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Identifikace fenolu ve vodé

1. Teoreticky tivod

Stanoveni organickych slozek v analyzovaném materidlu je ve srovnani se slozkami
anorganickymi naro¢néjsi. Cely postup zahrnuje obvykle nékolik krokl - izolace slozek,
jejich zakoncentrovani, identifikace a stanoveni (urceni jejich mnozstvi). Izolace se provadi
nejCasteji extrakei materidlu (vody, ptdy) do organického rozpoustédla nebo adsorpci na
pevném sorbentu (aktivni uhli, silikagel, oxid hlinity). Zakoncentrovani vétSinou nastava jiz
pfi samotné extrakci nebo adsorpci. Identifikace jednotlivych latek v zakoncentrovaném
vzorku se provadi  citlivymi barevnymi reakcemi. Spolehlivéjsi identifikaci a stanoveni
umoziuji instrumentalni techniky.

K identifikaci malo t€kavych organickych slouc¢enin obsahujicich citlivé detekovatelné
funkéni skupiny se pouziva tenkovrstevna chromatografie (TLC). Chromatografické metody
dovoluji déleni slozité smési latek 1 velmi podobné struktury. Principem déleni je rtiznd
velikost interakce latek pii jejich rozd€lovani mezi pohyblivou (mobilni) a nepohyblivou
(stacionarni) fazi. Tenkovrstevnd chromatografie je velmi jednoduchou a Wuc¢innou
identifika¢ni metodou, protoze dovoluje separaci doplnit fadou barevnych reakei provedenych
pfimo na nosi¢i. Typickym ptikladem je identifikace fenoll, aromatickych amini, nitrolatek,
polykondenzovanych aromatickych uhlovodikt, atd. Fenoly jsou slabymi kyselinami, a proto
se extrahuji z okyseleného vzorku vody do rozpoustédla (nemisitelného s vodou). Extrakt se
nanasi tenkou vrstvu silikagelu a jednotlivé slozky se separuji vzlinajicim rozpoustédlem.
Skvrny bezbarvych fenolll se odkryji postfikem detekéniho €inidla. Pro fenoly je vhodnym
detekénim c¢inidlem roztok diazoniové soli (4-nitrobenzendiazoniumchlorid), ktery s fenoly
poskytuje azobarvivo. Roztok 4-nitrobenzendiazoniumchloridu se pfipravi diazotaci 4-
nitroanilinu v prostiedi HCI tésn¢ pied postiikem.

2. Experimentalni vybaveni

Laboratorni materidl: chromatograficka komora, odmérné valce (10 ml, 100 ml), délici
nalevka 250 ml, odmémé banky 10 ml, pipety, nalevka, detekéni fixirka, nanaSeci
mikropipety, deska Silufol

Chemikadlie: standardni roztoky fenold (10 mg/ml), chloroform, benzen, 4-nitroanilin (0,5% v
2M HCI), NaNO, (5%), octan sodny (20%), 2M HCI

3. Pracovni postup
¢ 100 ml vzorku (vody) odmétime odmérnym valcem do délici nalevky a okyselime
pfidavkem 2 ml M HCIl.
e Do délici nalevky piidame 5 ml chloroformu, protiepeme a nechame oddélit vrstvy.
e (Odd¢lenou vrstvu chloroformu odpustime pies nalevku do 10 ml odmérné banky.
e Extrakci opakujeme jeste jednou s dal§imi 5 ml chloroformu a baiiku nakonec
doplnime chloroformem po znacku.
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e V prubehu extrakce ptfipravime chromatografickou komoru nalitim 20 ml benzenu a
nechame ji nasytit parami rozpoustédla.

e Z desky Silufol ustfihneme obdélnik podle rozméri chromatografické komory.
Tuzkou vyznacime ¢aru startu (2,5 cm od okraje desky) a nanéaseci body. Body
naneseni musi byt minimalné 2 cm od okraje (potlaceni ,,okrajovych efekti) a
minimalné 1,5 cm vzdjemné od sebe.

e Pomoci mikropipetek naneseme extrakt a roztoky standarda (svédki). Skvrny
nechame pted vlozenim do komory dobfe vyschnout. Desku vloZzime Sikmo do dobfie
nasycené komory. Hladina rozpoustédla nesmi byt nad startovaci ¢arou. Kdyz celo
rozpoustédla dosahne 2-3 cm od horniho okraje, desku vyjmeme a rychle
zaznamename stopu Cela.

e Piipravime roztok detekéniho Cinidla: do banky fixirky odmétime valeckem 5 ml
roztoku 4-nitroanilinu a pfidame 6,5 ml roztoku NaNO,. Za obCasného michani
nechame prob&hnout diazotaci asi 5 min. Roztok pted reakci a pfi reakei musi byt
chladny (v pfipad¢ potieby chladime). Véaleckem ptidame 15 ml 20% roztoku octanu
sodného a promichame.

e Suchou desku poloZime na filtra¢ni papir a postiikdme ¢inidlem v dobte tahnouci
digestoﬁ

¢ela od startu (b). Vypocteme hodnoty Ry. Porovnanim hodnot R¢ fenolt ve vzorku a
standardii provedeme identifikaci fenoll ptitomnych ve vodé.

4. Vyhodnoceni vysledki

Identiﬁkaéni konstantou V plosné chromatografli je tzv. Ry - hodnota (pomér vzdalenosti

2%
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A,C,D jsou srovnavaci standardy (svédci), B je rozd€lend smés latek po detekei.

Pro latku C je Rf = %



