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Uvod

Fenol a chlorfenoly jsou vyznamnymi polutanty Zivotniho
prostiedi a jsou hojné vyuzivany jako prostiedky pro konzer-
vaci dfeva, pesticidy, herbicidy a fungicidy, pfipadné mohou
vznikat pii jejich metabolizaci. Jejich vSestranné pouZiti pro-
dukuje vyraznd rezidua ve vodéch, ptidé€ i potravinach. Vyskyt
chlorfenold ve vodach do zna¢né miry souvisi i s procesem
chlorovani vody. S ohledem na rizika spojend s jejich pfitom-
nosti v Zivotnim prostfedi jsou vybrané chlorfenoly zaraze-
ny do seznamu prioritnich polutanti Americké agentur?/ pro
ochranu zivotniho prostfedi (US EPA) a Evropské Unie'. Pro
jejich ucinnou separaci a stanoveni ve smésich prichdzeji
v Uvahu rtizné casové naro¢né varianty plynové chromatogra-
fie (GC) a vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC)
po piipadném predchozim zakoncentrovdni kapalinovou ex-
trakei ¢i extrakci na pevné sorbenty (SPE) (cit.>) a také
kapildrni zonovi elektroforéza®®

Fenol a chlorfenoly podobné jako jiné aromatické polutan-
ty vykazuji v alkalickém prostedi vyraznou absorpci v UV
oblasti, kterd je vhodnd pro jejich rychlé spektrofotometrické
stanoveni™'’. § rostoucim po&tem atomd chloru v molekule se
absorpéni maximum ve spektru posouvd k del$im vlnovym
délkdm do oblasti 280-320 nm a vzristd hodnota moldrniho
absorp¢niho koeficientu. Pro rychlou charakteristiku smési
fenold ve voddch pfichdzi v ivahu spektrofotometrickd ana-
lyza s multivariatni kalibraci v pfeurcenych systémech, ze-
jména vicendsobnd linedrni regrese (MLR), regrese hlavnich
komponent méfené velic¢iny vici redlnym koncentracim ana-
Iyti (PCR) a regrese latentnich proménnych méfené veliciny
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vaci latentnim proménnym hodnot koncentraci analyta s dpl-
nou projekei do latentnich struktur (PLS) (cit.'"?Y). Pro dany
soubor spektrofotometrickych dat v§ak nelze v nékterych pii-
padech predvidat, ktery z uvedenych postupti povede za da-
nych podminek k optimdln{ predikci koncentraci ur¢ovanych
analytt?>?. Chyba predikce hledanych koncentraci analytd pfi
pouZziti multivariatni kalibrace je zdvisld na charakteru a stupni
prekryti absorpénich spekter jednotlivych komponent ve smé-
si, na vybéru a poc¢tu vinovych délek pouzitych pro méfeni, na
poctu kalibracnich roztokd a zejména na tvaru statistického
planu kalibra¢niho souboru. Pro interpretaci velmi blizkych
spekter jednotlivych komponent je vyhodné pouziti Kalmano-
va filtru**>' a také derivace absorp&nich spekter, kterd umoz-
nuje veétsi rozliseni signdld jednotlivych absorbujicich kom-
ponent.

V poslednich letech byla multivariatni kalibrace apliko-
vdna pro smési fenold a chlorfenold v riiznych osnoviach
s pouzitim vicendsobné linedrni regrese metodou nejmensich
¢tverci, PCR a predevsim PLS, a také po derivaci absorpénich
spekter a v kombinaci s umélymi neuronovymi sitémi (ANN)
(cit. 3%, V prici*® je uvedeno porovnani vysledki vétsiho
poctu metod multikomponentniho spektrofotometrického sta-
noveni po piedchozi prekoncentraci chlorfenold pomoci SPE
s pouzitim varianty injek¢ni priitokové analyzy (FIA) a mul-
tidetek¢niho systému.

V nasi préci jsou testovany dvé modelové smési fenold,

z nichZ prvni (A) respektuje vyraznéj$i zmény v absorp¢nich
spektrech chlorfenolt, druhd (B) je obvykld po chlorovani vod
s obsahem fenolu:
smés A: smés fenolu, 2-chlorfenolu (2-CP), 2,6-dichlorfe-
nolu (2,6-DCP) a 2,3,6-trichlorfenolu (2,3,6-TCP),
smés B: smés fenolu, 2-chlorfenolu (2-CP), 3-chlorfenolu
(3-CP) a 4-chlorfenolu (4-CP)
v koncentraénim rozsahu 10-100 umol.I" v prostiedi 1 mol.1™!
NaOH a 1 mmol.I"' EDTA, s pouzitim PLS pro riizny pocet
vlnovych délek a rizné statistické pldany kalibra¢nich roztokd
pfi vyhodnoceni absorp¢nich kfivek a jejich derivaci. Vysled-
ky jsou porovndny s vysledky ziskanymi pfi pouziti Kalma-
nova filtru. Optimdlni podminky pro predikci koncentraci
fenolu a chlorfenold byly aplikovdny pro jejich stanoveni
v pitné a povrchové vode.

Experimentalni ¢ast
Chemikdlie

Zasobni vodné roztoky fenolu a chlorfenold o koncentraci
5 mmol.I"! byly pfipraveny z pevnych prepariti o obsahu
fenolu 99% (Loba Feinchemie) a 2-chlorfenolu 99%, 3-chlor-
fenolu 98%, 4-chlorfenolu 98%, 2,6-dichlorfenolu 98% a 2,3,6-
-trichlorfenolu 99% (v$e Riedel-de Haén).

Nizkomolekuldrni huminovd kyselina MAR 244 (Vyzkum-
ny tstav anorganické chemie, Usti nad Labem) byl preparat
pfipraveny z oxihumolitu. 2 g prepardtu byly pfevedeny na
amonnou sil po 24 h prechovdvani v exsikdtoru nad konc.
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NH,. Ve vodé rozpustnd amonnd stil pak byla doplnéna na
objem 1 1.

Déle byly pouzity NaOH p. a. (Onex, Roznov p. Radhos-
tém), dvojsodnd stil ethylendiamintetraoctové kyseliny — EDTA
p.a. (Lachema, Brno) a destilovand voda ze sklenéné aparatury.

Vzorky vod

Pitnd voda (PI) byla odebirdna z vodovodni sit¢ mésta
Brna po pétiminutovém vypousténi.

Povrchova voda (PV) pochézela z vodniho toku Lhotka
v obci Drnovice a byla odebirdna ze stfedu proudu 10 cm pod
vodni hladinou do sklenénych lahvi o objemu 1 litr.

Odbér huminové vody (HV) byl provadén z poticku vy-
tékajictho z raSelini§té u Velkého Dadrka. Uprostied proudu
10 cm pod hladinou byla ponofena hadice ¢erpadla a voda byla
Cerpana do barelu o objemu 50 litra.

Uméld huminova voda (HK) byla pfipravena do 25 ml
odmérné banky z pridavki prepardtu MAR 244 (2 g.l’l) ades-
tilované vody. Vzorky vod obsahovaly standardni pfidavky
fenolu a chlorfenolii v koncentracich odpovidajicich koncen-
tra¢nimu rozsahu pouZivanych kalibra¢nich sad.

Instrumentace a metodika registrace
spekter

Meéfeni absorpcnich spekter smési A (fenol, 2-CP, 2,6-
-DCP a 2,3,6-TCP) bylo provadéno na spektrofotometru PU
8700 Series UV/VIS firmy Philips s itkou spektrdlni Stérbiny
2 nm. Méfeni absorpcnich spekter systému B (smés fenolu,
2-CP, 3-CP a 4-CP) byla z diivodu snimdnf{ derivace signdlu
provddéna na piistroji UV 500 firmy Unicam s nastavitelnou
Sitkou spektrdlni $térbiny pri $ifce Stérbiny 1 nm.

Meéfeni hodnot absorbance a derivace absorbance u vSech
jednotlivych roztoki kalibracnich sad, testovacich sad i mode-
lovych vzorkli vod bylo provddéno vzdy pii 24 vinovych
délkach v rozmezi 274-320 nm s krokem 2 nm (PLS), resp.
pri 48 vinovych délkach v rozmezi 271-318 nm s krokem 1 nm
(Kalmanav filtr) v kiemennych kyvetédch o tloustce 1 cm. Pro
vyhodnoceni dat byly vzdy pouzity stiedni hodnoty ze tif
paralelnich hodnot absorbance.

Pracovni postupy
Destilovand voda

Do odmérné barky byly odméfeny ziedéné vodné roztoky
standardi fenolu a chlorfenolt do vysledné koncentrace v roz-
mezi 10-100 pmol.I"!, resp. 10-50 umol.I"". Nésledn& byl pri-
dén roztok NaOH do vysledné koncentrace 1 mol.I"' a EDTA
do vysledné koncentrace 1 mmol.lI™' a objem roztoku byl
doplnén na 25 ml destilovanou vodou.

Pitnd (PI), povrchovd (PV) a huminovd voda (HV)

Do odmérné bariky bylo odméieno 15 ml vzorku vody (PI,
PV, HV) a zfedéné vodné roztoky standardd fenolu a chlor-
fenoli do vysledné koncentrace v rozmezi 10-50 pmol.1™". N4-
sledné byl pridan roztok NaOH do vysledné koncentrace 1 mol.I™!
a EDTA do vysledné koncentrace 1 mmol.I"! a objem roztoku
byl doplnén na 25 ml destilovanou vodou.
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Uméld huminovd voda (HK)

Do odmérné barky byl odméfen ziedény zasobni vodny
roztok nizkomolekuldrni huminové kyseliny MAR 244 do
vysledné koncentrace 10 mg.I"". Ddle byly piidany zfedéné
vodné roztoky standardd fenolu a chlorfenold do vysledné
koncentrace v rozmezi 10-50 wmol.I"!, posléze roztoky NaOH
a EDTA jako v pripadé pitné vody a povrchovych vod a des-
tilovand voda do vysledného objemu 25 ml.

Vsechny vySe uvedenym zplsobem pripravené roztoky
kalibra¢nich sad, testovacich sad a modelovych vzorkd byly
pfed méfenim ponechdny vzdy 2 hodiny v temnu pro ustaveni
rovnovahy.

Vyhodnoceni dat metodou projekce
do latentnich struktur (PLS)
a Kalmanova filtru

Pro vyhodnoceni dat metodou PLS byl pouZit program
PLS-G v jazyce Fortran na bazi algoritmii*’~; jeho autory jsou
L. Jancar a W. Wegscheider.

Vypocet metodou PLS probihd ve dvou zdkladnich kro-
cich: kalibrace a predikce. V prtibéhu kalibrace je vytvoien
matematicky vztah mezi matici absorbancnich dat Al.j (i=1,
...n,j=1... p, kde p je pocet vlnovych délek a n je pocet
roztoku kalibracni sady) a matici koncentraci C, (i=1, ... n,
k=1, ... m, kde m je pocet stanovovanych komponent a n je
pocet roztokd kalibraéni sady). To je realizovdno stanovenim
poctu hlavnich (abstraktnich) komponent a souc¢asnou regres{
a rotaci transformovanych matic A; a C;. PoCet abstraktnich
(latentnich) komponent je v prib&hu vypoctu uréen metodou
minimélni chyby modelu™.

V pribéhu predikce jsou koncentrace jednotlivych kom-
ponent v nezndmém vzorku (testovaci sad€) uréeny z nameé-
fenych hodnot absorbanci vzorku pii pouziti vztahti naleze-
nych pfi kroku kalibrace.

Miru sprdvnosti vysledki ziskanych metodou PLS urcuje
shoda nalezenych koncentraci komponent s jejich skute¢nymi
hodnotami vyjddiend jednak relativnimi chybami stanoveni
jednotlivych komponent CRPE (component relative predic-
tion error) (/), jednak relativni chybou stanoveni jednotlivého
vzorku SRPE (sample relative prediction error) (2) a stfedn{
chybou stanoveni pro v§echny komponenty a vzorky MRPE
(mean relative prediction error) (3), hodnoty jsou vyjadieny
v %.

t t
CRPE, = \/Z(c,k—e,k)z S 100 (1)
=1 =1
SRPE, = \/Z(clk—e,k)z Y2 100 (2)
k=1 k=1
t m 2 m
MRPE=|Y ¥ (cy—cp) [ Xep |.r'.100 (3)
=1 k=1 k=1

kde I =1, ... t (¢ je pocCet testovanych roztoki), k =1, ... m
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(m je pocet komponent (slozek) ve smési), ¢, a ¢, jsou dané
a vypoctené hodnoty koncentraci jednotlivych komponent.

Chybu predikce koncentraci komponent ovliviiuje vedle
dostate¢ného poctu vinovych délek predevsim pocet kalibrac-
nich roztok( a charakter statistického planu kalibra¢niho sou-
boru*'

Nalezené hodnoty CRPE a MRPE umoziiuji posoudit pied-
poklddané chyby vypoctenych nezndmych koncentraci kom-
ponent v analyzovanych vzorcich pfi respektovani stejnych
podminek kalibrace a testovani pro kalibracni a testovaci
soubory.

Pro vyhodnoceni dat metodou Kalmanova filtru b2y
program KF v jazyce Turbo Pascal na bazi algoritmi**
autorem je L. Jancaf.

Algoritmus Kalmanova filtru je zcela odlisny od algoritmu
PLS. Na rozdil od ostatnich metod multivariatni kalibrace je
odvozen na zdkladé teorie pravdépodobnosti. Pii vypoctu se
tedy parametry modelu (a tim i hledané koncentrace kompo-
nent) neodhaduji podle statistickych zakont (kritérium shody
minimdlni sumy ¢tverct odchylek mezi vypoctenymi a nameé-
fenymi daty), ale jsou urcovdny Bayesovym odhadem na
zdkladé podminéné pravdépodobnosti (odhad vypoctenych
dat pro j-tou vlnovou délku na zdkladé hodnot predpoveé-
zenych pro 1, ..., j-tou vlnovou délku). Kritériem shody mo-
delu a dat je stfedni kvadratickd chyba odhadovanych para-
metri®':
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Obr. 1. Absorp¢ni spektra fenolu + 2-CP + 2,6-DCP + 2,3,6-TCP;
spektra jednotlivych komponent v prostiedi NaOH (1 mol.1™) aEDTA
(1 mmol.l_]), koncentrace fenolt 100 umol.l'l; 1 —fenol, 2 -2-CP, 3 —
2,6-DCP, 4 - 2,3,6-TCP
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Obr. 2. Absorpéni spektra fenolu + 2-CP + 3-CP + 4-CP; spektra
jednotlivych komponent v prostiedi NaOH (I mol.I™) a EDTA (1
mmol.l’]), koncentrace fenolti 50 umol.l’]; 1 — fenol, 2 - 2-CP, 3 —
3-CP,4-4-CP
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57 = [0, —x 1] 4)

kde x, je predpovézend a x, dand hodnota funkce x (vektor
hodnot absorbanci nezndmého vzorku) pro k=1, ..., p a pro
d=1, ..., p (pje pocet vinovych délek). Minimalizuje se tedy
chyba uréovanych parametr modelu krok po kroku pro kaz-
dou vlnovou délku. Model pro Kalmaniv filtr se skldda ze
dvou cdsti: z modelu systémové dynamiky (zména hodnot
absorbanci s ¢asem — Casové zavislosti) a modelu méfeni (adi-
tivita absorbanci jednotlivych komponent na zakladé platnosti
Bouguerova-Lambertova-Beerova zdkona). V piipadech, kdy
systém nema zadnou dynamiku, a ur¢ované koncentrace kom-
ponent zastdvaji tedy po celou dobu méfeni konstantni, se
k vypoctu funkce x vyuzivd pouze model méfeni. Na rozdil od
PLS nemusime u Kalmanova filtru volit vhodnou kalibracn{
sadu a vybirat vhodné vlnové délky, musime ale zndt spektra
Cistych ldtek a varianci Sumu méfeni.

Vysledky a diskuse

I. Optimalizace podminek stanovenf{
smési fenolu a chlorfenolt
v destilované vodé

Disociace fenoll na fenoldtovy anion pii pH > 10 md za
ndsledek vyrazny bathochromni posun absorpéniho maxima
a vzrist hodnoty moldrniho absorpéniho koeficientu. Podobné
se bathochromni posun projevuje také s rostoucim poctem
atomt chloru v molekule.

Absorpéni spektra fenolu a studovanych chlorfenolt v kon-
centracich 100 umol.I”! (systém A), resp. 50 umol.I"! (systém
B) v 1 mol.I"' NaOH a v 1 mmol.I"! EDTA jsou uvedeny na
obr. 1, resp. 2. Hodnoty moldrnich absorp¢nich koeficientd
fenolu a chlorfenold a piisluinych vlnovych délek A, jsou
uvedeny v tabulce I.

Tabulka I

Hodnoty A, (nm) a € (l.mol’l.cm’]) studovanych fenolt
Analyt Minax €
Fenol 288.,0 2640
2-Chlorfenol 294,0 3865
3-Chlorfenol 292,0 3350
4-Chlorfenol 298.,5 2300
2,6-Dichlorfenol 300,0 4820
2,3,6-Trichlorfenol 305,0 4705

Analyza modelové smési A (fenol, 2-CP, 2,6-DCP
a2,3,6-TCP)

Pro optimalizaci podminek pro stanoveni fenolu a chlor-
fenoli ve vodach byla vybrdna smés A, nebot absorpcni
maxima A, jednotlivych komponent jsou na rozdil od smési
B vice separovdna (viz obr. 1). Jednotlivi zdstupci chlorfenold
pro smés A byli vybrani tak, aby poskytovali vzdy nejvyssi
odezvu v dané skupiné chlorfenoli.
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Optimalizace podminek byla zaméfena na 3 zdkladni body:
1) tvar (podoba) kalibra¢ni sady (KS)

2) poloha centralniho bodu (CB) kalibra¢ni sady
3) koncentracni rozsah kalibracni sady

Pro testovani v bodech 1) az 3) byly pouZity Ctyfi testovaci
roztoky s koncentracemi slozek ve tech étvrtinach (77,5 pmol.1™,
resp. 40 umoll™) a v jedné Gtvrting (32,5 pumoll™, resp.
20 umol.I™") celkového rozsahu koncentraci kalibraéni sady
fenolu a chlorfenold. Déle byly pfipraveny dva roztoky s nd-
hodné zvolenymi koncentracemi komponent, které simulova-
ly nezndmé modelové vzorky (I-MD, resp. [I-MD).

Ad 1) Byly testovany tii zdkladni kalibracni sady (kalib-
racni statistické plany):
uplny faktorovy plan (complete factorial design — CFD) (5)
CasteCny faktorovy plan (fractional factorial design — FFD) (6)
Box-Behnkentv statisticky pldan (box-behnken plan — BBP)
a jejich vliv na vysledné relativni chyby predikce (CRPE,
MRPE) pro soubor Ctyf testovacich roztokd (testovacich sad)
a dva modelové vzorky.

Celkovy pocet kalibra¢nich roztoka u jednotlivych kalib-
racnich sad pro Ctyii komponenty ve vzorku, dvé hladiny
koncentraci komponent a centrdlni bod je mozné urcit podle
vztahii (5)-(6) (cit.*):

n=L"+ CB (17 roztoki) (5)

n=L""+ CB (9 roztoki) (6)
kde n — pocet roztokt, m — pocet komponent, L — pocet hladin
koncentraci, CB — centralni bod.

Koédovana struktura kalibra¢nich sad (kalibra¢nich soubo-
) pro dvé mezni (horni a dolni) koncentra¢ni hladiny a stfed-
ni hladinu koncentraci jednotlivych statistickych pland, vcet-
né slozeni testovaci sady (TS), je uvedena v tabulce IL.

Relativni chyby predikce CRPE a MRPE pro vsechny
analyzované slozky ve smési A pii pouziti riizného statistic-
kého pldnu, a tedy rdzného poctu roztoki kalibracniho soubo-
ru, jsou pro Ctyii testovaci roztoky uvedeny v tabulce III.
Vysledky vypoctu pro modelové vzorky I-MD a II-MD jsou
také uvedeny v tabulce IV.

Pro vybér tvaru kalibra¢ni sady, polohy centralniho bodu
i rozsahu koncentraci je rozhodujici mira shody vypocte-
nych koncentraci sloZek, charakterizovand relativnimi chyba-
mi predikce MRPE a CRPE, s jejich skute¢nymi hodnotami.
Jak je vidét z tabulky III a tabulky IV, kalibra¢ni sada CFD se
17 kalibracnimi roztoky poskytuje ve smési A nejmensi chybu
predikce.

Ad 2) Pii vySe uvedenych statistickych pldnech kalibrac-
nich roztokd byly testovdny dvé hladiny (polohy) koncentraci
centralniho bodu (CB):
Laritmeticky*, posilujici oblast koncentraci uprostied ka-
libra¢ni sady — jeho koncentrace je aritmetickym primé-
rem meznich hladin koncentra¢niho rozsahu kalibra¢niho
sady 10-100 umol.I"" (55 umol.I™")
»geometricky*, posilujici oblast nizsich koncentraci kom-
ponent — jeho koncentrace je druhou odmocninou podilu
meznich hladin koncentra¢niho rozsahu kalibra¢ni sady
(31,6 umol.I™").
Vysledky vypocth pro testovaci sadu i modelové vzorky
I-MD a II-MD jsou uvedeny v tabulce Il a IV.

Z tabulek plyne, Ze nizsich relativnich chyb predikce (sprav-
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Tabulka II

Statistické plany kalibra¢nich a testovacich roztoki; symboly:
+ horni hladina koncentrace (100 umol.l’l —vyssirozsah, resp.
50 wmol.I"! — niz§i rozsah koncentraci KS), — spodni hladina
koncentrace (10 umol.I"! — vy3§i i niZ§i rozsah koncentraci
KS), 0 centrdlni bod (aritmeticky, 55 umol.l’l — vyS$8i rozsah,
resp. 30 umol.l’1 — niz8{ rozsah koncentraci KS; geomericky,
31,6 p,lmol.l‘l — vys8i rozsah koncentraci KS), +0,5 3/4 kon-
centra¢ni $kdly (77,5 umol.I"! - vy$3i rozsah, resp. 40 pmol.l™!
— niz8{ rozsah koncentraci KS), —0,5 1/4 koncentracni $kdly
(32,5 umol.I"" — vy3§i rozsah, resp. 20 pmol.I™' — niZ3i rozsah
koncentraci KS)

Roztok Komponenta® Roztok Komponenta®
1 2 3 4 1 2 3 4
(a) (b)
1+ + + 1 + 4+ + o+
2+ + - 2 + o+ -
3+ + - + 3 + - + -
4  + + - - 4 + - - o+
5 + - + + 5 - 4+ + -
6 + - + - 6 + - o+
7+ - - + 7 - - + 4+
8 + - - - 8 - - - -
9 + + + 9 0 0 0 0
10 - + + -
11 - + - + (c)
12 - + - - 1 o + + 0
13 - - + + 2 + 0 + +
14 - + - 3 -0 + -
15 - - + 4 o - + 0
16 - - - - 5 + + 0 +
17 0 0 0 6 - + 0 -
7 + - 0 +
8 - - 0 -
(d) 9 o + - 0
1 40,5 -0,5 -0,5 +0,5 w + 0 - +
2 -0,5 +0,5 +0,5 -0, 11 -0 - -
3 05 -05 +0,5 -0)5 12 o - - 0
4 40,5 +0,5 -0,5 40,5 13 0 0 0

# Kalibra¢ni sada (KS): CFD (a), FFD (b), BBP (¢); testovaci
sada (TS): (d)

néjsich vysledki) je jednoznacné dosazeno pro soubory s ari-
tmetickych centrdlnim bodem.

Ad 3) Rozsah koncentraci kalibra¢ni sady byl testovdn pro
jiz optimdlni podobu kalibracniho setu (CFD) nalezenou v bo-
dé 1) a optimdlni centrdlni bod (aritmeticky CB) nalezeny
v bodé¢ 2).

Byly testovdny dva rozsahy koncentraci kalibra¢ni sady:
— vy$8§i rozsah koncentraci (10-100 umol.l’])

— niz8i rozsah koncentraci (10-50 umol.l").

Hodnoty MRPE a CRPE ziskané pro oblast vyssiho i niz-
$itho rozsahu koncentraci pro testovaci sadu a modelové vzor-
ky I-MD a II-MD jsou uvedeny v tabulkach IIl a I'V.

Jak je vidét z tabulek III a IV, jsou vysledky (relativn{
chyby predikce) pro kalibracni sady pro vySsi i nizsi rozsah
koncentraci kalibracni sady srovnatelné.
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Tabulka IIT
Srovnani relativnich chyb predikce testovaci sady pro rtizné kalibracni statistické pldny ve smési A, méfeno pro 24 vlnovych
délek v rozsahu 274-320 nm

Kalibra¢ni Centrélni bod
plan aritmeticky geometricky
CRPE [%] MRPE [%] CRPE [%] MRPE [%]

fenol 2-CP  2,6-DCP 2,3,6-TCP fenol 2-CP  2,6-DCP 2,3,6-TCP
CFD* 4.8 5,6 5,2 4,6 5.2 11,1 11,9 12,9 11,0 11,6
FFD?* 7,1 8,9 8,4 8,5 8,4 14,2 16,4 16,9 14,6 15,4
BBP* 7.4 7.8 7.9 7,1 7,7 11,7 12,9 12,9 12,6 12,7
CFD" 5.4 42 5.4 5,0 5.1 - - - - -

# Hodnoty pro rozsah koncentraci fenolu a chlorfenold 10-100 umol.l’lz 77,5 j,trnol.l’l a 32,5 umol.l’l, ® hodnoty pro rozsah
koncentraci fenolu a chlorfenol 10-50 wmol.1™": 40 pumol.1™" a 20 pmol.1™!, sloZeni testovacich roztokd — viz tabulka II

Tabulka IV
Srovnani relativnich chyb predikce u modelovych vzorkd I-MD a II-MD pro rizné kalibra¢nf statistické plany ve smési A, méfeno
pro 24 vlnovych délek v rozsahu 274-320 nm

Kalibra¢ni Centralni bod
plan aritmeticky geometricky
CRPE [%)] SRPE [%] CRPE (%] SRPE [%]

fenol 2-CP  2,6-DCP 2,3,6-TCP fenol 2-CP  2,6-DCP 2,3,6-TCP
CFD? 6,8 9,4 6,8 59 72 5,9 79 8,8 9,0 8,0
FFD* 7,4 8,2 8,2 6,4 7,6 14,0 19,0 17,1 16,1 16,5
BBP?* 9,8 12,0 10,3 10,1 10,5 14,0 14,5 13,9 14,6 14,2
CFDP 7,2 9,2 9,1 6,4 7,9 - - - - -
CFD¢ 5,0 6,8 7,0 5,8 6,2 72 72 7.9 8,2 7,7
FFD¢ 9,2 8,8 8,9 6,1 8,3 11,6 13,2 13,4 10,7 12,2
BBP¢ 8,8 10,2 11,3 10,5 10,2 14,0 15,8 15,9 14,2 15,0
CFD! 6,2 9,4 6,2 5,0 6,5 - - - - -

11-MDO1, ® II-MDO1, ¢ I-MD02 — pro koncentrace fenolu a chlorfenolii v rozmezi 13-90 pmol.I"!, 4 TI-MDO02 — pro koncentrace
fenolu a chlorfenolfi v rozmezi 12—44 pmol.I™!

Jako optimdlni pro dalii stanoveni byl na zdkladé pfed- Vysledky stanoveni v destilované vodé pro testovaci sadu
chozich vysledkt vybrdn centrdlni faktorovy pldn, aritmeticky a modelové vzorky III-MD jsou uvedeny v tabulce V.
centrdlni bod a niz8i rozsah koncentraci komponent, ktery 1épe Hodnoty CRPE a MRPE pro jednotlivé slozky smési a chy-
modeluje redlné obsahy chlorfenolti ve vodéch. by koncentraci v testovacich roztocich jsou proti smési A

relativné vysoké, coZ je zplisobeno vysokym stupném piekryti
Analyza modelove smési B (fenol, 2-CP, 3-CP a 4-CP) absorpc¢nich spekter jednotlivych analyti ve smési B.

Toto seskupenti fenolt se Casto vyskytuje v redlnych vzor- II. Stanoveni fenold v pitné
cich vod. Méfeni bylo opét provedeno pro prostiedi 1 mol.I”" a povrchové vodée
NaOH a | mmol.I"" EDTA. Pro stanoveni fenolu a chlor-
fenold v systému B byly vybrdny optimdlni podminky na- Vzorky vod byly uméle kontaminovany piidavky fenolu
lezené pro smés A, tj. kalibra¢ni soubor obsahoval celkem a chlorfenold v koncentracich, které odpovidaly optimalizo-
17 roztoku (statisticky plan CFD), byl zvolen niZ§i rozsah vanému statistickému pldnu kalibra¢niho souboru a testovaci
koncentraci kalibracniho setu s koncentracnimi meznimi hla- sadé uvedenych v predchozi ¢asti.
dinami 50 umol.I"" a 10 umol.I™" a aritmetickym centralnim Stanoveni bylo provedeno opét v prostiedi 1 mol.I”' NaOH
bodem (30 pmol.I™). Testovaci sada obsahovala &tyfi roz- v pfitomnosti 1 mmol.I"' EDTA za optimélnich podminek
toky obdobného uspotddani jako v predchozim piipadé smé- méfeni nalezenych v kapitole I (iplny faktorovy pldn s arit-
si A a dva ndhodné zvolené nezndmé modelové vzorky (III- metickym centrdlnim bodem a nizs§im rozsahem koncentrac{
-MD). fenolu a chlorfenol).
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Tabulka V

Relativni chyby predikce testovaci sady a u modelovych vzor-
kd II-MD ve smési B, méfeno pro 24 vinovych délek v roz-
sahu 274-320 nm

Kalibra¢ni CRPE [%)] MRPE,
plan fenol 2-CP 3-cp 4cp CRPE)L%I
CFD? 144 12,7 199 14,8 15,8
CFD" 13,9 9,6 15,8 12,6 (13,2)
CFD¢ 200 162 28,1 17,2 (20,0

4 Destilovand voda: 20 a 40 umol.l’l, b yzorek I-MDO1:
v rozmezi 16-46 umol.l'l, ¢ vzorek III-MDO02: v rozmezi 12—
44 pmol.I™!

Tabulka VI

Laboratornf pfistroje a postupy

Obr. 3. Absorpéni spektra fenolu + 2-CP + 3-CP + 4-CP, povrcho-
vé vody (PV), huminové kyseliny (10 mg.l") (HK) a humino-
vé vody (HV); spektra jednotlivych komponent v prostiedi NaOH
(1 mol.l’]) aEDTA (1 mmol.l’]), koncentrace fenold 50 umol.l"; 1-
fenol, 2 - 2-CP, 3 - 3-CP, 4 -4-CP,5 —PV,6-HK, 7-HV

Relativni chyby predikce pro vzorky pitné, povrchové a huminové vody ve smési A, pro tuplny faktorovy pldan (CFD)
s aritmetickym centrdlnim bodem pro rozsah koncentraci fenolu a chlorfenolt 10-50 umol.l’l; méfeno pro 24 vlnovych délek

v rozsahu 274-320 nm

Typ vody CRPE [%] MRPE,
fenol 2-CP 2,6-DCP 2,3,6-TCP (SRPE) [%]
Pitna® 7,1 7,1 9.8 8.5 8,2
Povrchov4® 6,7 6,9 8,0 8,9 7,8
Huminov4® 9,8 9,7 8,5 9,2 9,2
Pitna (PI)IJ 1. vzorek 6,6 8,9 8.4 13,5 9,3)
2. vzorek 14,4 10,0 12,2 13,0 (12,4)
Povrchova (PV)b 1.vzorek 10,6 12,0 7,2 12,5 (10,5)
2. vzorek 6,6 8,9 13,2 13,8 (10,6)
Huminova (HV)b 1. vzorek 11,8 13,4 11,0 13,0 (12,3)
2. vzorek 13,0 13,9 12,5 12,1 (12,8)

*Testovaci sada: 20 a40 wmol.1"!, ® 1. vzorek III-MDO1: v rozmezi 1646 pmol.1™", 2. vzorek III-MD02: v rozmezi 12—44 pmol.1™!

Tabulka VII

Relativni chyby predikce pro vzorky povrchové, huminové a umélé huminové vody pro hodnoty absorbance a derivace
absorbance ve smési B, tiplny faktorovy plan (CFD) s aritmetickym centrdlnim bodem pro rozsah koncentraci fenolu a chlorfenold

10-50 pmol.1™!
Typ vody Absorbance 1. Derivace
CRPE [%) MRPE, CRPE [%) MRPE,
fenol 2-CP 3-CP 4-cp SRPE)[%]  fenol 2.cp 3.cp 4-cp (SRPE)[%]
Povrchova® 194 227 241 194 21,7 156 180 185 150 16,4
Huminova® 188 222 224 187 20,7 164 179 193 154 16,9
MAR 244* 17,5 213 21,0 164 19.4 150 182 17,7 148 16,2
Povrchova (PV)®  1.vzorek 20,4 229 240 190 (21,6 162 19,1 186 133  (16,8)
2. vzorek 18,7 21,8 229 191  (20,6) 159 193 181 120 (16,3)
Huminova (HV)® 1. vzorek 189 225 226 183 (20,5 17,1 180 203 169 (18,0
2. vzorek 180 230 228 184  (20,6) 16,7 18,1 193 155 (17,4)
MAR 244 (HK)® 1. vzorek 160 22,7 206 155  (18,7) 155 190 178 141  (16,5)
2. vzorek 158 198 230 159  (187) 145 179 188 156 (16,6)

* Testovaci sada roztokd, ® modelové vzorky — viz tabulka VI
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Tabulka VIII

Laboratornf pfistroje a postupy

Relativni chyby predikce povrchové vody a umélé huminové vody ve smési B metodou Kalmanova filtru, méfeno pro 48 vinovych
délek vrozsahu271-318 nmpo 1 nm, 1 mol.I"' NaOH, 1 mmol.I"'EDTA, koncentrace komponent v testovaci sadé a v modelovych

vzorcich (umol.I™")

Typ vody SKCH [%] SSKCH
fenol 2-CP 3-CP 4-CP [%]
Huminova® 3,0 8,4 8,8 53 6,3
MAR 244* 10,4 10,5 12,9 54 9.8
Huminova (HV)® 1. vzorek 0,9 -10,8 11,6 -3,6 6,7
2. vzorek 5.4 0,5 59 -1,8 34
MAR 244 (HK)" 1. vzorek -6,9 -14,2 -7,1 7,8 9,0
2. vzorek -14,4 -5,8 15,0 4,0 9,8

2 Testovaci sada, ® modelové vzorky — viz tabulka VI

Pro smés A byly vysledky porovnany pro pitnou (PI),
povrchovou (PV) a huminovou vodu (HV), pro smés B pro
povrchovou vodu (PV), huminovou vodu (HV) a vodu s ob-
sahem prepardtu huminové kyseliny MAR 244 (HK).

V pfitomnosti huminovych kyselin ve vodach je absorban-
ce v oblasti 260-320 nm vyrazné zvySend a piekryvd absorp-
¢ni spektra fenold (viz obr. 3). Proto bylo stejné mnoZstvi
huminové vody nebo huminové kyseliny neobsahujici fenoly
ptidano i do vSech kalibracnich a testovacich roztoku.

Pro modelovou smés A (fenol, 2-CP, 2,6-DCP a 2,3,6-
-TCP) jsourelativni chyby predikce CRPE a MRPE pro vSech-
ny slozky, Ctyfi testovaci roztoky a pro modelové vzorky pitné,
povrchové a huminové vody porovnany v tabulce VI.

Pro modelovou smés B (fenol, 2-CP, 3-CP a 4-CP) jsou
relativni chyby predikce CRPE a MRPE pro vsechny slozky,
Ctyfi testovaci roztoky a pro modelové vzorky povrchové
a huminové vody a vody s obsahem prepardtu huminové ky-
seliny MAR 244 porovndny v tabulce VII.

Jak ukazuji vysledky v tabulce VII, zpisobuje blizky cha-
rakter absorpcnich spekter pro modelovou smés B podstatné zvy-
Seni chyby predikce proti smési A. Tyto chyby je moZné sniZit
pri vyhodnoceni prvni derivace absorpcnich kiivek studova-
nych fenolt (obr. 4), které zpiestiuji polohu absorpéniho ma-
xima ve srovndni s nederivovanym signdlem. Tuto skutecnost
ilustruji vysledky pro prvni derivaci absorbance v tabulce VII.
Pouziti vyssich derivaci vSak opét zvySovalo chyby predikce
v dtsledku rostouctho vlivu pozadi a Sumu na hodnoty signdld.

Vzhledem k tomu, Ze spektra komponent ve smési B se
znacné prekryvaji, bylo provedeno srovndni vysledkl ziska-
nych metodou PLS s vysledky ziskanymi metodou Kalmano-
va filtru, kterd je zaloZena na zcela odlisném principu a algo-
ritmu a jiz v minulosti vedla k uspokojivym vysledkdm pfi
zna¢ném prekryvu spekter® .

Srovndni bylo provedeno ve smési B (fenol, 2-CP, 3-CP
a4-CP) pro huminovou vodu (HV) a umélou huminovou vodu
s obsahem prepardtu huminové kyseliny MAR 244 (HK).
Spektra fenolu a jednotlivych chlorfenolii v testovaci sadé
a modelovych vzorcich byla pro metodu Kalmanova filtru
méfena pro 48 vinovych délek v rozsahu 271-318 nm. Vysled-
ky vypoctl pro testovaci sadu a modelové vzorky jsou uvede-
ny v tabulce VIIIL.

Jak je vidét z tabulek VII a VIIL, vysledky ziskané pomoci
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Obr. 4. 1. derivace spekter fenolu + 2-CP + 3-CP +4-CP; 1. derivace
spekter jednotlivych komponent v prostfedi NaOH (1 mol.1) aEDTA
(1 mmol.l’]), koncentrace fenoli 50 umol.l"; 1 —fenol, 2-2-CP, 3 —
3-CP, 4 - 4-CP

Kalmanova filtru poskytuji mnohem mensi relativni chyby

predikce, a jsou tedy spravnéjsi nez po pouziti PLS.

Zavér

V této praci byly optimalizovany podminky pro stanoveni
fenolu a chlorfenolti ve vodach. Jako optimdlni se ukdzal tplny
faktorovy plan (CFD) kalibra¢ni sady, centrdlni bod v oblasti
aritmetického priméru meznich hladin koncentraci kalibrac¢n{
sady a nizsf rozsah koncentraci kalibracni sady zvoleny na
zdkladé redlnych koncentraci chlorfenold ve vodach. Vyhod-
nym se také ukdzalo vyuziti derivace absorbanci, zejména
ve smési B (fenol, 2-chlorfenol, 3-chlorfenol, 4-chlorfenol)
s podstatné vétsim piekryvem absorpcnich spekter komponent.

Hodnoty relativnich chyb predikce koncentraci fenolu a chlor-
fenoli v jednotlivych vzorcich vod dosahovaly v zdvislosti na
systému a druhu vody hodnot 4,2-28,1 % (PLS), resp. 0,5—
15,0 % (KF) pro obsah fenolu 0,9-9,4 mg.l'l, monochlorfeno-
1a1,25-12,8 mg.l’l, 2,6-dichlorfenolu 1,63-16,3 mg.l" a2,3,6-
-trichlorfenolu 2,0-19,7 mg.l‘l ve smésich.

Vysledky ukazuji, Zze ve smésich, kde se komponenty
vzdjemné chemicky neovliviiuji (viz smés B), ale pfitom se
znaéné prekryvaji jejich absorpcni spektra, je vhodnéjsi pouzi-
ti Kalmanova filtru, jehoZ algoritmus si poradi s rozliSenim
prekryvajicich se spekter komponent mnohem lépe nez al-
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goritmus PLS pfi daleko vétsim poctu kalibraénich roztokd.

Pritomnost huminovych ldtek ve vodé, které jsou makro-
absorbujicimi komponentami ve vzorku, podstatné zvySuje
chybu predikce pro pouzité fenoly. Ve vodach v pfitomnosti
nezndmého obsahu huminovych litek by exaktni feSeni pro-
blému s pouzitim PLS vyzZadovalo poklddat huminové latky
za dal$i nezndmou komponentu a pouzit multivariatni kalib-
raci v systému s péti komponentami, jehoz feseni ve zvySené
mife ovliviiuje chybu pii stanoveni koncentraci jednotlivych
komponent pro omezeny pocet kalibra¢nich roztokt a zvySuje
dobu méfeni a analyzy pii pouziti uplné€ho statistického planu
kalibra¢nich roztokd.

Obvyklé obsahy soli v pitné a povrchové vodé do tvrdosti
4,5 mmol.1"! neovliviiuji vysledky stanoveni fenolu a pouZitych
chlorfenold v pfitomnosti 1 mol.I”' NaOH a >0,001 mol.I"!
EDTA.
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R. Kostrhounova-Stépankova?, L. Jan¢ai®, and L. Som-
mer® ("RECETOX, Faculty of Science, Masaryk University,
Brno, "Department of Chemistry, Faculty of Education, Ma-
saryk University, Brno, “Institute of Environmental Chemistry
and Technology, Faculty of Chemistry, Brno University of
Technology, Brno): UV Spectrophotometric Determination
of Phenol and Chlorophenols Mixtures in Water using
Partial Least-Squares and Kalman Filtering

The UV spectrophotometric determination of phenol and
chlorophenols in mixtures was performed by using multiva-
riate calibration with partial least-squares in drinking and
surface waters. Absorbance and their first derivatives we-
re evaluated for mixtures of phenol, 2-chloro-, 2,6-dichloro-
and 2,3,6-trichlorophenol or phenol, 2-, 3- and 4-chlorophe-
nol with satisfactory prediction of errors of results in the
10-100 pmol.I"! range for drinking and surface waters in the
presence of 1.0 mol.I"' NaOH and > 1.0 mmol.I"' EDTA using
a calibration set with 17 standard solutions (full statistic de-
sign) and 24 wavelengths. Humic acids interfere and their
influence must be eliminated by previous addition into calibra-
tion solutions. Kalman filtering gives more accurate results for
samples containing monochlorophenols and phenol with very
similar absorption spectra.



