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Anotace

This work deals with the use of HPLC method in the analysis of environmental
samples. Cigarette butts are one of the most common garbage in nature. These cigarette butts
may contain high amounts of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) and many other
toxic and chemical compounds, which may contaminate the environment. One of the aims of
this work was to optimize extraction process of 16 priority PAHs from freshly smoked
cigarette butts and the HPLC/FLD analytical method and consequently to determine their

contents in collected samples.

The second part of the work is devoted to the introduction of a method suitable for
the quantitative evaluation of metformin loss in 100% aqueous samples. The method will be
further used for the analysis of standard solutions in the monitoring and evaluation of

possible photochemical reactions of metformin.
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1 Seznam pouzitych zkratek a symboli

a Smérnice kalibracni kiivky

AY Acenaftylen

ACN Acetonitril

AE Acenaften

AN Antracen

BA Benzo[a]antracen

BaP Benzo[a]pyren

BbF Benzo[b]fluoranthen

BkF Benzo[k]fluoranthen

BP Benzo[g,h,i]perylen

c koncentrace

DA Dibenzo[a,h]antracen

FE Fenantren

FL Fluoranthen

FLD Fluorescen¢ni detektor

FR Fluoren

GC/MS Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
CH Chrysen

IP Indeno[1,2,3-c,d]pyren

k Kapacitni pomér

Kop Distribu¢ni konstanta

MF Mobilni faze

NA Naftalen

PAU Polycyklické aromatické uhlovodiky
PEEK Polyetherketon

PR Pyren

q Usek na ose y (intercept) rovnice kalibraéni kfivky
QC Koeficient kvality linedrni regrese

R Korela¢ni koeficient



Re Vytéznost

RP-HPLC Vysokou¢inna kapalinova chromatografie na reverzni fazi

RSD Relativni smérodatna odchylka
S/N Pomér signalu k Sumu

ST Standardni slou¢enina

tm Mrtvy retencni Cas

tr Retencni Cas

UV/VIS Ultrafialovo-viditelna (spektrofotometrie)
US EPA  Agentura pro ochranu Zivotniho prostiedi
VS Vnitini standard

Vz Vzorek

y Odezva detektoru



2 Uvod

Tato prace se zabyva vyuzitim metody HPLC v analyze vzorki Zivotniho prostiedi.
Cigaretové nedopalky jsou jednim z nejbéznéjSich odpadkii vyskytujicich se v prirode¢.
Obsahuji polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) a mnoho dalSich chemickych
sloucenin, které kontaminuji zivotni prostiedi. Jednim z cili prace je optimalizace extrakce a
stanoveni prioritnich 16 PAU v Cerstvé vykoufenych nedopalcich a vyhodnoceni jejich

obsahu.

Dalsi cast prace je vénovana zavedeni metody vhodné pro kvantitativni hodnoceni
ubytku metforminu ve 100 % vodnych vzorcich. Metoda bude déale vyuZivana pro analyzu

roztoki standardii pfi sledovani a hodnoceni moznych fotochemickych reakci metforminu.

3 Cile prace

1) teoretick¢é a praktické seznameni se s analyzou vzorkli pomoci kapalinové
chromatografie

2) stanoveni polycyklickych aromatickych uhlovodikli v cigaretovych nedopalcich
metodou HPLC s FLD a UV detekei

3) vyvoj, optimalizace metody pro analyzu metforminu ve vodném roztoku metodou

HPLC s UV detekci



4 Teoreticka Cast

4.1 Kapalinova chromatografie

Kapalinova chromatografie se fadi do skupiny separac¢nich analytickych metod.
V soucasné dob¢ se v praxi vyuzivd zejména vysokoucinna kapalinova chromatografie na
reverznich fazich (RP-HPLC), ktera byla pouZita i v této praci (Kiizek a Sima 2015). Jde o
systém s polarni mobilni fazi a nepolarni stacionarni fazi, ktery umoziluje separaci sloucenin
riznych polarit (Novakova et al. 2021).

Principem kapalinové chromatografie je rozdilnd distribuce latek mezi dvé
nemisitelné faze, a to pohyblivou (mobilni) fazi a nepohyblivou (stacionarni) fazi (Novakova
et al. 2021). Mobilni faze je v tomto typu chromatografie tvofena rozpoustédlem nebo jejich
misitelnou smési. K pfipravé smési se vybiraji kombinace polarnich a méné polarnich
slou€enin, napf. acetonitril ¢i methanol a voda (Zaruba 2016). Staciondrni fize je umisténa
v chromatografické koloné¢ a je tvofena bud pevnou latkou nebo kapalinou nejcasteji

ukotvenou na tuhém nosic¢i (Novakova et. al. 2021).

V pribéhu chromatografické separace dochédzi k zadrzovani molekul analytu na
sorbentu stiidajici plynuti molekul s mobilni fazi. Jednd se o dynamicky proces ptechdzeni,
kdy se v kazdém okamziku systém blizi rovnovaze, nicmén¢ ji neni dosazeno. Tento stav
hleddni rovnovdhy mezi analytem, stacionarni a mobilni fazi charakterizuje distribucni

konstanta znacend Kp (Zaruba 2016).

Pfi interakci analytu s mobilni a stacionarni fazi je podstatna jejich vzajemna afinita,
kterd ovliviiuje dobu eluce neboli hodnotu retenéniho €asu. Tato veli¢ina charakterizuje dobu
od néstiiku vzorku do chromatografického systému po maximum piku. Cim vy33i je afinita
analytu k sorbentu, tim déle je v chromatografické kolon€ zadrZzovan a retencni Cas je vyssi.
Naopak pfi vysoké interakci s mobilni f4zi a velmi nizkou ¢i Zadnou afinitou analytu k
sorbentu dochazi k eluci zahy nebo jiz v tzv. mrtvém objemu (K¥izek a Sima 2015).

Zakladni ¢asti chromatografu jsou zasobniky mobilnich f4zi, sméSovac, vysokotlaké
cerpadlo, davkovaci zafizeni (stiikacka ¢i autosampler), chromatografickd kolona eventudlné
s predkolonou umisténd v termostatu, detektor, odpadni nddoba a zapisova¢ v podobé

pocitace.



Na Obr. 1 je zndzorné€no schéma vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC).
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Obr. 1: Schéma HPLC (upraveno a ptevzato z TUDelft 2021)
Pted vstupem mobilni faze do systému je pomoci odplynovace odstranén rozpustény
vzduch v kapaling, aby nebyl signal detektoru ovlivnén prochdzejicimi bublinkami vzduchu

(Zaruba 2016).

Slozky mobilnich fazi lze misit podle gradientového programu ve sméSovaci, ktery

muze byt fazen pred 1 za vysokotlakym cCerpadlem (Novakova et al. 2021).

V systému HPLC se pracuje za vysokych tlaki pomoci vysokotlakého Cerpadla, které
zajiSt'uje rozsah tlakll 1 - 35 MPa, pfi pritocich mobilni faze v rozmezi 0,01 - 10 ml/min.
Cerpadlo musi tlumit pulzaci mobilni fize zafazenim tlumice pulzii nebo napf. vyuzitim
erpadla v opaéné fazi (Kiizek a Sima 2015; Zaruba 2016).

Pro davkovani vzorku se nejcastéji vyuziva autosampler, tedy automaticky déavkovac
sloZzeny z nastfikového zafizeni a prostoru pro umisténi vzorkli ve vialkdch. Vialky jsou
sklenéné ¢i plastové mikronddobky o standardizovaném objemu 2 ml se specidlnim
uzavérem vybavenym pryzovym ¢i silikonovym septem. Pro spravné a presné naneseni
vzorku je dulezité zamezit rozmyti zony vzorku neboli disperzi a to pii vpraveni vzorku do
vysokotlakého systému chromatografu (Novakova et al. 2021).

Vzorek je déale unaSen proudem mobilni fdze do chromatografické kolony, které
muze predchazet piredkolona zabezpecujici jeji ochranu pied necistotami, napt. u ptirodnich
vzorkd (K¥izek a Sima 2015).

Analytické kolony pro kapalinovou chromatografii jsou rovné ocelové ¢i sklenéné
trubice o délce obvykle 10 — 300 mm a s vnitinim pramérem 2,1 — 5 mm (Zaruba et al. 2016;
Noviékova et al. 2021). Kolona je vyplnéna sorbentem s velikosti ¢astic nejéastéji 1 — 10 pm,

kterym muize byt tuha latka nebo kapalina ukotvend na nosici. Stacionarni faze lze délit



podle rtiznych kritérii, napt. dle skupenstvi, polarity, chromatografického modu nebo podle
chemického sloZeni. Z chemického hlediska lze stacionarni faze rozdélit na anorganické
oxidy, mezi nez patii silikagel, oxid zirkonicity, oxid hlinity a oxid titani¢ity. DalSimi
skupinami stacionarnich fazi jsou chemicky véazané faze na bazi silikagelu, organické
polymery, hybridni stacionarni faze a stacionarni faze na bazi grafitového uhliku.
Stacionarni fazi lze charakterizovat n€kolika parametry jako je napf. velikost a tvar ¢astic,
meérny povrch, ktery je nepfimo umérny velikosti pord, dale obsah uhliku ¢i mérny objem
pori. Pii vybéru vhodné kolony a stacionarni faze je dilezitd mechanickd stabilita, tedy
odolnost vuci vysokému tlaku uvnitt kolony, ale i chemicka stabilita v souvislosti s mobilni
fazi, kterd nesmi reagovat s fazi stacionarni. Nejuzivangj$i pfi klasické chromatografii je pro
své vlastnosti silikagel, polarni anorganicky sorbent. Po chemické upravé je silikagel hojné
vyuzivan také pro separaci na reverznich fazich. Povrchové hydroxylové skupiny silikagelu
jsou modifikovany vhodnym ligandem. Ptikladem je €asto pouzivand C,s chemicky vazana
stacionarni faze. T¢lo kolony je zakonceno koncovkou, kterd zajiStuje dostatecnou tésnost,
rovnomérnou distribuci mobilni faze a analytu kolonou v procesu separace a zadrzovani
stacionarni faze kolony. Spojeni s davkovacem a detektorem je zajiSténo kovovymi,
polyetherketonovymi (PEEK) kapilarami, hydraulickymi spojkami ¢i PEEK kapilarami
s kfemenem (Novakova et al. 2021).

K mozZnosti Upravy a zajiSténi konstantni teploty a piipadné optimalizaci separaéni
metody je kolona umisténa v termostatu. V soucasné¢ dobé jsou vyuzivané vyhradné
horkovzdu$né termostaty se vzduchem jako médiem, které zabezpecuji rovnomérné Sifeni
dané teploty (Novakova et al. 2021).

Pro zaznamenani odezvy, tedy zmény signalu mezi prichodem ¢isté mobilni faze a
mobilni faze sanalytem, slouzi detektor. Mezi hojné¢ vyuzivané detektory patii
spektrofotometrické detektory, které pracuji na principu absorpce zatreni v UV/VIS oblasti,
konkrétné v rozsahu vinovych délek 190 — 800 nm. Dle konstrukéniho uspotadani Ize tyto
detektory rozdélit na detektory s fixni, ménitelnou a programovatelnou vlnovou délkou a na
tzv. detektory s diodovym polem. Ty jsou schopné snimat celé UV/VIS spektrum slozky
v realném Case bez preruseni procesu separace. Dale je velmi rozsifen fluorescencni detektor
fungujici na principu luminiscence a métfeni sekundarniho (emisniho) zareni, které latka
vyda po absorpci primarniho (excita¢niho) zafeni. Luminiscenci se rozumi vyzaieni svétla
pti prechodu molekuly ze stavu excitovaného do zakladniho. Na zaklad¢ energie, kterou je
luminiscence vybuzena, ji lze rozdé€lit napiiklad na fotoluminiscenci, chemiluminiscenci

nebo elektroluminiscenci. Dale je rozliSovdna na fluorescenci a fosforescenci podle doby



dosvitu po odstranéni zdroje excitace. V souCasné dob¢ se do poptedi dostava vyuziti
systému HPLC v kombinaci s detekci pomoci hmotnosti spektrometrie. Odezva detektoru je
zpracovana pocitatem v podobé cCasového zdznamu signdlu zndzornéného kiivkou

Gaussovského tvaru (piku) na chromatogramu (Novakova et al. 2021).

4.2 Polycyklické aromatické uhlovodiky

Polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) jsou organické perzistentni slouceniny,
jejichz zaklad je tvofen dvéma a vice benzenovymi jadry. Jednd se o latky téméft
vSudypiitomné, které mohou mit mutagenni a karcinogenni u¢inky (Tomaniova et al. 1997;
Bezpecnost potravin A-Z 2022). Charakteristické vlastnosti pro PAU jsou vysoké teploty
tani a varu, nizkd tenze par, nizka rozpustnost ve vodé a také jsou vysoce lipofilni. OvSem
jejich fyzikdlné-chemické vlastnosti se mohou znaéné liSit v zavislosti na molekulové
hmotnosti. S rostouci molekulovou hmotnosti se tenze par PAU a rozpustnost ve vodé
snizuje a naopak teploty tani, varu a lipofilita se zvySuje (Abdel-Shafy a Mansour 2016;
Masih et al. 2012). Agenturou pro ochranu zivotniho prosttedi (US EPA) bylo vybrano
15 PAU a naftalen jako vysoce prioritni kontaminanty Zivotniho prostfedi. Chemické
slouceniny z kategorie 16 PAU jsou znazornény v Tab. 1 (US EPA 2022; Hussar et al.
2012). Ke vzniku PAU dochézi zejména pyrolyzou a spalovanim organickych sloucenin za
omezené¢ho piistupu kysliku pii 500 — 900 °C (Tomaniova et al. 1997; Bezpec€nost potravin
A-Z 2022). Neantropogennimi zdroji PAU jsou napf. lesni pozary, vulkanickd ¢innost a
biochemickd syntéza nékterymi makrofyty a mikroorganismy (Tomanioba et al. 1997;
Fouchecourt et al. 1999). Mezi vyznamné antropogenni zdroje PAU patii napt. spalovani
fosilnich paliv, zpracovani ropy, téZba uhli, ropné skvrny a potraviny, zejména po nevhodné
tepelné Gpraveé (Hussar et al. 2012).

Rada toxickych latek a PAU vznikaji také pii hofeni tabakovych listd v cigaretovych
produktech. Nasledné se uvoliiuji nejen do ovzdusi, ale zlstavaji zachyceny 1 ve filtrech
cigaret. V soucasné dob¢ patii nedopalky mezi nejcastéjsi odpad v Zivotnim prostiedi. Jde
o odpad, ktery miize nasledné kontaminovat vzduch, piidu a vodu. Nicméné pro vodni
systémy zatim neni environmentalni vyznam PAU pochazejicich z nedopalki zcela objasnén
(Dobaradaran et al. 2020; Novotny et al. 2009).

Vétsina dosud publikovanych praci se zabyva obsahem PAU v cigaretovém kouti. Napf.
publikace (Vu et al. 2015) se vénuje zastoupeni 14 PAU pomoci metody GC/MS
v primarnim proudu cigaretového koufe pro 50 komercnich americkych cigaret. Celkové

hodnoty zastoupeni 14 PAU se pohybovaly v rozsahu 0,14 —2,6 ug na vahu cigarety.



V celkovych hodnotach obsahtt PAU dominovaly zejména nizkomolekuldrni PAU (NA, FR
a FE). Naopak vyrazné¢ niz8i vytézek byl zaznamenan u PAU s vy$$i molekulovou
hmotnosti, napt. pro BbF, BKF a BaP. Tato skutecnost znaci zdvislost hodnoty obsahu
jednotlivého PAU na molekulové hmotnosti. Pocet publikaci, kde byl sledovan obsah PAU
pfimo v cigaretovych nedopalcich neni mnoho. Publikace (Moriwaki et al. 2009) zkoumala
jeden vzorek nedopalku odebraného z Zivotniho prostfedi v Japonsku, v kterém byl celkovy
obsah 11 PAU roven 0,39 ug/g. Ve studii (Shimazu 2016) bylo stanoveno 9 PAU v péti
znackach cigaret. Nejrozsahlejsi publikovany vyzkum obsahu PAU v nedopalcich je
(Dobaradaran et al. 2019). Zabyva se porovnanim koncentraci 16 PAU v Cerstvé
vykoufenych cigaretdich s koncentraci téchto latek v nedopalcich po urcitou dobu
exponovanych podminkéch okolniho prostiedi v ulicich mést a v blizkosti vodnich tokd.
Nedopalky byly extrahovany v 3,5 ml cyklohexanu a po dobu 14 h ttepany. Vyzkum v této
studii probehl s vyuzitim GC/MS. Vysledné celkové koncentrace pro 16 PAU ze 36
Cerstvych nedopalkli se nachazely vrozsahu 14,4 —35,9 ug/g, znéhoz vyplyva znacna
variabilita obsahii PAU mezi jednotlivymi vzorky. Studie uvadi potadi jednotlivych PAU dle
jejich zastoupeni. NejvysSich hodnot dosahovaly analyty NA, IP, DA, AE a FR
s procentualnim zastoupenim 23; 7,4; 7,4; 6,8 a 6,4 % z celkového obsahu. Mezi témito péti
nejvice zastoupenymi PAU se vyskytuji analyty s nejnizsi i nejvyssi molekulovou hmotnosti.
Pro nedopalky z ulic ve mésté byl naméfen celkovy obsah PAU pro 72 vzorki v rozsahu
10,8 — 32,7 ng/g a pro stejny pocet nedopalkti louhovanych v fece 12,2 — 27,8 ng/g.

Dale bylo v (Dobaradaran et al. 2020) provedeno meéfeni a hodnoceni koncentraci
16 PAU z vyluhu nedopalkti. Expozice nedopalki ve vod¢ probihala v rozmezi 4 h az
21 dna. Celkova mnozstvi vSech vyextrahovanych PAU se pohybovala v rozmezi 3,9 — 5,7,
33-5,5 a 3,0-5,0ug/l pro vodu deionizovanou, vodovodni a fti¢ni. PAU s nizsi
molekulovou hmotnosti byly ve vyluhu detekovany jiz po 4 h a celkové dosahovaly
nejvyssich koncentraci. Studie tedy souhlasi s vysledky publikace (Vu et al. 2015) z hlediska

zéavislosti zastoupeni PAU na jejich molekulové hmotnosti.



Tab. 1: Slouceniny z kategorie 16 PAU dle US EPA a vnitini standard (Merck 2022)

Sloucenina Zkratka Vzorec Mr [g/mol] CAS
Naftalen NA CioHs 128,17 | 91-20-3
Acenaftylen AY O‘O CioHs 152,19 208-96-8
Acenaften AE O‘O Ci2Hio 154,21 83-32-9
Fluoren FR CisHio 166,22 86-73-7
Fenantren FE QCQ CisHio 178,23 85-01-8
Antracen AN CisHio 178,23 120-12-7
Fluoranthen FL CigHo 20225 | 206-44-0
Pyren PR QSQ CisHio 202,25 129-00-0
Benzo[a]antracen BA OOO‘ CisHiz 228,29 56-55-3
Chrysen CH CisHos 22829 | 218-01-9
9,10-difenylantracen VS CyHis 330,42 1499-10-1
Benzo[b]fluoranthen BbF CaoH 252,31 205-99-2
Benzo[k]fluoranthen BkF CxHi2 252,31 207-08-9
Benzo[a]pyren BaP CyoHiz 252,31 50-32-8
Dibenzo[a,h]antracen DA O‘OO‘ CxHyy 278,35 53-70-3
Benzo[g,h,i]perylen BP CpHiz 276,33 191-24-2
Indeno[1,2,3-c,d]pyren |  IP CpHu 276,33 | 193-39-5




4.3 Metformin

Metformin neboli 1,1-dimethylbiguanid je organickd sloucenina, jejiz strukturni
vzorec je znazornén na Obr. 2 (Metry et al. 2021; Mubeen a Noor 2009). Systematicky nazev
této slouCeniny je 3-(diaminomethyliden)-1,1-dimethylguanidin a jeji registracni ¢islo CAS
je 657-24-9 (CAS Common chemistry 2022). Jedna se o latku stabilni, velmi polarni a ve
vodé¢ rozpustnou. Ve formé& soli hydrochloridu je vyuZivdna ve farmakologii

(Metry et al. 2021; Mubeen a Noor 2009).

NH,

Obr. 2: Strukturni vzorec metforminu

Metformin je peroralni antidiabetikum urcené k lécbé predevsim diabetu mellitus
2. typu. Spole¢né se slouceninami fenformin a buformin je fazen do skupiny tzv. biguanidii
(Alshishani et al. 2018). Jejich zdklad je tvofen biguanidem neboli amidinoguanidinem, kde
jsou dvé molekuly guanidinu spojeny spolecnym atomem dusiku. Latky z této tfidy nachazi
Siroké uplatnéni jako reakcni katalyzatory, organické silné baze, ligandy pro komplexaci
kovlli a jsou téZ hojné vyuzivany pro jejich biologickou aktivitu (Grytsai et al. 2021).
Nicméné jako medikament je vyuzivan vyhradné metformin vzhledem k nezddoucim
vedlejsSim ucinkim s rizikem laktatové acidézy ostatnich 1éCiv. Metformin plsobi
v hepatocytech, inhibuje produkci glukézy a zaroven zvysuje senzitivitu télesnych tkani na
inzulin, v dasledku ¢ehoz se hladina glukézy v krvi snizi. Tento 1€k je dlouhodobé
piedepisovan zejména pacientiim s nadvahou, pii jeho uzivani nedochazi k hypoglykémii.
Zkoumany jsou téz protirakovinné ucinky této latky. V lidském organismu neni
metabolizovan a je vyloucen moc¢i nezménén (Alshishani et al. 2018). Vzhledem k velkému
poctu lidi s diabetem 2. typu a tedy k hojnému a globalnimu uzivani metforminu je tfeba na
tento lék nahlizet 1 jako na potenciondlni organicky polutant Zivotniho prostiedi

(Kosma et al. 2015).
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4.4 Stanoveni metforminu pomoci HPLC s UV detekci

Pro vyvoj a optimalizaci metody ke stanoveni metforminu ve vodném roztoku

vvvvvv

téma a piehledné zpracovat souhrn vyvinutych metod pro analyzu.

Analyza metforminu je provadéna zejména pomoci metody RP-HPLC, tedy
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie na reverzni fazi, se spektrofotometrickou detekci
za izokratické eluce. Mezi optimalizované parametry v publikacich patfi vybér kolony a
stacionarni faze, objem nastiiku vzorku, slozeni a prutok mobilni faze, teplota kolonového
prostoru a vlnova délka detekce. Tyto metody byly obvykle vyvinuty nejen pro analyzu
metforminu, ale soucasn¢ také pro stanoveni latek s podobnych antidiabetickym ucinkem,

napt. gliclazidem, miglitolem a benfotiaminem.

V Tab. 2 je uveden souhrn parametri dosud publikovanych analytickych podminek
pro stanoveni metforminu pomoci kapalinové chromatografie s vyuzitim UV detekce.
V publikacich (Kumari a Bandhakavi 2020; Snow 2019; Dayyih et al. 2018; Prameela et al.
2018; Izzaty et al. 2014) byla pouzita kolona C18 liSici se druhem vyrobce a ptipadné délkou
kolony. Dale byly pouzivany kolony HILIC (Merck 2021), Alltima CN (Gedawy et al. 2019)
a Luna SCX (Trass a Orlowicz 2016). Ptiprava zasobnich a pracovnich roztokd standardl se
vzdy odvijela od slozeni pouzit¢ mobilni faze. Objem nastiiku vzorku byl v rozsahu
2-40 ul. Pro kolony CI8 byla MFA vzdy fosfatovy pufr s odliSnou upravou pH
v jednotlivych metodach. MFB byl acetonitril s vyjimkou publikace (Izzaty et al. 2014),
kterd uvadi jako MFB methanol. V (Dayyih et al. 2018) byla pouZita voda jako tfeti mobilni
faze (MFC). Pii analyze pomoci kolony Alltima CN a HILIC byla MFA mravencanovy pufr
a MFB acetonitril (Gedawy et al. 2019; Merck 2021). Mobilni f4zi na kolon€ Luna SCX byl
uvedeny v Tab. 2. Pritok MF byl obvykle roven 1 ml/min, pouze (Trass a Orlowicz 2016)
uvadi vyssi hodnotu 2 ml/min. Teplota kolonového prostoru byla laboratorni nebo 30 °C
v ptipad¢ analyz (Prameela et al. 2018; Kumari a Bandhakavi 2020). VInova dé¢lka detekce
se v jednotlivych publikacich pohybovala v rozsahu 218 — 254 nm.
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Tab. 2: Souhrn optimalizovanych podminek HPLC analyzy metforminu dle uvedenych publikaci

Teplota

Vinova

Kolona Rozméry kolony MF (kolona) [°C] | délka [nm] Citace
150x4 ; fosfatovy pufr (pH 2,7) /A
Kromasil C18 50>4.6 mm; osfitovy pufr (pH 2,7) /ACN 30+2 224 (Kumari a Bandhakavi 2020)
5 um (65:35)
: fosfatovy pufr (pH 3) /A
Kinetex C18 250%4,6 mm; osfatovy pufr (pH 3) /ACN okoli 230 (Snow 2019)
Sum (19:1)
250%4,6 mm; fosfatovy pufr (pH 6) /ACN /voda . .
Xterra C18 Sum (20:65:15) okoli 239 (Dayyih et al. 2018)
. 250%4,6 mm; 0,100 mol/l fosfatovy pufr (pH 3) /ACN
Hypersil C18 5 um (80:20) 30 254 (Prameela et al. 2018)
Phenomenex 250%4,6 mm; fosfatovy pufr (pH4) /methanol
ODS C18 Sum (50:50) - 235 (Izzaty et al. 2014)
Alltima CN 250%4,6 mm; mravencanovy pufr (pH 3,5) /ACN ’s 297 (Gedawy et al. 2019)
5 um (45:55)
Luna SCX 15 Oxstfnmm; 0,114 mol/l fosfitovy pufr (pH 3) okoli 218 (Trass a Orlowicz 2016)
0,0100 mol/1 ¢ y pufr / ACN
HILIC 50x3 mm; 2,7 pm | oo MOV MTAVERCAnovy puit 25 - (Merc 2021)

(5:95)
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5 Materialy a metody

5.1 Pouzité chemikalie

Metformin hydrochlorid — standard (Sigma-Aldrich)

Smésny standard PAU MIX-9 (Dr. Ehrenstorfer) obsahujici 16 PAU dle US EPA
9,10-difenylantracen (Sigma-Aldrich)

Mravencan amonny — Cistota LC-MS > 99,0% (Sigma-Aldrich)
Dihydrogenfosfore¢nan sodny — Cistota 99% (Fluka)

Octan amonny > 99,0% p.a. (Fluka)

Kyselina ortho-fosforecna — 85% p.a. (Sigma-Aldrich)

Kyselina octova —100% p.a. (Sigma-Aldrich)

Acetonitril-HPLC Super Gradient (Avantor Performance Materials)
Hexan > 98,0% (Sigma-Aldrich)

Aceton > 99,8% (Sigma-Aldrich)

Isopropylalkohol p.a. (Lach-Ner)

Diethylenglykol > 99,0% p.a. (Sigma-Aldrich)

Deionizovana voda

5.2 Instrumentalni vybaveni a spotfebni material

Kapalinovy chromatograf s UV a FLD detekci (Dionex UltiMate 3000, Thermo
Scientific)

Analytické vahy (Mettler Toledo)

Chromatograficka kolona PAU C18; délka 250 mm; vnitfni primér 3 mm; velikost
castic 5,0 um (Waters)

Chromatograficka kolona Kinetex-HILIC; délka 150 mm; vnitini primér 3 mm;
velikost ¢astic 2,6 um (Phenomenex)

Chromatograficka kolona Kinetex EVO C18 100 A; délka 150 mm; vnitini pramér
3 mm; velikost ¢astic 5,0 pm (Phenomenex)

Chromatograficka kolona Luna SCX; délka 150 mm; vnitini primér 3 mm; velikost
¢astic 5,0 um (Phenomenex)

Vyrobnik deionizované vody (Smart2Pure 6 UV/UF, Thermo)

Vakuova odparka (IKA RV 10)
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Lednice pro laboratorni vzorky s mrazakem (- 20 °C) (Liebherr)

Blok pro odpatovani vzorkl (Stuart)

Generator dusiku (Genius 1022, PeakScientific)

Ultrazvukova lazen (VWR)

Orbitalni tfepacka (Orbit1000, Labnet International)

pH elektroda (ED s.r.0.)

pH metr (GRYF 107)

Centrifuga (Sigma)

Automaticka davkovaci pipeta: BioPettePLUS o objemu 20 — 200 ul (Labnet)
Automaticka davkovaci pipeta: BioPettePLUS o objemu 100 — 1000 pl (Labnet)
Automatickéd davkovaci pipeta: Transferette o objemu 1 — 10 ml (Brand)

Odmérné sklo: tfida piesnosti A (FischerBrand)

Laboratorni sklo

Krimpovaci klesté, pinzeta

Sklenéné davkovaci stiikacky o objemu 5, 10, 25, 50, 100, 250 a 500 pl (Hamilton)
Spottebni materidl: plastové Spicky, krimpovaci vialky z ¢irého skla s hlinikovym
uzavérem s pryzovym septem, centrifugacni zkumavky, hlinikova félie

Zpracovani vysledka bylo provedeno v programu Microsoft Excel 2019 (Microsoft).
Pro ovladani kapalinového chromatografu a zpracovani chromatogramii byl pouzit

program Chromeleon 7.2.
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5.3 Priprava roztokii, postup extrakce nedopalki a podminky
chromatografické separace pro stanoveni PAU

5.3.1 Priprava mobilni faze
Mobilni faze (50 % ACN) byla pfipravena smichanim acetonitrilu a deionizované vody

v poméru 1:1 do laboratorni sklenéné lahve o objemu 1000 ml.

5.3.2 Priprava zasobnich a pracovnich roztoka ST a VS

V priibéhu prace byly pfipraveny roztoky ctyt riznych koncentraci VS ze zésobni latky a
tii riiznych koncentraci ST. Jako rozpoustédlo byl vzdy pouzit 50 % ACN.

Zasobni roztok vnitiniho standardu (9,10-difenylantracenu) VS B o koncentraci
5000 pg/l byl pripraven smichanim 2,5 ml roztoku VS A o koncentraci 50,0 mg/l a
doplnénim rozpoustédla po rysku do 25 ml odmérné bariky.

Pracovni roztok VS_C o koncentraci 1000 pg/l byl pfipraven smichanim 1 ml zasobniho
roztoku VS a rozpoustédla do 5 ml odmérné banky.

Dale byl pfipraven pracovni roztok VS D o koncentraci 100 pg/l. Do 50 ml odmérné
baiikky byl odméfen 1 ml zasobniho roztoku VS a nasledné¢ byla banika doplnéna
rozpoustédlem.

Pracovni roztok VS E o koncentraci 2000 ng/l byl pfipraven smichanim 2 ml zdsobniho
roztoku VS a rozpoustédla do 5 ml odmérné banky.

Zasobni roztok standardu ST B o koncentraci 1000 pg/ml byl pfipraven odméfenim
0,1 ml ST A o koncentraci 100 mg/l a doplnénim rozpoustédla po rysku 10 ml odmérné
banky.

Pracovni roztok ST C o koncentraci 20 pg/l byl pfipraven smichanim 0,2 ml ST B a
doplnénim rozpoustédla po rysku 10 ml odmérné barnky.

Déle byl piipraven roztok ST D o koncentraci 500 pg/l. Do 2 ml odmérné banky byl

odméfen 1 ml roztoku ST B a poté byla banika doplnéna rozpoustédlem.

5.3.3 Priprava kalibracnich roztoki

V Tab. 3 je uvedena pfiprava kalibrac¢nich roztokl. Kalibra¢ni roztoky byly pifipraveny
pro kazdou koncentra¢ni uroven ve tfech opakovanich. Pro odméfeni objemtt MF do
sklenénych vialek byla pouZita automatickd davkovaci pipeta. Dale byly pfidany jednotlivé

objemy VS a ST pomoci sklenénych davkovacich stiikacek (Hamilton). Pro koncentracni
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uroveni 1 — 8 byl pouzit roztok ST C a pro koncentracni urovenn 9 — 12 roztok ST B. Jako

vnitini standard byl pouzit roztok VS_D o koncentraci 100 pg/I1.

Tab. 3: Ptiprava kalibra¢nich roztok

Ko?icl":)llrfg - Objem ST (‘),E;Jfl)m O;i;m C()eli;(:;y Koncentrace

(1] (1] [ul] [u]] (/1]
1 5 895 0,100
2 10 890 0,200
3 25 875 0,500
4 50 850 1,00
5 100 800 2,00
6 175 725 3.50
7 250 100 50 1000 500
8 500 400 10,0
9 50 850 50,0
10 100 800 100
11 250 650 250
12 500 400 500

5.3.4 Priprava roztoki pro extrakce

Extrakéni rozpoustédlo bylo pfipraveno smichanim hexanu a acetonu v poméru 1:1 do
laboratorni sklenéné ldhve o objemu 1000 ml.

Keeper byl ptipraven smichanim isopropanolu a diethylenglykolu v poméru 4:1 do 10 ml

odmérné banky.

5.3.5 Sbér a uchovani vzorki

Odbér vzorki probéhl v arealu Jihoéeské Univerzity, P¥F. Cerstvé vykoufené nedopalky
byly odebirany pravidelné v pribéhu dne, po odbéru byly umistény do hlinikové folie a
nasledné ulozeny do laboratorni mraznic¢ky pfi nastavené teploté¢ na —20 °C. Celkem bylo
odebrano 20 vzorkti v zastoupeni ¢tyt riznych znacek cigaret. Konkrétné se jedna o znacky
LM, LD, Marlboro a baleny druh.

Pro srovnani byly pfipraveny rovnéz tzv. Cisté nedopalky odstfizenim z nepouzitych

cigaret znacky LD.
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5.3.6 Postup extrakce nedopalki

Extrakce probihaly dle postupu zavedeného a validovaného v laboratofi analytické
chemie (KCH, PiF) dle publikace (Primbs et al. 2008). Vzorek filtru byl vzdy nejprve zvazen
na analytickych vahach a vlozen do Erlenmayerovy banky. Nasledné bylo ptidano 100 pl
roztoku VS C, 10ml extrakéniho rozpoustédla a uzaviend banka byla vlozena do
ultrazvukové 1azné€ na 10 min. Poté byl prvni podil odlit do srdcové baiiky o objemu 25 ml.
Do Erlenmayerovy banky s nedopalkem bylo znova ptidano 10 ml extrakéniho rozpoustédla
a op¢ct byla vlozena na 10 min do ultrazvukové lazn€. Nasledné byl druhy podil piilit do
srdcové banky k prvnimu podilu. Do roztoku extraktu bylo ptidano 0,5 ml keeperu a bylo
provedeno odpatovani pti 300 mBar, teplot¢ 40 °C, 100 rpm po dobu az zbylo pfiblizné
0,2 ml extraktu. K extraktu byl pfidan 1 ml MF (50 % ACN), promichany roztok byl
pieveden do centrifugani zkumavky a nasledné probéhla centrifugace pti 25000 rpm. Po
odsttedéni byl eluat odpipetovan do vialky a uzavien krimpovacim vickem.

Nepouzité neboli Cisté nedopalky byly extrahovany obdobné, ale ke tfem vzorkiim bylo

navic ptidano 100 ul roztoku ST D.

5.3.7 Podminky chromatografické separace PAU

Analyza roztokii standardd a vzork® s obsahem PAU probihala pomoci RP-HPLC s FLD
a UV/VIS detekci za gradientové eluce. Pouzitou chromatografickou kolonou byla PAU
C18, MFA byl 50 % ACN a MFB byl zasobni roztok ACN (Pilik 2018). Podminky separace

jsou uvedeny v Tab. 4. Tato metoda byla nasledné optimalizovéana viz kapitola 5.5.1.

Tab. 4: Podminky chromatografické separace PAU

Parametr separace Hodnota
Velikost nasttiku pro kalibraéni roztoky 90 pul
Velikost nasttiku pro realné vzorky 10, resp. 15 ul
Pratok MF 1 ml/min
Teplota kolonového prostoru 35°C
“ . Zastoupeni MFB
Cas [min] ﬁ) %]
0-2,5 0
Gradientovy program 2,5-10 0 -> 100
10-14 100
14-15 100 > 0
15-20 0
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5.4 Priprava roztokl — vyvoj metody pro metformin

5.4.1 Priprava mobilnich fazi

Roztok mraven¢anu amonného (MFA-1) o koncentraci 0,0100 mol/l byl ptipraven do
100 ml odmérné banky rozpusténim 0,06315 g této latky v deionizované vodé.

Roztok dihydrogenfosfore¢nanu sodného (MFA-2) o koncentraci 0,0150 mol/l byl
ptipraven do 250 ml odmérné banky rozpusténim 0,4548 g této latky v deionizované vodé.
Nasledné bylo pH této mobilni faze upraveno roztokem kyseliny fosforecné na pfibliznou

hodnotu pH 3.

Pti vyvoji metody byl jako MFB pouzit acetonitril.

5.4.2 Priprava zasobniho a pracovnich roztoki standardu

Zasobni roztok standardu metformin hydrochloridu byl pfipraven navazenim
6,380 mg latky, rozpusténim v deionizované¢ vodé a kvantitativnim pievedenim do 5 ml
odmérné banky. Vysledna koncentrace zasobniho roztoku Cinila 1,28 mg/ml.

Pracovni roztok M1 metformin hydrochloridu o koncentraci 0,0500 mg/ml byl
pfipraven odpipetovanim 196 pl zasobniho roztoku do 5 ml odmérné banky a doplnénim
objemu ACN po rysku.

Pracovni roztok M2 metformin hydrochloridu byl pfipraven odpipetovanim 196 pl
zasobniho roztoku do 5 ml odmérné bailkky a doplnénim deionizovanou vodou po rysku

banky. Koncentrace roztoku standardu ¢inila také 0,0500 mg/ml.
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5.5 Vysledky a diskuse

Prvni ¢ast kapitoly vysledky a diskuse se zabyva optimalizaci a validaci zavedené
analytické metody pro stanovenim polycyklickych aromatickych uhlovodikl v cigaretovych
nedopalcich. Optimalizovand metoda byla nasledné vyuZita ke stanoveni PAU v Cerstvych
cigaretovych nedopalcich. Druhd ¢ast prace je vénovana vyvoji a optimalizaci metody ke

stanoveni metforminu ve vodném roztoku.

5.5.1 Optimalizace metody extrakce a stanoveni PAU

Pro analyzu PAU v nedopalcich cigaret bylo zapotiebi optimalizovat podminky extrakce
a detekce. Pro extrakci Cerstvych nedopalki byla modifikovana jiz zavedend a validovana
metoda ptivodné urend pro stanoveni PAU z filtri vzduchu na atmosférické vézi. Byla
provedena optimalizace koncentrace VS pouzitého pfi extrakei, objemu nastiiku vzorku a
citlivosti fotonasobi¢e FLD detekce. V plivodni metod¢ byl pouzit roztok VS o koncentraci
100 pg/l. Pro ucely této metody byly vyzkouseny dveé vyssi koncentrace VS (1000 a
2000 pg/l). K analyzam byl vybran roztok VS C o koncentraci 1000 pg/l. Pro tuto
koncentraci byly piky VS v chromatogramu dostatecné intenzivni a zaroven se svou
intenzitou vyznamné neliSily od nejintenzivnéjSich pikl stanovovanych latek. Mezi redlnymi
vzorky je zna¢né variabilita v zastoupeni jednotlivych PAU. Z tohoto diivodu bylo cilem
optimalizace vyvinout metodu tak, aby pii 1, resp. 2 riznych velikostech nastfiku bylo
mozné analyzovat vzorek s pfijatelnou hodnotou podilu signdlu k Sumu a intenzitou
jednotlivych analyt v extraktech z riiznych druhli cigaret. Objem néstfiku vzorku byl pro
realné vzorky optimalizovan na 10, resp. 15 pl. Cisté nedopalky, nedopalky znaéky LD a
LM byly analyzovany pii velikosti nastiiku 15 pul. Nedopalky balenych cigaret a znacky
Marlbora byly analyzovany pii objemu nastiiku vzorku 10 pl, protoZe pfi vy$Sim objemu
byly piky n¢kterych analytl tzv. ufezané.

Soucasné byla optimalizovana citlivost fotonasobice FLD detekce pro jednotlivé analyty.
Bylo potfeba nalézt takové podminky, pifi kterych se bude saturace detektoru pohybovat
v rozmezi 30 — 70%. V Tab. 5 je uvedeno porovnani hodnot citlivosti fotondsobic¢e ptivodni
metody a metody optimalizované.

Nejvétsi rozdil v nastavenych hodnotach oproti pivodni metodé byl u PAU s nizsi
molekulovou hmotnosti. Ve vzorcich dosahovaly vyssich koncentraci, a proto bylo zapotiebi
nastavit niz§i citlivost fotonasobi¢e. S nové nastavenymi hodnotami citlivosti byla
analyzovana kalibrace ve tfech nezdvislych opakovanich, 4 druhy cigaretovych nedopalki

po tfech vzorcich a €isté nedopalky ve tiech opakovanich.
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Tab. 5: Optimalizace citlivosti fotonasobi¢e FLD detekce

Analyt Pivodni | Optimalizovana Analyt Pvodni | Optimalizovana
metoda metoda metoda metoda
NA 6 1 BA 5 6
AY 4 2 CH 3 3
AE 4 2 BbF 7 6
FR 8 5 BKkF 3 6
FE 3 3 BaP 4 6
AN 8 6 DA 6 6
FL 6 5 BP 3 7
PR 5 6 IP 3 7

5.5.2 Validace metody pro stanoveni PAU

Po optimalizaci analytické metody, tedy zméné nastaveni citlivosti fotonasobice
fluorescen¢niho detektoru, byla provedena validace analytick¢é metody. Byly pfipraveny
kalibra¢ni roztoky ve tfech nezéavislych opakovanich v koncentratnim rozsahu
0,100 — 500 pg/l, nastiik vzorku k analyze byl 90 ul. Priprava kalibra¢nich roztokl je
uvedena v kapitole 5.3.3. Hodnocenymi validacnimi parametry byla linearita, spravnost,
pfesnost, mez stanovitelnosti a rozsah. Pro vypocty a vyhodnoceni dat byl pouZit program

MS Excel a Chromeleon.

Linearita
Linearitu lze definovat jako schopnost metody poskytnout v daném rozsahu
piijatelnou linearni korelaci mezi odezvou detektoru a koncentraci analytu. Linedrni
zavislost odezvy detektoru na koncentraci analytu lze vyjadfit rovnici kalibraéni kiivky.
Tento vztah definuje rovnice (1), kde y znaci odezvu detektoru, ¢ udava koncentraci analytu,
a je smérnice kalibracni kiivky, ¢ udava Gsek na ose y (intercept) (Kahoun 2020).
y=axc+q (1)
Vypoctené hodnoty kalibra¢nich pfimek, smérnic a interceptu pro fadu kalibra¢nich
roztokil jsou uvedeny v piiloze A. Hodnoceni linearity kalibracni zavislosti bylo provedeno
na zékladé hodnot korelacniho koeficientu (R) a QC koeficientu. Vypoctené hodnoty byly
uznany jako vyhovujici po porovnani s kritérii pfijatelnosti, které¢ jsou R >0,9900 a
QC <5,00 %. V Tab. 6 jsou uvedeny hodnoty korelacnich koeficientli a QC koeficientli pro

jednotlivé analyty. Pro vSechny analyty byla splnéna pozadovana kritéria.

20



Tab. 6: Korela¢ni koeficienty a QC koeficienty analyti

Analyt Kor(flaém' QC koeficient Analyt Kore.:laéni QC Kkoeficient

koeficient [1] [%] koeficient [1] [%o]
NA 0,99996 1,30 BA 0,99997 0,878
AY 0,99998 0,963 CH 0,99996 0,924
AE 0,99998 1,12 BbF 0,99997 0,922
FR 0,99998 1,08 BKF 0,99989 1,33
FE 0,99999 0,766 BaP 0,99995 1,00
AN 0,99997 0,908 DA 0,99997 0,838
FL 0,99996 1,10 BP 0,99996 1,05
PR 0,99997 0,973 1P 0,99980 2,40

Spravnost a presnost

Jako dalsi parametry pro validaci byly vyhodnoceny spravnost a pfesnost. Spravnost
vyjadiend jako vytéZnost (Re) byla vypocitdna z podilu experimentalné zjisténé koncentrace
analytu a referen¢ni hodnoty koncentrace analytu ve vzorku. Hodnota (Re) se uvadi
v procentech jako primér vytéznosti pro jednotlivd opakovani. Vysledné hodnoty byly
porovnany s kritérii pfijatelnosti pro jednotlivé koncentra¢ni tirovné. Rozmezi koncentraci
0,100 — 5,00; 10,0 — 50,0; 100 — 500 pg/l odpovidaji intervaly kritérii pfijatelnosti 40 — 120;
60—112; 80—-110 % dle (Association of Analytical Communities. Official Methods of
Analysis 2016; Kahoun 2020). V pfiloze B jsou uvedeny konkrétni hodnoty pro fadu
kalibra¢nich roztokt. U indeno[1,2,3-c,d]pyrenu (IP) pti koncentraci 0,100 pg/l byla hodnota
Re 164 % a tudiz nespliiovala kritérium piijatelnosti 40 — 120 %. Proto tato koncentracni
uroven nebyla zahrnuta do koncentracniho rozsahu daného analytu. S vyjimkou IP se
vSechny hodnoty analytli nachazely v intervalu kritéria piijatelnosti.

Presnost byla vyjadiena jako opakovatelnost metody, kterd predstavuje t€snost shody
mezi navzdjem nezavislymi vysledky analyz referen¢niho vzorku ziskanymi za podminek
opakovatelnosti (Novakova et al. 2021). Pro vyhodnoceni pfesnosti byla pouzita hodnota
vypoctené relativni smérodatné odchylky (RSD). Dle kritérii pfijatelnosti plati pro
koncentrace 0,100 —5,00 pg/l < 30%, pro 10,0-50,0pg/l1 <21 % a pro
100 — 500 pg/l < 15%. Vypoctené hodnoty RSD pro zminéné koncentra¢ni trovné se
pohybuji v intervalech 0-25%, 0-1% a 0-1%. Procentudlni hodnoty RSD pro

jednotlivé analyty jsou uvedeny v ptiloze C. VSechny hodnoty spliiuji kritéria pfijatelnosti.
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Rozsah

Kalibra¢ni fada roztokli zahrnuje 12 koncentratnich twrovni v rozmezi
0,100 — 500 pg/l. Na zékladé wvyhodnoceni linearity, spravnosti, pfesnosti a meze
stanovitelnosti byl pro kazdy analyt uren pracovni rozsah. Mez stanovitelnosti byla
hodnocena na zdklad¢ podilu signdlu a Sumu (S/N), pro ktery plati kritérium pfiijatelnosti
(S/N)>10 (Kahoun 2020). Rozsahy pro jednotlivé analyty jsou uvedeny v Tab. 7.

V intervalu pracovniho rozsahu je metoda aplikovatelnd s pfijatelnou nejistotou méteni.

Tab. 7: Pracovni rozsah analyt

Analyt Koncentracni rozsah Analyt Koncentracni rozsah
[ng/] [ng/]
NA 1,00 — 500 BA 0,100 -10,0
AY 2,00 - 500 CH 0,100-10,0
AE 0,100 — 50,0 BbF 0,100 -10,0
FR 0,200 — 50,0 BKkF 0,100 — 2,00
FE 0,200 — 50,0 BaP 0,100 — 5,00
AN 0,100 -10,0 DA 0,100 -10,0
FL 0,100 - 10,0 BP 0,100 - 10,0
PR 0,100 - 10,0 IP 0,200 - 10,0

5.5.3 Stanoveni koncentrace PAU ve vzorcich nedopalki

Po optimalizaci a validaci byla metoda vyuzita pro analyzu realnych vzorkl cigaretovych
nedopalkt. Vysledny chromatogram analyzy extraktu PAU z cigaretového nedopalku znacky

LD je znazornén na Obr. 3.
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Obr. 3: Chromatogram cigaretového nedopalku LD (Vz_6)
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Na Obr. 4 je zndzornén chromatogram analyzy extraktu PAU z nedopalku znacky LM.
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Obr. 4: Chromatogram cigaretového nedopalku LM (Vz_14)

V chromatogramech jsou znazornény jednotlivé analyty detekované FLD detekci a
dale byl sledovan AY, ktery byl detekovan pomoci UV/VIS detekce. Analyt DA neni
oznacen, protoze jeho pomér (S/N) byl mensi nez 3, tedy pod mezi detekce. Hodnota (S/N)

pro IP se nachazela nad mezi detekce, ale stale pod mezi stanovitelnosti.

Po provedeni analyz realnych vzorkii byly z vyslednych hodnot v MS Excel
vypocitany obsahy analytli v nedopalku v jednotkach pg/g. Tyto hodnoty jsou uvedeny
v Tab. 8. Vysledny obsah analyti na nedopalek [pg/g] byl vypoc€itan podilem obsahu analytl
v nedopalku [pg/nedopalek] a hmotnosti odpovidajiciho nedopalku. Hmotnosti nedopalkti
pred extrakei jsou uvedeny v ptiloze D. Hodnota obsahu analyti v nedopalku [pg/nedopalek]
byla ziskdna pomoci relativniho obsahu analytu neboli podilu hmotnosti analytu a hmotnosti
VS, ktery byl vynasoben hmotnosti VS pfidané do extrakéni smési na zacatku extrakce
vzorkl. Relativni obsah analyti byl vypoc¢ten pomoci rovnice kalibra¢ni kiivky ziskané na

zaklad€ vyhodnoceni analyz vlastnich kalibra¢nich roztokt (viz ptiloha A).

Obsahy analyti v nedopalcich se pohybovaly v odliSnych hodnotdch zejména
uvzorkll riznych druhii cigaret. Suma PAU namétfenych v nedopalcich se pohybuje
v rozsahu 6,07 — 46,9 ng/g. Tento vysledek je srovnatelny s hodnotami 14,4 —35,9 ug/g
naméfenymi v publikaci (Dobaradaran et al. 2019), ktera se zabyva porovnanim zastoupeni
obsahti 16 PAU v Cerstvych nedopalcich a v nedopalcich shromazdénych z méstskych ulic a
okoli vodstva. Vysledek je téz srovnatelny s celkovou hodnotou obsahu PAU 0,39 ug/g,
ktera byla naméfena v jednom vzorku cigaretového nedopalku na tizemi Japonska (Moriwaki

et al. 2009).
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Analyza Cistych nedopalkll jednoznacné prokézala, Zze PAU vznikaji v podstatné mifte
az v prubehu hoteni tabaku. Hodnoty celkovych obsahli PAU pro cisté nedopalky byly
0,577; 0,351a 0,503 pg/g, tedy o jeden az dva fady niz$i nez u Cerstvych nedopalkd.

Nejvyssi celkové mnozZstvi PAU obsahuji dle Tab. 8 nedopalky cigaret od znacky
Marlboro s obsahy 27,6; 41,0 a 46,9 ng/g a nedopalky balenych cigaret s obsahy 31,2; 38,1 a
40,7 ng/g. Pro nedopalky znacky LD a LM jsou celkové obsahy 16 PAU rovny 13,5;
18,1; 18,2 ng/g a 6,07; 6,62 a 20,2 ng/g.

V Tab. 9 jsou uvedeny procentudlni zastoupeni jednotlivych PAU ve vzorcich, které
byly sestupné¢ sefazeny podle jejich obsahtli. Nejvyssiho zastoupeni dosahovaly analyty NA,
FR, FE, AE a AY s hodnotami 63,6; 12,0; 7,36; 4,80 a 3,30 %. Tyto analyty patii mezi PAU
s nizkou molekularni hmotnosti. Analyt AY byl stanoven pouze ve vzorcich nedopalkl
znacky Marlboro, pro ostatni extrakty nebyl detekovan. PAU s vysokou molekularni
hmotnosti, napt. BA, BaP, BkF, BbF a BP, tvotily dohromady z celku pfiblizn€ 1 %. Tedy
podstatné mensi cast nez nizkomolekuldrni PAU. Tyto vysledky se castecné shoduji
s vyzkumem ve studii (Dobaradaran et al. 2019), v které nejvyS$siho zastoupeni dosahuji
analyty NA, DA, IP, AE a FR. Pfi¢inou rozdilnych hodnot mize byt odlisny postup extrakce

nedopalkt a nasledné analyzy extrakti.

Mezi ziskanymi hodnotami pro vzorky jednoho druhu cigaret je také urcita
variabilita. Napf. u nedopalki LM je zna¢né odliSny obsah sumy i jednotlivych PAU mezi
vzorky. Vz 15 a Vz 13 dosahuji piiblizn¢ stejnych hodnot, ale Vz 14 ma vice nez
dvojndsobné¢ vyssi zastoupeni PAU. Nicméné pies rozdilnost hodnot obsaht
jsou procentudlni zastoupeni PAU u vSech tii vzorkll velmi podobné. Pfic¢inou ztraty PAU
uVz 13 a Vz_15 muze byt vyprchani analyti do okoli pfed sbérem vzorkli. OvSem v tomto
ptipadé by ke ztrat€ PAU nedoslo rovnomérné, protoZze PAU s niz§i molekulovou hmotnosti
jsou vice t€kavé a rozpustné ve vodé€, coz by se odrazilo na procentudlnim zastoupeni
zejména NA (Abdel-Shafy a Mansour 2016). K ziskani informaci o variabilité¢ obsahu PAU

v nedopalcich cigaret stejné znacky je tfeba provést méteni s vétSim poctem vzork.

Soucasti dosavadni prace bylo ovéfeni vytéZnosti extrakce pifidanim roztoku
standardu do smési extrakéniho cinidla s ¢istym nedopalkem. Dosavadni vysledky pro
koncentracni hladinu 0,05 pg/g dosahovaly vysSich hodnot vytéznosti, v rozsahu
117 -143 %. Této casti prace je tfeba se dale vénovat, ovéfit vytéznost na vice
koncentracnich rovnich a s vét§im poctem opakovéani. V dalsi fazi vyzkumu je v planu
provést vétsi pocet extrakci Cerstvych cigaretovych nedopalkill, nasledné jejich porovnani

s dosud ziskanymi daty a provéfit tak miru variability vysledkt. Je rovnéz dilezité zvolit
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vhodné statistické zpracovani ziskanych dat. Nasledné¢ bude proveden experiment
s nedopalky exponovanymi venkovnim podminkdm (dést, vzduch atd.) na pidé. Bude
provedena extrakce PAU z nedopalkl po delsi venkovni expozici (2 —3 meésice) a rovnéz
extrakce PAU z pldy. Ziskané vysledky budou porovnany s obsahem PAU v ptdé¢, na které
nebyly umistény cigaretové nedopalky po dobu venkovni expozice. Rovnéz bude porovnan
obsah PAU v nedopalcich po expozici s obsahem PAU v Cerstvych nedopalcich. Modelovy
experiment s vn¢jSi expozici byl jiz proveden za ucCelem ziskani zkuSenosti v ramci

bakalarské prace. Ziskana data a informace jsou v souc¢asné dob¢ zpracovavany.
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Tab. 8: Obsahy analytli v nedopalcich [pg/g]

NA | AY | AE FR FE AN FL PR | BA | CH | BbF BKkF | BaP | DA BP | IP |suma
vaorek ng/g | png/g| ung/lg | ug/g | nglg | uglg | ung/g | ug/g | uglg | pg/g | Helg neg/g | Hglg | nelg ng/g | ng/g| pg/g
Vz_1 &isty - - 10,00799 | 0,0206 | 0,188 | 0,0321 | 0,126 | 0,117 | 0,0209 | 0,0210 | 0,0163 | 0,00471 | 0,0109 | 0,00322 | 0,00721 | - | 0,577
Vz_2 &isty - - 10,00352 | 0,0100 | 0,0967 | 0,0189 | 0,0756 | 0,0717 | 0,0154 | 0,0197 | 0,0168 | 0,00476 | 0,0110 - 0,00663 | - |0,351
Vz_3 &isty - -] 0,0105 | 0,0199 | 0,151 |0,0259 | 0,0970 | 0,0943 | 0,0230 | 0,0258 | 0,0253 | 0,00763 | 0,0155 - 0,00759 | - 0,503
Vz_4LD 105 - | 0861 | 1,96 | 1,34 | 0,342 | 0,397 | 0,408 | 0,0613 | 0,0863 | 0,0482 | 0,0166 | 0,0308 - - - | 18,1
Vz 5LD 834 - | 0,621 | 145 [ 1,11 | 0314 | 04260 | 0,421 | 0,0519 [ 0,0820] - 0,0209 | 0,0358 - - - | 135
Vz_6LD 993 - [ 0,702 | 1,81 | 1,45 | 0,388 | 0,578 | 0,724 | 0,0946 | 0,119 | 0,0773 | 0,0376 | 0,0606 - 0,0313 | - | 182
Vz 7balena |14,9| - 1,42 | 392 | 240 | 0909 | 0,785 | 1,27 | 0,128 | 0,172 | 0,0606 | 0,0695 | 0,110 - 0,0769 | - | 312
Vz 8balena |20,1| - 1,77 | 512 | 2,74 | 0,813 | 0,819 | 1,22 | 0,112 | 0,198 | 0,111 | 0,0457 | 0,0736 - - - | 38,1
Vz 9balena |21,1| - 1,81 | 503 | 3,01 | 0,829 [ 0914 | 1,29 | 0,148 | 0,211 | 0,0880 | 0,0648 | 0,103 - 0,0704 | - | 40,7

Vz_10 Marlbora | 23,3 [ 5,56 | 2,07 | 517 | 2,94 | 0,840 | 0,681 - 10,0873 | 0,122 | 0,0491 | 0,0369 | 0,0594 - 0,0435 | - | 41,0
Vz 11 Marlbora | 25,6 [ 6,93 | 236 | 635 | 337 | 0,993 | 0,980 - 0,104 | 0,130 - 0,0353 | 0,0569 - - - | 46,9
Vz_12 Marlbora | 16,0 [ 3,40 140 | 3,40 | 1,70 | 0,527 | 0,426 | 0,578 | 0,0591 | 0,089 - 0,0214 | 0,0356 - - - | 276
Vz 13LM  [521] - | 0252 | 0,457 | 0,303 | 0,0785 | 0,106 | 0,158 | 0,0124 | 0,018 - 0,00497 | 0,0101 - - - | 6,62
Vz 14IM  [149] - | 0879 | 1,88 | 1,23 | 0,347 | 0,286 | 0,471 | 0,0654 | 0,080 | 0,0397 | 0,0228 | 0,0380 - 0,0310 | - | 202
Vz 1I5LM  [443] - | 0241 | 0,640 | 0,326 | 0,0892 | 0,123 | 0,157 | 0,0148 | 0,017 |0,00419 | 0,00620 | 0,0119 - 0,0127 | - | 6,07

V tab. 8 jsou uvedeny hodnoty pouze pro PAU s hodnotou (S/N) > 10
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Tab. 9: Procentualni zastoupeni analytii ve vzorcich

NA | AY AE FR FE AN FL PR BA CH BbF BkF BaP | DA BP IP

Vaorek % % % % % % % % % % % % % % % %
Vz_4LD 66,5 - 5,35 12,2 8,35 2,12 2,47 2,54 | 0,381 | 0,536 | 0,299 0,103 0,191 - - -
Vz 5LD 64,8 - 4,83 11,2 8,61 2,44 3,31 3,27 | 0,403 | 0,638 - 0,162 | 0,278 - - -
Vz 6 LD 62,1 - 4,39 11,29 | 9,05 2,43 3,61 4,52 | 0,591 | 0,742 | 0,483 0,235 0,379 - 0,196 -
Vz_7 balend 56,8 - 5,44 15,0 9,17 3,47 3,00 4,83 | 0,480 | 0,657 | 0,231 0,265 0,419 - 0,294 -
Vz_8 balena 60,7 - 5,36 15,5 8,27 2,46 2,48 3,67 | 0,339 | 0,599 | 0,335 0,138 0,222 - - -
Vz_9 balena 60,9 - 5,22 14,5 8,66 2,39 2,64 3,71 0,428 | 0,608 | 0,254 0,187 | 0,297 - 0,203 -
Vz_10 Marlbora | 55,8 | 13,3 4,95 12,4 7,03 2,01 1,63 1,90 | 0,209 | 0,293 | 0,118 0,0883 | 0,142 - 0,104 -
Vz 11 Marlbora | 53,5 | 14,5 4,93 13,3 7,05 2,08 2,05 1,90 | 0,217 | 0,272 - 0,0738 | 0,119 - - -
Vz 12 Marlbora | 57,9 | 12,3 5,06 12,3 6,15 1,91 1,54 2,10 | 0,214 | 0,322 - 0,0777 | 0,129 - - -
Vz 13 LM 78,8 - 3,80 6,91 4,58 1,19 1,60 2,40 | 0,187 | 0,273 - 0,0752 | 0,152 - - -
Vz 14 LM 73,5 - 4,34 9,27 6,06 1,72 1,41 2,33 | 0,323 | 0,396 | 0,196 0,112 | 0,188 - 0,153 -
Vz_151LM 72,9 - 3,97 10,5 5,37 1,47 2,03 2,58 | 0,244 | 0,286 | 0,0691 0,102 | 0,196 - 0,208 -
Primér 63,6 | 3,30 4,80 12,0 7,36 2,14 2,31 2,98 | 0,335 | 0,469 | 0,165 0,135 0,226 - 0,0965 -
Potadi 1 5 4 2 3 8 7 6 10 9 13 12 11 15 14 15




5.5.4 Optimalizace podminek chromatografické separace metforminu

Na zaklad¢ informaci z literarni reSerSe ke stanoveni metforminu byly
v experimentalni Casti bakalarské prace odzkouseny tii chromatografické kolony, jejichz
vybér byl uskutecnén dle publikaci (Gedawy et al. 2019; Snow 2019; Trass a Orlowicz 2016;
Kumari a Bandhakavi 2020; Dayyih et al. 2018b, Prameela et al. 2018, Izzaty et al. 2014;
Merck 2021). Jednalo se o kolony: HILIC, Kinetex Evo C18 a Luna SCX. Byla pouZzita
metoda RP-HPLC za izokratické eluce se spektrofotometrickou detekci. Mezi
optimalizované parametry patfily typ stacionarni faze, objem néstfiku vzorku, sloZzeni a
pratok mobilni faze, teplota kolonového prostoru a vinova délka detekce. Vinova délka
detekce byla nastavovana na zéklad¢ publikaci a upravovana podle zmétené¢ho absorpcniho
spektra pii pouzitych podminkach. Cilem optimalizace bylo ziskat intenzivni, symetricky pik
standardu v chromatogramu v optimalnim retencnim Case. Idedlni hodnota faktoru symetrie
piku se nachdzi vrozmezi 0,8 —1,5. Optimalni retenéni Cas analytu udavd hodnota
kapacitniho poméru latky, ktery je uréen pomérem latkového mnozZstvi slouceniny
ve stacionarni fazi k jejimu latkovému mnoZzstvi ve fazi mobilni. Optimélni hodnota této
veli¢iny se nachdzi v rozsahu?2 —5. Tento vztah lze vyjadfit rovnici (2), kde k znaci
kapacitni pomér [1], # je hodnota retencniho €asu [min] a #, udavd hodnotu mrtvého

retencniho ¢asu [min] (Kahoun 2020).

t,—t
k="M (2)

Prvni pouzitou kolonou k analyze byla kolona pro hydrofilni interakéni
chromatografii HILIC na zakladé¢ (Merck 2021). Tato kolona je urfend pro polarni
slouceniny. MFA byl vodny roztok mravenc¢anu amonného o koncentraci 0,0100 mol/l a jako
MFB byl pouzit acetonitril. Procentudlni obsah MFB byl 95 %, resp. 50 %. Byla provedena
zkuSebni analyza pracovniho roztoku standardu M1 (roztok standardu v ACN). Objem
nastfiku vzorku byl 5, resp. 20 ul, pritok mobilni faze 0,5 ml/min, teplota kolonového

prostoru 25 °C a nastavené vlnové délky UV detekce byly 218, 227 a 232 nm.

Analyzu pfi objemu néstiiku vzorku 20 pl, procentudlnim zastoupeni 50 % MFB,
pratoku mobilni faze 0,5 ml/min, teploté kolonového prostoru 25 °C a vlnové délce detekce
232 nm by bylo mozné aplikovat pro analyzu roztoku metforminu v acetonitrilu. Asymetrie
piku dosahovala hodnoty 1,9, tedy mirné nad piijatelnou hodnotu tohoto faktoru. Reten¢ni
¢as byl roven 4,73 min a kapacitni pomér 1,96.

Kolona HILIC byla pouzita i pro analyzu pracovniho roztoku standardu M2 (roztok

standardu ve vod¢). MFA byl opét vodny roztok mravencanu amonného o koncentraci

28



0,0100 mol/l a MFB byl acetonitril. Procentualni zastoupeni MFB bylo optimalizovano
v hodnotach 45 %, 50% a 55 %. Pritok mobilni faze byl vyzkouSen v hodnotich
0,50; 0,75; 1,0 ml/min, teplota kolonového prostoru byla 25,30 a 35 °C, objem nésttiku
vzorku byl 10, resp. 20 pul a nastavené vlnové délky UV detekce byly 218, 227, 232 nm.

Optimalizaci podminek nebylo dosazeno pozadovanych vysledkd. Pro ziskani
symetrického piku je podstatné, aby bylo rozpoustédlo vzorku svym slozenim podobné
slozeni mobilni faze zhlediska poméru vodné a organické casti. Vzhledem k pouzité
stacionarni fazi bylo zastoupeni organické mobilni faze vysoké a faktor symetrie nebyl
v ptijatelnych hodnotdch. Z tohoto diivodu neni metoda vhodna ke stanoveni standardu
ve zcela vodném roztoku. DalSim negativem této metody z ekologickych a také
ekonomickych divodi je vysoky obsah ACN v mobilni fazi.

Dale byla na zaklad¢ publikace (Snow 2019) vyzkousena chromatograficka kolona
Kinetex Evo C18 pro analyzu vodného roztoku standardu (M2). MFA byl vodny roztok
dihydrogenfosfore¢nanu sodného o koncentraci 0,0150 mol/l a jako MFB byl pouzit
acetonitril. Procentudlni zastoupeni MFB bylo optimalizovano v hodnotach 0; 5 a 15 %.
Pritok mobilni faze byl 0,75 ml/min, teplota kolonového prostoru byla nastavena na 25 °C,
objem néstifiku vzorku byl 20 ul a vlnové délky UV detekce byly nastaveny na
218,227,230 a236 nm. Na této koloné¢ nebyl analyt zadrzovén, vzdy se vyloucil jiz
v mrtvém objemu. Kolona Kinetex Evo C18 tedy neni k analyze obsahu metforminu vhodna,

protoze nedochdzi k zadrzovani analytu ve stacionarni fazi.

Posledni pouzitou kolonou pro analyzu vodného standardu M2 byla na zakladé
publikace (Trass a Orlowicz 2016) Luna SCX. Optimalizovanymi parametry byly sloZeni a
priutok mobilni faze, velikost nastfiku, vinova délka detekce. Jako mobilni faze byl pouzit
vodny roztok dihydrogenfosforeCnanu sodného, jehoz koncentrace byla optimalizovana
v hodnotach 0,100; 0,150 a 0,200 mol/l. Hodnota pH mobilni faze byla upravena kyselinou
fosfore¢nou pfiblizné na hodnotu 3. Pritok MF byl 1,5 ml/min nebo 2 ml/min. Optimalizaci
slozeni MF na hodnotu koncentrace dihydrogenfosfore¢nanu sodného 0,200 mol/l a pratoku
MF na hodnotu 2 ml/min bylo dosazeno retence analytu v Case 2,85 min a kapacitniho
poméru 4,7. Nastiik vzorku byl optimalizovan v hodnotach 20; 40 a 60 pl. ZvySenim objemu
nastiiku vzorku bylo dosazeno vyssi intenzity a plochy piku. Dasledkem bylo také mirné
zvyseni faktoru symetrie na hodnotu 1,4, coz stale splituje podminky pro ptijatelnou symetrii
piku. VIlnova délka detekce byla nejprve nastavena na zaklad€ literdrni reSerSe

(Gedawy et al. 2019; Snow 2019; Trass a Orlowicz 2016) a nasledn¢ optimalizovana na

29



zaklad¢ zméteni celého absorpcniho spektra a urceni jeho maxima. V rozsahu 195 — 236 nm

byla nejvyssi intenzita detekce u vinové délky 195 nm.

V Tab. 10 jsou uvedeny vysledné optimalizované parametry metody a na Obr. 5 je

zobrazen chromatogram analyzy roztoku metforminu za separac¢nich podminek uvedenych

v Tab. 10.

Tab. 10: Optimalizované parametry chromatografické separace roztoku standardu
metforminu
Optimalizovany parametr Hodnota
Kolona Luna SCX
Rozméry 150%x3 mm; 5 um
Vzorek 0,0500 mg/ml metformin ve vodé
Objem nastiiku vzorku 60 pl
Mobilni faze 0,200 mol/l fostatovy pufr (pH 3)
Pratok MF 2 ml/min
Teplota kolonového prostoru 25°C
VInova délka UV/VIS detekce | 195 nm

500

400

300

200

100

Odezva detektoru [mAU]

-100

-200

Obr. 5: RP-HPLC chromatogram 0,0500 mg/ml metforminu ve vodé

Retencni ¢as [min]

3
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Pik metforminu ve vysledném chromatogramu ma faktor symetrie 1,4, reten¢ni Cas je
roven 2,85 min a kapacitni pomér je 4,7. V piipad¢ potieby analyzy s vy$$im retenénim
¢asem metforminu by bylo vhodné pouzit v metodé MF s koncentraci 0,150 mol/l a pritok
mobilni faze 1,5 ml/min. Vyss$i retencni ¢as analytu metforminu je Zadouci pro piipadnou
aplikaci vyvinut¢é metody pro analyzu vzorkd metforminu pii sledovéni jeho
fotodegradacnich produktl. Zkusenosti naznacuji, ze degradacni produkty Ize ocekavat pred

samotnym pikem pivodni latky.
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6 Zavér

Teoretickd Cast prace je vénovana principu a vyuziti HPLC, vyznamu stanoveni PAU
v cigaretovych nedopalcich, zpracovani informaci a literarni resSersi k analyze metforminu
ve vodnych vzorcich. V ramci seznameni se s kapalinovou chromatografii byl popsan
princip separace slouCenin a postup analyti a MF syst¢émem HPLC. Diiraz byl kladen na
charakteristiku analytické kolony a stacionarni faze. Dale byly zpracovany informace k 16
prioritnim PAU, k jejich zastoupeni v cigaretovych nedopalcich a k jejich roli kontaminant
zivotniho prostiedi. Zavér teoretické ¢asti je vénovan vyznamu metforminu ve farmakologii
a jeho fyzikalné-chemickym vlastnostem. Ke stanoveni metfominu byla vypracovana
literarni reSerSe, kterd shrnuje informace k optimalizaci a zavedeni metody v dostupnych

publikacich.

Prvnim cilem praktické casti byla optimalizace podminek FLD detekce, velikosti
nastiiku a procesu extrakce PAU z nedopalkid za ucelem nasledného stanoveni PAU
v cigaretovych nedopalcich pomoci kapalinové chromatografie. Byla provedena validace
analytické metody pro fadu kalibracnich roztokii pfipravenych na 12 koncentracnich
urovnich. Parametry hodnoceni byly linearita, spravnost, pfesnost a mez stanovitelnosti. Na
zaklad¢ parametrii validace a kritérii pfijatelnosti byl ur¢en rozsah metody pro jednotlivé
analyty, které byly NA: 1,00 — 500 pg/l; AY: 2,00 — 500 pg/l; AE: 0,100 — 50,0 pg/l; FR,
FE: 0,200 — 50,0 ng/l; AN, FL, PR, BA, CH, BbF: 0,100 — 10,0 pg/1; BKF: 0,100 — 2,00 pg/l;
BaP 0,100 — 5,00 pg/l; DA, BP: 0,100 — 10,0 pg/l a IP: 0,200 — 10,0 pg/l. Optimalizovanou a
validovanou metodou byly analyzovany realné vzorky, konkrétné se jednalo o 4 druhy
cigaretovych nedopalktl a ¢isté nedopalky po tfech vzorcich. Obsahy celkového mnozstvi 16
PAU v nedopalcich se nachazely v rozsahu 6,07 — 46,9 ng/g. Nejvétsi mnozstvi PAU bylo
detekovano u naftalenu (NA) a dalSich PAU s nizkou molekulovou hmotnosti (AY, AE a
FR). Srostouci molekulovou hmotnosti vyznamné klesd relativni zastoupeni
vyextrahovanych PAU znedopalkii cigaret. Vysledné sumarni hodnoty obsahti PAU
v cigaretovych nedopalcich byly srovnatelné s hodnotami ve studii (Dobaradaran et al.

.....

u AY a IP (acenaftylen a indeno[1,2,3-c,d]pyren).

V dalsi fazi vyzkumu bude vénovana veEtsi pozornost vytéznosti extrakce na riznych
koncentracnich drovnich. Dosavadni vysledky pro koncentraéni hladinu 0,05 pg/g
dosahovaly vyssich hodnot vytéZznosti, v rozsahu 117 — 143 %. Je v planu provést vétsi pocet
extrakci Cerstvych cigaretovych nedopalkl a porovnat ziskana data s dosavadnimi, provétit

tak miru variability vysledk. Je rovnéz dilezité zvolit vhodné statistické zpracovani
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ziskanych dat. Nésledné bude proveden experiment s nedopalky exponovanymi venkovnim
podminkam (dést, vzduch atd.) na pade.

Druhym cilem ptfedlozené bakalaiské prace bylo zavedeni analytick¢ metody vhodné ke
stanoveni metforminu ve vodném vzorku. Na zékladé literarni resSerSe byly vyzkouSeny tii
chromatografické kolony. Metoda vhodnd k analyze probihala na kolon¢ Luna SCX
s rozméry 150%3 mm a velikosti ¢astic 5 um. Objem nastiiku vzorku byl optimalizovan na
60 ul. Pouzitou mobilni fazi byl fosfatovy pufr s koncentraci 0,200 mol/l a upravenym pH na
hodnotu 3. Prtok mobilni faze byl nastaven na 2 ml/min, teplota kolonového prostoru na
25 °C a vlnova délka detekce na 195 nm. Zavedend metoda pro stanoveni metforminu je
vhodnd pro kvantitativni hodnoceni ubytku této slouceniny ve vodnych vzorcich. Bude
vyuzivdna pro analyzu standardi pii sledovani a hodnoceni fotochemickych reakci

metforminu.
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8 Prilohy

Pfiloha A: Linearita

Koeficient Korela¢ni . . . .
Analyt Smérnice Intercept ] QC koeficient Rovnice kalibraéni kiivky
determinace koeficient
NA 0,005782 0,001049 0,99991 0,99996 1,30 y =0,005782x + 0,001049
AY 3,539E-09 -1,920E-09 0,99996 0,99998 0,963 y = 3,539E-09x — 1,920E-09
AE 0,03259 0,0003181 0,99997 0,99998 1,12 y =0,03259x + 0,0003181
FR 0,02622 0,0008867 0,99996 0,99998 1,08 y =0,02622x + 0,0008867
FE 0,01642 -7,215E-05 0,99998 0,99999 0,766 y =0,01642x - 0,00007215
AN 0,07974 -0,002388 0,99994 0,99997 0,908 y =0,07974x - 0,002388
FL 0,03928 -0,0008938 0,99991 0,99996 1,10 y =0,03928x - 0,0008938
PR 0,06480 -0,001959 0,99993 0,99997 0,973 y = 0,06480x - 0,001959
BA 0,1500 -0,004495 0,99994 0,99997 0,878 y =0,1500x - 0,004495
CH 0,1370 -0,003880 0,99993 0,99997 0,924 y =0,1370x - 0,003880
BbF 0,04793 -0,001792 0,99994 0,99997 0,922 y =0,04793x - 0,001792
BkF 0,4110 0,01458 0,99978 0,99989 1,33 y=0,4110x + 0,01458
BaP 0,2682 -0,003784 0,99990 0,99995 1,00 y =0,2682x - 0,003784
DA 0,09441 -0,003318 0,99995 0,99998 0,838 y =0,09441x - 0,003318
BP 0,06777 -0,002762 0,99992 0,99996 1,05 y=0,06777x - 0,002762
1P 0,03908 -0,002631 0,99959 0,99980 2,40 y =0,03908x - 0,002631
Kritéria prijatelnosti >0,98000 >0,99000 <5,00
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Ptiloha B: Spravnost

¢ [ng/l] 0,100 | 0,200 | 0500 | 1,00 2,00 3,50 5,00 10,0 50,0 100 250 500
plfl;:;rl‘;‘;:‘n 40-120 % 60-115 % 80-110 %

NA i ] ] 83 91 97 98 99 98 100 101 100

AY i - - ] 118 109 106 102 97 99 100 100
AE 65 79 90 94 98 101 101 102 100 - - -
FR i 76 89 94 97 101 102 102 100 - ; ;
FE i 88 93 96 98 101 101 101 100 - - -
AN 105 105 100 99 98 101 100 100 ] ] ] ]
FL 102 103 96 102 98 101 100 100 ] ] ] ;
PR 107 105 99 98 99 101 100 100 ] ] ] ]
BA 105 105 99 99 99 100 100 100 ] - ] ]
CH 100 105 100 99 99 101 100 100 ] - ] ]
BbF 110 105 99 98 99 101 100 100 ] - ] ]
BKF 100 103 100 99 100 ] ] ] ] - - ]
BaP 93 101 103 100 99 100 100 ; ] - - -
DA 108 105 99 98 100 100 100 100 ] - - ]
BP 103 106 99 98 100 101 100 100 - - ] -
1P 164 110 100 97 97 100 100 100 ] - ] -




Pfiloha C: Pfesnost

¢ [pg/l] 0,100 | 0,200 | 05500 | 1,00 2,00 3,50 5,00 10,0 50,0 100 250 500
plfn;:;rll;lorgtl =30 % <21% <15%
NA - - - 0,81 2,8 0,95 1,1 0,54 021 0,41 0,40 0,46
AY - - - - 43 0,42 0,95 0,53 0,22 0,57 0,43 0,41
AE 12 1,5 0,82 1,3 1,2 1,2 0,84 0,40 0,35 - - -
FR - 2,4 0,50 1,3 0,85 1,0 0,41 031 0,33 - - -
FE - 3,9 1,1 2,0 1,2 1,0 0,41 0,49 0,30 - - -
AN 7,6 2,5 0,49 0,68 1,1 0,77 0,44 0,48 - ] ] -
FL 42 0,82 1,2 0,76 1,6 1,3 0,26 0,34 - - - -
PR 7,0 33 1,2 1,1 1,0 1,4 0,50 0,48 - - - -
BA 8,2 33 1,1 1,1 0,92 0,71 0,66 0,60 ] - - ]
CH 7,4 2,8 1,4 1,3 0,94 1,1 0,64 0,59 ] ] ] ]
BbF 8,3 2,3 1,5 2,1 1,0 0,95 0,67 0,44 - ] ] -
BKF 10 1,8 0,75 1,4 0,80 - - ] - - - -
BaP 1 2,5 0,85 1,4 0,69 0,84 0,55 ] ] ] - -
DA 12 1,1 0,42 1,8 0,60 0,97 0,75 0,44 ] - - -
BP 10 32 2.2 1,9 1,4 0,46 0,79 0,67 - - - -
P 25 6,2 8,6 2,1 1,6 2,6 1,5 1,2 - - - -
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Ptiloha D: Navézka cigaretovych nedopalkil

Cislo vzorku a znacka cigarety | Vaha (g)
Vz 1 Cisty 0,1740
Vz 2 Cisty 0,1752
Vz 3 Cisty 0,1687
Vz 41D 0,1236
Vz 5LD 0,1745
Vz 6 LD 0,2274
Vz_ 7 balena 0,2186
Vz_ 8 balena 0,1939
Vz_9 balena 0,1833
Vz_ 10 Marlbora 0,2390
Vz_11 Marlbora 0,2379
Vz_ 12 Marlbora 0,2453
Vz 13 LM 0,2636
Vz 14 LM 0,2148
Vz 15 1M 0,2692
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