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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.

Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem autorem této kvalifikacni prace a ze jsem ji vypracoval(a) pouze

s pouzitim pramend a literatury uvedenych v seznamu pouzitych zdrojt.

V Ceskych Budgjovicich 12.04.2022 Monika Kiizova



Klic¢ova slova

Kapalinova chromatografie, polycyklické aromatické uhlovodiky, cigaretové nedopalky,
metformin, optimalizace, validace

Key words

Liquid chromatography, polycyclic aromatic hydrocarbons, cigarette butts, metformin,

optimization, validation



Podékovani
Rada bych timto podekovala vedouci mé bakalarské prace Ing. Pavle
Fojtikové, Ph.D. za odborné vedeni, cenné rady a prfedané zkusenosti. Dékuji za pratelsky

pristup, vstficnost a ochotu pfi zpracovani prace.



Obsah

1

2

5

Seznam pouzitych zkratek a symboll...............cocooiiiii 1
VO, .o 3
CHLE PIACE. ... 3
TEOTEHICKA CAST..... oo 4
4.1  Kapalinova chromatografie................cccooiiiiiiiiiiiiii i 4
42  Polycyklické aromatické uhlovodiky ... 7
4.3 MEtTOIIIN. ..o 10
4.4  Stanoveni metforminu pomoci HPLC s UV detekci.............ocoovviiiiii, 10
Materialy @ MEtOAY..........o.ooiiiiiiiii it 13
5.1  Pouzité chemiKAlIe..............cooiiiiii i 13
5.2  Instrumentalni vybaveni a spotiebni material....................... 13

53  Priprava roztoki, postup extrakce nedopalkli a podminky chromatografické

separace pro stanoveni PAU.. ... 15
53.1  Piipravamobilni fAze..............ocoooiiiiii 15
5.3.2  Pfiprava zasobnich a pracovnich roztoktl STa VS............................. 15
53.3  Piiprava kalibra¢nich roztokuQ...............cccoooiiiiiiii 15
53.4  Piiprava roztokil pro eXtrakCe.............cocooioiiiiiiiiiiiiiiiiic e 16
53.5  Sbérauchovani VZOrKU...............c.oooiiiiiii it 16
53.6  Postup extrakce nedopalkll..............ccoooiiiiiiiiiiiii 17
53.7 Podminky chromatografické separace PAU...................... 17

54  Piiprava roztokt — vyvoj metody pro metformin..................... 18
54.1 Piiprava mobilnich fazi.................o.ooii 18
54.2  Piiprava zasobniho a pracovnich roztokl standardu........................ 18

55  Vysledky @ diSKUSE..........ocooiiiiiii i 19
55.1  Optimalizace metody extrakce a stanoveni PAU................................... 19
552  Validace metody pro stanoveni PAU..................co 20

5.5.3  Stanoveni koncentrace PAU ve vzorcich nedopalki.................ccccooiiiiiiiinnn. 22






1 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

a
AY
ACN

AN
BA
BaP
BbF
BkF
BP

DA

FE

FL
FLD
FR
GC/MS
HPLC
CH

1P

Kp

NA

PAU

PEEK
PR

QC

Smérnice kalibra¢ni kiivky

Acenaftylen

Acetonitril

Acenaften

Antracen

Benzo[a]antracen

Benzo[a]pyren

Benzo[b]fluoranthen
Benzo[k]fluoranthen

Benzo[g,h,i]perylen

koncentrace

Dibenzo[a,h]antracen

Fenantren

Fluoranthen

Fluorescencni detektor

Fluoren

Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
Vysokoucinna kapalinova chromatografie
Chrysen

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

Kapacitni pomeér

Distribu¢ni konstanta

Mobilni faze

Naftalen

Polycyklické aromatické uhlovodiky
Polyetherketon

Pyren

Usek na ose y (intercept) rovnice kalibragni kiivky
Koeficient kvality linearni regrese

Korelaéni koeficient



Re VytéZnost

RP-HPLC Vysokouginna kapalinova chromatografie na reverzni fazi

RSD Relativni smérodatna odchylka
S/N Pomér signalu k Sumu

ST Standardni sloucenina

tm Mrtvy retencni Cas

tr Retencni Cas

UV/VIS Ultrafialovo-viditelna (spektrofotometrie)
USEPA  Agentura pro ochranu zivotniho prostiedi
VS Vnitini standard

Vz Vzorek

y Odezva detektoru



2 Uvod

Tato prace se zabyva vyuzitim metody HPLC v analyze vzorkl zivotniho prostiedi.
Cigaretové nedopalky jsou jednim z nejbéznéjSich odpadkt vyskytujicich se v pfirodé.
Obsahuji  polycyklické aromatické uhlovodiky (PAU) a mnoho dalSich chemickych
slouCenin, které kontaminuji zivotni prostfedi. Jednim z cild 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

roztokd standardu pfi sledovani a hodnoceni moznych fotochemickych reakci metforminu.

3 Cile prace

1) teoretické a praktické seznameni se s analyzou vzorki pomoci kapalinové
chromatografie

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

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 separacnich analytickych metod.
V soucasné dobé se v praxi vyuziva 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 umoziuje 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 smeési. K pfipravé smési se vybiraji kombinace polarnich a méné polarnich
sloucenin, napft. acetonitril ¢i methanol a voda (Zaruba 2016). Stacionarni faze je umisténa
v chromatografické koloné¢ a je tvofena bud pevnou latkou nebo kapalinou nejcasteji
ukotvenou na tuhém nosici (Novakova et. al. 2021).

V prabéhu chromatografické separace dochazi k zadrzovani molekul analytu na
sorbentu stfidajici plynuti molekul s mobilni fazi. Jedna se o dynamicky proces pfechazeni,
kdy se v kazdém okamziku systém blizi rovnovaze, nicméné ji neni dosazeno. Tento stav
hledani rovnovahy mezi analytem, stacionarni a mobilni fazi charakterizuje distribucni
konstanta znac¢ena Kp (Zaruba 2016).

Pfi interakci analytu s mobilni a stacionarni fazi je podstatna jejich vzajemna afinita,
ktera ovliviiuje dobu eluce neboli hodnotu retencniho €asu. Tato veli¢ina charakterizuje dobu
od nastiiku vzorku do chromatografického systému po maximum piku. Cim vyssi je afinita
analytu k sorbentu, tim déle je v chromatografické koloné zadrzovan a retencni ¢as je vySsi.
Naopak pfi vysoké interakci s mobilni fazi a velmi nizkou ¢i zadnou afinitou analytu k
sorbentu dochazi k eluci zahy nebo jiz v tzv. mrtvém objemu (Kiizek a Sima 2015).

Zakladni ¢asti chromatografu jsou zasobniky mobilnich fazi, sméSovac, vysokotlaké
cerpadlo, davkovaci zafizeni (stfikacka ¢i autosampler), chromatograficka kolona eventualné
s predkolonou umisténa v termostatu, detektor, odpadni nadoba a zapisovaC v podobé

pocitace.



Na Obr. 1 je znazornéno schéma vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC).
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Obr. 1: Schéma HPLC (upraveno a prevzato z TUDelft 2021)

Davkovani vzorku

Pred vstupem mobilni faze do systému je pomoci odplyfiovace odstranén rozpustény
vzduch v kapalin€, aby nebyl signal detektoru ovlivnén prochazejicimi bublinkami vzduchu
(Zaruba 2016).

Slozky mobilnich fazi 1ze misit podle gradientového programu ve sméSovaci, ktery
muze byt fazen pred i za vysokotlakym Cerpadlem (Novakova et al. 2021).

V systému HPLC se pracuje za vysokych tlakii pomoci vysokotlakého Cerpadla, které
zajistuje rozsah tlakt 1-35 MPa, pii pratocich mobilni faze v rozmezi 0,01 - 10 ml/min.
Cerpadlo musi tlumit pulzaci mobilni fize zafazenim tlumiGe pulzi nebo napf. vyuzitim
Gerpadla v opatné fazi (Kiizek a Sima 2015; Zaruba 2016).

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

Vzorek je dale unasen proudem mobilni faze do chromatografické kolony, které
muze predchazet predkolona zabezpecujici jeji ochranu pred necistotami, napt. u pfirodnich
vzorkd (Kiizek a Sima 2015).

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

kterym muze byt tuha latka nebo kapalina ukotvena na nosiCi. Stacionarni faze lze délit



podle riznych kritérii, napi. 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 titaniity. Dal§imi
skupinami stacionarnich fazi jsou chemicky vazané faze na bazi silikagelu, organické
polymery, hybridni stacionarni faze a stacionarni faze na bazi grafitového uhliku.
Stacionarni fazi lze charakterizovat né€kolika parametry jako je napt. velikost a tvar Castic,
meérny povrch, ktery je nepfimo umérny velikosti port, dale obsah uhliku ¢i mérny objem
pora. Pii vybéru vhodné kolony a stacionarni faze je dulezita mechanicka stabilita, tedy
odolnost vuci vysokému tlaku uvniti kolony, ale i chemicka stabilita v souvislosti s mobilni
fazi, ktera nesmi reagovat s fazi stacionarni. Nejuzivanéjsi pii klasické chromatografii je pro
své vlastnosti silikagel, polarni anorganicky sorbent. Po chemické tprave je silikagel hojné
vyuzivan také pro separaci na reverznich fazich. Povrchové hydroxylové skupiny silikagelu
jsou modifikovany vhodnym ligandem. Piikladem je Casto pouzivana Cis chemicky vazana
stacionarni faze. T¢€lo kolony je zakonCeno koncovkou, kterd zajistuje dostatecnou té€snost,
rovnomeérnou 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 moznosti upravy a zajiSténi konstantni teploty a pfipadné optimalizaci separacni
metody je kolona umisténa v termostatu. V soucasné dob€ jsou vyuzivané vyhradné
horkovzdu$né termostaty se vzduchem jako médiem, které zabezpecuji rovnomérné S§ireni
dané teploty (Novakova et al. 2021).

Pro zaznamenani odezvy, tedy zmény signalu mezi prichodem Cisté mobilni faze a
mobilni faze sanalytem, slouzi detektor. Mezi hojné vyuzivané detektory patii
spektrofotometrické detektory, které pracuji na principu absorpce zafeni v UV/VIS oblasti,
konkrétné v rozsahu vinovych délek 190 — 800 nm. Dle konstrukéniho usporadani 1ze tyto
detektory rozdélit na detektory s fixni, ménitelnou a programovatelnou vinovou 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 meéfeni sekundarniho (emisniho) zatfeni, které latka
vyda po absorpci primarniho (excita¢niho) zafeni. Luminiscenci se rozumi vyzafeni svétla
pii prechodu molekuly ze stavu excitovaného do zakladniho. Na zakladé energie, kterou je
luminiscence vybuzena, ji lze rozdélit napfiklad na fotoluminiscenci, chemiluminiscenci

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



dosvitu po odstranéni zdroje excitace. V soucasné dobé se do popiedi dostava vyuziti
systému HPLC v kombinaci s detekci pomoci hmotnosti spektrometrie. Odezva detektoru je
zpracovana pocitatem v podob€ Casového zdznamu signalu znazornéného 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 téméf
vSudypfritomné, které mohou mit mutagenni a karcinogenni Gc¢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 vode¢ a také jsou vysoce lipofilni. OvSem
jejich fyzikalné-chemické vlastnosti se mohou znacné 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 Zzivotniho prostiedi. Chemické
slouCeniny z kategorie 16 PAU jsou znazornény v Tab. 1 (US EPA 2022; Hussar et al.
2012). Ke vzniku PAU dochazi zejména pyrolyzou a spalovanim organickych sloucenin za
omezeného pristupu kysliku pti 500 — 900 °C (Tomaniova et al. 1997; BezpecCnost potravin
A-Z 2022). Neantropogennimi zdroji PAU jsou napf. lesni pozary, vulkanicka Cinnost a
biochemicka 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 upraveé (Hussar et al. 2012).

Rada toxickych latek a PAU vznikaji také pii hofeni tabakovych listd v cigaretovych
produktech. Nasledné se uvoliuji nejen do ovzdusi, ale zastavaji zachyceny i ve filtrech
cigaret. V souCasné dob¢ patii nedopalky mezi nejcastéjsi odpad v zivotnim prostredi. Jde
o odpad, ktery muze nasledné kontaminovat vzduch, pidu a vodu. Nicmén€ pro vodni
systémy zatim neni environmentalni vyznam PAU pochazejicich z nedopalkll zcela objasnén
(Dobaradaran et al. 2020; Novotny et al. 2009).

Vétsina dosud publikovanych praci se zabyva obsahem PAU v cigaretovém koufi. Napf.
publikace (Vu et al. 2015) se veénuje 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 obsahit PAU dominovaly zejména nizkomolekularni PAU (NA, FR
a FE). Naopak vyrazné niz8§i vytézek byl zaznamendn u PAU s vyS$s§i molekulovou
hmotnosti, napt. pro BbF, BKF a BaP. Tato skuteCnost znaci zavislost 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 prostiedi v Japonsku, v kterém byl celkovy
obsah 11 PAU roven 0,39 png/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 cigaretach s koncentraci téchto latek v nedopalcich po urcitou dobu
exponovanych podminkach okolniho prostredi v ulicich mést a v blizkosti vodnich toki.
Nedopalky byly extrahovany v 3,5 ml cyklohexanu a po dobu 14 h tfepany. Vyzkum v této
studii probehl svyuzitim GC/MS. Vysledné celkové koncentrace pro 16 PAU ze 36
Cerstvych nedopalki se nachéazely v rozsahu 14,4 —359 ug/g, znéhoz vyplyva znacna
variabilita obsahti PAU mezi jednotlivymi vzorky. Studie uvadi poradi 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 t€mito péti
nejvice zastoupenymi PAU se vyskytuji analyty s nejnizsi 1 nejvyssi molekulovou hmotnosti.
Pro nedopalky z ulic ve mésté byl naméfen celkovy obsah PAU pro 72 vzorka v rozsahu
10,8 — 32,7 ng/g a pro stejny pocet nedopalkt louhovanych v fece 12,2 — 27,8 ug/g.

Déle bylo v (Dobaradaran et al. 2020) provedeno méfeni a hodnoceni koncentraci
16 PAU z vyluhu nedopalkli. Expozice nedopalkli ve vodé probihala v rozmezi 4 h az
21 dna. Celkova mnozstvi vSech vyextrahovanych PAU se pohybovala v rozmezi 3,9 — 5,7,
33-55 a 3,0-5,0ug/l pro vodu deionizovanou, vodovodni a fi¢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

zavislosti zastoupeni PAU na jejich molekulové hmotnosti.



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

Sloucenina Zkratka Vzorec Mr [g/mol] CAS
Naftalen NA C1oHg 128,17 91-20-3
Acenaftylen AY 6‘0 CiHsg 152,19 208-96-8
Acenaften AE 0.0 C1oHo 154,21 83-32-9
Fluoren FR Q.O Ci:Hio 166,22 86-73-7
Fenantren FE QCQ C1Hio 178,23 85-01-8
Antracen AN C:Hio 178,23 120-12-7
Fluoranthen FL O’ CiHio 202,25 206-44-0
Pyren PR al Ci6Ho 202,25 129-00-0
Benzo[a]antracen BA OOO‘ CisHos 22829 56-55-3
Chrysen CH OO‘O CisHi 22829 218-01-9
9,10-difenylantracen VS CagHis 330,42 | 1499-10-1
Benzo[b]fluoranthen BbF OO“O CyHiz 252,31 205-99-2
Benzo[k]fluoranthen BkF 00.8 CyoHiz 25231 207-08-9
Benzo[a]pyren BaP OO‘O‘ CaoHi 252,31 50-32-8
Dibenzo[a,h]antracen DA O‘QO‘ CnHuy 278,35 53-70-3
. @
Benzo[g,h.i]perylen BP OO CyHi, 276,33 191-24-2
Indenof1,2,3-c,d]pyren P O‘&Q CoHu 27633 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 Cislo CAS
je 657-24-9 (CAS Common chemistry 2022). Jedna se o latku stabilni, velmi polarni a ve
vod¢ rozpustnou. Ve formé€ soli hydrochloridu je vyuzivana ve farmakologii

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

NH,
HaC NH~<
N NH

/
H,C NH

Obr. 2: Strukturni vzorec metforminu

Metformin je peroralni antidiabetikum urcené k lécbé predevsim diabetu mellitus
2. typu. Spolecné se slouceninami fenformin a buformin je fazen do skupiny tzv. biguanida
(Alshishani et al. 2018). Jejich zaklad je tvofen biguanidem neboli amidinoguanidinem, kde
jsou dvé molekuly guanidinu spojeny spoleCnym atomem dusiku. Latky z této tfidy nachazi
Siroké uplatnéni jako reak¢ni katalyzatory, organické silné baze, ligandy pro komplexaci
kovii a jsou téz hojné vyuzivany pro jejich biologickou aktivitu (Grytsai et al. 2021).
Nicméné jako medikament je vyuzivan vyhradné metformin vzhledem k nezadoucim
vedlejSim aCinkim s rizikem laktatové acidozy ostatnich 1é¢iv. Metformin pusobi
v hepatocytech, inhibuje produkci glukozy a zaroven zvysuje senzitivitu télesnych tkani na
inzulin, v dasledku cehoz se hladina glukézy v krvi snizi. Tento 1ék je dlouhodobé
predepisovan zejména pacientim s nadvahou, pfi 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 potencionalni organicky polutant Zzivotniho prostredi

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

Pro vyvoj a optimalizaci metody ke stanoveni metforminu ve vodném roztoku
pomoci HPLC s UV detekci bylo zapotiebi seznamit se s diivéj§imi publikacemi na toto

téma a prehledné zpracovat souhrn vyvinutych metod pro analyzu.

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

napf. gliclazidem, miglitolem a benfotiaminem.

V Tab. 2 je uveden souhrn parametri dosud publikovanych analytickych podminek
pro stanoveni metforminu pomoci kapalinové chromatografie svyuzitim 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). Piprava zasobnich a pracovnich roztokt standardu se
vzdy odvijela od slozeni pouzité mobilni faze. Objem nastiiku vzorku byl v rozsahu
2-40 ul. Pro kolony C18 byla MFA vzdy fosfatovy pufr s odliSnou upravou pH
v jednotlivych metodach. MFB byl acetonitril s vyjimkou publikace (Izzaty et al. 2014),
ktera uvadi jako MFB methanol. V (Dayyih et al. 2018) byla pouzita voda jako tfeti mobilni
taze (MFC). Pti analyze pomoci kolony Alltima CN a HILIC byla MFA mravencanovy pufr
a MFB acetonitril (Gedawy et al. 2019; Merck 2021). Mobilni fazi na kolon¢ Luna SCX byl
opét fosfatovy pufr (Trass a Orlowicz 2016). Podrobné&jsi udaje o slozeni mobilnich fazi jsou
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 piipadé€ analyz (Prameela et al. 2018; Kumari a Bandhakavi 2020). Vinova délka 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
. 150x4,6 : fosfatovy pufr (pH 2,7) /ACN . .
Kromasil C18 -0 T, ostitovy pulr (pH 2,7) 30+2 224 (Kumari a Bandhakavi 2020)
5 um (65:35)
. ; fosfatovy pufr (pH 3) /ACN
Kinetex C1g | 2>0%40 mm; ostitovy puit (pH 3) okoli 230 (Snow 2019)
Sum (19:1)
250%x4,6 mm,; fosfatovy pufr (pH 6) /ACN /voda } :
Xterra C18 Sum (20:65:15) okoli 239 (Dayyih et al. 2018)
. : 0,100 mol/l fosfatovy pufr (pH 3) /ACN
Hypersil C18 250%4,6 mm, 100 mol/l fosfitovy pufr (pH 3) 30 254 (Prameela et al. 2018)
5 um (80:20)
Phenomenex 250%4,6 mm,; fosfatovy pufr (pH4) /methanol
ODS C18 Sum (50:50) - 235 (Izzaty et al. 2014)
: ¢ g pufr (pH 3,5) /A 1.2019
Alltima CN 250%4,6 mm, mravencanovy pufr (pH 3,5) /ACN 25 997 (Gedawy et a )
5 um (45:55)
Luna SCX 150);4;lfnmm; 0,114 mol/l fosfatovy pufr (pH 3) okoli 218 (Trass a Orlowicz 2016)
0,0100 mol/l ¢ y pufr / A
HILIC 503 mm: 2,7 um | 0100 mol/l mravencanovy pufr / ACN 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)
Dihydrogenfosforecnan sodny — Cistota 99% (Fluka)

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

Kyselina ortho-fosfore¢na — 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 Instrumentilni 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; vnitini pramér 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 primér
3 mm; velikost ¢astic 5,0 um (Phenomenex)

Chromatograficka kolona Luna SCX; délka 150 mm; vnitfni pramér 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 vzorka (Stuart)

Generator dusiku (Genius 1022, PeakScientific)

Ultrazvukova lazenn (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 pl (Labnet)
Automatickéa davkovaci pipeta: BioPettePLUS o objemu 100 — 1000 pl (Labnet)
Automaticka davkovaci pipeta: Transferette o objemu 1 — 10 ml (Brand)

Odmérné sklo: tfida presnosti A (FischerBrand)

Laboratorni sklo

Krimpovaci klesté, pinzeta

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

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

program Chromeleon 7.2.
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5.3 Priprava roztoki, 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 roztoku ST a VS

V prubéhu prace byly pfipraveny roztoky Ctyt riznych koncentraci VS ze zasobni latky a
tii riznych koncentraci ST. Jako rozpoustédlo byl vzdy pouzit 50 % ACN.

Zasobni roztok wvnitintho standardu (9,10-difenylantracenu) VS B o koncentraci
5000 pg/l byl pfipraven 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 zadsobniho
roztoku VS a rozpoustédla do 5 ml odmérné bariky.

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

Pracovni roztok VS _E o koncentraci 2000 pug/l byl pfipraven smichanim 2 ml zasobniho
roztoku VS a rozpoustédla do 5 ml odmérné bariky.

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
bariky.

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 barky.

Dale byl pfipraven roztok ST D o koncentraci 500 pg/l. Do 2 ml odmérné bariky byl

odmeéten 1 ml roztoku ST B a poté byla baiika doplnéna rozpoustédlem.

5.3.3 Priprava kalibrac¢nich roztoku

V Tab. 3 je uvedena priprava kalibra¢nich roztokd. Kalibracni roztoky byly piipraveny
pro kazdou koncentra¢ni uroven ve tfech opakovanich. Pro odméfeni objemi MF do
sklenénych vialek byla pouzita automaticka davkovaci pipeta. Dale byly pridany jednotlivé

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

vnitini standard byl pouzit roztok VS D o koncentraci 100 pug/l.

Tab. 3: Priprava kalibracnich roztokt

Koneentraind [ gpjem s1 | Qo [ Oblem [ Celong [y enrace
[pi] [ul] [ul] [ul] [ug/]

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
- 550 100 — 1000 <30
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 roztoku pro extrakce

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

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

odmérné bariky.

5.3.5 Sbér a uchovani vzorku

Odbér vzorkd prob&hl v arealu Jihogeské Univerzity, PfF. Cerstvé vykoufené nedopalky
byly odebirany pravidelné v prubéhu dne, po odbéru byly umistény do hlinikové folie a
nasledné ulozeny do laboratorni mraznic¢ky pfi nastavené teplot¢ na —20 °C. Celkem bylo
odebrano 20 vzorkt v zastoupeni Ctyt 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 nedopalku

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 batiky. Nasledné bylo pfidano 100 pl

roztoku VS C, 10 ml extrakéniho rozpoustédla a uzaviend barika byla vlozena do

ultrazvukové lazné€ na 10 min. Poté byl prvni podil odlit do srdcové baiiky o objemu 25 ml.
Do Erlenmayerovy bariky s nedopalkem bylo znova pfidano 10 ml extrakéniho rozpoustédla
a opét byla vlozena na 10 min do ultrazvukové lazné€. Nasledn€ byl druhy podil pfilit do
srdcové bariky k prvnimu podilu. Do roztoku extraktu bylo pfidano 0,5 ml keeperu a bylo
provedeno odpafovani pii 300 mBar, teploté¢ 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
pfeveden do centrifugacni zkumavky a néasledné€ probéhla centrifugace pti 25000 rpm. Po
odstfedéni byl eluat odpipetovan do vialky a uzavien krimpovacim vickem.

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

navic pfidano 100 pl roztoku ST D.

5.3.7 Podminky chromatografické separace PAU

Analyza roztoka standardii a vzorka 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 optimalizovana viz kapitola 5.5.1.

Tab. 4. Podminky chromatografické separace PAU

Parametr separace Hodnota
Velikost nasttiku pro kalibracni roztoky 90 pl
Velikost nasttiku pro realné vzorky 10, resp. 15 pl
Pratok MF 1 ml/min
Teplota kolonového prostoru 35°C
x . Zastoupeni MFB
Cas [min] ﬁ) ]
0-25 0
Gradientovy program 25-10 0-> 100
10-14 100
14 -15 100 > 0
15-20 0
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5.4 Ptiprava roztoki — vyvoj metody pro metformin

5.4.1 Ptiprava mobilnich fazi

Roztok mravencanu amonného (MFA-1) o koncentraci 0,0100 mol/l byl pfipraven do
100 ml odmérné baiky rozpusténim 0,06315 g této latky v deionizované vodé.

Roztok dihydrogenfosfore¢nanu sodného (MFA-2) o koncentraci 0,0150 mol/l byl
pfipraven do 250 ml odmérmé bariky rozpusténim 0,4548 g této latky v deionizované vodé.
Nasledné bylo pH této mobilni faze upraveno roztokem kyseliny fosfore¢né na piibliznou
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 navéazenim
6,380 mg latky, rozpusténim v deionizované vodé a kvantitativnim pievedenim do 5 ml
odmeérmeé bariky. Vysledna koncentrace zasobniho roztoku cinila 1,28 mg/ml.

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

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

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

Prvni cast kapitoly vysledky a diskuse se zabyva optimalizaci a validaci zavedené
analytické metody pro stanovenim polycyklickych aromatickych uhlovodiki v cigaretovych
nedopalcich. Optimalizovana metoda byla néasledné vyuzita ke stanoveni PAU v Cerstvych
cigaretovych nedopalcich. Druha ¢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 zapottebi optimalizovat podminky extrakce
a detekce. Pro extrakci Cerstvych nedopalkt byla modifikovana jiz zavedena a validovana
metoda pivodné€ urCena pro stanoveni PAU z filtri vzduchu na atmosférické vézi. Byla
provedena optimalizace koncentrace VS pouzitého pii extrakci, objemu nastiiku vzorku a
citlivosti fotonasobice FLD detekce. V pavodni metod€ byl pouzit roztok VS o koncentraci
100 pg/l. Pro tucely této metody byly vyzkouSeny dvé vyss§i koncentrace VS (1000 a
2000 pg/l). Kanalyzam byl vybran roztok VS C o koncentract 1000 pg/l. Pro tuto
koncentraci byly piky VS v chromatogramu dostateCné intenzivni a zaroven se svou
intenzitou vyznamné nelisily od nejintenzivnéjsich pikd stanovovanych latek. Mezi realnymi
vzorky je zna¢na variabilita v zastoupeni jednotlivych PAU. Z tohoto divodu bylo cilem
optimalizace vyvinout metodu tak, aby pii 1, resp. 2 riznych velikostech nastfiku bylo
mozné analyzovat vzorek s piijatelnou hodnotou podilu signidlu k Sumu a intenzitou
jednotlivych analyti v extraktech z riznych druht cigaret. Objem nastiiku vzorku byl pro
realné vzorky optimalizovan na 10, resp. 15 pl. Cisté nedopalky, nedopalky znagky LD a
LM byly analyzovany pii velikosti nastiiku 15 ul. Nedopalky balenych cigaret a znacky
Marlbora byly analyzovany pfi objemu nastfiku vzorku 10 pl, protoze pii vys§im objemu
byly piky nekterych analytd tzv. ufezané.

Soucasné byla optimalizovana citlivost fotonasobice FLD detekce pro jednotlivé analyty.
Bylo potieba nalézt takové podminky, pfi kterych se bude saturace detektoru pohybovat
v rozmezi 30 — 70%. V Tab. 5 je uvedeno porovnani hodnot citlivosti fotonasobice ptvodni
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 nizsi citlivost fotonasobiCe. S nové nastavenymi hodnotami citlivosti byla
analyzovana kalibrace ve tfech nezavislych opakovanich, 4 druhy cigaretovych nedopalkt

po tfech vzorcich a Cisté nedopalky ve tfech opakovanich.
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Tab. 5: Optimalizace citlivosti fotonasobice FLD detekce

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

5.5.2 Validace metody pro stanoveni PAU

Po optimalizaci analytické metody, tedy zméné nastaveni citlivosti fotonasobice
fluorescen¢niho detektoru, byla provedena validace analytické metody. Byly pfipraveny
kalibracni roztoky ve tfech nezavislych opakovanich v koncentraénim rozsahu
0,100 — 500 pg/l, nastiik vzorku k analyze byl 90 ul. Pfiprava kalibracnich roztoka je
uvedena v kapitole 5.3.3. Hodnocenymi valida¢nimi parametry byla linearita, spravnost,
presnost, 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
pfijatelnou linearni korelaci mezi odezvou detektoru a koncentraci analytu. Linearni
zavislost odezvy detektoru na koncentraci analytu lze vyjadfit rovnici kalibraéni kiivky.
Tento vztah definuje rovnice (1), kde y znac¢i odezvu detektoru, ¢ udava koncentraci analytu,
a je smérnice kalibracni kfivky, g udava usek na ose y (intercept) (Kahoun 2020).
y=axc+q (1)
Vypoctené hodnoty kalibracnich pfimek, smérnic a interceptu pro fadu kalibra¢nich
roztokd jsou uvedeny v piiloze A. Hodnoceni linearity kalibracni zavislosti bylo provedeno
na zakladé 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 koeficientti a QC koeficient pro

jednotlivé analyty. Pro vSechny analyty byla splnéna pozadovana kritéria.
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Tab. 6: Korelacni koeficienty a QC koeficienty analytd

Analyt Kor(?laéni QC koeficient Analyt Kor(?laéni QC koeficient

koeficient [1] [Y] koeficient [1] [Y]
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 presnost. Spravnost
vyjadiend jako vytéznost (Re) byla vypocitana z podilu experimentalné zjisténé koncentrace
analytu a referencni hodnoty koncentrace analytu ve vzorku. Hodnota (Re) se uvadi
v procentech jako prumér vytéznosti pro jednotliva opakovani. Vysledné hodnoty byly
porovnany s kritérii piijatelnosti pro jednotlivé koncentracni urovné. Rozmezi koncentraci
0,100 — 5,00; 10,0 —50,0; 100 — 500 pug/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) pfi koncentraci 0,100 ug/l byla hodnota
Re 164 % a tudiz nespliiovala kritérium pfijatelnosti 40 — 120 %. Proto tato koncentracni
uroveni nebyla zahrnuta do koncentracniho rozsahu daného analytu. S vyjimkou IP se

vSechny hodnoty analyti nachazely v intervalu kritéria pfijatelnosti.

Presnost byla vyjadiena jako opakovatelnost metody, ktera predstavuje tésnost shody
mezi navzajem nezavislymi vysledky analyz referen¢niho vzorku ziskanymi za podminek
opakovatelnosti (Novakova et al. 2021). Pro vyhodnoceni pifesnosti byla pouzita hodnota
vypoctené relativni smérodatné odchylky (RSD). Dle kritérii pfijatelnosti plati pro
koncentrace 0,100—-5,00 ug/l < 30%, pro 10,0-50,0pg/l <21 % a pro
100 — 500 pg/l < 15%. Vypoctené hodnoty RSD pro zminéné koncentrani urovné se
pohybuji v intervalech 0—-25%, 0—1% a 0-1%. Procentualni hodnoty RSD pro

jednotlivé analyty jsou uvedeny v pfiloze C. VSechny hodnoty spliiuji kritéria ptijatelnosti.
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Rozsah

Kalibra¢ni fada roztokli zahrnuje 12 koncentracnich Grovni v rozmezi
0,100 — 500 pg/l. Na zakladé wvyhodnoceni linearity, spravnosti, pifesnosti a meze
stanovitelnosti byl pro kazdy analyt urCen pracovni rozsah. Mez stanovitelnosti byla
hodnocena na zéakladé podilu signalu a Sumu (S/N), pro ktery plati kritérium pfijatelnosti
(S/N)>10 (Kahoun 2020). Rozsahy pro jednotlivé analyty jsou uvedeny v Tab. 7.

V intervalu pracovniho rozsahu je metoda aplikovatelna s pfijatelnou nejistotou méfeni.

Tab. 7: Pracovni rozsah analytd

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 1P 0,200 - 10,0

5.5.3 Stanoveni koncentrace PAU ve vzorcich nedopalku

Po optimalizaci a validaci byla metoda vyuzita pro analyzu realnych vzorka 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 znazornén 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 vzorki byly z vyslednych hodnot v MS Excel
vypocitany obsahy analytd v nedopalku v jednotkach pg/g. Tyto hodnoty jsou uvedeny
v Tab. 8. Vysledny obsah analyt na nedopalek [ug/g] byl vypocitan podilem obsahu analytd
v nedopalku [pg/nedopalek] a hmotnosti odpovidajiciho nedopalku. Hmotnosti nedopalka
pred extrakci jsou uvedeny v piiloze D. Hodnota obsahu analyti v nedopalku [ug/nedopalek]
byla ziskana pomoci relativniho obsahu analytu neboli podilu hmotnosti analytu a hmotnosti
VS, ktery byl vynasoben hmotnosti VS pfidané do extrakéni smési na zaCatku extrakce
vzorkt. Relativni obsah analyti byl vypo¢ten pomoci rovnice kalibracni kfivky ziskané na

zaklade vyhodnoceni analyz vlastnich kalibracnich roztokl (viz priloha A).

Obsahy analytd v nedopalcich se pohybovaly v odlisSnych hodnotach zejména
uvzorkdl raznych druhti cigaret. Suma PAU naméfenych v nedopalcich se pohybuje
v rozsahu 6,07 —46,9 pg/g. Tento vysledek je srovnatelny s hodnotami 14,4 —359 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 pug/g,
ktera byla naméfena v jednom vzorku cigaretového nedopalku na uzemi Japonska (Moriwaki

et al. 2009).
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Analyza Cistych nedopalkt jednozna¢né€ prokazala, ze PAU vznikaji v podstatné mife
az v prubéhu hoteni tabaku. Hodnoty celkovych obsahi PAU pro Cisté nedopalky byly
0,577;0,351a 0,503 pg/g, tedy o jeden az dva fady nizsi nez u Cerstvych nedopalkd.

Nejvyssi celkové mnozstvi 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 ug/g. Pro nedopalky znacky LD a LM jsou celkové obsahy 16 PAU rovny 13,5;
18,1; 18,2 ug/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 obsaht. 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 nedopalkt
znaCky Marlboro, pro ostatni extrakty nebyl detekovan. PAU s vysokou molekularni
hmotnosti, napt. BA, BaP, BkF, BbF a BP, tvorily dohromady z celku pfiblizn€ 1 %. Tedy
podstatné mens$i Cast nez nizkomolekularni PAU. Tyto vysledky se c¢aste¢né shoduji
s vyzkumem ve studii (Dobaradaran et al. 2019), v které nejvyssiho zastoupeni dosahuji
analyty NA, DA, IP, AE a FR. Pfi¢inou rozdilnych hodnot mtze byt odlisSny postup extrakce

nedopalku a nasledné analyzy extrakti.

Mezi ziskanymi hodnotami pro vzorky jednoho druhu cigaret je také urcita
variabilita. Napf. u nedopalkti LM je zna¢né odliSny obsah sumy i jednotlivych PAU mezi
vzorky. Vz 15 a Vz 13 dosahuji piiblizné stejnych hodnot, ale Vz 14 ma vice nez
dvojnasobné vyssi zastoupeni PAU. Nicméné pies rozdilnost hodnot obsaht
jsou procentualni zastoupeni PAU u vSech tii vzorka velmi podobné. Pficinou ztraty PAU
uVz 13 a Vz_15 mize byt vyprchani analyti do okoli pfed sbérem vzorkd. OvSem v tomto
ptipadé by ke ztraté PAU nedoslo rovnomeérné, protoze PAU s niz§i molekulovou hmotnosti
jsou vice tékavé a rozpustné ve vode, coz by se odrazilo na procentualnim zastoupeni
zejména NA (Abdel-Shafy a Mansour 2016). K ziskéani informaci o variabilité¢ obsahu PAU
v nedopalcich cigaret stejné znacky je tfeba provést méfeni s vét§im poctem vzorku.

Soucasti dosavadni prace bylo ovéfeni vytéznosti extrakce pridanim roztoku
standardu do smési extrakéniho cinidla s ¢istym nedopalkem. Dosavadni vysledky pro
koncentracni hladinu 0,05 ng/g dosahovaly vysSich hodnot vytéznosti, v rozsahu
117 - 143 %. Této casti prace je tfeba se dale veénovat, ovéfit vytéznost na vice
koncentracnich trovnich a s vétSim poctem opakovéani. V dal§i fazi vyzkumu je v planu
provést vétsi pocet extrakci Cerstvych cigaretovych nedopalki, nasledné jejich porovnani

s dosud ziskanymi daty a provéfit tak miru variability vysledkt. Je rovnéz dualezité zvolit
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vhodné statistické zpracovani ziskanych dat. Nasledné bude proveden experiment
s nedopalky exponovanymi venkovnim podminkam (dést, vzduch atd.) na padé. Bude
provedena extrakce PAU z nedopalkli po delsi venkovni expozici (2 —3 mésice) a rovnéz
extrakce PAU z pudy. Ziskané vysledky budou porovnany s obsahem PAU v pudé, 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 ucelem ziskani zkuSenosti v ramci

bakalarské prace. Ziskana data a informace jsou v soucasné dob¢€ zpracovavany.
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Tab. 8: Obsahy analytti v nedopalcich [ug/g]

v NA | AY | AE FR FE AN FL PR | BA | CH | BbF BkF | BaP DA BP | IP |suma
orek ng/g |ug/e | ungle | ng/g | uglg | unelg | unegls | umele | pe/s | pgls | pelg ng/g ng/g | pglg ng/g | pglg| pglg
Vz_1 gisty - - 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 | - [0351
Vz_3 isty - - 10,0105 | 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 | 196 | 134 | 0342 | 0397 | 0,408 | 0,0613 [ 0,0863 | 0.0482 | 0,0166 | 0,0308 - - - | 181
Vz 5LD 834 - | 0621 | 145 | 111 | 0314 | 04260 | 0.421 | 0,0519 [0,0820] - 0,0209 | 0,0358 - - - | 135
Vz 6 LD 993 - | 0,702 | 1.81 | 145 | 0388 | 0578 | 0,724 | 0.0946 | 0.119 | 0,0773 | 0,0376 | 0,0606 - 00313 | - | 182
Vz_7balena |149]| - 142 | 392 | 240 | 0909 | 0,785 | 127 | 0,128 | 0,172 | 0,0606 | 0,0695 | 0,110 - 00769 | - | 312
Vz_8balena |20.1] - 1,77 | 502 | 274 | 0,813 | 0,819 | 122 | 0,112 | 0,198 | 0,111 | 0,0457 | 0,0736 - - - | 38,1
Vz 9balena |21.1] - 1,81 | 5,03 | 3,01 | 0,829 | 0914 | 129 | 0,148 | 0,211 | 0,0880 | 0,0648 | 0.103 - 0,0704 | - | 407
Vz_10 Marlbora | 233 |5.56 | 2,07 | 5,17 | 2.94 | 0,840 | 0,681 - 10,0873 [ 0,122 | 0,0491 | 0,0369 | 0.0594 - 00435 | - | 41,0
Vz_11 Marlbora | 25,6 | 6,93 | 236 | 635 | 337 | 0,993 | 0980 - 0,104 | 0,130 - 0,0353 | 0,0569 - - - | 469
Vz_12Marlbora | 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 | 0457 | 0,303 | 0,0785] 0,106 | 0.158 | 0,0124 | 0,018 - 0,00497 | 0,0101 - - - | 662
Vz 14LM [ 149] - | 0879 | 1.88 | 123 | 0,347 | 0286 | 0471 | 0,0654 | 0,080 | 0,0397 | 0,0228 | 0,0380 - 0,0310 | - | 202
Vz 1SLM  [443] - | 0241 | 0.640 | 0,326 | 0,0892 | 0,123 | 0,157 | 0,0148 | 0,017 | 0,00419 | 0,00620 | 0,0119 - 00127 | - | 6,07

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

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

Vaorek % | % % % % % % % % % % % % | % % %
Vz 41D 66,5 | - 535 | 122 | 835 | 2,12 | 247 | 254 | 0381 | 0,536 | 0299 | 0103 | 0191 | - - -
Vz 5LD 648 | - 483 | 112 | 861 | 244 | 331 | 3,27 | 0,403 | 0,638 - 0,162 | 0278 | - - -
Vz 6LD 62,1 - 439 | 1129 | 905 | 243 | 3,61 | 452 | 0,591 | 0,742 | 0483 | 0235 |0379| - | 0,196 | -
Vz 7balend | 568 | - 544 | 150 | 917 | 347 | 3,00 | 483 | 0480 | 0,657 | 0231 | 0265 |0419| - | 0294 | -
Vz 8balenda | 60,7 | - 536 | 155 | 827 | 246 | 248 | 3,67 | 0339 | 0599 | 0335 | 0138 | 0222 - - -
Vz 9balend | 609 | - 52 | 145 | 866 | 239 | 264 | 3,71 | 0428 | 0,608 | 0254 | 0187 | 0297 | - | 0203 | -
Vz 10 Marlbora | 558 | 133 | 495 | 124 | 703 | 201 | 163 | 190 | 0209 | 0293 | 0118 | 00883 | 0142 | - | 0104 | -
Vz_ 11 Marlbora | 53,5 | 14,5 | 493 | 133 | 705 | 2,08 | 205 | 190 | 0217 | 0272 - 0,0738 | 0,119 | - - -
Vz_12Marlbora | 579 | 123 | 506 | 123 | 615 | 191 | 154 | 2,10 | 0214 | 0322 - 0,0777 | 0,129 | - - -
Vz 13 LM 788 | - 380 | 691 | 458 | 1,19 | 1,60 | 240 | 0,187 | 0,273 - 0,0752 | 0,152 | - - -
Vz 14 LM 735 | - 434 | 927 | 606 | 1,72 | 141 | 233 | 0323|039 | 0,196 | 0112 | 0188 | - | 0,153 | -
Vz_15LM 729 | - 397 | 105 | 537 | 147 | 2,03 | 2,58 | 0,244 | 0286 | 0,0691 | 0102 | 0,196 | - | 0208 | -
Primér 63,6 | 330 | 480 | 12,0 | 736 | 214 | 231 | 298 | 0335 | 0469 | 0165 | 0,135 |0226| - |[00965]| -
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 zékladé informaci z literarni reSerSe ke stanoveni metforminu byly
v experimentalni Casti bakalafské prace odzkouSeny tii chromatografické kolony, jejichz
vybér byl uskute¢nén 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 pouzita
metoda RP-HPLC za izokratické eluce se spektrofotometrickou detekci. Mezi
optimalizované parametry patfily typ stacionarni faze, objem nastfiku vzorku, slozeni a
prutok mobilni faze, teplota kolonového prostoru a vinova délka detekce. Vinova délka
detekce byla nastavovana na zakladé publikaci a upravovana podle zméfeného absorpéniho
spektra pii pouzitych podminkach. Cilem optimalizace bylo ziskat intenzivni, symetricky pik
standardu v chromatogramu v optimalnim reten¢nim Case. Idealni hodnota faktoru symetrie
piku senachazi vrozmezi 0,8 —1,5. Optimalni retenéni c¢as analytu udava hodnota
kapacitniho poméru latky, ktery je uren pomérem latkového mnozstvi slouceniny
ve stacionarni fazi k jejimu latkovému mnozstvi ve fazi mobilni. Optimalni hodnota této
veli¢iny se nachdzi vrozsahu2-5. Tento vztah lze vyjadfit rovnici (2), kde k znaci
kapacitni pomér [1], # je hodnota retencniho ¢asu [min] a #, udava hodnotu mrtvého

reten¢niho ¢asu [min] (Kahoun 2020).

t,—t
k=M 2)

tM
Prvni pouzitou kolonou k analyze byla kolona pro hydrofilni interakéni
chromatografiit HILIC na zakladé (Merck 2021). Tato kolona je urcend pro polarni
slouceniny. MFA byl vodny roztok mravencanu amonného o koncentraci 0,0100 mol/l a jako
MFB byl pouzit acetonitril. Procentualni 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 pul, pritok mobilni faze 0,5 ml/min, teplota kolonového

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

Analyzu pifi objemu nastfiku vzorku 20 pl, procentudlnim zastoupeni 50 % MFB,
prutoku mobilni faze 0,5 ml/min, teploté kolonového prostoru 25 °C a vinové délce detekce
232 nm by bylo mozné aplikovat pro analyzu roztoku metforminu v acetonitrilu. Asymetrie
piku dosahovala hodnoty 1,9, tedy mirné nad pfijatelnou hodnotu tohoto faktoru. Retenc¢ni
Cas byl roven 4,73 min a kapacitni pomeér 1,96.

Kolona HILIC byla pouzita 1 pro analyzu pracovniho roztoku standardu M2 (roztok

standardu ve vod¢€). MFA byl opét vodny roztok mraven¢anu amonného o koncentraci
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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 hodnotach
0,50; 0,75; 1,0 ml/min, teplota kolonového prostoru byla 25,30 a 35 °C, objem nastiiku
vzorku byl 10, resp. 20 ul a nastavené vinové délky UV detekce byly 218, 227, 232 nm.

Optimalizaci podminek nebylo dosazeno pozadovanych vysledki. 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 prijatelnych hodnotach. Z tohoto diivodu neni metoda vhodna ke stanoveni standardu
ve zcela vodném roztoku. DalSim negativem této metody z ekologickych a také
ekonomickych divodu je vysoky obsah ACN v mobilni fazi.

Dale byla na zakladé 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 %.
Pratok mobilni faze byl 0,75 ml/min, teplota kolonového prostoru byla nastavena na 25 °C,
objem nastiiku vzorku byl 20 ul a vlnové délky UV detekce byly nastaveny na
218,227,230a236 nm. Na této kolon¢ nebyl analyt zadrzovan, vzdy se vyloucil jiz
v mrtvém objemu. Kolona Kinetex Evo C18 tedy neni k analyze obsahu metforminu vhodna,
protoze nedochazi 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
pratok 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
fosforecnou 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 ¢ase 2,85 min a kapacitniho
pomeéru 4,7. Nastiik vzorku byl optimalizovan v hodnotach 20; 40 a 60 pl. ZvySenim objemu
nastfiku vzorku bylo dosazeno vyssi intenzity a plochy piku. Dusledkem bylo také mirné
zvySeni faktoru symetrie na hodnotu 1,4, coz stale spliiuje podminky pro pfijatelnou symetrii
piku. Vlnova délka detekce byla nejprve nastavena na zakladé literarni reSerSe

(Gedawy et al. 2019; Snow 2019; Trass a Orlowicz 2016) a nasledné optimalizovana na
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zakladé zmeéteni celého absorpcniho spektra a ureni 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 separacnich podminek uvedenych

v Tab. 10.

Tab. 10: Optimalizované parametry chromatografické standardu
metforminu

Optimalizovany parametr Hodnota

Kolona Luna SCX

Rozmeéry 150%3 mm; 5 um

Vzorek 0,0500 mg/ml metformin ve vodé

Objem nastiiku vzorku

60 ul

Mobilni faze

0,200 mol/l fosfatovy pufr (pH 3)

Prutok 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 m4 faktor symetrie 1,4, retencni Cas je
roven 2,85 min a kapacitni pomér je 4,7. V ptipadé potieby analyzy s vysSSim retenénim
casem metforminu by bylo vhodné pouzit v metodé MF s koncentraci 0,150 mol/l a pratok
mobilni faze 1,5 ml/min. Vys§i retencni Cas analytu metforminu je zadouci pro piipadnou
aplikaci vyvinut¢é metody pro analyzu vzorki metforminu pii sledovani jeho
fotodegradacnich produkti. ZkuSenosti naznacuji, ze degrada¢ni produkty lze ocekavat pred

samotnym pikem pivodni latky.
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6 Zavér

Teoreticka Cast prace je vénovana principu a vyuziti HPLC, vyznamu stanoveni PAU
v cigaretovych nedopalcich, zpracovani informaci a literarni reSersi k analyze metforminu
ve vodnych vzorcich. V ramci seznameni se s kapalinovou chromatografii byl popsan
princip separace slouCenin a postup analytd a MF systémem HPLC. Daraz 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 kontaminantt
zivotniho prostfedi. Zavér teoretické Casti je vénovan vyznamu metforminu ve farmakologii
a jeho fyzikalné-chemickym vlastnostem. Ke stanoveni metfominu byla vypracovana
literarni reSerSe, ktera 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 nedopalkii za ucelem nasledného stanoveni PAU
v cigaretovych nedopalcich pomoci kapalinové chromatografie. Byla provedena validace
analytické metody pro fadu kalibracnich roztokd pfipravenych na 12 koncentracnich
urovnich. Parametry hodnoceni byly linearita, spravnost, pfesnost a mez stanovitelnosti. Na
zakladé parametrti validace a kritérii pfijatelnosti byl uréen 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 ug/l; AN, FL, PR, BA, CH, BbF: 0,100 — 10,0 pg/l; BKF: 0,100 — 2,00 pg/l;
BaP 0,100 — 5,00 ug/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 nedopalku a Cisté nedopalky po tfech vzorcich. Obsahy celkového mnozstvi 16
PAU v nedopalcich se nachazely v rozsahu 6,07 — 46,9 pg/g. Nejvét§si 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 znedopalkl cigaret. Vysledné sumarni hodnoty obsahi PAU
v cigaretovych nedopalcich byly srovnatelné s hodnotami ve studii (Dobaradaran et al.
2019). Relativni zastoupeni jednotlivych PAU se v porovnani s touto studii lisilo zejména
u AY aIP (acenaftylen a indeno[1,2,3-c,d]pyren).

V dalsi fazi vyzkumu bude vénovana vétsi pozornost vytéznosti extrakce na rtznych
koncentracnich urovnich. Dosavadni vysledky pro koncentracni hladinu 0,05 ug/g
dosahovaly vyS§sich hodnot vytéznosti, v rozsahu 117 — 143 %. Je v planu provést vétsi pocet
extrakci Cerstvych cigaretovych nedopalkli a porovnat ziskana data s dosavadnimi, proveéfit

tak miru variability vysledkt. Je rovnéz dulezité zvolit vhodné statistické zpracovani
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ziskanych dat. Nasledné bude proveden experiment s nedopalky exponovanymi venkovnim
podminkam (dést’, vzduch atd.) na pudé.

Druhym cilem predlozené bakalarské prace bylo zavedeni analytické metody vhodné ke
stanoveni metforminu ve vodném vzorku. Na zaklad¢ literarni reSerSe byly vyzkouSeny tfi
chromatografické kolony. Metoda vhodna k analyze probihala na koloné Luna SCX
s rozmery 150x3 mm a velikosti ¢astic 5 um. Objem nastfiku vzorku byl optimalizovan na
60 pl. Pouzitou mobilni fazi byl fosfatovy pufr s koncentraci 0,200 mol/l a upravenym pH na
hodnotu 3. Pritok 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
vhodnéd pro kvantitativni hodnoceni ubytku této slouCeniny ve vodnych vzorcich. Bude
vyuzivana pro analyzu standardi pii sledovani a hodnoceni fotochemickych reakci

metforminu.

33



7 Seznam pouzitych literarnich zdroji

ABDEL-SHAFY, H. I, MANSOUR, M. S. M., 2016. A review on polycyclic aromatic
hydrocarbons: Source, environmental impact, effect on human health and remediation.

Egyptian Journal of Petroleum, 25(1), 107-123.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.ejpe.2015.03.011

ALSHISHANI, A., SALHIMI, S. M., SAAD, B., 2018. Salting-out assisted liquid-liquid
extraction coupled with hydrophilic interaction chromatography for the determination of
biguanides in biological and environmental samples. Journal of Chromatography B:

Analytical Technologies in the Biomedical and Life Sciences, 1073, 51-59.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.jchromb.2017.12.013

ASSOCIATION OF ANALYTICAL COMMUNITIES. OFFICIAL METHODS OF
ANALYSIS, 2016 [online]. Guidelines for Standard Method Performance Requirements
[cit. 9.4.2022].

Dostupné z: http://www.eoma.aoac.org/app_f.pdf

BEZPECNOST POTRAVIN A-Z, 2022 [online]. [cit. 16.3.2022].

Dostupné z: https://www.bezpecnostpotravin.cz/az/termin/76519.aspx

CAS COMMON CHEMISTRY. CAS, divize Americké chemické spolecnosti, 2021
[online]. (CAS RN: 657-24-9). Licencovano pod mezinarodni licenci Attribution-
Noncommerce 4.0. [cit. 15.3.2022].

Dostupné z: https://commonchemistry.cas.org/detail?cas_rn=657-24-9

DAYYIH, W. A, HAMAD, M, MALLAH, E., DAYYIH, A. A., AWAD, R, ZAKARIA,
Z., ARAFAT, T, 2018. Method development and validation of vildagliptin and metformin
HCL in pharmaceutical dosage form by reverse phase-hight performance liquid
chromatography (RP-HPLC). International Journal of Pharmaceutical Sciences and

Research, 9(7), 2965.
Dostupné z: https://doi.org/10.13040/1IJPSR.0975-8232.9(7).2965-72

34


https://doi.org/10.1016/j.ejpe.2015.03.011
https://doi.Org/10.1016/j.jchromb.2017.12.013
http://www.eoma.aoac.org/app_f.pdf
https://www.bezpecnostpotravin.cz/az/termin/76519.aspx
https://commonchemistry.cas
https://doi.org/10.13040/IJPSR.0975-8232.9r7y2965-72

DOBARADARAN, S., SCHMIDT, T. C., LORENZO-PARODI, N., JOCHMANN, M. A,
NABIPOUR, 1., RAEISI, A., STOJANOVIC, N., MAHMOODI, M., 2019. Cigarette butts:

An overlooked source of PAHs in the environment? Environmental Pollution, 249, 932-939.

Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.envpol.2019.03.097

DOBARADARAN, S., SCHMIDT, T. C., LORENZO-PARODI, N., KAZIUR-CEGLA, W,
JOCHMANN, M. A, NABIPOUR, I., LUTZE, H. V., TELGHEDER, U., 2020. Polycyclic
aromatic hydrocarbons (PAHSs) leachates from cigarette butts into water. Environmental

Pollution, 259, 113916.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/j.envpol.2020.113916

FOUCHECOURT, M. O., ARNOLD, M., BERNY, P, VIDEMANN, B., RETHER, B,
RIVIERE, J. L., 1999. Assessment of the bioavailability of PAHs in rats exposed to a
polluted soil by natural routes: induction of EROD activity and DNA adducts and PAH

burden in both liver and lung. Environ- mental Research Section A, 80, 330-339.

GEDAWY, A., AL-SALAMI, H,, DASS, C. R, 2019. Development and validation of a new
analytical HPLC method for simultaneous determination of the antidiabetic drugs,

metformin and gliclazide. Journal of Food and Drug Analysis, 27(1), 315-322.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/J.JFDA.2018.06.007

GRYTSAIL O., RONCO, C., BENHIDA, R., 2021. Synthetic accesses to biguanide
compounds. Beilstein Journal of Organic Chemistry, 17(i), 1001-1040.

Dostupni z: https://doi.org/10.3762/bjoc.17.82

HUSSAR, E., RICHARDS, S, LIN, Z. Q., DIXON, R. P, JOHNSON, K. A., 2012. Human
health risk assessment of 16 priority polycyclic aromatic hydrocarbons in soils of

chattanooga, Tennessee, USA. Water, Air, and Soil Pollution, 223(9), 5535-5548.
Dostupné z: https://doi.org/10.1007/s11270-012-1265-7

35


https://doi.org/10.1016/).envpol.2019.03.097
https://doi.org/10.1016/j.envpol.2020.113916
https://doi.Org/10.1016/J.JFDA.2018.06.007
https://doi.org/10.3762/bjoc.17.82
https://doi.org/10.1007/sll270-012-1265-7

IZZATY, R. E, ASTUTI, B.,, CHOLIMAH, N., 2014. Development and validation of
analytical method for simultaneous estimation of miglitol and metformin hydrochloride in
tablet dosage form. Angewandte Chemie International Ldition, 6(11), 951-952., 5(11), 5-
24. Dostupné z: https://doi.org/10.13040/1JPSR.0975-8232.5(11).4820-24

KAHOUN, D., 2020. Uloha &5: Stanoveni fenolu a o - naftolu ve vodé metodou
vysokoucinné kapalinové chromatografie na obracenych fazich se spektrofoto-metrickou

detekci v ultrafialové oblasti (RP-HPLC-UV). 5, 1-19.

KOSMA, C. I, LAMBROPOULOU, D. A, ALBANIS T. A. (2015). Occurrence of

metformin and guanylrea in wastewaters in Greece. 3-5.

KRIZEK, M., SIMA, J., 2015. Analyticka chemie. Ceské Bud&ovice: Jihogeska univerzita -
Zemédélska fakulta. ISBN 978-80-7394-486-5.

KUMARI, K. S., BANDHAKAVI, S., 2020. Development and validation of stability-
indicating RP-HPLC method for the simultaneous determination of ertugliflozin pidolate and
metformin hydrochloride in bulk and tablets. Future Journal of Pharmaceutical Sciences,
6(1), 1-10.

Dostupné z: https://doi.org/10.1186/s43094-020-00079-1

LAURA, S., 2019 [online]. Applications, USP Dissolution Test 3 for Metformin
Hydrochloride Tablets. TN-1249 [3.11.2021].

Dostupné z: www.phenomenex.com/behappy

MASIH, J., SINGHVI, R, KUMAR, K., JAIN, V. K., TANEJA, A., 2012. Seasonal
Variation and Sources of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHs) in Indoor and Outdoor

Air in a Semi Arid Tract of Northern India. Aerosol and Air Quality Research, 12, 515-525.
Dostupné z: https://doi.org/10.4209/aaqr.2011.11.0192

MERCK; CZECH REPUBLIC, 2022 [online]. [cit. 21.3.2022].

Dostupné z: https://www.sigmaaldrich.com/CZ/en

36


https://doi.org/10.13040/IJPSR.0975-8232.5nn.4820-24
https://doi.org/10.1186/s43094-020-00079-l
http://www.phenomenex.com/behappy
https://doi.org/10.4209/aaqr.2011.11.0192
https://www.sigmaaldrich.com/CZ/en

MERCK; CZECH REPUBLIC, 2021 [online]. LC/MS Analysis of Melamine and Metformin
on Ascentis Express HILIC [cit. 3.11.2021].

Dostupné z: https://www.sigmaaldrich.com/CZ/en/technical-documents/protocol/analytical-
chemistry/small-molecule-hplc/lc-ms-analysis-of-melamine-and-metformin-g005754

METRY, M,, SHU, Y., ABRAHAMSSON, B., CRISTOFOLETTI, R., DRESSMAN, J. B.,
GROOT, D. W,, PARR, A., LANGGUTH, P., SHAH, V. P, TAJIR]L, T., MEHTA, M. U,,
POLLI, J. E, 2021. Biowaiver Monographs for Immediate Release Solid Oral Dosage
Forms: Metformin Hydrochloride. Journal of Pharmaceutical Sciences, 110(4), 1513—-1526.

Dostupné z: https://doi.org/10.1016/].xphs.2021.01.011

MORIWAKI, H., KITAJIMA, S., KATAHIRA, K., 2009. Waste on the roadside, ‘poi-sute’
waste: Its distribution and elution potential of pollutants into environment. Waste

Management, 29(3), 1192-1197.
Dostupné z: https://doi.org/10.1016/J. WASMAN.2008.08.017

MUBEEN, G., NOOR, K., 2009. Spectrophotometric method for analysis of metformin
hydrochloride. Indian Journal of Pharmaceutical Sciences, 71(1), 100-102.

Dostupné z: https://doi.org/10.4103/0250-474X.51947

NOVAKOVA, L., DOUSA, M., CESLA, P., 2021. Moderni HPLC separace v teorii a praxi.
2. prepracované a rozsifené vydani. Bmo: Ceska chromatograficka $kola, zapsany spolek,

ISBN 978-80-270-8559-0.

NOVOTNY, T. E., LUM, K., SMITH, E., WANG, V., BARNES, R, 2009. Cigarettes butts
and the case for an environmental policy on hazardous cigarette waste. International Journal

of Environmental Research and Public Health, 6(5), 1691-1705.
Dostupné z: https://doi.org/10.3390/ijerph6051691

PILIK, P., 2018. Vyvoj, optimalizace a validace analytické metody na stanoveni 16
indikatorovych polycyklickych aromatickych uhlovodikli dle US EPA ve vodé pomoci
HPLC-PDA-FLD, Jiho&eska univerzita v Ceskych Bud&ovicich Pirodovédecka fakulta.

37


https://www.sigmaaldrich.com/CZ/en/technical-documents/protocol/analytical-
https://doi.Org/10.1016/j.xphs.2021.01.011
https://doi.Org/10.1016/J.WASMAN.2008.08.017
https://doi.org/10.4103/0250-474X.51947
https://doi.org/10.3390/ijerph6051691

PRAMEELA, K. L., RAMA KRISHNA VENI P., SATYANARAYANA, P. V. V., HARI
BABU B., 2018. RP-HPLC method development and validation of azelnidipine,

International Journal of Pharmaceutical Sciences and Research Vol. 9(1): 264-270.

Dostupné z: http://ijpst.com/bft-article/rp-hplc-method-for-the-simultaneous-assay-of-

metformin-and-benfotiamine-development-and-validation/?view=fulltext

PRIMBS, T., GENUALDI S., SIMONICH S.M., 2008: Environ. Toxicol. Chem., 27,
1267 — 272.

SHIMAZU, H., 2016. Determination of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in Cigarettes
and Cigarette Smoke. Lnvironment and Pollution, 5(2), p15.

Dostupné z: https://doi.org/10.5539/EP.V5SN2P15

SUBSTANCE DETAILS; SUBSTANCE REGISTRY SERVICES US EPA, 2022 [online].
[cit. 18.3.2022].

Dostupné z: https://sor.epa.gov/sor_internet/registry/substreg/substance/details.do?

displayPopup=&id=6012

TOMANIOVA, M., KOCOUREK, V., HAJSLOVA, J., 1997. Polycyklické aromatické
uhlovodiky v potravinach. Chemické Listy 91, 357 — 366.

TRASS, M., ORLOWICZ, S., 2016 [online]. Analysis of Metformin HCI Using a Luna SCX
Ion-Exchange HPLC Column per the USP Monograph. [cit. 3.11.2021].

Dostupné z: www.phenomenex.com

TUDelft., 2021 [online]. Faculteit Civiele Techniek en Geowetenschappen. [cit. 3.11.2021].

Dostupné z:

https://www.tudelft.nl/citg/over-faculteit/afdelingen/watermanagement/research/waterlab/
equipment/high-performance-liquid-chromatography-hplc

38


http://ijpsr.com/bft-article/rp-hplc-method-for-the-simultaneous-assay-of-
https://doi.org/10.5539/EP.V5N2P15
https://sor.epa
http://www.phenomenex.com
https://www.tudelft.nl/citg/over-faculteit/afdelingen/watermanagement/research/waterlab/

VU, A. T, TAYLOR, K. M, HOLMAN, M. R, DING, Y. S., HEARN, B., WATSON, C.
H., 2015. Polycyclic Aromatic Hydrocarbons in the Mainstream Smoke of Popular U.S.
Cigarettes. Chemical Research in Toxicology, 28(8), 1616-1626.

Dostupné z: https://doi.org/10.1021/acs.chemrestox.5b00190

ZARUBA, K., 2016. Analytickd chemie 1. dil. Praha: Vydavatelstvi VSCHT. ISBN 978-80-
7080- 950-1.

39


https://doi.org/10.1021/acs.chemrestox.5b00190

8 Prilohy

Priloha A: Linearita

Lo Koeficient Korelacni .. . S .
Analyt Smérnice Intercept . ) QC koeficient Rovnice kalibra¢ni krivky
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
BKkF 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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Priloha B: Spravnost

¢ [ng] 0,100 | 0200 | 05500 | 1,00 2,00 3,50 5,00 10,0 50,0 100 250 500
pI:i;:téerlil“O':ﬁ 40-120 % 60-115 % 80-110 %

NA . . . 83 91 97 08 99 08 100 101 100

AY ] ] ] ] 118 109 106 102 97 99 100 100
AE 65 79 90 04 o8 101 101 102 100 ] ] ]
FR ] 76 89 04 97 101 102 102 100 ] ] ]
FE ] 88 03 96 o8 101 101 101 100 ] ] ]
AN 105 105 100 99 o8 101 100 100 - - - -
FL 102 103 96 102 o8 101 100 100 ] ] ] ]
PR 107 105 99 08 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 08 99 101 100 100 - - - -
BKF 100 103 100 99 100 . . . . . . .
BaP 03 101 103 100 99 100 100 ] ] ] ] ]
DA 108 105 99 o8 100 100 100 100 ] ] ] ]
BP 103 106 99 08 100 101 100 100 . . . .
1P 164 110 100 97 97 100 100 100 ] ] ] ]
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Priloha C: Presnost

¢ [ng/] 0,100 | 0200 | 05500 | 1,00 | 200 | 350 | 500 | 100 | 500 100 250 500
pI:l;:tZ rliI:’OI:ﬁ <30 % <21% <15%
NA : : : 0.81 2.8 0.95 1.1 054 | 021 0.41 040 | 046
AY ) ) ) ) 43 042 | 095 | 053 022 | 057 | 043 0.41
AE 12 1.5 0.82 13 12 12 084 | 040 | 035 3 3 3
FR : 2.4 0,50 13 0.85 1.0 0,41 031 0.33 : : :
FE ) 3.0 11 2.0 12 1.0 0.41 049 | 0230 ) ) )
AN 76 25 049 | 068 1.1 077 | 044 | 048 3 3 3 3
FL 42 0.82 12 0.76 1.6 13 026 | 034 : : : :
PR 7.0 33 12 11 1.0 1.4 050 | 048 ) ) ) )
BA 8.2 33 11 11 092 | 071 0.66 | 0,60 3 3 3 3
CH 74 2.8 1.4 13 0,94 11 0.64 | 0,59 : : : :
BbF 8.3 23 1.5 2.1 1.0 095 | 067 | 044 ) ) ) )
BKF 10 1.8 0.75 1.4 0.80 3 3 3 3 3 3 3
BaP 11 25 0.85 1.4 069 | 084 | 055 : : : : :
DA 12 L1 0.42 1.8 060 | 097 | 075 | 044 3 3 3 3
BP 10 32 22 1.9 1.4 046 | 079 | 067 3 3 3 3
P 25 6.2 8.6 2.1 1.6 2.6 1.5 12 ) ) ) )
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Ptiloha D: Navazka cigaretovych nedopalku

Cislo vzorku a znadka 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 1M 0,2636
Vz 141M 0,2148
Vz 151M 0,2692
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