt jsou pokrocilé oxidacni procesy zalozené na tvorbé

volnych radikalti pti normalni teploté a tlaku [108].

Vazba 4-CP na estrogenni receptory je jednim z hlavnich mechanismi ti¢inku 4-CP jako
hormonalniho disruptoru [111]. Estrogenni receptory jsou proteiny, které reaguji s télu
ptirozenymi estrogennimi  hormony [112]. 4-CP muze tuto vazbu napodobovat nebo
ji blokovat, coz naruSuje normalni funkci estrogenniho systému [111]. Takové naruseni
normalni funkce estrogenniho receptoru vede k riznym porucham v metabolickych procesech,

jako je hormonalni nerovnovaha [112].

Dalsim mechanismem ucinku 4-CP je ovlivnéni enzymatickych procest v téle [78].
4-CP ovlivnuje aktivity enzymu souvisejicich s metabolizmem hormont, jako jsou enzymatické
systémy monooxygenaz CYP450 a FMO [88]. 4-CP interferuje s hormonalnimi drahami
a signalnimi mechanismy, které reguluji fyziologické procesy v téle [88]. Tyto interakce mohou
mit dalekosahlé diisledky, vcetné zmén v ristu a vyvoji reprodukénich organti, regulaci
menstruacniho cyklu a dal§ich hormonalné fizenych funkci [111]. Timto zptisobem ovliviiuje

rychlost a efektivitu metabolizmu estrogent a dalSich hormonti [111].
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Na Obrazku 12 je stru¢né popsan mechanismus hormonalniho ovliviiovani fungovani
estrogenovych cest nejen 4-CP [111]. Dochazi kreakci s estrogenovym receptorem
aaP[113]. Takova interference mize aktivovat geny pro extracelularnim signalem
regulovanou kinazu (ERK) a nuklearni faktor « B (NFxB), které generuji produkci

prozanétlivych cytokind a oxidu dusnatého [113].
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Obrazek 12: Schéma ptisobeni hormonalnich disruptort [111]
1.7 Instrumentalni analyza

Chlorfenoly jsou zatazené jako celosvétové kontaminanty Zivotniho prostiedi, a proto
je snaha vyvinout co nejlepsi metody jejich detekce [114]. Cilem analyz je zachytit i stopové
mnozstvi chlorfenold [115]. Instrumentalni analyza nederivatizovanych molekul se provadi
kapalinovou chromatografii (LC), plynovou chromatografii (GC), nebo kapilarni
elektroforézou [116]. Chromatografické systémy se pouzivaji v kombinaci s detektory
na principu ultrafialového nebo viditelného spektra svétla (UV-VIS), fluorescencenéniho

detektoru, elektrochemického detektoru, nebo hmotnostni spektrometrie (MS) [114].
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Pro analyzu chlorfenoli metodou GC se bézné€ pouziva piiprava vzorku pomoci
derivatizace [115]. Pro derivatizaci se vyuzivaji acetylacni a silyla¢ni Cinidla, jejichz derivaty
Ize detekovat pomoci plamenové ioniza¢niho detektoru (FID), detektoru elektronového
zachytu (ECD), nebo MS [114].

Vyvinuti vhodné analytické metody je piedpokladem pro ziskani spolehlivych
a presnych dat béhem méteni [116]. Soucasné vyzkumné usili se proto zaméfuje na aplikaci
ucinnych strategii [116]. Kazda diskutovana metoda s ptislusnym analyzatorem ma své vyhody
a nevyhody [114]. AvS8ak hlavni diraz by mél byt kladen na cil experimentu, jeho rychlost,

ale také na ptipravu vzorku nebo cenu celkové analyzy [117].

Metody jako GC-FID byly pfijaty pro standartni analyzu mnoha polutantli, protoze
je dostate¢né citliva pro méfeni monoaromatickych slouc¢enin [116]. Tyto techniky av§ak maji
mnohé nevyhody, jako je nekompatibilita s pfimymi analyzami ve vodnych vzorcich a ¢asové

naro¢né pripravné kroky pted analyzou [117].

1.7.1 Plynova chromatografie

GC je vyspélym a nepostradatelnym analytickym nastrojem [118]. Principem
analyzatoru je odd€lovani slozek smési analyzovaného vzorku pomoci proudu plynu, jako
mobilni faze, na zaklad¢ afinity k fazi stacionarni a bodu varu analytu [119]. Stacionarni fazi
do kolony vybirame podle vlastnosti analytu, pficemz se muze jednat o pevnou ¢i kapalnou
latku s polarnimi ¢i nepolarnimi vlastnostmi [118]. V koloné se latky pohybuji riiznou rychlosti
a na zaklad¢ teplotniho programu dochazi k oddélovani jednotlivych slozek [119].

Latky, které maji vyssi afinitu ke stacionarni fazi, se pohybuji pomaleji a travi vice ¢asu
v koloné, zatimco latky s nizsi afinitou ke stacionarni fazi se pohybuji rychleji a kolonu
opoustéji diive [118]. Existuje nékolik variant GC, zahrnujici rizné typy kolon, detektord
anosnych plynti umoznujici analyzovat Sirokou $kalu vzorkd s riznymi vlastnostmi [119].
Na Obrazku 13 je popsano stru¢né schéma GC [120]. Pii vybéru vhodné varianty GC je dilezité
zohlednit povahu vzorku, poZadovanou citlivost detekce a dal§i specifické pozadavky
analyzy [121]. Detekce a analyza separovanych latek se provadi pomoci detektoru, ktery méti

jejich pfitomnost a mnozstvi [121].

36



Vstiikovaci port

Tlakova nadoba Regulator Detektor Signal z
tlaku detektoru
s plynem
\ l Kolona A l l |
T / Vystup
Regulator
pratoku

kTermostat

Obrazek 13: Schéma instrumentace GC [120]

Moderni GC analyzatory jsou vybaveny Sirokou Skalou detektort véetné MS, FID,
tepelné vodivostniho detektoru a mnoha dal$ich, coz umoziuje detekci a kvantifikaci riznych
typt latek s vysokou citlivosti a specificitou [121]. Ke zvolenému detektoru jsou casto
kombinovany rizné typy kolon a nosnych plynt pro dosaZeni optimalnich vysledki
analyzy [119]. Mezi nejbéznéji pouzivané nosné plyny patii helium, které je preferovano
pro svou inertnost, vysokou tepelnou odolnost a rychlost difuze, coz ptispiva k rychlé separaci
latek v kolon¢ [118]. Dalsim je dusik, ktery je také inertni a nachazi uplatnéni tam, kde
neni mozné pouzit helium [122]. V nékterych pfipadech lze pouzit i vodik, ktery je hojné
vyuzivan v kombinaci s FID diky své vysoké hoflavosti, coz umoziuje citlivou detekci analyti
[121]. Mén¢ casto vyuzivany je pak argon, ktery nachazi uplatnéni predev§im v aplikacich
vyzadujicich inertni plyn S vys$i hustotou nez helium, nebo Vv ptipadech, kdy se pracuje

s vysokym tlakem [122].

Pii vybéru kolony uvazujeme 0 n€kolika moznych variantach, které se 1isi svymi
vlastnostmi, a tim i pouzitim [119]. Kapilarni kolony o vnitinim priméru v fadech mikrometrt
poskytuji vysokou rozliSovaci schopnost a jsou vhodné pro separaci malych molekul [121].
Naplnové kolony obsahuji pevnou stacionarni fazi a mohou byt vyrobeny z materialti, jako jsou
polymery nebo kovové ¢i kiemikové slouceniny [118]. Kolony s pevnou fazi maji stacionarni
fazi pevné pfipojenou k vnitini st€n€ kapilary, coz zajistuje stabilitu a reprodukovatelnost

oddé€lovaciho procesu [121].
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Kombinaci nosnych plynti a kolon je mozné dosdhnout optimalnich podminek
pro oddéleni a analyzu ruznych slozek analyti metou GC [119]. Optimalizace jednotlivych
komponent je kli¢ova pro dosazeni citlivé a selektivni analyzy [118]. Takova analyza umoziuje
dosazeni piesnych analytickych vysledkii a poskytuje cenné informace pro rtizné aplikace,

véetné farmacie, potravinafstvi, environmentalniho monitorovani a dalsich oblasti [123].

Vysledkem analyzy na GC je chromatogram [119]. Je to grafické znazornéni signalt
z detektoru, kde je vyuzito zavislosti intenzity signalu na case [124]. Takové nastaveni
zavislosti poskytuje informace oslozeni a mnozstvi jednotlivych latek v analyzované
smési [124]. Diky tomuto principu se GC stala Siroce vyuzivanou technikou v chemickém

primyslu, potravinaiském pramyslu, mediciné a védeckém vyzkumu [118].

1.7.2 Kapalinova chromatografie

LC je separacni technika, ktera umoziluje oddélit slozky smési na zaklad€ jejich
se stala HPLC [125]. Principem metody je vstiikovani vzorku do chromatografického systému,
kde mobilni faze unasi vzorek ptes staciondrni fazi, kterd je fixovana na pevném podkladu
Vv kolon¢ [126]. Na Obrazku 14 je znazornéno schéma instrumentace HPLC [127]. Bé¢hem
prichodu analytu kapalinovym systémem se slozky vzorku oddé€luji podle jejich schopnosti
se vazat k mobilni a stacionarni fazi [126]. Latky s vétsi afinitou k mobilni fazi migruji rychleji

a jsou eluovany dfive, zatimco latky s vétsi afinitou k stacionarni fazi zlstavaji déle
Vv systému [125].
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Obrazek 14: Schéma instrumentace HPLC [127]

38



Detektory umisténé na vystupu chromatografu zaznamenavaji slozky smési ve vzorku
a generuji signaly, které jsou nasledné¢ zpracovavany pomoci softwaru [125]. Na zakladé
naméfenych signalt detektorem se vytvari chromatogram, ktery poskytuje informace o slozeni
a mnozstvi jednotlivych latek v analyzovaném vzorku [128]. Existuje nékolik variant

kapalinové chromatografie, z nichz kazda ma své specifické vlastnosti a vyuziti [129].

Mobilni faze, jako jsou organicka rozpoustédla véetné methanolu, acetonitrilu nebo
ethanolu, jsou Casto vyuzivany pii analyze organickych latek [125]. Dale se pouzivaji vodné
roztoky, které jsou vhodné pro separaci polarnich latek [128]. Svoji moznost pouziti jako
mobilni faze si nasly také smési organickych rozpoustédel a vodnich roztoki, které umoziuji

optimalizaci separace riznych typu latek [129].

Stacionarni faze urcuje interakci s latkami rozpusténé v mobilni fazi, ktera je klicova
pro déleni slozek ve vzorku [125]. Nejbézngji tvoii stacionarni fazi hydrofobni
material, a to dovoluje pouziti kolony pro separaci nepolarnich latek [128]. Dalsim typem jsou
hydrofilni materialy vhodné pro separaci hydrofilnich latek [126]. Ve specialnich ptipadech
je mozné pouzit i smiSené faze, ktera kombinuje vlastnosti reverzni a normalni faze a umoziiuje
SirSi rozsah separace analytu [125]. Nejbéznéjsim typem materialu pro stacionarni fazi v LC
aHPLC je silikonovy polymer, ktery je modifikovany organickymi skupinami, jako jsou
octadecylsilan nebo oktadecylsilan [126]. Dalsimi moznostmi material vhodnych pro pouziti
jako stacionarni fazi je silicagel, oxid hlinity a rizné dalsi polymery s jejich modifikace [128].

Kombinace riznych materiald a chemickych modifikaci umoziiuje optimalizovat
separa¢ni podminky pro konkrétni typy analytd a aplikaci [130]. Dulezité je vybrat stacionarni
fazi, ktera je kompatibilni s analyzovanymi latkami a zarucuje tak pfesné a spolehlivé oddéleni
slozek vzorku [125]. Spravna volba stacionarni faze je klicova pro dosazeni uspésné HPLC
analyzy a ziskani ptesnych analytickych vysledku [128].

Kombinace mobilnich a stacionarnich fazi umoZziuje analytikiim optimalizovat
podminky separace pro rizné typy vzorku a aplikaci LC v praktickém vyuziti [130]. Flexibilita,
kterou metoda nabizi ve vybéru mobilnich a stacionarnich fazi, je kli¢ova pro dosaZeni ptesnych
a spolehlivych vysledkii analyzy ve védeckém vyzkumu, farmacii, potravinafstvi a dalSich

oblastech [125].
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1.8 Derivatizacni ¢inidla v analyze 4-chlorfenolu

Derivatizacni ¢inidla vhodna pro chlorfenoly se pouzivaji pro pfeménu a zvyraznéni
chemickych skupin ve strukturdch molekuly za ucelem jejich snadné identifikace
a kvantifikace [131]. Derivaty 4-CP maji vylepsené analytické vlastnosti vcetné stability [132].
Tyto derivaty jsou lépe analyzovatelné separa¢nimi metodami GC a HPLC [131] . Toho se

vyuziva pii presné kvantifikaci 4-CP v Zivotnim prostiedi [131].

1.8.1 Acetyla¢ni Cinidla

Acetanhydrid je odvozen od kyseliny octové odstranénim vody [133]. Jedna
se 0 bezbarvou, pruhlednou a hotlavou kapalinu s charakteristickym octovym zapachem [133].
Pouziva se pro acetylaci 4-CP diky své schopnosti reagovat s hydroxylovou skupinou
na benzenovém jadie [131]. Vytvafi se acetylovany derivat, ktery ma lep$i vlastnosti pro
analyzu [131]. Acetylace umoznuje snaz$i oddéleni analytu od ostatnich latek ve vzorku

a zvysuje citlivost detekce, coz umoznuje piesnéjsi kvantifikaci [133].

Mechanismus acetylace 4-CP zac¢ina reakci na jeho hydroxylové skupiné, ktera se chova
jako elektrofil a je schopna ptijimat acetylovou skupinu [133]. Béhem procesu se vytvaii
meziprodukty [131]. V nékolika krocich dochazi k reakci se zasadou, kterou mize byt pyridin
nebo acetonitril schopny odstranit proton z hydroxylu na 4-CP [132]. Na konci reakce dochazi

k vytvofeni acetylovaného derivatu [131].

1.8.2 Silylacni ¢inidla

Silylaéni ¢inidla jsou chemikalie, které se pouzivaji k derivatizaci molekul analytt
s hydroxylovou skupinou [132]. Obecna struktura téchto ¢inidel zahrnuje tii methylskupiny
navazané na kiemik [131]. Na tyto methylové skupiny se mohou vazat dalsi funkcni skupiny,
které urcuji specifické vlastnosti silyla¢niho ¢inidla [131]. Funkéni skupiny silylaénich ¢inidel
mohou zahrnovat chloridy, trifluoracetamidové nebo acetamidové skupiny [132].

Tetramethylsilan (TMS), N,O-Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA)
a N-Methyl-N-trimethylsilyltrifluoroacetamid se vyuzivaji k silylaci hydroxylové skupiny,
ktera je obsazena i ve struktuie 4-CP [132]. Umoznuji reakci a preménu hydroxylovych skupin

na derivaty, a tim vznikaji lep$i vlastnosti pro analyzu chromatografickymi metodami [131].
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Dal8imi silyla¢nimi ¢inidly jsou Bis(trimethylsilyl)acetamid, ktery se pfedevSim pouziva

k silylaci karboxylovych kyselin a TMS [132].
1.9 Detektory plynové chromatografie pro detekci 4-chlorfenolu

Pfi vybéru vhodného detektoru pro analyzu 4-CP metodou GC musime vzit v potaz
vlastnosti analyzovaného vzorku a parametry samotné metody [134]. Cilem je zachytit
pritomnost molekuly s vysokou citlivosti a specificitou [135]. Pfi analyze pomoci GC
JsSou nejcastéji pouzivany detektory jako MS, ECD a FID [135]. Muzeme uvaZovat,
ale i 0 jinych variantach detektorti pro analyzu [135]. Pfi vybéru mezi témito detektory je tieba
vzit v Givahu specifické potieby aplikace, finanéni moznosti a pozadovanou uroven citlivosti
a selektivity [134]. Detektor musi byt také kompatibilni s ostatnimi komponentami analyzatoru,

jako je samotny chromatograf obsahujici kolonu a dostupnost softwarové podpory [134].

1.9.1 Plamenové ioniza¢ni detektor

FID je jednim z nejb&zné&ji pouzivanych detektort u GC [136]. Jeho princip spociva
v detekci uhlovodikti a dalSich organickych sloucenin, které jsou spalovany v plameni
vodiku [137]. Pfi prichodu analyti plamenem vodiku dochazi k jejich oxidaci a tvorbé
iontt [136]. Takto vzniklé ionty jsou nasledné detekovany pomoci elektrického pole, coz vede
ke generovani elektrického signalu [136]. Velikost vytvofeného signalu je pfimo umérna
koncentraci analytd v chromatografickém systému [137]. Celé schéma FID je znazornéno

na Obrazku 15 [138].
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Obrazek 15: Schéma plamenové ioniza¢niho detektoru [138]
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Jednou z vyhod FID je jeho vysoka citlivost a univerzalnost pro Sirokou skalu
organickych sloucenin [139]. Dalsi vyhodou FID je jeho nizka citlivost na vzdusnou
vlhkost a necistoty, coz umoznuje spolehlivou a konzistentni analyzu i za proménlivych

podminek [137]. Naopak detektor neni vhodny pro analyzu vysoce polarnich latek [136].

Odezva FID je vysledkem spalovani organickych slou¢enin na plameni tvofeného
spalovanim vodiku a vzduchu [137]. Zhavici svicka, ktera se na okamzik zapne pii startu, slouzi
jako zapalova¢ plamene [136]. Valcova kolektorova elektroda umisténa v kratké vzdalenosti
nad plamenem sbird castice naboje aplikaci napéti mezi Spickou trysky a kolektorovou
elektrodou [137]. Potencial musi byt dostate¢né velky, aby se zajistilo Gplné shromazdéni
nabitych Castic a tvorbé signalu [139]. V zavislosti na konstrukci detektoru se shromazd'uji bud’

elektrony nebo kationty [136].

Nejbéznéjsi zesilovace signalu vzniklého v detektoru jsou ty se schopnosti invertovat
proud na napéti, kde méfeny proud prochazi pies vysoky odpor [137]. Limit detekce FID
se udava podle tepelného Sumu [136]. Ten je na pozadi minimalizovan aktivnimi filtry [139].
Horni hranice rozsahu odezvy je ovlivnéna piedevS§im velikosti plamene, piedpétim

na kolektorové elektrodé a geometrii detektoru [136].

1.9.2 Detektor elektronového zachytu

Principem ECD je pruchod -elektrického proudu skrz vzorek plynu, ktery
je analyzovan [136]. Plyn se vzorkem prochazi ioniza¢ni komorou, kde je vystaven slabému
proudéni elektrontl, generovanych radioaktivnim zaficem, a ty vytvareji ionty v analyzovaném
plynu s analytem [140]. Pokud je v plynu pfitomna latka s vysokou afinitou k elektrontim,
absorbuje elektrony z ionizovaného plynu, coz vede ke snizeni proudu elektronli
v detektoru [137]. Toto snizeni proudu je pak detekovano a interpretovano jako piitomnost
analytu [136].

ECD je velmi citlivy na latky s vysokou afinitou k elektrontim, jako jsou halogenované
slouceniny a nékteré dusikaté latky [135]. Jeho vysoka citlivost a selektivita ho ¢ini vhodnym
pro analyzu stopovych mnozstvi v plynnych vzorcich [140]. V kombinaci GC-ECD se celé
zafizeni pro analyzu sklada z nekolika klicovych ¢asti [140]. Na zacatku analyzy je ionizacni
komora, kde dochazi k ionizaci analyzované¢ho plynu [135]. Tato komora obvykle obsahuje

trubici nebo komoru napInénou inertnim plynem, jako je argon, a je vybavena radioaktivnimi
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pohybuje do analytické komory, kde se nachazeji elektrody, které méti proud elektrond
prochazejici komorou [136]. Signal z detektoru je pak zpracovavan za pouziti zesilovace, filtry
a analogové-digitalnimi pfevodniky a vysledna odezva signalu je zobrazena po zpracovani
pomoci softwaru kompatibilniho se zatizenim [136]. Struéné schéma ECD je znazornéno

na Obrazku 16 [141].
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Obrazek 16: Schéma instrumentace detektoru elektronového zachytu [141]

1.9.3 Hmotnostni detektor

MS je detek¢ni metoda, ktera urCuje hmotnost atomd, iontl ¢i izotopové sloZeni Castic
a struktur jednotlivych molekul [142]. Detektor funguje na principu vypoctu poméru hmotnosti
a naboje [143]. Béhem analyzy vzorku dochazi v detektoru k jeho ionizaci a tvorbé nabitych

molekul ¢i fragmentt [142].

Na zacatku analyzy je vzorek umistén do piistroje k odpatfeni [143]. Diky tomuto kroku
se vzorek rozlozi na jednotlivé slozky a uvolni je do plynné faze [137]. Vznikly plyn, ve kterém
jsou pritomny analyty, se nasledné¢ ionizuje [134]. Postupem ionizace vzorku je dopad

elektronového paprsku na analyzovanou molekulu, coz ma za nasledek vytvoteni iontl [143].
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Nasledné dochazi k urychleni vytvofenych iontli nasledované jejich vstupem do detektoru,
kde jsou oddéleny podle poméru hmotnosti k naboji v elektromagnetickém poli [142]. Poté,
co jsou jednotlivé ionty detekovany kvantitativni metodou, ktera méfi intenzitu signalu
zalozeného na mnozZstvi iontu, je kazdy iont zpracovan MS a software poskytuje informace

0 hmotnosti nabité ¢astice [142].

MS detektory se skladaji ze tii moduld [144]. Prvni modul je zdroj nabitych iontu, ktery
umoznuje prevést molekuly plynu na ionty [143]. Druhym modulem je hmotnostni analyzator,
kde dochazi ke tfidéni ionta podle jejich hmotnosti pomoci elektromagnetického pole [144].
Tfetim modulem je detektor schopny meéfit hodnotu mnozstvi, a tak poskytuje data
pro vypocet Cetnosti kazdého iontu v realném Case [144]. Stru¢né schéma MS je znazornéno

na Obrazku 17 [145].
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Obrazek 17 Schéma instrumentace hmotnostni spektrometrie [145]

Technika MS ma jak kvalitativni, tak kvantitativni vyuziti [142]. Mezi jeji aplikace patii
identifikace neznamych latek, urovani izotopového sloZeni prvki v molekule a stanoveni
struktury slouceniny z fragmentace analytu [144]. Dalsi pouziti zahrnuji kvantitativni stanoveni
slozek ve smésich nebo studium chemie iontii v plynné fazi [134]. MS je nyni rutinné pouzivana
v analytickych laboratofich, které studuji fyzikalni, chemické nebo biologické vlastnosti

chemickych sloucenin [142].
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Jedna z modernich variant MS je matrici asistovana laserova desorpce/ionizace
(MALDI) [146]. Jedna se o techniku MS ionizace, ktera se pouzivana v analyze biomolekul,
jako jsou proteiny, peptidy, oligonukleotidy a sacharidy [147]. MALDI je zalozen na pouziti
matrice, ktera pomaha ionizovat vzorek a umoznuje jeho analyzovani [146]. Princip pfipravy
vzorku pro analyzu spoc¢iva ve smichani vzorku s matrici, ktera snadno ionizuje laserovym
zatenim [147]. Takto pfipravena smés je aplikovana na pevny podklad a nechava se zaschnout.

Poté je povrch vzorku vystavovan kratkym pulzim laserového zafeni [147].

Laserové zafeni produkované MALDI indukuje desorpci a ionizaci molekul
ve vzorku [146]. Matrice absorbuje energii laserového paprsku a piedava ji vzorku,
coz zpusobuje odpafeni vzorku ve form¢ iontl [147]. To umoziuje uvolnéni iontd
bez vyznamné fragmentace molekul [147]. Vytvoiené ionty jsou nasledné urychleny
elektrickym polem a vstupuji do MS, kde jsou oddé€leny podle jejich hmotnosti a naboje,
coz umoznuje jejich identifikaci a kvantifikaci [146]. Detekované ionty pak tvofi hmotnostni

spektrum, které poskytuje informace o hmotnosti a hojnosti ionti ve vzorku [146].

Interpretace hmotnostnich spekter umoznuje identifikaci chemickych sloucenin, jejich
slozeni a strukturu [144]. Prvnim krokem je identifikace iontt ve spektru, které zahrnuje
rozpoznani zékladnich iontl a jejich fragmentd vznikajici béhem procesu ionizace [148].
Nasledné jsou hmotnosti identifikovanych iontd ur¢eny z polohy piku na hmotnostni
ose spektra a tyto hmotnosti se obvykle porovnavaji s teoretickymi hmotnostmi znamych
sloucenin pomoci databazi hmotnostnich spekter [148]. Na zakladé znalosti hmotnosti
a fragmentace iontll je mozné odvodit strukturu analyzovanych sloucenin [144]. V nékterych
ptipadech miZe byt také uZitecné porovnat ziskand spektra s referen¢nimi spektry zndmych

slou¢enin pro potvrzeni identifikace nebo zjisténi podobnosti mezi vzorky [148].
1.10 Zpisoby extrakce 4-chlorfenolu ze vzorku

Extrakce 4-CP je proces, ktery se pouziva k separaci z riznych materialti, ve kterych
se hledana molekula nachazi [149]. Proces extrakce je dulezity nejen kvili odstranéni této latky
Z odpadnich vod, ale také kvili prevenci environmentalni kontaminace a zdravotnich
rizik [150]. Existuje nékolik metod extrakce 4-CP, z nichz kazda ma své vyhody,

ale i omezeni [149]. Jedna z béznych metod je pomoci organickych rozpoustédel, jako
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je napiiklad hexan [151]. Vyuziva se rozdilné rozpustnosti 4-CP ve vodé a v organickém

rozpoustédle [151].

Dalsi moznosti je extrakce pomoci pevnych adsorbenttl, které jsou schopny selektivné
vazat extrahovanou molekulu [149]. Tento postup se ¢asto pouziva v piipadech, kdy je potieba
latku odstranit z velkého objemu vody [151]. Je dilezité brat v ivahu i environmentalni dopady
samotného procesu extrakce na absorbenty [150]. Efektivni odstrafiovani odpadt a pouziti
ekologicky Setrnych metod jsou dulezité pro minimalizaci negativniho dopadu na Zzivotni

prostiedi [150].

1.10.1 Mikroextrakce kapalina-kapalina

Mikroextrakce kapalina-kapalina je miniaturizovana technika piedupravy vzorku, ktera
vyuziva velmi malé objemy extrak¢niho rozpoustédla [152]. Jednoduchost provozu, rychlost,
maly objem vzorku a nizka cena jsou n€které vyhody extrakéni metody [152]. AvSak kapalna

extrakce se potyka s problémy, jako je vybér rozpoustédla [153].

Vybér extrakéniho rozpoustédla by mél byt zalozen na ekologickych principech,
aby se zvysila ekologicka odbouratelnost [150]. Typickymi piiklady rozpoustédel s témito
vlastnostmi jsou hluboka eutekticka rozpoustédla [150]. Ta vykazuji vlastnosti podobné
iontovym kapalinam a zahrnuji nehotlavost, nizky tlak par, nizkou toxicitu, mozZnost recyklace,
vysokou chemickou a tepelnou stabilitu a také schopnost rozpoustét Sirokou Skalu

vvvvv

pro mikroextrakci hexan nebo acetonitril [154].

Pti extrakci pomoci rozpoustédla z vodného roztoku obsahujiciho chlorfenoly se obé
slozky smichaji pfi teploté 25 °C a nechaji stat 1 hodinu [150]. Takto piipravena smes
se centrifuguje po dobu 15 minut pro oddé€leni fazi [150]. Vzorky jsou vytvofeny z faze
obsahujici chlorfenoly [152]. Taje odsata pomoci jehlové stiikacky a koncentrace

stanovovanych molekul je zachycena chromatograficky s vybérem vhodného detektoru [153].

1.10.2 Mikroextrakce na tuhou fazi

Mikroextrakce na tuhou fazi (SPME) je oblibena pro svoji jednoduchost a nenaroc¢nost
na mnoZstvi vzorku [155]. Uéinnost extrakce je dana nékolika faktory, mezi které patii vybér

vlakna z pevného fazového materialu [156]. Takové vladkno muize byt pokryto riznymi
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sorbenty, jako jsou polymery, nebo kovové slouceniny [155]. Materialy vybirame podle

charakteru analyzované latky [156].

Metoda ma nékolik zptisobt provedeni [155]. Pti imerzni formé& postupu se vlakno
ponoii pfimo do vzorku [156]. Postup je popsan na Obrazku 18 [157]. U metody extrakce
kapalina-plyn (v angl. headspace) se vlakno umisti nad povrch vzorku a analyt difunduje
ze vzorku do plynné faze, kde se zachyti na povrchu vlakna [155]. Po absorpci na vlakno
se analyt musi desorbovat [156]. To se provadi pomoci chromatografického systému, kde jsou
z vlakna desorbované analyty nasledné analyzovany [156]. Velkou vyhodou této extrakcni
metody je ta, Ze nepotiebuje nijak vyznamnou tapravu vzorku [155].

A : Analyt T
® : Matrix

Obrazek 18: Imerzni metoda mikroextrakce na tuhou fazi [157]

Pfi analyze chlorfenolti byly sledovany teploty mezi 50 °C az 90 °C [158]. Teplotni
rozmezi je vybirano na zaklad¢ znalosti 0 vlastnostech analytu a adsorbentu tuhé faze [156].
Nizsi teplota podporuje sorpci zkoumané molekuly na vldkno a vyssi teplota ji desorbuje
z vlakna [156]. Pro monochlorfenoly, mezi které patii i 4-CP, je optimalni teplota mezi 60 °C
a 70 °C [158]. U polychlorovanych fenold je to mezi 70 °C a 80 °C [158]. Je to dano nizsi
t€kavosti vice chlorovanych fenolu [156]. K tomu, aby ptechazeli do plynné faze, je zapotiebi

vyssich teplot [158].

1.10.3 Extrakce kapalina-plyn

Extrakce headspace se pouziva pro analyzu plyn nebo tékavych latek obsazenych
v pevnych nebo kapalnych vzorcich [159]. Jedna se o snadno proveditelnou a obvykle
automatizovanou metodu [160]. K analyze se pouzivaji latky nachézejici se nad kapalinou

ve vzdusném prostoru nad vzorkem [160].
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Piiprava vzorku spociva vtom, ze se analyzovana kapalina uzavie v hermeticky
utésnéné zkumavce [159]. Nasledné se zahieje na potiebnou teplotu, pii které se stanovovana
latka zac¢ne vypafovat a za¢ne se hromadit nahofe v uzaviené nadobé, kde ji zachytime [159].
Zachycena molekula je bud’ jiz v systému pfivedena K analyze, v ramci automatického
analyzatoru, nebo ji odebereme a manualn¢ pfevedeme vhodnym zptisobem [160]. Cely systém
analyzy probiha vétsinou pomoci GC nebo LC spojené s detektorem [160]. Zptisob davkovani
do LC nebo HPLC pomoci 6-cestného ventilu je popsano na Obrazku 19 [161]. Headspace
extrakce je uziteCnd pro analyzu latek, které jsou termicky nestabilni, nebo nereaguji
s rozpoustédlem. S touto metodou se proto muzeme setkat hlavné ve farmacii nebo

potravinafrstvi. [159]

NABIRANI VZORKU PLNENI SMYCKY

6 cestny ventil

Nosny plyn  Tlakova
lahev s plynem

Obrazek 19: Aplikace vzorku pomoci 6-cestného ventilu [161]

Extrakce headspace se pouziva i pro stanoveni alkoholu v krvi diky specifickym
vlastnostem ethanolu [162]. Jedno z moznych provedeni extrakce je zavieni vzorku
do uzavieného prostoru, kde proudi inertni plyn [163]. Takovym plynem muze byt vodik nebo
helium [162]. Tento proces umoznuje tékavym latkam ve vzorku ptechazet z kapalné faze

do plynné a voln¢€ pokracovat k analyze na GC popiipadé LC [162].
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2 EXPERIMENTALNI CAST

Cilem této prace bylo najit optimdlni podminky pro pfipravu a analyzu 4-CP
v dichlormethanovych extraktech metodou GC-FID. Analyze byly podrobeny neznamé vzorky
ziskané¢ z odpadnich vod, na kterych bylo provadéno katalytické odbourani 4-CP.
Halogenované fenoly, jenz se do Zivotniho prostiedi dostavaji lidskou primyslovou aktivitou,
se ukazaly jako slou¢eniny s negativnim vlivem na zivé organismy. Za ti¢elem prevence dopadu

na ekosystém je snaha najit efektivni zptsob jejich detekce a odstranovani.
2.1 Chemikalie a pristrojové pomiicky

a) Nepolarni rozpoustédla
e Acetonitril, p.a. ((PENTA, Ing. Petr Svec, Praha, CR)
o Baleni 1000 ml, obsah 50-54 %, hustota 786 kg/m?, M = 41,05 g/mol
e Dichlormethan, p.a., nestabilizovany (PENTA, Ing. Petr Svec, Praha, CR)
o Baleni 1000 ml, obsah 100 %, hustota 1330 kg/m?3, M = 84,93 g/mol
e n-hexan, p.a. (PENTA, Ing. Petr Svec, Praha, CR)
o Baleni 1000 ml, obsah 100%, hustota 661 kg/m*, M = 86,18 g/mol
b) Standardy:
e 3-chlorfenol, ¢isty(Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
o Baleni 250 g, obsah 65-69 %, hustota 1270 kg/m?, M = 128.56 g/mol
e 4-chlorfenol, ¢isty (Sigma Aldrich, Steinheim, Némecko)
o Baleni 5 g, obsah 100 %, hustota 1310 kg/m3, M = 128.56 g/mol
¢) Chemikalie pro derivatizaci:
e Acetanhydrid ( PENTA, Ing. Petr Svec, Praha, CR)
o Baleni 1000 ml, obsah 80-85 %, hustota 1080 kg/m*, M = 102,09 g/mol
e Uhligitan draselny ( PENTA, Ing. Petr Svec, Praha, CR)
o Baleni 100 g, obsah 70-75 %, hustota 2410 kg/m?, M = 138,21 g/mol
e BSTFA (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim, Némecko)
o Baleni 5,16 ml, obsah 100 %, hustota 969 kg/m?, M = 257,40 g/mol
e TMS (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim, Némecko)
o Baleni 100 ml, obsah 35-39 %, hustota 648 kg/m*, M = 88.22 g/mol
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d) Susidlo:

e Siran Zeleznaty, bezvody (Lach-Ner, s.r.o., Neratovice, CR)
o Baleni 500 g, obsah 100 %, hustota 2840 kg/m?, M = 151,908 g/mol

e) Stlacené plyny

e Helium: He 5.0, UN 1046, (Linde Gas a.s., Praha, CR)
e Vzduch: Oz 20 %, N2 80 %, UN 1956 (Linde Gas a.s., Praha, CR)

e Dusik: N2 4.0, UN 1066, (Linde Gas a.s., Praha, CR)
e Vodik: H2 5.0, UN 1049, (Linde Gas a.s., Praha, CR)

Tabulka 2: Struktura organickych rozpoustédel a derivatizacnich ¢inidel

Nazev chemikalie Struktura Nazev chemikalie Struktura
)
n-hexan H, C\/\/\CH Acetanhydrid |
’ /C\
H,C H
9 !
Dichlormethan c Acetonitril \C =N
N - =
c” :H H™ |
H N
o]
4-chlorfenol 3-chlorfenol
HO HO Cl
CHs
s CHs 13 CH
T™MS _SiucH BSTFA (e Ly
HsC™ ) 3 HyC-Si—N~ “O-Si—CHjy
CHs; CHj CHa

Pouzité pomicky:

e Automatické pipety (Eppendorf, Hamburk, Némecko)

e Centrifuga MPW-340 (Mechanyka Precyzna, VarSava, Polsko)

e Dalici baiika (SIMAX, Sazava, Ceska republika)
e Kadinky s objemy do 150 ml (SIMAX, Sézava, Ceska republika)
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e GC systém 7890A (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)

e Chromatografické krimpovaci vialky s hlinikovymi uzavéry (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA)

e Inserty do chromatografickych vialek (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)

e Krimpovaci klesté (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)

¢ Kolona HP-5 (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)

e Mikrozkumavky (Eppendorf, Leipzig, Némecko)

e Odmérné banky o objemech 50 ml, 100 ml, 250 ml a 500 ml (SIMAX, Sazava, Ceska
republika)

e Plastové $picky na automatické pipety (Eppendorf, Leipzig, Némecko)

e Termoblok s odpafovacim zafizenim Pierce Reacti-Therm 18821 (Thermo Scientific,
Asheville, NC, USA)

e Zkumavky PYREX (Barloworld Scientific Group Limited, Stone, Velka Britanie)

e Sklenéné zkumavky (Sartorius, Usti nad Labem, Ceska republika)

e Vortex Relax Top (Heidolph, Schwabach, Némecko)

2.1.1 Pouzité komponenty plynové chromatografie

Pouzita kolona HP-5 (30 m x 0,32 mm x 0,25 pum) od americké firmy Agilent
Technologies je naplnéna (5%-fenyl)-methylpolysiloxanem, coz ji dodava nepolarni vlastnosti
pro univerzalni pouziti a Sirokou $kalu aplikaci. Jeji vyhodou je dle dodavatele vysoky teplotni

limit az 350 °C. Béhem analyzy je mozné kolonu proplachovat rozpoustédlem.

Pouzitym detektorem byl FID, ktery ma svoji vyhodu v univerzalnosti a snadném
pouziti. Detektor reaguje prakticky na jakoukoli organickou slou€eninu a generuje maly nebo
zadny signal pro bézné nosné plyny. Maximalni provozni teplota béhem analyzy je 450 °C.

Jedna se o rychly a velmi citlivy detektor GC systému.
2.2 Priprava kalibra¢ni rady, derivatizace a tepelné programy

Prvnim krokem bylo pfipravit kalibra¢ni fadu o koncentracich 0,25; 0,5; 1; 2; 3; 5; 8;
10; 15 a 20 pg/l. Rozhodlo se o nizkych koncentracich standardl kvili pfedpokladu nizkych
koncentraci neznamych vzorkd. Pro tento ucel byl pfipraven roztok standardu 4-CP

0 koncentraci 500 mg/l ve 100 ml odbérné bance navazenim 0,05 g na analytickych vahach
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a doplnénym dichlormethanem. Z tohoto roztoku bylo ptevedeno 500 pul do 500 ml odbérné

baiiky, aby vznikl roztok o koncentraci 500 pg/l. DalSim krokem fedici fady bylo pfipravit

50 ml roztoku o koncentraci 20 pg/l v odmérné baice pievedenim 2 ml 4-CP o koncentraci

500 nug/l. Cela fedici fada standardu 4-CP byla rozpusténa v dichlormethanu. Posledni fedéni

bylo pouzito jako vychozi pro vytvoreni kalibra¢ni fady. Poméry dichlormethanu a roztoku

4-CP jsou popsany Vv Tabulce 3. Celkovy objem jednoho pfiipraveného roztoku standardu

kalibraéni fady byl 3 ml.

Tabulka 3: Pipetované objemy dichlormethanu a roztoku 4-chlorfenolu o koncentraci 20 pg/l
pro vytvoreni bodu kalibra¢ni fady o objemech 3 ml

Vysledna Objem Objem roztoku 4-CP
koncentrace [ ng/l] dichlormethanu [pul] (20 pg/l) [ wl]
0,25 2962 38
0,5 2925 75
1 2850 150
2 2700 300
3 2550 450
5 2250 750
8 1800 1200
10 1500 1500
15 750 2250
20 0 3000

Pro méteni kalibra¢ni fady nederivatizovanych standardd se 300 ul jednotlivych roztoka

4-CP ptevedlo do vialek s vlozenym inzertem. Vialky se uzaviely pomoci krimpovacich klesti

a patficné popsaly ¢islem v kalibracni fad¢, koncentraci a datem vytvoreni. Takto pfipravena

kalibra¢ni fada byla prométena pomoci GC-FID.
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Tepelny program nederivatizovanych vzorki:
Nosny plyn: He 1 ml/minutu
Nasttik vzorku: 1 pl Splitless Mode
Teplota injektoru: 250 °C
Teplota detektoru: 250 °C

50 °C (1 minuta) — 15 °C/minuta — 300 °C (3 minuty) Doba analyzy 29 minut
Cas detekovani 4-CP v 26,5 minuté pii teploté 280 °C

Analyzu bylo poté mozno zkratit.

260 °C (1 minuta) — 5 °C/minuta — 280 °C (12 minuty) Doba analyzy 21 minut
Cas detekovani 4-CP v 17,3 minutg

Nevyhodou nederivatizovanych vzorkti byla mala citlivost pouzivané metody.
Po analyze celé kalibracni fady se jevily vSechny piky stejné a nesouvisejici se zvySujici

se koncentraci standardii. Proto byla pouzita v dalSich analyzéach uprava 4-CP derivatizaci.

2.2.1 Uprava vzorku 4-chlorfenolu acetylaci

Pro provedeni derivatizace acetylaci standardu 4-CP byl namichan roztok bezvodého
uhli¢itanu draselného o koncentraci 1 mol/l. Tento roztok se pouzival pro Upravu pH reakéni
smé&si. Pfiprava roztoku uhli¢itanu draselného 0 objemu 100 ml spocivala v navazeni 13,8344 g

a doplnénim odmérné banky demineralizovanou vodou.

Samotny postup derivatizace spocival v ptiprave reakéni smési roztoku napipetovanim
4-CP rozpusténého v dichlormethanu (2 ml), uhli¢itanu draselného o koncentraci 1 mol/Il
(5 ml), anhydridu (1 ml) a demineralizované vody (50 ml) do dé€lici bainky. Acetylace probihala
tedy v zasaditém vodném prostiedi, kde mohl acetanhydrid 1épe hydrolyzovat, a tim i reagovat
s hydroxylovou skupinou na benzenovém jadie 4-CP. Reakéni smés byla protiepavana v délici
bance 5 minut, aby Iépe reagovala a nasledné byla 5 minut ponechana v klidu. Nasledovalo
pfidani hexanu 0 objemu 5 ml jako extrak¢niho ¢inidla. Nasledné byla smés protiepavana
5 minut. Nepolarni ¢ast byla posléze odd€lena od vodné ¢asti a vysusena bezvodym siranem

zeleznatym. Zhotoveny vzorek standardu byl preveden do vialky a proméien pomoci GC-FID.
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Naslednou miniaturizaci bylo mozné zrychlit pfipravu celé kalibra¢ni fady. VSechny
pouzivané objemy bylo mozno zmenSit na c¢tvrtinu a vzorky se mohly zpracovavat
ve sklenénych uzaviratelnych zkumavkach. Pro lepsi oddé€leni fazi bylo vyuzito centrifugy,
kde reak¢ni smés stravila 5 minut s relativni centrifugacni silou (RCF) 5000. Po odd¢leni fazi
bylo mozno oddé¢lit nepolarni ¢ast automatickou pipetou a pievést do vialky s inzertem. Vialka

byla uzaviena, popsana a predlozena k analyze S ptislusnym tepelnym programem na GC-FID.

Vysledek zhotoveni derivatizace acetylaci 4-CP byl nevyhovujici, z divodu reakce
ve vodném prostiedi. Derivatizace by musela probihat v bezvodém prostiedi za pfitomnosti
¢inidla schopného ptijmout vodikovy proton. Po proméfeni vSech bodu kalibra¢ni fady byly

vSechny piky stejné a metodu derivatizace jsme tudiz vyhodnotili jako neti¢innou.
Tepelny program derivatizovanych vzorkii acetylaci ve vodném prostiedi:
Nosny plyn: He 1 ml/minutu
Nastiik vzorku: 1 ul Split mode (1:5)
Teplota injektoru: 250 °C
Teplota detektoru: 280 °C
120 °C (1 minuta) — 20 °C/minuta — 300 °C (3 minuty) Doba analyzy 24 minut
Cas detekovéni 4-CP ve 19,3 minuté

Analyzu bylo poté mozno zkratit. Tento program se nasledné ukézal ¢inny na vSechny typy

vzorkd.
160 °C (2 minut) — 15 °C/minuta — 300 °C (10 minuty) Doba analyzy 20,3 minuty

Cas detekovani 4-CP ve 17,5 minuté

2.2.2 Uprava vzorku 4-chlorfenolu silylaci

Pro derivatizaci byly pouzity molekuly TMS nebo BSTFA, které specificky reaguji
s hydroxylovou skupinou na molekule 4-CP. Proto bylo velmi dilezité, aby reakce probihala
V bezvodém prostiedi a nevznikaly tak vedlej$i produkty, zaroven bylo dilezité stari
derivatiza¢niho ¢inidla pro optimalni prabéh reakce.

Do zkumavky bylo napipetovano 50 pl standardniho roztoku 4-CP 0 znamé koncentraci

nebo neznamého vzorku o stejném objemu. Zkoumany objem byl odpaten proudem dusiku.
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Po odpafeni roztoku bylo piidano 20 pl acetonitrilu a 50 pul TMS nebo BSTFA. Takto
ptipravena reakéni smés 2 hodiny reagovala pii 60 °C. Po uplynuti reak¢éniho ¢asu bylo
do zkumavky napipetovano 100 ul hexanu. Piipravené vzorky bylo mozné pievést pomoci

pipety do vialek. Vialky byly pfislusné popsany a piedlozeny k analyze na GC-FID.
Tepelny program derivatizovanych vzorki silylaci:
Nosny plyn: He 1 ml/minutu
Nastiik vzorku: 0,5 ul Split mode (1:5)
Teplota injektoru: 280 °C
Teplota detektoru: 300 °C
160 °C (2 minuta) — 15 °C/minuta — 300 °C (10 minuty) Doba analyzy 21,3 minut
Cas detekovéni 4-CP v 17,5 minuté
Analyzu bylo poté mozno zkratit.
300 °C (12 minut) — 20 °C/minuta — 320 °C (2 minuty) Doba analyzy 17,5 minuty

Cas detekovani 4-CP ve 14,5 minuté
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3 VYSLEDKY

4-CP spolu s ostatnimi chlorfenoly jsou béznymi kontaminanty zivotniho prostiedi.
Pokud je jim vystaven ¢lovék muze dochazet k hormondlné¢ podminénym onemocnénim.
Jako zpusob jejich detekce se ukazaly u¢inné chromatografické metody v kombinaci

s vhodnym vybérem kolony a detektoru.

V této praci byl pouzit GC systém spolecné s kolonou HP-5 a FID. Metoda byla
porovnana pomoci literatury s ostatnimi zptisoby analyzy. GC-FID je po vétSinou pouzivana
jako orienta¢ni metoda k metodé GC-MS a pro samostatnou analyzu chlorfenol je pak etn&ji
vyuzivana metoda GC-ECD. Vyhodu FID je univerzalnost, nizky Sum pozadi a cena.
Mikrokolona HP-5 je plnéna (5%-fenyl)-methylpolysiloxanem, ktery ji dodava nepolarni
vlastnosti a schopnost interagovat s analytem na zakladé jeho vlastnosti. GC-FID ma potencial
byt levnou, rychlou a pfesnou metodou. Ztéchto diavodi probéhla jeji optimalizace

pro analyzu 4-CP.
3.1 Optimalizace analyzy nederivatizovanych standardu 4-chlorfenolu

Nederivatizované vzorky standardi byly pfipravovany podle Tabulky 3. Z takto
pfipravenych roztoku standardt byla pro prvni méfeni vybrana koncentrace standardu 4-CP
20 pg/l o ptipraveném objemu 3 ml, ze kterého bylo ptevedeno 300 pul do vialek s inzerty, které
byly ptedloZeny k analyze na GC-FID. Vysledny pik je zobrazen na Obrazku 20. Z prvotnich
vysledkll méfeni samostatného standardu bylo usuzovano, ze analyt bude mozno detekovat
4-CP 1 bez jakékoliv Upravy. Proto byla vytvorena kalibracni fada o 10 vzrlstajicich
koncentraci. PO proméfeni kalibra¢ni fady a prezkoumani vysledkd analyzy bylo zjisténo,
ze nederivatizované standardy nejsou vhodné pro analyzu 4-CP. Zavislost plochy pika
na koncentraci nederivatizovanych standardi je znazornéna na Grafu 1. Graf zobrazuje
nevyhovujici vysledky méfeni kalibracni fady 4-CP, kde hodnoty neodpovidaji pfipravenym
koncentracim. Pro ovéfeni spravnosti byla celd kalibrace jest€¢ jednou prométfena. Opétovna
analyza ukazala stejné vysledky a bylo rozhodnuto o pouziti postupt derivatizace vzorka 4-CP

nalezenych v literatufe.
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Obrazek 20: Pik nederivatizovaného standardu 4-chlorfenolu (20 pg/1). Detekce tm 280 °C
a tr 26,2 minuty.
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Graf 1: Zavislost koncentra¢nich bodt nederivatizovanych standardt 4-chlorfenolu.
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3.2 Optimalizace analyzy a derivatizace 4-chlorfenolu acetylaci

Prvni volbou byla derivatizace acetylaci. Postup nalezeny v literatute sliboval hydrolyzu
acetanhydridu a jeho naslednou reakci s hydroxylovou skupinou ve struktufe 4-CP. Opét
se vyuzilo standardu 4-CP o koncentraci 20 ug/l. Problém nalezného postupu derivatizace
standardd byla ¢asova naro¢nost piipravy pred analyzou. Proto byla po nékolika pokusech
zavedena miniaturizace, a tim zmenS$eni pouzitych objemu ¢inidel na ¢tvrtinu. Objem reak¢ni
smési byl pipetovan do uzaviratelnych sklenénych zkumavek. To umoznilo posléze vice bodt
kalibra¢ni fady najednou. Piivodni postup vyzadoval 25 minut na derivatizaci jednoho vzorku
standardu. Diky zmenSeni objemu bylo také mozné pouzit pro lepsi oddéleni vodné faze
od nepolarni centrifugu. Vysledky analyzy dvou zpusobd derivatizace jedné koncentrace
standardu 4-CP v malém i velkém objemu ¢inidel byly stejné. To vedlo k zavéru vyhovujicimu

postupu miniaturizace i derivatizace.

Pro analyzu acetylovanych derivati 4-CP bylo vyuzito GC s detektorem FID.
Po derivatizaci byly vidény ostré a vyssi piky, jelikoz vysledky méfeni jednoho standardu
ukazovaly velkou odezvu v podobé ostrych i vySSich pikd, nez bylo naméfeno
U nederivatizovanych standardii. Pfiurcovani vhodného teplotniho programu byly zprvu
acetylované standardy méfeny v tepelném gradientu. Z literatury bylo jisté, Ze bude zapotiebi
vyssich teplot. Pro detekci bylo nakonec vyuzito vyssi teploty 300 °C.

Pro ptipravu kalibra¢ni fady koncentraci 4-CP bylo vyuzito zmensenych objemd.
Namétené vysledky vypovédély, oproti informacim z literatury, ze tendence pikti neodpovidala
zvétSujici se koncentraci, nybrz zistaly stejné, coz vedlo k zavéru, ze derivatizace acetylaci
je pro stanoveni 4-CP nevhodna. Diivodem nepodatené acetylace bylo pravdépodobné pouziti
vodného prostiedi pro derivatiza¢ni reakci. Acetanhydrid nemtize reagovat s hydroxylovou
skupinou na 4-CP v demineralizované vod¢. Derivatiza¢ni reakci by bylo nutno provadét
V nepolarnim prostiedi za pritomnosti ¢inidla schopného pfijmout vodikovy proton. Z tohoto
dtvodu byl zvolen jiny zptsob derivatizace molekuly 4-CP. S pomoci lieratury byly vybrany

pro dalsi optimalizaci silyla¢ni ¢inidla.
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3.3 Optimalizace analyzy a derivatizace 4-chlorfenolu silylaci

K dal$imu pokusu 0 derivatizaci 4-CP byla zvolena silyla¢ni ¢inidla, ktera maji ve své
struktufe alespon jeden atom kiemiku. V literatuie se jednalo o jednu z nejpouzivanéjsich
metod ptipravy vzorkl pied analyzou. Pro derivatizacni reakci byla vybrana konkrétné silylac¢ni
¢inidla TMS a BSTFA. Podle vysledka Vv literatufe mély ¢inidla pro reakci na hydroxylové
skupiné v bezvodém prostiedi optimalni podminky.

Prvni pokus o vytvoreni silylderivatu 4-CP probéhl za ptritomnosti molekuly TMS.
Derivatiza¢ni reakce probihala po inkubaci 24 hodin za pfitomnosti 10 pl dusikem vysuseného
standardu 4-CP o koncentraci 20 pg/l1 spolecné s 10 ul acetonitrilu a 20 ul TMS. Po pievedeni
derivatizovaného standardu do vialek k analyze a jejich proméfeni byla ziskana, v porovnani
s piky nederivatizovaného 4-CP, lepsi odezva. Vysledek méfeni je zobrazen na Obrazku 21.
Po zopakovani celého postupu a opétovné analyze jsme ale dosihly vysledki opacnych.
To vedlo k posouzeni stafi ¢inidla. Coz vedlo K zavéru, ze pro vyssi ucinnost reakce musi byt

derivatiza¢ni ¢inidlo nové.
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Obrazek 21: Pik silylderivatu 4-chlorfenolu detekovaného tm 300 °C a tr 14,5 minuta.

Pii pouziti nového cinidla BSTFA byl zopakovan stejny postup jako u TMS.
Po inkubaci 24 hodin za pokojové teploty byla derivatizace nevyhovujici, jelikoz BSTFA

v prebytku krystalizovalo. V literatute byl nalezen postup derivatizace 4-CP timto novym
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silylaénim c¢inidlem, ktery vyzadoval krat$i dobu inkubace a piidani rozpoustédla pied
analyzou. Uprava spo¢ivala ve 2 hodinové reakéni dobé pii 60 °C anapipetovani 10 pl
standardu vysuseného proudem dusiku, 10 ul acetonitrilu a 20 Wl BSTFA do sklenéné
zkumavky. Po uplynuti 2 hodin se do reak¢ni smési piidalo 100 ul hexanu pro zvétSeni objemu.
Pfed analyzou na GC-FID byl silylderivat rozpustény v hexanu pieveden do vialek s inzerty,
které se uzaviely pomoci krimpovacich klesti a uzavéru se septem. Vysledek analyzy vedl

Kk pozitivnimu zavéru funk¢ni ptipravy vzorku standardu pied analyzou.

Aby vysledky budouci analyzy kalibra¢ni fady standarda davaly co nejlepsi odezvy,
doslo k vyzkouSeni riznych obdobnych variant postupt silylace 4-CP. Prvnim krokem bylo
najit optimalni objem pouzitého vysuSeného standardu. Podle literatury bylo rozhodnuto
0 pouzivani 50 ul BSTFA spole¢né s 20 pl acetonitrilu. Jesté pted pridanim derivatiza¢niho
¢inidla se do sklenénych zkumavek napipetovalo 5, 10, 20, 50, 80, 100, 250, 500 a 1000 pl
standardu 4-CP o koncentraci 20 pg/l, které se vysusily proudem dusiku. Po uplynulé dobé
inkubace se reakcni smés natedila 100 pl hexanu a ptredlozila ve vialkach k analyze. Nejlepsi
odezvy se dosahlo u 50 ul standardu, ktery je zobrazen v Grafu 2 ¢ervenym bodem, vysuSeného
dusikem ku 50 ul BSTFA a 20 pl acetonitrilu spole¢né se 100 pl hexanu pfidaného na konci
pfed analyzou. Tento vysledek se zaroven shodoval i s vysledky v literatufe. Vyssi objemy
standardu 4-CP nez 80 ul vykazovaly nehomogenni a nepiesné odpovédi v podobé odlisnych

velikosti ploch pik.
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Graf 2: Srovnani ploch pika silylderivatu pfi vybéru optimalniho objemu standardu.
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Rovnéz bylo provedeno srovnani materialu, ve kterém byla derivatizacni smés po dobu
2 hodin inkubovana. Pro zjednodusSeni postupu analyzy se uvazovalo o pouzivani plastovych
zkumavek Eppendorf vyrobenych z polypropylenu. Proto probéhlo porovnani odezvy
vytvoienych silylderivatii ve zkumavkach sklenénych a plastovych. Do obou typi zkumavek
bylo napipetovano 50 pl standardu o koncentraci 20 pg/l, ktery se vysusil plynnym
dusikem. Nasledné bylo pfidano 50 ul BSTFA a 20 ul acetonitrilu. Po 2 hodinach inkubace,
60 °C a s pridavkem 100 pl hexanu byla reakcni smés prevedena k analyze. Analyza ukazala,
7e derivatizovany standard ve sklenénych zkumavkach daval lepsi odezvu v podobé vétsich
pikti nez ten ve zkumavkach plastovych. Proto bylo rozhodnuto o dal$im vyuzivani pro inkubaci

zkumavek sklenénych.

Dalsi proménnd, kterd mohla kone¢ny vysledek ovlivnit, bylo rozpoustélo pridavané
na konci 2 hodinové inkubace. V literatute bylo divodem pfidani rozpoustédla zvétSeni objemu
vzorku naderivatizovaného standardu pied ptedlozenim k analyze. B&hem analyz byl
ale pozorovan vliv objemu rozpoustédla a jeho druhu na velikost piku. Celkem byla vyzkouSena
rozpoustédla dichlormethan, acetonitril a hexan v objemech 100 a 150 pl pti derivatizaci
koncentrace 4-CP 20 pg/l. Do reakéni smési bylo pouzito 50 ul BSTFA, 50 ul standardu a 20 pl
acetonitrilu. Zména nastala na konci 2 hodinové inkubace, kdy se ménil druh a objem
rozpoustédla. Podle naméfenych vysledka analyz bylo jako rozpoustédlo vybran hexan, jehoz
odezva byla lep$i nez u ostatnich rozpoustédel. U objemu rozpoustédel 150 ul pak vznikaly

vétsi ale také u vSech stejné piky. Proto se rozhodlo o optimalnim objemu hexanu 100 pl.
3.4 Méieni kalibraéni Fady 4-chlorfenolu

Ze vSech naméfenych hodnot a vysledkd vychazejicich z literatury se vytvorily
optimalni podminky pro derivatizaci standardii 4-CP kalibra¢ni fady. Do sklenéné uzaviratelné
zkumavky PYREX bylo napipetovano 50 pul vzorku standardu o znamé koncentraci kalibra¢ni
fady rozpusténého v dichlormethanu. Celkovy objem byl odpafen proudem dusiku
a do zkumavky bylo nasledn¢ ptidano 20 pl acetonitrilu a 50 ul BSTFA. Tato reak¢éni smés byla
zahtivana pii 60 °C 2 hodiny. Po uplynuti inkubace bylo do smési piidano 100 pl hexanu.
Vysledna smés bylanapipetovana do vialek sinzerty a byla prométena na GC-FID.

Po vyhodnoceni vysledkii bylo rozhodnuto vynechat z kalibra¢ni fady koncentrace 1 pg/l
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a 15 pg/l kvali Spatné rekcei na prislusné derivaty, a tudiz nesouvisejicim pikim. Kalibracni fada
derivatizovanych standardd 4-CP je znazornéna v Grafu 3.
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Graf 3: Kalibra¢ni fada derivatizovanych standarda 4-chlorfenolu

Béhem méteni linearni zavislosti kalibra¢ni fady byl kazdy bod zméien 10 krat za sebou
pro ur¢eni smérodatné odchylky. Smérodatna odchylka byla pouzita, jako statisticky ukazatel,
k vyjadieni miry variability naméfenych hodnot vzhledem k jejich praméru. Cim vyssi byla
smérodatna odchylka, tim vyssi rozptyl hodnot byl kolem priméru. Maximalni smérodatna
odchylka byla u koncentrace standardu kalibra¢ni fady 0,5 ug/l a to 1,4424 %. Pomoci Grafu 4
byla znazornéna smérodatna odchylka v ramci jednotlivych primérnych hodnot ploch piki
bodi kalibracni fady. Z grafu bylo usouzeno, Ze odchylka je nevyznamna, a tudiz variabilita
naméfenych hodnot byla nizka a blizko priméru. Coz vedlo k zavéru, Ze namétené hodnoty

jsou konzistentni a ptesné.
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Graf 4: Znazornéni smérodatné odchylky vici primérnym hodnotam ploch pika
jednotlivych koncentraci boda kalibracni fady.

Limit detekce (LOD) a limit stanovitelnosti (LOQ) jsou dilezité parametry pro urc¢eni
ucinnosti analytické metody. Z jejich hodnoty mizeme odvodit dalsi postup pii optimalizaci
metody a vylepsit vlastnosti pro analyzu. LOD urcuje nejniz§i koncentraci analytu, kterou
muzeme metodou detekovat, aniz by nam vysledky ovlivnil Sum. LOQ je nejniz$i mozna

koncentrace analytu ve vzorku, ktera dovoluje kvantitativni hodnoceni.

Vypoéitany LOD, jehoz hodnota byla 0,20 ug/l, vypovida o schopnosti metody
detekovat velmi nizké koncentrace analytu. Coz bylo vyhodnoceno jako pozitivni vlastnost
metody GC-FID. Nejnizsi koncentrace standardu kalibra¢ni fady byla 0,25 pg/l, protoze byly
ofekavany neznamé vzorky S nizkymi koncentracemi analytu. Vypocitana hodnota LOQ
0,63 pg/l udava schopnost metody nad touto hodnotou kvantifikovat 4-CP s vyssi mirou jistoty

a presnosti.
3.5 Metoda vnitiniho standardu

Jako dal$i moznosti stanoveni koncentrace standardi nebo neznamych vzorkd byla
vyzkouSena metoda vnitintho standardu. Z literatury bylo vyvozeno, ze Ize pouzit
halogenderivaty fenolu jako vnitini standard. Byl tedy vybran 3-chlorfenol kviili jeho podobné
strukture jako zkoumany 4-CP. Zvolena koncentrace byla 5 pg/l. Derivatizovany standard

3-chlorfenolu, ktery podstoupil stejny proces derivatizace, daval pii analyze témért totozny pik,
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jako derivatizovany 4-CP o koncentraci 5 ug/l. Pfi pokusu o pouziti 3-chlorfenolu jako
vnitiniho standardu byl pik nezndmého vzorku piekryt pikem vnitiniho standardu. Takovy
vysledek byl vyhodnocen jako nevhodny, a to vedlo k zavéru, ze 3-chlorefnol nelze pouzit jako

vnitini standard.
3.6 Méreni koncentraci neznamych vzorku 4-chlorfenolu

Neznamé vzorky byly zpracovany stejnym postupem jako vzorky standardu kalibra¢ni
fady o znamé koncentraci. Do sklenéné uzaviratelné zkumavky bylo napipetovano 50 pl
neznamého vzorku spolecné s 50 pl BSTFA a 20 pl acetonitrilu. Reakéni smés se posléze
nechala inkubovat po dobu 2 hodin pii 60 °C. Takto ptipravena reakéni smés byla po uplynuti
inkuba¢éni doby byla nafedéna 100 pl hexanu a pievedla do vialek s inzerty. Vialky byly
uzavieny, piislusné popsany a promeéieny v sérii za stejnych podminek jako kalibra¢ni fada.
Jednotlivé piky byly zachyceny ve 14,5 minuté pii teploté 300 °C. Velikosti piki byly
porovnany S kalibraéni fadou standardti a hodnoty ploch pika pfepocitany na koncentraci.
Jelikoz neznamé vzorky prosly odbourdnim 4-CP pomoci katalyzatort, ocekavaly se nizké

koncentrace. Vsechny vypocitané hodnoty neznamych vzorku jsou znazornény v Tabulce 4.

Tabulka 4: Vypocitané koncentrace neznamych vzorkt 4-chlorfenolu ziskanych extrakei

Z odpadnich vod.
Oznateni vzorku Vypoctitana
koncentrace [pg/1]
2706bk1 0.21
2706bk?2 0.21
2706bk3 0.21
2706bk4 1,56
2706bk5 776
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Tabulka 4: Vypocitané koncentrace neznamych vzorku 4-chlorfenolu ziskanych extrakci z

odpadnich vod.— Pokracovani

Oznaceni vzorku Vypocitana Oznaceni vzorku Vypocitana
koncentrace [pg/1] koncentrace [pug/1]
3006bk1 14,24 1206bk1 0,24
3006bk?2 6,98 1206bk?2 0,21
3006bk3 5,77 1206bk3 0,21
3006bk4 5,14 1206bk4 6,85
3006bk5 7,12 1206bk5 4,41
3006bk6 7,59 1206bk6 6,41
3006bk7 8,13 1206bk7 5,49
3006bk8 5,32 1206bk8 3,27
3006bk9 6,64 1206bk9 5,92
3006bk10 7,12 1206bk10 0,98
3006bk11 8,34 1206bk11 0,22
3006bk12 8,14 1206bk12 3,20
3006bk13 8,15 1206bk13 4,98
3006bk14 5,63 1206bk14 0,21
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4 DISKUSE

Diplomové prace méla za cil stanoveni 4-CP v odpadnich vodach. Pro analyzu jsme
pouzily dichlormethanové extrakty vod, které prosly katalytickou pieménou a odbouranim
tohoto halogenovaného fenolu. Jelikoz je 4-CP velmi toxicky je vynaklddana snaha o jeho
detekci a odbourani. Né&které prace se zamétuji na analyzu nederivatizovanych molekul.
Pro zméteni neupravené molekuly 4-CP bylo zapotiebi vice ¢asu v teplotnim programu [149].
Proto se metoda GC-FID po vétSinou pouziva jako orienta¢ni k metodé GC-MS, jako zptisob
zhodnoceni uspé&snosti derivatizace [149]. Po Gspésné derivatizaci by se pik 4-CP nemél podatit
zachytit [149]. Proto probé&hla optimalizace analyzy nederivatizovaného 4-CP. Prvni namétené
hodnoty vypovidaly, Ze standardy rozpusténé v dichlormethanu nebudou vyhovujici pro dalsi
analyzu. Po promeéteni celé kalibraéni fady standardi o vzristajici koncentraci bylo dosazeno
zavéru, ze metoda neni dostate¢né citlivd. Naméfené hodnoty neodpovidaly vzristajici

koncentraci 4-CP.

Prvni pokus o derivatizaci 4-CP byl proveden acetylaci. Pomoci literatury
byl vyzkousen postup, kde se vyuzivalo derivatizaéni Ccinidlo acetanhydrid [131].
Acetylderivaty tak vznikaly ve vodném zasaditém prostiedi [131]. PO posouzeni zavislosti
koncentra¢nich bodli bylo jisté, Ze vysledek derivatizace byl neodpovidajici zavislosti
koncentraci standardd. Proto byla snaha najit zptsob, jak acetylaci uskute¢nit. V literatufe byl
nalezen jiny postup acetylace 4-CP, ktery fungoval na jiném principu derivatizace [132]. Bylo
zjisténo Ze ve vodném prostiedi acetylderivaty nemohou vznikat [132]. Reakce acetanhydridu
s molekulou 4-CP v bezvodém prostiedi probihala za ucasti triethylaminu, jako ¢inidla
schopného piijmout vodikovy proton, a derivatiza¢ni reakce tak moha probihat na hydroxylové
skupin¢ 4-CP [132]. Na tomto zakladé bylo vybrano jiné derivatizacni ¢inidlo s podobnymi
vlastnostmi.

Silylaéni ¢inidla se ukéazala jako vhodnou variantou pro derivatizaci 4-CP. Reakce
S hydroxylovou skupinou na molekule je specifickd a nesmi byt provadéna ve vodném
prostredi [149]. Silyla¢ni ¢inidla maji také svoje vyhody v podminkach pii kterych reaguji,
jelikoz jsou schopné derivatizovat molekulou 4-CP i pii pokojové teploté [149]. Pro pokus
0 vytvoreni silylderivati byly vybrany molekuly TMS a BSTFA, podle namétenych hodnot
odezvy v literatufe [122]. VyzkouSeny prvni postup vyuzival malych objemi [162].
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Po porovnani naSich vysledkli analyz bylo rozhodnuto o pouzivani derivatiza¢niho ¢inidla
BSTFA pro vytvoreni kalibra¢ni fady [162]. Zaroven byla pozorovana zavislost plochy piku
na objemech pouzitych ¢inidel [122]. Stejné jako v literatufe byl vhodny objem derivatiza¢niho
¢inidla 50 pl, aby se dosahlo vyssi a¢innosti derivatizace [122]. Tento zvoleny objem BSTFA,
v nasem prtipadé, nejlépe reagoval za ptitomnosti 50 pl vysuseného standardu 4-CP a 20 pl
acetonitrilu béhem 2 hodinové inkubace pii 60 °C. Pouzity postup z literatury tak byl upraven
minimaln¢.

Po vytvofeni a proméfeni kalibra¢ni fady silylderivata 4-CP byl vyhodnocen postup
derivatizace jako optimalni. Na rozdil od namétenych hodnot v literatute, kde reten¢ni ¢as piku
byl 11,2 minuty, naSe méfeni ukazalo pik az ve 14,5 minuté [149]. Zaroven se piedpovidala
smérodatna odchylka do 4 % [149]. Analyza nami vytvoiené kalibra¢ni fady méla primérnou
hodnotu smérodatné odchylky 0,85 %. Dale byla ofekdvéana t¢innost metody LOD 0,03 pg/l
a LOQ 0,25 pg/l [149]. Po vypoditani hodnot limitd nami optimalizované metody byly LOD
0,20 pg/l a LOQ 0,63 pg/l. Tento rozdil v ucinnosti metody, mohl byt zpisoben odliSnou
instrumentaci, kdy vysledky v literatufe byly méfeny systémem Chrompack CP 9000 se stejnou

kolonou HP-5 [149].

Metoda GC-FID se ukéazala jako vhodnou pro stanoveni 4-CP v dichlormethanovych
extraktech odpadnich vod. AvsSak jiné metody, zvlasté pak detektory, podle literatury umi
poskytnout vys$i ucinnost a citlivost analyzy [156]. Zvlasté pak CG-MS s pfislusnym
optimalnim vybavenim poskytuje rychlejsi a presnéjsi vysledky [156].
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5 ZAVER

4-CP spole¢né s ostatnimi chlorfenoly jsou vyznamnou soucéasti pramyslu
a zeméd¢lstvi. Roky jejich pouzivani zpusobilo naakumulovani chlorfenoli v pfirodé
a znecisténi vodnich toktli, spodnich vod a plidy. To mélo za néasledek negativni ucinky
na ekosystém. Kviili snaze o ekologictéjsi pristup se dnes primysl i legislativa zaméiuje
na snahu snizit pouzivani halogenovanych fenolti a je jejich nahrazenim, K ptirodé Setrnymi

variantami.

Noveé technologie a inovace umoziiuji efektivni odstranovani 4-CP z Zivotniho
prostfedi. Zvlasté pak z odpadnich vod, které se po pouziti a procisténi vraceji zpatky
do krajiny. Béhem let se chlorované fenoly v ptirodé diky své stabilité nashromazdily a jsou
tedy pritomné vSude kolem riznych ¢innosti ¢lovéka. Jejich nebezpecnost v zivotnim prostiedi,
zvlaste pak ve vodé, spociva ve schopnosti ovliviiovat endokrinni systém ¢loveka i zvitat. Diky
tomu mohou vznikat nejriznéj$i hormonalné¢ podminéna onemocnéni, coz vede k 0 to vétsi

snaze Vv ramci prevence problém s 4-CP a strukturdm jemu podobnym vyfesit.

Nasim cilem bylo kvantifikovat 4-CP v pfipravenych neznamych vzorcich. K méfeni
jsme méli K dispozici GC systém s detektorem FID, ktery se ukazal jako vhodny pro méfeni
a stanovovani 4-CP v dichlormethanovych extraktech. Dale bylo zji$téno, Ze nevyhodou této
metody je jeji nestabilita a spousty faktord, které mohly ovlivnit priibéh analyzy a vysledky.
Nejpiesnéjsi kvantifikace 4-CP se nam podafilo dosahnout do 20 hodin od vytvofeni
derivatizovanych molekul pfi porovnavani se stejné starou kalibracni fadou. V ostatnich
piipadech byly vysledky zavadé&jici a nasledné stanoveny jako chybné. Vysledkem této prace

je tedy vytvoreni metody ke zjisténi vyskytu a koncentrace 4-CP v odpadnich vodach.
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