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Identifikdcia a stanovenie chléorovanyeh fenolov v poZivatindch
plynovou ehromatografiou

EVA KLIMENTOVA — JAN UHNAK — MARTA VENINGEROVA

Stuhrn. V préci sa riesilo stanovenie a identifikdcia pentachlérfenolu vo vode
a potravindch zivoéisneho pévodu plynovou chromatografiou s ECD priamo a po
metyldecii metyljodidom ako ndhradou za karcinogénny diazometdn. Zistili sa op-
timalne podmienky metyldcie a stanovenia pentachlérfenolu plynovou chroma
tografiou na vzorkach vody a hydinového misa. Pouzila sa koléna s ndpliiou
1,56 9% OV-17 + 1,95 9, QF-1 na Chromosorbe W. Navrhol sa postup na sta-
novenie pentachlérfenolu vo voddch. potravindch zivoéisneho pdévodu a biolo-
gickych materidloch.

Otéazka kontamindcie zivotného prostredia reziduami perzistentnych chlé-
rovanych zlaéenin je stile aktudlna. Aj ked sa pouzivanie chlérovanych in-
sekticidov v polnohospodarstve obmedzilo a v niektorych krajindch tdplne
zakézalo, predsa ich degradacné produkty este vzdy koluju v zivom prostredi
a kumuluju sa v potravinovom retazei [1]. Vzniknuté degradaéné produkty
moézu mat vicsiu toxicitu ako povodné litky. Z degradaénych produktov
chlérovanych insekticidov, najmi hexachlérbenzénu (HCB) a hexachléreyklo-
hexanu (HCH), z toxikologického hladiska s najvyznamnejsie chlérované
benzény a fenoly. S pribudajicim poctom atémov chléru sa u laboratérnych
zvierat zvysuje toxicita chlérovanych fenolov [2].

Na dokaz a stanovenie chlérovanych fenolov sa pouzivaji viaceré metédy,
napr. IC spektrometria [3], titraéné postupy [4, 5], tenkovrstvovéa chromato-
grafia, i6novo-vymennad chromatografia [6], UV spektroskopia [7, 8], rtg —
fluorescencia [9], neutrénova aktivicia [10], plynovd chromatografia, hmot-
nostné spektrometria a iné. Na identifikdciu a stanovenie rezidui degradaénych
produktov v biologickych materidloch sa vyuzivaji najméa chromatografické
metédy, predovsetkym plynova chromatografia [11—15]. Jej vyhody sa
v rychlosti, presnosti stanovenia a nizkej medzi dokdzatelnosti. ,

Analytici sa tu stretdvaju s problémom koincidencie s reziduami chlérova-
nych insekticidov a inych zli¢enin zo zivotného prostredia. Treba preto iden-
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titu skimanych zlaéenin vzdy potvrdit. Jednou z moznosti potvrdenia iden-
tity je priprava vhodnych derivitov hladanych litok a ich stanovenie. Dalsim
doévodom na pripravu derivitov mdze byt nestilost analyzovanej latky,
ktora sa pri chromatografii rozpada. V tychto pripadoch mozno dosiahnut
zvySenie prchavosti a potlacenie neziaducich vlastnosti takou chemickou deri-
vatizdciou, ktora blokuje moznost medzimolekularnych asociicii a obmedzuje
reaktivnost latky. Okrem toho mozno vhodne volenou derivatizaciou prisa-
dit molekule niektoré vlastnosti vyhodné z hladiska separicie a detekeie [16 az
22]. Zvysi sa tepelnd stabilita, detekecia sa stane citlivejsou, moze sa zlepsit
separdcia dvoch latok alebo sa umozni separacia latok, ktoré sa ako volné
nedaji oddelit. Velmi vyhodnd je derivatizicia litok s volnymi hydroxylo-
vymi alebo karboxylovymi skupinami, ktoré sa vo volnom stave tazko chro-
matografuji, pretoze sa svojimi polarnymi skupinami adsorbuji na nosici,
o sposobuje ,,chvostovanie.”” Specialne derivaty sa pouzivaji na zvySenie
citlivosti detektora. Chlérované a fluorované derivaty poskytuji vyznamni
odozvu na detektore vyuzivajicom zachytenie elektrénov (ECD) a casto
sa pouzivaji na stopoviu analyzu litok [23].

Kombinécia plynovej chromatografie s chemickou derivatizaciou chromato-
grafovanych latok predstavuje analytickG disciplinu, ktorda ma velky vy-
znam najmé v oblasti biochemickych vyskumov. Treba vsak brat do avahy,
ze derivatizdcia znamend dalsiu operdciu navyse a tym aj zdroj chyb v ana-
lytickom postupe. Treba preto dokladne poznat reakciu a vplyv rozliénych
faktorov ovplyviujtcich jej vysledok. ZvySent pozornost treba venovat
¢istote rozpustadiel a chemikalif, stabilite derivitov a rychlosti reakcie [24].

Niektoré derivaty sa pri dlhsom skladovani rozkladaja posobenim zvy-
senej teploty, vlhkosti, svetla a pod. V tychto pripadoch treba derivity
pripravovat tesne pred analyzou.

Na dosiahnutie kvantitativnej analyzy neznamej vzorky je ziadice poznat
stupenn konverzie reakcie. Vo vicsine pripadov tento stupen nepozname,
a preto predpokladame, Ze reakénd rychlost Standardnej litky je rovnaka
ako pri litke v roztoku (extrakte) obsahujicom koextrahovatelné balasty.
Musia sa zachovat rovnaké reakéné podmienky, ako si: teplota, cas reakcie,
typ katalyzatora a pod.

Pri identifikdcii pentachlérfenolu (PCF) sa najcastejsie pouzivaji mety-
laéné metddy, pricom vzhladom na stupen konverzie sa najlepsie vysledky
dosiahli diazometdnom [25]. Diazometinova metdda je vyhodnad pre jed-
noduchost pripravy metyléterov. Nevyhodou diazometinu je jeho znacnd
reaktivita a silnd karcinogenita, preto sme sa pokusili nahradit ho menej
nebezpeénym reagentom.

V predlozenej praci sme sa zamerali na optimaliziciu postupu metylacie
metyljodidom, na identifikiciu a stanovenie pentachlérfenolu plynovou
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chromatografiou s ECD priamo a po metylacii metyljodidom na prislusny
metylderivat [26]. Tato techniku sme uplatnili vo vzorkidch vodovodnej vo-
dy a hydinového mésa.

Experimentilna éast

Princip metody

Pentachldérfenol sa z okyslenych vzoriek vod extrahuje toluénom priamo
a zo vzoriek potravin zivocisneho pévodu pozmydelneni s KOH a tiprave pH.
V extraktoch sa plynovou chromatografiou stanovi pentachlérfenol, ako aj

jeho derivat pentachléranizol (PCA) po metylicii metyljodidom.

Izoldcia PCF zo vzoriek vody

Jeden liter vzorky sa okysli 0,56 M HsS04 (pH 5) a trikrat extrahuje 50,
25 a 25 ml toluénu. Spojené toluénové extrakty sa prefiltruju cez bezvody
sfran sodny a zahustia vo védkuovej rota¢nej odparke na objem 2 ml. Roztok
sa pouzije na priame stanovenie PCF plynovou chromatografiou a alikvotné

mnozstvo sa podrobi derivatizicii metyljodidom.

Izolacia PCF zo vzoriek potravin Zivoc¢isneho pévodu

Navazi sa 5 g vzorky pokrajanej na drobné kisky a refluxuje pod spatnym
chladicom s 10 ml 1 M KOH na kazdy gram vzorky 20 min. Po vychladnuti
sa do zmesi pridaju varné kamienky, 50 ml 5 M HoSO4, 500 ml destilovanej
vody a destiluje sa. Zachytdva sa 200 + 200 ml destilaitu a po tprave pH
na 5 sa kazdy podiel extrahuje trikrat 5 ml toluénu. Pre vacsiu Géinnost sa
zachyti dalsich 10 ml, pH sa upravi na 5 a extrahuje sa 5 ml toluénu. Spoje-
né toluénové extrakty sa prefiltruji cez vrstvu bezvodého siranu sodného
a zahustia vo védkuovej rotacnej odparke na objem 2 ml. Roztok sa pouzije
na priame stanovenie PCF plynovou chromatografiou a alikvotné mnozstvo
sa podrobi derivatizacii metyljodidom.

Derivatizdcia PCF na pentachléranizol metyldciou
metyljodidom
Do kénickej banky sa odpipetuje 1 ml etanolového roztoku PCF koncen-

tracie 10 pg . ml-! a rozpustadlo sa odpari. K odparku sa pridd 3—5 mg
K2CO3, 0,5 ml aceténu a 1,5 ml metyljodidu. Zmes sa vari pod spatnym
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chladitom 30 min pri 85 °C. Roztok sa vikuove zahusti do sucha a odparok
sa rozpusti v 1 ml toluénu a davkuje do plynového chromatografu. Rovnako
sa spracuju Standardné vzorky PCEF v koncentraciich 0,5, 1,0, 2,0 a 4,0 pg . ml—1
a vzniknuté produkty sa pouziji na zhotovenie kalibracnej ciary pre kvan-
titativnu analyzu. Uvedenym postupom sa metyluju aj zahustené tolué-
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nové extrakty zo vzoriek vod a potravin zivocisneho povodu.

Plynova chromatografia

Pracovali sme na plynovom chromatografe Carlo Erba, typ 452 GI za
tychto podmienok: sklenend koléna 180 x 0,3 cm, detektor $3Ni ECD, na-
patie detektora 10 V, teplota kolény 180 °C, teplota detektora 250 °C, teplota
injekéného priestoru 195 °C [1], 225 °C [2], prietok nosného plynu (dusika)
60 ml . min-1, posun registracného papiera 0,5 cm . min-!, davkovanie 1 pl.

Na rozdelenie pentachlérfenolu a jeho deriviatu sme pouzili kolény s na-
pliou: 1. 1 9%, Igepal CO 880 + 1 9%, H3POs4 + 2 9, Apiezon L na Chromo-
sorbe W (100—120 mesh); 2. 1,5 9, OV-17 + 1,95 %, QF-1 na Chromosorbe
W AW (80—100 mesh).

Vysledky a diskusia

Metylaciu chlérovanych fenolov metyljodidom, ktord sa pouziva pri me-
tylacii barbiturdtov [13] sme aplikovali na pentachlérfenol. Rovnaké mnoz-
stvo PCF (1 pg . ml-1) sme podrobili metylacii pri zvysujtcich sa teplotich
od 50 do 90 °C. Teplota sa zvySovala po 5 °C. Stupen konverzie sa pohyboval
v rozmedzi 36—72 9.

Tabulka 1. Vysledky metyldcie PCF metyljodidom

Table 1. Results of methylation of pentachlorophenol with methyl iodide

) - | '
E;%Iib"a pri mebyliatitl 50 |55 | 60 \ 65 |70 |75 |80 I 85
i ‘ |
i ' |
Konverzia(® [9] 1 36,1 | 47,2 1 55,5 ; 57,7 ’ 69,2 | 65,4 ’ 70,5 l 71,8
| | |

(1) Temperature during methylation, (2) Conversion.

Z tabulky 1 vyplyva, Ze najvyssie percento konverzie (71,8) sa dosiahne
pri 85 °C. T4to teplota bola optimalna. Pri vyssej teplote je reakcia burlivd
a dochadza k stratdm sledovanych latok. Metylicia PCF metyljodidom zo
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Obr. 2. Plynovy chromatogram vzorky vody po
metyldcii s metyljodidom na koléne s napliou:
1,56 95 OV-17 + 1,95 9%, QF-1 na Chromosorbe W
AW, 80/100 mesh; 1—PCA; ostatné — neidentifi-
kované piky.
Fig. 2. Gas chromatogram of water sample after
methylation with methyl iodide in column with the
following filling: 1.5 9, OV-17 4 1.95 9, QF-1 on
Chromosorb W AW, 80/100
mesh; 1— PCA, others —uni-
dentified peaks.
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Obr. 1. Plynovy chromatogram vzorky vody na koléne s ndplitou: 1 %, Igepal CO 880 -
41 9% HsPO4 + 2 9, Apiezon L na Chromosorbe W, 100/120 mesh; 2 — 2,4-DCF;
3 — 2,4,6-TCF; 6 — PCF; 1, 4, 5, 7 — neidentifikované piky.

Fig. 1. Gas chromatogram of water sample in column with the following filling: 1 %,
Tgepal CO 880 4 1 9, HzPO4 + 2 9, Apiezon L on Chromosorb W, 100/120 mesh; 2 —
2,4-DCF; 3 — 2,4,6-TCF; 6 — PCF; 1, 4, 5, 7 — unidentified peaks.
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Obr. 4. Plynovy chromatogram vzorky indsa po metyldcii metyljodidom

na koléne s na.plnou 1,5 9% QV 17 4 1,95 9, QF-1 na Chromosorbe W AW,
80/100 meshy; 1= PCA; ostatné — neidentifikované piky.

‘ Fig. 4. Gas chromatogram of meat sample after methylatxou with methyl

i iodide in column with the following filling: 1.5 9% OV-17 + 1.95 9, QF-1

1 on Chromosorb W AW, 80/100 mesh; 1 — PCA; others - umdentlﬁed pealu
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Obr. 3. Plynovy chromatogram vzorky miésa na koléne s napliou: 1 9, Igepal CO 880 -
+ 1 9, H3PO4 + 2 9, Apiezon L. na Chromosorbe W, 100/120 mesh; 1 — 2,4-DCF; 2 —
— 2,4,6-TCF; 3 — PCI; 4 — neidentifikovany pik.

Fig. Gas chromatogram of meat sample in column with the following filling: 1 9,

IGEPAL CO 880 - 1 9, H3PO4 + 2 9%, Apiezon L on Chromosorb W, 100/120 mesh;

1 — 2,4-DCF; 2 — 2,4,6-TCF; 3 — PCF; 4 — unidentified peaks,



standardnych roztokov PCF a zahustenych extraktov vzoriek sa preto usku-
tocnila pri 85 °C. Elucéna vina PCA je vysoka a tzka a odozva detektora 63Ni
ECD na PCA je lepsia ako na PCF v tej istej koncentracii. Metylaciou chlé-
rovanych fenolov metyljodidom mozno nahradit doteraz pouzivany reaktivny
a karcinogénny diazometan, aj ked vzhladom na stupen konverzie najlepsie
vysledky sa dosiahli diazometanom [25]. Metédu metylacie metyljodidom
sme testovali na vzorkich vodovodnej vody a hydinového mésa. Vysledky
sme vyhodnocovali podla vysky eluénych vin metédou kalibraénej &iary,
ktort sme zostrojili zo styroch bodov zodpovedajicich koncentraciam jed-
notlivych standardov  chlérovanych fenolov po metylacii metyljodidom
v rozmedzi od 0,5 do 4 pg.ml-1. Na obrazkoch 1 a 3 st chromatogramy
vzoriek vody a misa nemetylované a na obrazku 2 a 4 po metylacii metyl-
lodidom.

Metéda sa preskasala pri stanoveni PCE vo vzorkach vodovodnej vody
a hydinového masa po metylacii metyljodidom. Obsah pentachlérfenolu vo
vzorkich vodovodnej vody sa pohyboval od 0,54 do 1,84 pg.1-1. Koncen-
tracia pentachlérfenolu vo vzorkach hydinového misa bola v rozmedzi od
0,07 do 0,13 pg. gL

Pri stanovovani produktov derivatizacie sa potvrdilo, ze na rozdelenie
zmesi chlérovanych fenolov je vhodna koléna s napliou 1 9%, Igepal 4 1 9,
H3PO; - 2 9, Apiezon L na Chromosorbe W a na rozdelenie zodpovedaja-
cich anizolov je vhodna koléna s napliou 1,59, OV-17 4 1,95 9%, QF-1 na
Chromosorbe W AW, ako ju pouzili autori [26].
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Waentudukauua u oupegeseHne XJI0PUPOBAHHBIX (DEHOIOB
B NPOAYKTaXx NUTAHUA METOAOM Ia30Boil xpomarorpadum -

Peswme

B‘ pabore pemaercs npoduiema omnpepeneHus 1 MjAcHTHUKALMKM TeHTaxiaopdeHona
B BOJE M IPOAYKTAX MUTAHMS KUBOTHOIO TIPOMCXOKACHMS METOJOM Tra30oBOM XPOMATO-
rpacun ¢ ECD mpramo M [OCAC METHIMPOBaHNS METHIMOAMJIOM B KAu€CTBC 3aMEHMTENT
KapIMHOTEHHOIO AMA30MCeTaHa. Dbl OHPCACICHB! ONTUMTAIBHBIC yCI0BNSA METUIMPOBAHNSA
¥ ONpeseeHys MeHTaxIopeHosla METOJOM Ta30Boil XxpomaTorpadmn Ha 00pas3uax BOJbI
u Msca JOMAIlHEN ITuibl. VICcrnonbp30Banacsk KOJIOHHA ¢ 3anonHeHneM 1,5 % OV—17 + 1,95 %
QF—1 ma Xpomocopbe W. Bbul HPENIOMEH IPOLECC ONPEJCIEHUA IMEHTaXJI0ppeHona
B BOJIAX, IMPOAYKTAX IIMTAHNS JKMBOTHOIO IIPOMCXOXKACHMA M B OMOJOIMUYECKOM MaTe-
puailie.

Identification and determination of chlorinated phenols
in eatables by means of gas chromatography

Summary

The problems of determining and identifying pentachlorophenol in water and foods
of animal origin by gas chromatography with ECD, directly and after methylation by
methyl iodide replacing the carcinogenic diazomethane were studied. Optimal methylation
conditions and pentachlorophenol determination by gas chromatography in water and-
poultry meat samples were studied stated. The filled column of 1.5 9%, OV-17 + 1.95 9
OF-1 on Chromosorb W was used. The method of determining pentachlorophenol in wa-
ter, food of animal origin and in biologic materials wag proposed.



