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1. Wprowadzenie

Fenol i jego pochodne to zwigzki o duzej toksycznosci. Za ich obecnos¢ w srodowisku w
gléwnej mierze odpowiedzialny jest przemyst, a tylko niewielka ich ilo$¢ jest wynikiem
proceséw naturalnych. Chociaz fenol to jeden konkretny zwigzek, w literaturze uzywa si¢
pojecia fenole dla calej grupy zwigzkow, w sktad ktérej wechodza wodorotlenowe pochodne
benzenu, a takze inne aromatyczne hydroksyzwigzki. Ze wzgledu na wlasciwosci
bakteriobojcze przez dlugie lata fenole byty sktadnikami $§rodkéw dezynfekcyjnych min. w
szpitalach. Ich obecno$§¢ w wodzie lub zywnosci, poza zapachem, wptywa takze na
pogorszenie smaku. Oprdcz niewatpliwie nieprzyjemnych wrazen wechowych i smakowych,

niebezpieczna jest przede wszystkim ich dziatalno$¢ w naszym organizmie.

Pentachlorofenol, 2,4-dichlorofenol oraz 2,6-dichlorofenol znajduja si¢ w grupie
zwigzkow potencjalnie rakotworczych. Dwa ostatnie a takze o-chlorofenol i p-chlorofenol
powstaja podczas procesu chlorowania wody. Agencja Ochrony Srodowiska (ang.
Environmental Protection Agency, US EP) jako szczegdlnie szkodliwe uznata 11 fenoli: fenol,
o-chlorofenol, o-nitrofenol, p-nitrofenol, 2,4-dinitrofenol, 2,4dimetylofenol, 4-chlorokrezol,

2,4-dichlorofenol, 4,6-dinitro-o-krezol, 2,4,6-trichlorofenol i pentachlorofenol.

1.1. Chlorofenole w srodowisku

Chlorofenole to ogdlna nazwa pochodnych fenolu, w ktérym jeden lub wigcej atomow
wodoru jest zastgpiony atomem chloru. Wyr6znia si¢ 5 podstawowych grup chlorofenoli:
monochlorofenole, dichlorofenole, trichlorofenole, tetrachlorofenole i pentachlorofenol. W
sumie tworzg one 19 réznych kongenerow (Tabela 1). Wszystkie chlorofenole charakteryzuja
si¢ bardzo intensywnym zapachem wyczuwalnym w wodzie nawet na poziomie ppb (czgsci na

miliard).

Niektore z chlorofenoli, jak np. 4-chlorofenol, stosowane sa jako sktadniki preparatow
dezynfekcyjnych. Inne, z co najmniej dwoma atomami chloru, znalazty zastosowanie jako
pestycydy lub potprodukty do ich produkcji. Chlorofenole powstaja takze jako produkt
uboczny w czasie dezynfekcji wody w wyniku chlorowania substancji humusowych. Niektore
chlorofenole pojawiajg si¢ w srodowisku takze w wyniku foto- lub biodegradacji innych

substancji chemicznych, np. kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowego.
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Tabela 1. Zestawienie 19 kongenerow chlorofenoli wraz ze stosowanymi skrotami

Monochlorofenole Trichlorofenole

2-chlorofenol (2-CP) 2.3.4-trichlorofenol (2.3.4-TCP)

3-chlorofenol (3-CP) 2.3.5-trichlorofenol (2.3.5-TCP)

4-chlorofenol (4-CP) | 2.3.6-trichlorofenol (2.3.6-TCP)
2.4.5-trichlorofenol (2.4.5-TCP)
2.4.6-trichlorofenol (2.4.6-TCP)
3.4.5-trichlorofenol 3.4.5-TCP)

Dichlorofenole Tetrachlorofenole

2.3-dichlorofenol (2.3-DCP) 2.3.4.5-tetrachlorofenol (2.3.4.5-TeCP)

2.4-dichlorofenol (2.4-DCP) 2.3.4.6-tetrachlorofenol (2.3.4.6-TeCP)

2.5-dichlorofenol (2.5-DCP) 2.3.5.6-tetrachlorofenol (2.3.5.6-TeCP)

2.6-dichlorofenol (2.6-DCP)

3.4-dichlorofenol (3.4-DCP) Pentachlorofenol (PCP)

3.5-dichlorofenol (3.5-DCP)

Najbardziej toksycznym i ucigzliwym chlorofenolem w §rodowisku jest pentachlorofenol
PCP, stosowany gltéwnie jako herbicyd do niszczenia mtodych chwastow dwulisciennych
(fungicyd) oraz jako $rodek do zaprawiania drewna. Techniczny preparat PCP moze by¢
zanieczyszczony polichlorodibenzodioksynami (PCDDs) i polichlorodibenzofuranami
(PCDFs), co znacznie podnosi jego dziatanie toksyczne. Innym zrodtem PCP w $rodowisku
jest przemyst celulozowo-papierniczy, a takze rozpad innych pestycydow, tj. lindanu lub
heksachlorobenzenu. PCP wchtania si¢ do ustroju przez przewod pokarmowy, skore oraz uktad
oddechowy. Bez wzgledu na droge narazenia, PCP jest zwigzkiem toksycznym (LDsg 27-205
mg/kg m.c.), wykazujacym u ludzi dzialanie silnie draznigce na skorg¢ i blony §luzowe. Przy
bezposrednim kontakcie wywoluje stany zapalne skory i oparzenia, a przy wielokrotnym
dziataniu — tradzik chlorowy i1 czyracznos¢. Badania toksykologiczne wykazuja, iz wysokie

dawki PCP moga wptywac na rozw0j kancerogenezy i mutagennosci zwierzat.

Chlorofenole przedostajg si¢ do srodowiska gtownie ze zrodet rolniczych (pestycydy) 1 w
wigkszosci trafiaja do wod powierzchniowych. Stosunkowo niska rozpuszczalnosé
chlorofenoli w wodzie zwigksza si¢ w wodach morskich wskutek tworzenia si¢ soli
potasowych 1/lub sodowych. Ich emisja do atmosfery jest ograniczona stosunkowo niska
lotnoscig tych zwigzkéw. W warstwach powierzchniowych wod chlorofenole ulegaja
przemianom fotochemicznym, prowadzacym do powstania nowych zwigzkéw o rdéznym
stopniu toksyczno$ci i trwatosci, np. fotodegradacja PCP prowadzi do powstania okoto 30

nowych zwigzkow chemicznych: pochodnych fenoli, katecholi, alkoholi i kwasow
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karboksylowych. W wodach chlorofenole ulegaja stopniowej adsorpcji w osadach

dennych, gdzie ulegajg biodegradacji z udzialem mikroorganizmow.

Gléwnym zrodtem narazenia czlowicka na toksyczne dziatanie chlorofenoli jest woda

pitna po dezynfekcji, zawierajaca 4-chlorofenol, 2,4,5-trichlorofenol lub 2,4,6-trichlorofenol.

1.2. Dopuszczalne stezenia chlorofenoli w wodach i glebie

Dopuszczalna zawarto$¢ fenoli, oznaczana jako suma wszystkich pochodnych fenolu
(indeks fenolowy) okresla zatacznik nr 1 do rozporzadzenia Ministra Gospodarki Morskiej i
Zeglugi Srédladowej z dnia 29 sierpnia 2019 roku. Wartosci graniczne indeksu fenolowego, W

zaleznosci od klasy jakosci wody, przedstawiono w Tabeli 2.

Tabela 2. Wartosci graniczne indeksu fenolowego, w zaleznosci od klasy jakosci wody (na podstawie Zatacznika
1 do rozporzadzenia Ministra Gospodarki Morskiej i Zeglugi Srodladowej z dnia 29 sierpnia 2019 r.

Klasa jakosci wody

Al A2 A3
wody wymagajace wod magajace wody wymagajace
Yy wymagaj Yy wymagaj Yy wymagaj
prostego uzdatniania typowego uzdatniania wysokosprawnego uzdatniania
fizycznego, w fizycznego i chemicznego, fizycznego i chemicznego lub
Fenole szczegblnoscei w szczegblnosci utleniania metod biologicznych, w
. filtracji oraz wstepnego, koagulacji, szczegOlnosci utleniania,
(indeks ) pneg gulacj g
fenolowy) dezynfekcji) flokulacji, dekantacji, koagulacji, flokulacji,
1 y filtracji oraz dezynfekcji dekantacji, filtracji, adsorpcji
[mg/1] przez chlorowanie na weglu aktywnym oraz
koncowe) dezynfekcji przez ozonowanie
lub chlorowanie koncowe)
0,001* 0,005* 0,1*

*wody spelniajg wymagania, jezeli wskazniki jakoéci wody oznaczone gwiazdka * nie sg przekraczane w 95%
probek dla danej kategorii jakosci wody

Chlorofenole, zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Srodowiska z dnia 1 wrze$nia 2016
r. w sprawie sposobu prowadzenia oceny zanieczyszczenia powierzchni ziemi, zostaty uznane
za substancje powodujace ryzyko szczegodlnie istotne dla ochrony powierzchni ziemi. Ich
dopuszczalna zawartos¢ w glebie, okreslona dla glgbokosci 0-0,25 m ppt, wynosi 0,01 mg/kg
suchej masy czeSci ziemistych gleby (<2 mm). Wyjatek stanowi IV grupa gruntéw, do ktore;j

zaliczane sg tereny przemystowe, uzytki kopalne, tereny komunikacyjne, w tym: drogi, tereny
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kolejowe, inne tereny komunikacyjne, oraz grunty przeznaczone pod budowe drog
publicznych lub linii kolejowych, dla ktorych dopuszczalna zawarto$¢ chlorofenoli wynosi 1
mg/kg suchej masy czgséci ziemistych gleby (<2 mm). Wartosci te okreslone sa dla tzw.
chlorofenoli pojedynczych, ktore wg ww Rozporzadzenia uwzgledniaja: monochlorofenole
(suma), dichlorofenole (suma), trichlorofenole (suma), tetrachlorofenole (suma) i

pentachlorofenol.

1.3. Wyznaczanie log P

Hydrofobowo$¢ (lipofilnos$¢) substancji zanieczyszczajacych srodowisko jak i1 lekéw oraz
innych ksenobiotykow jest cechg w duzym stopniu wplywajacg na ich wlasciwosci
farmakodynamiczne, farmakokinetyczne, toksyczno$¢ czy wspotczynniki biokoncentracji. Szerokie
zastosowanie ma parametr hydrofobowos$ci — logarytm wspotczynnika podziatu zwigzku migedzy n-
oktanolem a woda podczas szacowania zagrozen wynikajacych z chemicznego zanieczyszczenia
srodowiska. Wspodtczynnik podziatu P okreslany jako stosunek réwnowagowych stezen
rozpuszczonej substancji w uktadzie n-oktanol/woda jest podstawowa miarg lipofilowosci zwigzku

chemicznego.
1.3.1. Metoda chromatograficzna

Pomigdzy log P a parametrami retencji z RP HPLC mozna zauwazy¢ $cista zalezno$¢ jezeli
uktad chromatograficzny przypomina uktad podziatowy n-oktanol/woda. Dlatego tez wspotczynnik
podzialu mozna wyznacza¢ metodami posrednimi, z uzyciem wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) lub metodami obliczeniowymi.

W przypadku metody z wykorzystaniem HPLC zaktada sie, iz retencja badanej substancji w
odwroconym uktadzie faz odpowiada jej podzialowi pomigdzy dwie nie mieszajace si¢ fazy i jako
taka jest proporcjonalna do wspoétczynnika podziatu P. Podstawowa zaleta oznaczania
hydrofobowosci ta3 metoda to mozliwo$¢ uzycia modyfikatoréw organicznych jako sktadnikow
binarnych (dwusktadnikowych) eluentow. Jednak obecno$¢ modyfikatora organicznego powoduje
podniesienie stopnia skomplikowania natury oddziatywan wplywajacych na rozdziat
chromatograficzny. Przy zastosowaniu ustalonego sktadu eluentu badany zwigzek moze okazywac
si¢ bardziej hydrofobowy niz inny zwiazek, podczas gdy sytuacja taka moze przedstawia¢ si¢
odwrotnie przy innym sktadzie eluentu. Dlatego tez stosuje si¢ metod¢ polegajaca na wykresleniu
log k wzgledem procentowej objetosciowej zawartosci modyfikatora. W trakcie przemieszczania
si¢ przez kolumng chromatograficzng badana substancja ulega podziatowi pomiedzy hydrofobowa

warstwa w fazie stacjonarnej a polarnym rozpuszczalnikiem w fazie ruchomej. Podobnie jak to ma

5
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miejsce w metodzie wyznaczania rtownowagowego wspotczynnika podziatu pomigdzy oktanolem a
woda, im bardziej substancja bedzie lipofilowa tym wicksze bedzie jej powinowactwo do
stacjonarnej fazy hydrofobowej. W praktyce oznacza to, iz w ukladzie chromatograficznym
substancja taka bedzie dtuzej zatrzymywana, a wigc wzrasta¢ bedzie jej czas retencji. Dla duzej
grupy zwigzkéw chemicznych wykazano liniowa zalezno$¢ pomigdzy czasem retencji a
wspotczynnikiem podziatu wg nastepujacego rOwnania:

logP =alogtr +b )

Przy czym a i b sg charakterystyczne dla danej grupy zwigzkéw (homologow, kongenerow,
izomerow itp.).

Nalezy jednak zauwazy¢, iz pomigdzy wspolczynnikiem podziatu n-oktanol/woda a
wspolczynnikiem wyznaczonym metoda chromatograficzng wystgpuje roznica w sktadzie faz. O ile
mozna przyjaé, iz stacjonarna faza hydrofobowa oraz wolne ugrupowania silanolowe na
powierzchni krzemionki przypominaja do pewnego stopnia strukture n-oktanolu, o tyle faza polarna
zawiera nie tylko wode lecz rowniez modyfikator organiczny jakim jest metanol. Powoduje to, ze
uktad chromatograficzny zawiera dodatkowy czynnik wplywajacy na rozpuszczalnos¢, a tym
samym na podziat badanej substancji, co zwlaszcza przy wysokiej zawartosci metanolu moze
powaznie zaktoci¢ omawiang korelacje. Logicznym wydatoby si¢ wiec uzycie czystej wody jako
fazy ruchomej. Jest to jednak niemozliwe w odwroconym uktadzie faz, w ktorym silnie uwodnione
uktady wywotujg efekt ,.ktadzenia” si¢ podstawnikow alkilowych, co znacznie ogranicza sprawnos¢
kolumny chromatograficznej. Dlatego do chromatograficznego wyznaczania wspotczynnika
podzialu przyjeto uzywac si¢ metode ekstrapolacyjng. W skrocie, polega ona na wyznaczeniu
czasow (wspotczynnikdw) retencji badanego zwigzku dla kilku faz ruchomych o r6znej zawartosci
metanolu 1 wykres§leniu powstatej zaleznosci wedtug nastepujacego, liniowego rownania:

log k = log kw — S¢ (2)
nazywanego rownaniem Snydera-Soczewinskiego, ktore jest jedng z podstawowych zaleznosci w
chromatografii w odwréconym uktadzie faz. W rownaniu, k to wspotczynnik retencji (lub
wspotczynnik objetosciowy); kw to wartos¢ wspolczynnika retencji odpowiadajaca fazie
zawierajacej wylacznie wode (0% metanolu). Z podanych powyzej ograniczen warto$¢ t¢ wyznacza
si¢ ekstrapolujac wyniki uzyskane dla faz zawierajgcych metanol do punktu przecigcia z osig y.
Stad, log kw uznaje si¢ za chromatograficzny wspotczynnik podziatu (odpowiadajacy podziatlowi

pomiedzy wodg a fazg hydrofobowa). S to nachylenie wykreslonej prostej, charakterystyczne dla
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badanego zwigzku a ¢ to udzial metanolu w fazie ruchomej (%). Rysunek 1

przedstawia opisang zaleznos¢.

A

Log k

Log k_(odpowiada 0% MeOH)

4

0% MeOH o (% MeO:I)

Rysunek 1. Zalezno$¢ Snydera — Soczewinskiego, z ktorej wyznacza si¢ chromatograficzny wspotczynnik
podziatu log kw

1.3.2. Metoda obliczeniowa

Jedna z metod obliczeniowych, stluzacych wyznaczeniu wartosci log P jest metoda

Rekkera w ktorej wartos¢ log P jest obliczana z nastepujacej zaleznosci:
logP = Y;a;f; + X;C; 3)

gdzie fi reprezentuje rozne stale fragmentow czasteczki, natomiast aj, czgstotliwos$¢ ich
wystepowania w badanej czasteczce. Sktadniki korekcji sa wyrazone jako caltkowita
wielokrotno$¢ pojedynczej statej Cj. State fragmentu fi, i Cj zostaly ustalone z wykazu z ponad
tysigca doswiadczalnych warto$ci wspolczynnika podzialu P. Dla prostych czasteczek,

réwnanie przyjmuje uproszczong postac, gdzie suma sktadnikéw korekcji wynosi 0,229:

logP = Y;a;f; + 0,229 4)

1.3.3. Wybrane parametry retencji

Calkowitym czasem retencji tr nazywamy czas, jaki uptywa miedzy wprowadzeniem

probki a pojawieniem si¢ maksimum piku rozpatrywanego sktadnika probki (Rysunek 3).
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Calkowity czas retencji jest sumg czasu, w ktorym substancja oddziatuje z
wypetnieniem kolumny i czasu potrzebnego do przejscia tej substancji od dozownika do

detektora, gdyby takiego oddzialywania nie bylo.

Sktadnik niezatrzymywany przez faze stacjonarng pojawia si¢ w wycieku po czasie twm,
nazywanym czasem retencji substancji niezatrzymywanej lub zerowym czasem retencji.
Czas retencji zwigzany z przebywaniem substancji w kolumnie tylko w wyniku
oddziatywania tej substancji z wypetieniem kolumny nazywany jest zredukowanym czasem

retencji ¢’r:
t'R=1r-tm (5)

W niektorych przypadkach korzystne jest postugiwanie si¢ objetosciami retenciji.
Otrzymuje si¢ je, mnozac czas retencji [min] przez objetosciowe nat¢zenie przeptywu fazy

ruchomej (F¢) [ml/min]:

calkowita obj¢tos¢ retencji VR =1tr" Fc (6),
objetos¢ retencji substancji niezatrzymywane;j Vm=1tm"Fc (1),
zredukowana objetos¢ retencji VeR=1tRr Fc (8).

Objetos¢ retencji jest wielkoscia, ktora w odroznieniu od czasu retencji nie zalezy od

liniowej predkosci przeptywu fazy ruchomej » [cm/min].

~
e

il e . v o e [k

=
czas (min)

Rysunek 2. Chromatogram HPLC-UV

Wspolcezynnik retencji k jest to stosunek ilosci substancji w fazie stacjonarnej do ilo$ci

substancji w fazie ruchome;j. Jesli Cs i Cm 0znaczajg odpowiednio rOwnowagowe stezenia
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substancji (wyrazone w molach) w fazie stacjonarnej i ruchomej a Vs i Vm sa

obj¢tosciami tych faz w kolumnie, to:

;% ¥, :KV—S
CyVy Vi

©)

Wielko$¢ K = cs/cm nazywa sig statg podzialu substancji miedzy dwie fazy.

Wspodtczynnik retencji K mozna tatwo obliczy¢, wykorzystujac zmierzone warto$ci

retencji:
k=(tr-t)/ tse =tr / ty=Vr—Va) | Vu=V'’r/ Vi (10)

Im wigksza jest warto§¢ wspotczynnika retencji, tym silniej substancja oddziatuje z

wypetnieniem kolumny. Z powyzszej zaleznosci wynika, ze:

tg =1, (1+K) (11)

natomiast:

V= Vie( 1+ )

Moc fazy ruchomej powinna by¢ tak dobrana, aby wartosci k znalazty si¢ w przedziale
0,5- 10. Gdy oznaczany skladnik wystepuje w matym stezeniu, nalezy, jesli to mozliwe, ustali¢
dla niego wartos$¢ k nieco ponizej 1 (uzyskujemy wowczas maksymalng czuto$¢). Jesli k > 10,

wydtuza si¢ czas analizy, a nie polepsza si¢ stopien rozdzielenia.

2. Czes¢ eksperymentalna

2.1. Cel ¢wiczenia
Celem ¢wiczenia jest wyznaczenie wartosci log P nieznanego zwigzku chemicznego
bedacego pochodng fenolu i1 jego identyfikacja na podstawie tej wartosci, a takze
porownanie metody chromatograficznej 1 obliczeniowej wyznaczania lipofilowosci

zwigzkow chemicznych na przyktadzie pochodnych fenolu.



SGedowiska’ \ Techniki chromatograficzne w praktyce

J.L Rozdziat, analiza i identyfikacja pochodnych fenolu metoda wysokosprawnej
chromatografii cieczowej

2.2.  Wykonanie doswiadczenia
Warunki analiz HPLC-UV
o Kolumna Hypersil Gold C18,q, 150x4 mm, 3 pm;
e Faza ruchoma: (B)MeOH/(A)Woda;
e Warunki izokratyczne: (a) 80B:20A, v/v; (b) 70B:30A, v/v; (c) 60B:40A, viv

(a):
* Przeptuka¢ zestaw pierwsza z przygotowanych faz (80% MeOH w H20) — 10 min.

*  Wprowadzi¢ do dozownika roztwor wzorcowy mieszaniny chloro- i alkilofenoli.
Przed analizg nalezy przemy¢ kilkakrotnie badang probg strzykawke 1 petle dozownika.
Z chromatogramu odczyta¢ czasy retencji substancji wzorcowych. Analiz¢ wykona¢

dwukrotnie. Wyniki umiesci¢ w Tabeli 1.

*  Wprowadzi¢ do dozownika roztwor nieznanej substancji po uprzednim przemyciu
strzykawki 1 petli dozownika. Z chromatogramu odczyta¢ czas retencji substancji
nieznanej. Analiz¢ wykona¢ dwukrotnie. Wyniki umiesci¢ w Tabeli I.

(b):

* Zmieni¢ fazg ruchomg na 70% MeOH w H20 i ptuka¢ nig caly zestaw 15 min.

*  Wprowadzi¢ do dozownika roztwor wzorcowy mieszaniny chloro- i alkilofenoli.
Przed analizg nalezy przemy¢ kilkakrotnie badang proba strzykawke i petle dozownika.
Z chromatogramu odczyta¢ czasy retencji substancji wzorcowych. Analize¢ wykonac
dwukrotnie. Wyniki umiesci¢ w Tabeli 1.

*  Wprowadzi¢ do dozownika roztwor nieznanej substancji po uprzednim przemyciu
strzykawki 1 petli dozownika. Z chromatogramu odczyta¢ czas retencji substancji
nieznanej. Analiz¢ wykona¢ dwukrotnie. Wyniki umiesci¢ w Tabeli I1.

(©:

* Zmieni¢ fazg ruchomg na 60% MeOH w H20 i ptuka¢ nig caly zestaw 15 min.

*  Wprowadzi¢ do dozownika roztwor wzorcowy mieszaniny chloro- i alkilofenoli.
Przed analiza nalezy przemy¢ kilkakrotnie badang proba strzykawke 1 petle dozownika.
Z chromatogramu odczyta¢ czasy retencji substancji wzorcowych. Analize wykonac
dwukrotnie. Wyniki umiesci¢ w Tabeli I11.

*  Wprowadzi¢ do dozownika roztwor nieznanej substancji po uprzednim przemyciu
strzykawki 1 petli dozownika. Z chromatogramu odczyta¢ czas retencji substancji

nieznanej. Analiz¢ wykona¢ dwukrotnie. Wyniki umiesci¢ w Tabeli 111.
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Tabela I. Wyniki chromatograficzne dla rozdzialu przy uzyciu fazy 80% MeOH w H20

Zwiazek tr [min] ty[min] ¢ r [min] szeroko$¢ szeroko$¢
sygnalu przy sygnalu w
podstawie potowie
wp [min] wysokosci
w2 [min]

4-chlorofenol

2,6-dimetylofenol

3,5-dichlorofenol

2,4,5-trichlorofenol

zwigzek X

Tabela I1. Wyniki chromatograficzne dla rozdzialu przy uzyciu fazy 70% MeOH w H20

Zwigzek tg [min] ty [min] ¢ r [min] szeroko$¢ szeroko$¢
sygnalu przy sygnatu w
podstawie polowie
wp [min] wysokosci
Wi/ [min]

4-chlorofenol

2,6-dimetylofenol

3,5-dichlorofenol

2,4,5-trichlorofenol

zwiazek X

Tabela I11. Wyniki chromatograficzne dla rozdzialu przy uzyciu fazy 60% MeOH w H20

Zwigzek tg [min] ty [min] ¢ r [min] szeroko$¢ szeroko$¢
sygnalu przy sygnatu w
podstawie polowie
wp [min] wysokosci
Wi/ [min]

4-chlorofenol

2,6-dimetylofenol

3,5-dichlorofenol

2.,4,5-trichlorofenol

zwigzek X
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2.3. Opracowanie wynikow

Nalezy:

wyznaczy¢ wspotczynnik retencji kK kazdego ze zwigzkow dla kazdego sktadu fazy

ruchomej i przedyskutowac;
wyznaczy¢ rozdzielczo$¢ miedzy analizowanymi zwigzkami Rsi przedyskutowac;
wyznaczy¢ wspotczynniki selektywnosci o 1 przedyskutowac;

wykresli¢ zalezno$¢ log k od procentowego udziatu MeOH w fazie ruchomej dla
kazdego z analizowanych zwiazkéw (wzorcowe pochodne fenolu oraz substancja X),
zgodnie z rownaniem Snydera-Soczewinskiego i odczyta¢ warto$¢ log kw dla kazdego

zwigzku;

dla kazdej z wzorcowych pochodnych fenolu nalezy obliczy¢ wspotczynniki
lipofilowosci (log Pob) korzystajac z rownania 4 oraz wybranych wspotczynnikow

czastkowych dla fazy MeOH/woda przedstawionych ponizej:

Grupa funkcyjna fi

Alifatyczny — CHs 0,5473
Alifatyczny — CH> 0,4911
Aromatyczny C lub -CH 0,2940
Cl — potgczony z arom. 0,6445
OH — potaczony z arom. -0,4802
Br — potaczony z arom. 0,8900
Aromatyczny — NH; -0,8540

* wartosci log kw dla wzorcowych pochodnych fenolu nalezy porownaé
(skorelowac) z:
(1) obliczonymi warto$ciami (log Pos), wyznaczy¢ wspotczynnik korelacji
liniowej R? i przedyskutowac uzyskane wyniki;
(2) literaturowymi eksperymentalnymi warto$ciami (log Py) dla wzorcowych
pochodnych fenolu, wyznaczy¢ wspotczynnik korelacji liniowej R? i
przedyskutowac uzyskane wyniki;
»  znajac log kw nieznanej substancji X, odczytaé jej log P z zaleznosci dla wzorcow:
logPon = f(log kw) jak i logPiit = f(log kw) 1 sprawdzi¢, ktory to zwiazek z ponizszej listy

oraz przedyskutowa¢ wyniki:
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3,4,5-trichlorofenol,

* 2,3,6-trimetylofenol,

» 2-bromo-3-metylofenol,
* 4-aminofenol,

* 4-bromofenol,

2,5-dichloro-3-bromofenol, 4,5-dibromofenol.

2.4. Odczynniki i akcesoria laboratoryjne

* roztwory wzorcowe  4-chlorofenolu, 3,5-dichlorofenolu, 2,6-
dimetylofenolu, 2,4,5- trichlorofenolu i nieznanego zwigzku w metanolu,

* metanol czystosci HPLC, woda dejonizowana,
» strzykawka do HPLC poj 50-100 ul — 1 szt.,

* metanol do mycia strzykawki — 50 ml.
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