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Anotace
This bachelor thesis is dedicated to the introduction of a method for the determination of

selected phenolic compounds in cigarette butts by HPLC/FLD and the subsequent usage to
the analysis of real samples. The theoretical part includes information about phenolic
compounds, parameters of chromatographic separation and method validation, comparison of
previously established HPLC method for phenolic compounds determination. The
experimental part deals with optimization of chromatographic separation, fluorescence
detection and extraction of phenolic compounds from cigarette butts. The limits of detection
and quantification and calibration ranges of target compounds were determined for the

method. The established method was used for the quantification of phenols in cigarette butts.
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Seznam zkratek

cig. cigareta/nedopalek

FE fenol

FLD fluorescencni detektor

GU guajakol

HPLC vysokouc¢inna kapalinova chromatografie
HY hydrochinon

KH Henryho konstanta

Kow distribu¢ni koeficient oktanol/voda

LOD; instrumentalni mez detekce

LODn mez detekce metody

LOQi instrumentalni mez stanovitelnosti
LOQm mez stanovitelnosti metody

MK m-kresol

MFA mobilni faze A

MFB mobilni faze b

OK 0-kresol

PDA detektor fotodiodového pole

PFP pentafluorfenyl

PK p-kresol

PSR pracovni smésny roztok

PVS roztok vnitiniho standardu pro roztoky kalibracni kiivky
PY pyrokatechol

RE resorcinol

rozp. voda s pridavkem kyseliny octové a kyseliny askorbové
uv ultrafialové zateni

VS vnitini standard

ZSR zasobni smésny roztok

ZNS roztok vnitifniho standardu pro extrakci

A vlnova délka



1 Uvod

Za rok se proda po celém svété vice nez 5,4 bilionu cigaret (WHO 2017). Az 3 ze 4
cigaretovych nedopalkd konéi v pfirodé. Destém, vétrem ¢i vodnimi toky se nasledné
dostavaji i do méné obydlenych oblasti (Blickley et al. 2016).

Zakladni casti cigaretovych nedopalku jsou filtr, zbytky tabaku, popel a papir. Acetat
celulozy (filtr) ma omezeny potencial k biodegradaci a v pfirodé zastava mésice (Puls et al.
2011).

Cigarety obsahuji n¢€kolik tisic sloucenin, z nichz minimalné 150 je povazovano za
vysoce toxické, prevazné s karcinogennim a mutagennim potencidlem. Pfi hofeni vznikaji
dalsi stovky az tisice sloucenin (Slaughter et al. 2011; Venugopal et al. 2021; Soleimani et al.
2022; FDA 2012). Hlavnimi toxickymi latkami jsou polycyklické aromatické uhlovodiky,
nikotin, aromatické aminy, nitrosaminy, kovy, fenoly, karbonylové slouceniny, alkoholy
a nikotinové alkaloidy (Roder Green et al. 2014; Kurmus et al. 2021; FDA 2012).

Koufeni zplisobuje zavazné zdravotni problémy aktivnim i pasivnim kufaktim. Vedle
toho vytvaii nebezpeCi pro zivotni prostfedi prostfednictvim vyhozenych cigaretovych
nedopalkli. VétSina dosud publikovanych studii je zaméfena na obsah Skodlivych latek
Vv cigaretovém koufi. Pro hodnoceni environmentalniho rizika je zapotiebi rovnéz vyzkum
obsahu skodlivych latek v nedopalcich a sledovani jejich dalSiho osudu v riznych slozkach
zivotniho prostiedi. Jednou skupinou slouc¢enin nachéazejicich se v cigaretovych nedopalcich
jsou fenoly, které v cigaretach vznikaji pfi hofeni (Wu et al. 2012). Stanovenim fenolu

v cigaretovych nedopalcich se zabyva pfedlozend bakalatska prace.



2 Cile prace

Cilem bakalatské prace je zavedeni metody pro analyzu vybranych fenolti pomoci HPLC-FLD
a nasledné vyuziti této metody ke stanoveni obsahu téchto latek v cigaretovych nedopalcich.
Bakalarska prace ma nasledujici diléi cile:

e Vyvoj, optimalizace a validace analytické metody,

e extrakce fenolickych latek z cigaretovych nedopalki,

e analyza ziskanych extrakt pomoci HPLC-FLD s vyuzitim zavedené metody.



3 Teoreticka cast

3.1 Fenolické slouceniny

Alkoholy a fenoly jsou kyslikaté derivaty organickych sloucenin, ve kterych se nachazi
hydroxylova skupina navazana na uhlik. Alkoholy maji hydroxylovou skupinu navazanou na
sp® hybridizovany uhlik, zatimco u fenold je tato skupina vézana na benzenové jadro
(McMurry 2015). Rozdilnost chemické struktury alkoholti a fenoli zdsadnim zplsobem
ovliviyje jejich fyzikalni a chemické vlastnosti.

Fenoly jsou pfevazné pevné nebo kapalné latky. Stejné jako alkoholy, i fenoly vytvaii
vodikové vazby, coZ mimo jiné zvySuje jejich bod varu a zvySuje rozpustnost ve vodé¢.
Podobné jako voda jsou fenolické slouCeniny jak slabé kyseliny, tak i slabé zasady. Oproti
alkoholim jsou fenoly vyrazné kyselejSi z divodu delokalizace zaporného néboje ve
fenoxidovych iontech a ztoho wvyplyvajici stabilizaci téchto aniontli. Napftiklad
2,4,6-trinitrofenol ma kyselost podobnou mineralnim kyselinam (Pitter 1999; McMurry 2015).
Na zakladé molarnich hmotnosti délime fenoly na nizkomolekularni a vysokomolekularni.

Nizkomolekuldrni fenoly jsou dobfe rozpustné ve vod€, ale velmi nestabilni.
V alkalickém prostfedi se mohou fenoly oxidovat. Pii oxidaci fenolti vznikaji karbonylové
slouceniny. Napiiklad oxidaci fenolii s hydroxylovymi skupinami v pozicich 1,2 a 1,4 vznikaji
chinony (Pitter 1999; McMurry 2015). Pii chloraci vody s obsahem jednoduchych fenoli
vznikaji pachnouci chlorfenoly. Pfi chloraci meta- substituovanych fenolt (napt. resorcinol)
vznikd chloroform v téméf kvantitativnim mnozstvi. Pfi chloraci ortho- a para-
substituovanych fenolti vznikd chloroform v mens$i mife, z ¢ehoz vyplyva vznik dalSich,
doposud neznamych, produkti (Gallard a von Gunten 2002). Pribéh chlorace je ovlivnén
mnoha faktory jako jsou koncentrace chloru, teplota, pH, reak¢ni doba a chemicka struktura
fenolu ucastniciho se reakce (Pitter 1999). Vysokomolekularni fenoly nejsou dobie rozpustné

ve vod¢, jedna se o barevné stabilni slouceniny (Pitter 1999).

3.1.1 Zdroje fenolll v Zivotnim prostiedi

Nékteré fenoly se nachdzeji v pfirod¢ ptirozené jako vonné latky, ¢i jako soucast obrannych
Mmechanismi nékterych organismt (McMurry 2015). Dale mohou v pfirodé vznikat
biosyntetickymi ¢i rozkladnymi procesy. Jednoduché fenoly mohou vznikat také

biochemickymi transformacemi huminovych latek (Pitter 1999).



Hlavnim zdrojem fenolickych slou¢enin v Zivotnim prostiedi je ovSem lidska ¢innost.
Pouzivaji se pii vyrobé¢ syntetickych vldken nebo fenolovych pryskyfic. Jsou soucasti
nekterych 1éCiv, naptiklad prostfedkl na bolest krku. Déle se pouzivaji 1 jako prosttedky pro
desinfekci vodovodnich potrubnich systémt, nebo jako antiseptika a pesticidy (IRZ 2021).

Krom¢ Unikl téchto latek pfi jejich pouzivani se dostavaji do zivotniho prostredi
i spalovacimi procesy, pii kterych vznikaji (napf. spalovaci motory, cigaretovy kout nebo

pozary) nebo ztratami pii vyrobé fenolu (IRZ 2021).

3.1.2 Toxikologie fenoll

Fenolické slouceniny se velmi dobfe vstiebavaji kizi a sliznicemi. Pfi kontaktu fenolu
S pokoZzkou zévisi vice na dobé¢ a rozsahu expozice, nez na koncentraci chemikalie. Vyvolat
nekrozu mize fenol jiz pfi jednoprocentni koncentraci. Piisobi neurotoxicky, hepatotoxicky
I nefrotoxicky. Intoxikace fenolem je mozna inhalaci ¢i dermalni absorpci. Akutni intoxikace
vyvolava bolesti dutiny ustni a bficha. Systémové projevy intoxikace jsou mnohem
Smrtelna davka pro dospé&lého ¢lovéka je 2-10 g (Voprialova a Zackova 1996). K chronickym
otravam nedochazi ptili§ Casto. Kresoly, chlorfenoly a nitrofenoly jsou vysoce toxické latky,
které naruSuji vétSinu Zivotné dalezitych funkci. Benzendioly jsou velmi toxické pii akutni
intoxikaci. Pfi chronickych otravach vyvolavaji dermatitidy. Hydrochinon narusuje funkci
oxygenas. Prfi akutni otravé resorcinolem dochazi k methemoglobinemii (Tichy 1998;
McGachy 2021).

Zasadni jsou ucinky fenolt na vodni organismy. Akutni toxicita se velmi li§i mezi
jednotlivymi organismy. Zatimco pro ryby a korySe mohou byt fenolické slouceniny vysoce
toxické, pro bakterie a mékkyse jsou prakticky netoxické (Duan et al. 2018). Nékteré bakterie,
houby a fasy mohou zasadnim zplisobem piispivat k biodegradaci fenolt (Jiang et al. 2007,
Duan et al. 2018). Testy chronické toxicity fenolti probihaly ve velmi malé mife. Byla
provedena studie, ktera prokazuje poskozeni tkani Oreochromis mossambicus pii pusobeni
malého mnozstvi fenolu po dobu 21 dni (Varadarajan et al. 2014). Fenoly maji nizké
biokoncentra¢ni faktory (U ryb <100), témét nedochazi k bioakumulaci. Toxicita je dana spise
ptimym pusobenim, nez pienosem z potravy (REACH 2023; Rocha et al. 2016).

Mezi karcinogenni fenolické slouc¢eniny nachazejici se v tabaku a cigaretovém koufi

patii fenol, kresoly ¢i pyrokatechol (FDA 2012).



3.1.3 Stanovované latky

Pro vyvoj analytické metody umoziyjici stanoveni fenolil v cigaretovych nedopalcich byly

konkrétni slouceniny vybrany na zaklad¢ literatury, kterd diskutovala jejich pfitomnost

a mnozstvi v cigaretovém kouti (Wu et al. 2012; Moldoveanu a Kiser 2007).

Systematické ndzvy, zkratky pouzité v praci, registracni ¢isla CAS a strukturni vzorce

stanovovanych latek jsou uvedeny v Tab. 1 (PubChem 2023).

Tabulka 1: Systematické nazvy, pouzité zkratky, registra¢ni ¢isla CAS a strukturni vzorce

stanovovanych latek

o
=
w

Systematicky
Analyt , CAS Zkratky Strukturni vzorec
nazev
hydrochinon 1,4-benzendiol 123-31-9 HY H()@,{m
OH
resorcinol 1,3-benzendiol 108-46-3 RE Q/
OH
pyrokatechol 1,2-benzendiol 120-80-9 PY Q\
OH
OH
OH
fenol hydroxybenzen 108-95-2 FE @
guajakol 2-methoxyfenol 90-05-1 GU Q _CH;
[&]
OH
p-kresol 4-methylfenol 106-44-5 PK HO_C/>_CHn
CHy
m-kresol 3-methylfenol 108-39-4 MK ©/
OH
o-kresol 2-methylfenol 95-48-7 OK Q\

o
I




V Tab. 2 jsou uvedeny molarni hmotnosti, rozpustnosti pii 25 °C, logaritmy

distribuc¢nich koeficientti oktanol/voda, Henryho konstanty a hustoty stanovovanych latek

(PubChem 2023) .

Tabulka 2: Molarni hmotnosti, rozpustnosti, logaritmy distribu¢nich koeficientti oktanol/voda,

Henryho konstanty a hustoty stanovovanych latek

M Rozpustnost log Kow KH Hustota
Analyt
(g/mol) (g/l) (1) (atmxm®mol) | (g/cm?)
hydrochinon 110,11 72,0 0,59 4,73x10 1,330
resorcinol 110,11 717 0,80 9,88x101! 1,278
pyrokatechol 110,11 461 0,88 1,2x10°° 1,334
fenol 94,11 82,8 1,46 3,33x107 1,072
guajakol 124,14 18,7 1,32 1,2x10°® 1,129
p-kresol 108,14 215 1,94 1x10% 1,034
m-kresol 108,14 22,7 1,96 8,6x1077 1,034
o-kresol 108,14 25,9 1,95 1,2x107 1,047

Z hodnot Henryho konstant a distribu¢nich koeficientli oktanol/voda lze urcit
distribuce fenolli v Zivotnim prostiedi. V§echny vybrané fenoly maji nizké hodnoty Henryho
konstanty, coz indikuje jejich nizky potencial k vypafovani. S rostoucim distribu¢nim
koeficientem oktanol/voda roste schopnost latky ukladat se v pidé. VSechny vybrané fenoly
patii primarn¢€ mezi vodni polutanty.

Na zéklad¢ literatury a ndasledného ovéfeni byl jako vnitini standard vybran
4-chlorfenol (Moldoveanu a Kiser 2007). Vnitini standard, jeho strukturni vzorec a zakladni

informace jsou uvedeny v Tab. 3 (PubChem 2023).

Tabulka 3: Zakladni informace o vnitinim standardu

Molarni hmotnost
Analyt Systematicky nazev Strukturni vzorec
[g/mol]

4-chlorfenol 4-chlorfenol 128,55 HOOCI




3.2 Parametry chromatografické separace

Pii optimalizaci chromatografické separace byla vénovana pozornost retencnim casim
analytl, tvaru a symetrie pikl a rozliSeni jednotlivych piki.

Retenéni Cas (tr) je doba, kterd uplyne mezi néstfikem vzorku a maximem eluéni kiivky
(vrcholem piku) dan¢ho analytu. Reten¢ni Cas analytu je konstantni pouze pro urcity
chromatograficky systém a podminky. Jeho hodnota je zjistovana pomoci standardnich
referencnich latek. Alternativou k reten¢nimu ¢asu je reten¢ni objem, coZ je objem mobilni
faze, ktery protece systémem za tr (Novakova a Dousa 2021Db).

Miru retence vyjadiuje kapacitni pomér (k). Doporuceny kapacitni pomér by mél byt
vyssi nez 2 (Novakovd a Dousa 2021b; Kahoun 2022). Vypocet kapacitniho poméru je
naznacen v rovnici 1

k =4a"tm (1),

tm
kde Kk je kapacitni pomér (1), tr je je reten¢ni ¢as analytu (min) a tm je mrtvy retenéni ¢as (min).
Mrtvy retencni Cas je retencni Cas slouCeniny, kterd se nezadrzuje na kolon¢ a tudiz se
pohybuje rychlosti mobilni faze (Kahoun 2022; Novakova a Dousa 2021b).
Uspé&snost separace jednotlivych analytli popisujeme rozligenim (R12). Optimalni
hodnoty rozliSeni se nastavuji podle potfeb konkrétni prace, obvykle 1,5 az 2 (Kahoun 2022;

Novakova a Dousa 2021b). Vypocet rozliSeni je naznacen v rovnici 2

tri—tr
Rip =2 % =" (),

kde R12 je rozliSeni dvou sousednich pikad latek 1 a 2 (1), tr1 @ tr2 jsou retencni Casy téchto
sousednich latek (min), w1 a w2 jsou Sifky pikt latek 1 a 2 na zakladni linii (min) (Kahoun
2022; Novakova a Dousa 2021Db).

DalSim sledovanym parametrem je symetrie piku. Tvar chromatografického piku
popisuje asymetrie piku. Tu lze vyjadiit pomoci faktoru asymetrie (A), ktery by se m¢l
pohybovat v rozmezi 0,8 az 1,5 (Novakova a Dousa 2021b). Vypocet faktoru asymetrie je

naznacen v rovnici 3

t
A=z 3),

kde A je faktor asymetrie (1), t je Sitka sestupné ¢asti piku v 5 % jeho vysky (min) a f je Sitka
vzestupné ¢asti piku v 5 % jeho vysky (min) (Novakova a Dousa 2021Db).



3.3 Parametry validace metody

Linearita vyjadiuje pfijatelnou linearni korelaci mezi odezvou detektoru a koncentraci analytu
ve vzorku v daném rozsahu. Pro vyhodnoceni linearity byl pouzit korela¢ni koeficient (R), QC
koeficient a hodnota diference teoretické a vypoctené hodnoty. Kritériem pfijatelnosti pro
korela¢ni koeficient bylo R >0,9900 a pro QC koeficient QC <5% (Novakova a Dousa
2021a; AOAC 2016). Kalibrac¢ni kiivka byla pouzita ve tvaru rovnice 4

y=kxc+gq 4),
kde k je smérnice kalibra¢ni piimky (1), y je pomér plochy pikii analytu a vnitiniho
standardu (1), ¢ je pomér mnozstvi analytu a vnitiniho standardu ve vialce (1) a q je Gsek na
ose y (1) (Kahoun 2022; Novakova a Dousa 2021a).

Jako dalsi parametr pro urceni rozsahu metody byla pouzita diference, kterd je
definovana jako procentualni rozdil namétené a teoretické hodnoty koncentrace. Pro nejnizsi
kalibra¢ni bod nesmi diference presahnout 20 % a pro dalsi kalibra¢ni body nesmi piesahnout
15 % (FDA 2018).

Mez detekce (LOD) je koncentrace analytu ve vzorku, kterou lze detekovat, ale nelze
ji stanovit s dostate¢nou piesnosti a spravnosti. Vyska signalu analytu o koncentraci na tirovni
meze detekce se rovna trojnadsobku vysky Sumu. Instumentéalni mez detekce byla vypoctena
z vysledki analyzy nejméné koncentrovaného roztoku kalibracni kiivky (Novakova a Dousa
2021a; Kahoun 2022). Po zahrnuti vlivu procesu extrakce a fedéni byla nasledné spoctena mez
detekce metody s jednotkou pg/cig. Mez stanovitelnosti (LOQ) je koncentrace analytu ve
vzorku, kterou lze stanovit s dostateCnou piesnosti a spravnosti. Vyska signalu analytu
0 koncentraci na urovni meze stanovitelnosti se rovnd desetindsobku vysky Sumu. Mez
stanovitelnosti byla vypoctena z vysledkii analyzy dvou nejméné koncentrovanych roztoki
kalibra¢ni kiivky (Kahoun 2022; Novakova a Dousa 2021a). Po zahrnuti vlivu procesu
extrakce a fedéni byla nasledné spoctena mez stanovitelnosti metody s jednotkou pg/cig.

Spravnost metody je parametr definovany jako tésnost shody mezi experimentalné
zjisténou hodnotou koncentrace analytu a referen¢ni redlnou hodnotou koncentrace analytu.
Piesnost metody je parametr definovany jako té€snost shody mezi nezavislymi vysledky
zkousek za piedem specifikovanych stejnych podminek (Novakova a Dousa 2021a). Kritéria
piijatelnosti pro hydrochinon, resorcinol, pyrokatechol a fenol byla vzhledem ke koncentraéni
tirovni analytl 107 pro pesnost 21 % a pro spravnost 60—115 % (AOAC 2016). Pro guajakol

a izomery kresolu (koncentraéni tirover 10°) bylo kritérium pfijatelnosti piesnosti 30 %



a spravnosti 40—120 % Rozsah metody je koncentra¢ni rozsah, pro ktery ma metoda

pozadovanou linearitu, presnost a spravnost (Kahoun 2022; Novakova a Dousa 2021a).

3.4 Pouziti HPLC pro stanoveni vybranych fenolu

Pted optimalizaci metody byla provedena literarni reSerSe se zamétenim na publikace vénujici
se stanoveni konkrétnich nizkomolekularnich fenolit pomoci HPLC. Parametry sledované pfi
reSersi byly primédrné stacionarni a mobilni faze, typ eluce a typ detektoru. Déle byl sledovan
postup ptipravy standardu, postup extrakce fenolii z cigaretového koute, tabaku a cigaretovych
nedopalk.

Fenoly jsou ¢asto stanovovany v piirodnich (Zhong et al. 2016; Liu et al. 2021) ¢i
odpadnich vodach (Salcedo et al. 2019). Velké mnozstvi studii se vénuje vyskytu fenolickych
kyselin a vysokomolekularni fenold v rostlinach a rostlinnych vyrobcich (Zhu et al. 2023;
Zhang et al. 2023; Jaiswal a Kumar 2022). Stanovovani fenolt v tabaku, cigaretovém koufi ¢i
cigaretovych nedopalcich se vénuje malé mnozstvi studii (Wu et al. 2012; Moldoveanu a Kiser
2007; Demirci A a Morkan B 2013).

Pro potieby této prace bylo vybrano 6 studii, na jejichz zakladé byly nastaveny tivodni
podminky pii optimalizaci metody. Zakladni parametry téchto studii jsou uvedeny v Tab. 4.

Pti pouziti gradientové eluce, byla jako vice polarni mobilni faze (MFA) pouzita voda
s ptidavkem kyseliny octové (Moldoveanu a Kiser 2007; Wu et al. 2012). Jedna
z reSerSovanych publikaci uvadi pouziti vody s piidavkem kyseliny fosfore¢né jako MFA
(Zhong et al. 2016). Jako méné polarni mobilni faze (MFB) byl pouZit acetonitril s pfidavkem
kyseliny octové (Moldoveanu a Kiser 2007), methanol s pfidavkem kyseliny octové (Wu et
al. 2012), dale byl pouzit methanol (Zhong et al. 2016). Jako MFA je uvadéno také pouziti
vody s pridavkem 0,1% kyseliny trifluoroctové a jako MFB acetonitril s pfidavkem 0,1%
kyseliny trifluoroctové (Salcedo et al. 2019). Pfi pouziti isokratické eluce byla pifedem
pripravena smés vodné a organické faze s upravou pH. V jednom piipad¢ se jednalo o smés
vody a methanolu v poméru 70:30, ktera byla nasledné okyselena kyselinou octovou (Demirci
A a Morkan B 2013). Také byla jako mobilni faze pouzita smés vody okyselené kyselinou
octovou a acetonitrilu v poméru 62:38 (Liu et al. 2021).

Pro stanoveni fenolickych sloucenin jsou vyuzivany rtzné kolony typu C18
(Moldoveanu a Kiser 2007; Demirci A a Morkan B 2013; Liu et al. 2021; Zhong et al. 2016;
Salcedo et al. 2019) V jedné ze studii byla pouzita kolona s pentafluorofenylovou (PFP)
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stacionarni fazi (Wu et al. 2012). V tomto ptipadé se podafilo rozdéleni isomerd kresolu.
Rozdéleni téchto izomert se u jedné z reSerSovanych publikaci podaftilo 1 pii pouziti plynové
chromatografie s hmotnostni detekci (Moldoveanu a Kiser 2007). Pouzit¢é HPLC kolony mély
délku 10 cm (Salcedo et al. 2019), 15 cm (Wu et al. 2012; Moldoveanu a Kiser 2007; Demirci
A a Morkan B 2013) nebo 25 cm (Liu et al. 2021; Zhong et al. 2016). Velikost ¢astic byla 3,5
az 5 um pro kolony s C18 stacionarni fazi (Moldoveanu a Kiser 2007; Demirci A a Morkan B
2013; Liuetal. 2021; Zhong et al. 2016; Salcedo et al. 2019) a 3 um pro pouzitou PFP kolonu
(Wu et al. 2012).

Jednim typem pouzivanych detektorti byl UV detektor (Demirci A a Morkan B 2013,
Zhong et al. 2016). Ob¢ studie pouzivajici tento typ detektoru stanovovaly ze sloudenin,
kterymi se zabyva tato prace, pouze fenol. U jedné publikace byla mez detekce metody
2,17 pg/cig., mez stanovitelnosti metody 7,28 pg/cig. a koncentraéni rozsah ¢inil 1-15 mg/I
(Demirci A a Morkan B 2013). Druha publikace uvadi pfi stanoveni koncentrace fenold ve
vodé mez detekce metody 0,11 pg/l a koncentraéni rozsah 0,5-500 pg/l (Zhong et al. 2016) .

Pro stanoveni fenolii v odpadnich vodach byl pouzit detektor fotodiodového pole
(Salcedo et al. 2019). Mez stanovitelnosti této metody byla 5 pg/l a kalibra¢ni rozsah
5-1000 pg/l.

Dale byl pouzivan fluorescencni detektor (Wu et al. 2012; Moldoveanu a Kiser 2007,
Liu et al. 2021). Meze detekce a meze stanovitelnosti metody se pii pouziti tohoto detektoru
pohybovaly v fadech setin az jednotek mikrogrami na cigaretu a kalibra¢ni rozsahy mezi
jednotkami az tisici mikrogramu na litr pfi stanovenim fenola v cigaretovém kouti (Wu et al.
2012; Moldoveanu a Kiser 2007). Pti pouziti FLD pro stanoveni fenold ve vodach, byly meze
detekce a meze stanovitelnosti metody v fadu setin az desetin mikrogramd na litr a kalibra¢ni
rozsahy v fadech desetin aZ stovek mikrogrami na litr (Liu et al. 2021).

Pro piipravu zasobnich roztokii standardi byl jako rozpoustédlo pouzit methanol
(Salcedo et al. 2019; Demirci A a Morkan B 2013; Liu et al. 2021; Zhong et al. 2016) nebo
voda okyselena 1% kyselinou octovou (Wu et al. 2012; Moldoveanu a Kiser 2007).
Koncentrace zasobnich roztoki se pohybovala ve stovkach miligrami na litr, nejcastéji
1000 mg/l (Wu et al. 2012; Moldoveanu a Kiser 2007; Demirci A a Morkan B 2013; Liu et al.
2021; Zhong et al. 2016; Salcedo et al. 2019). Zasobni roztoky byly uchovavany pii teploté
4 °C (Liu etal. 2021; Zhong et al. 2016) nebo -18 °C (Salcedo et al. 2019).

Pii stanovovani fenolll v cigaretovém koufi, byl kout zachytdvan na extrakénich

filtrech, které byly nasledné extrahovany na tfepacce po dobu 30 minut (Wu et al. 2012;
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Moldoveanu a Kiser 2007). Jako extrak¢ni ¢inidlo byla pouzita voda s pfidavkem 1% kyseliny
octové (Wu et al. 2012) nebo voda s ptidavkem 1% kyseliny octové a 0,1% kyseliny askorbové
(Moldoveanu a Kiser 2007). Roztok byl nasledné pfiefiltrovan pies stiikackovy filtr. Pfi
stanovovani fenolt v tabaku, byl rozdrceny tabak extrahovan po dobu 30 minut na tfepacce.
Jako extrak¢ni ¢inidlo byla pouzita voda s piidavkem 1% kyseliny octové (Wu et al. 2012).
Pii extrakci cigaretovych nedopalkii byl nejdfive odstranén zbytek tabaku a papir
z cigaretového nedopalku. Samotny filtr byl rozpustén ve 2 ml acetonitrilu v ultrazvukové
lazni. Poté bylo pfidano 5 ml 1% kyseliny octové, pfi¢emz vznikala srazenina, ktera byla
prefiltrovana. Filtrat byl doplnén destilovanou vodou na 7 ml roztoku. 1 ml tohoto roztoku byl
nasledné pienesen na kolonu obsahujici 1 g absorbentu XAD-4. Absorbent byl nasledné
promyt 2 ml vody s ptidavkem 1% kyseliny octové. Nakonec byl fenol vymyvan pomoci
methanolu (Demirci A a Morkan B 2013).
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Tabulka 4: Podminky chromatografickych analyz citovanych publikaci

Citace Matrice Stac19narn1 MEA MEB Detekce LO I?m LOQm Kalibraé¢ni rozsah
faze (ng/cig.) (ng/cig.) (ng/M
1% kyselina
- octova ve smeési
(Demlrgzgfsl)workan nedopalky o vody a ] uv ué'/gg p,?g’/iisg 100015000
methanolu ' ’
(70:30)
. . 1% kyselina PY,HY,RE
Moldoveanu a Kiser cigaretovy 1% kyselina . 0,10-1,62 0,30—4,86 60-9000
C18 t FLD
2007a) kouf octova ve vodé octova v ng/cig. ng/cig. FE,OK,PK,MK,GU
acetonitrilu
150-2250
HY, PY, FE, GU
. , . 1% kyselina 15-10000
0, — —
(Wu et al. 2012) lflg?i;%:l?{( PFP 1f’ ';yse"“zv octova v FLD 0’02/ ?’46 0’06/ }'53 OK, PK, MK, RE
ouf, octova ve vodé methanolu ug/cig. ng/cig. 5-3000
FE
X 0
kyselny ceove 0,06-017 | 0,20-0,44 ﬁ/lzr?;glio
(Liu et al. 2021) ptirodni voda C18 ve vode a - FLD ' ' ' '
o ng/l pg/l 0,60—480
acetonitrilu
(62:38) OK
) 0,50—450
1% kyselina 011 FE
(Zhong et al. 2016) piirodni voda C18 fosfore¢na ve methanol uv ' -
: ng/l 0,5-500
vodé
odpadni voda 0,1% kys. 0,1% kys.
(Salcedo et al. 2019) Z ropnych C18 trifluoroctova ve | trifluoroctova v PDA - > MK+PK,OK,FE
b N s pg/l 5-1000
rafinérii vodé acetonitrilu
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité chemikalie

Pro tuto praci byly pouzity nasledujici chemikalie:

4.2 Pouzité instrumentalni vybaveni a spotrebni material

Pro tuto praci bylo pouzito nasledujici instrumentalni vybaveni a spotfebni material:

hydrochinon — ¢istota > 99 % (Sigma Aldrich)
resorcinol — ¢istota > 98,5 % (Sigma Aldrich)
pyrokatechol — ¢istota > 99,5 % (Sigma Aldrich)
fenol — Cistota > 99,5 % (Sigma Aldrich)
guajakol — ¢istota neuvedena (Sigma Aldrich)
p-kresol — ¢istota > 99 % (Sigma Aldrich)
m-kresol — Cistota > 98,5 % (Sigma Aldrich)
0-kresol — ¢istota > 98 % (Sigma Aldrich)
4-chlorfenol — ¢istota > 98 % (Sigma Aldrich)
methanol pro HPLC (Merck)

acetonitril pro HPLC (Merck)

Kyselina octova — Cistota 100 % (Merck)

Kyselina mravenci — Cistota > 98 % (Merck)

mravencan amonny — Cistota > 99 % (Sigma Aldrich)

kyselina askorbova - ¢istota > 99 % (Merck)

kyselina trifluoroctova - Cistota > 99 % (Fluka)

Milli-Q voda generovana pfistrojem Smart2Pure 6 UV/UF (Thermo Fisher Scientific)

Kapalinovy chromatograf Thermo Scientific UltiMate 3000 se zasobnikem mobilni
faze, Cerpadlem mobilni faze, néstfikovym modulem, vyhiivanym kolonovym
prostorem, spektrofotometrickym detektorem a fluorescen¢nim detektorem

Ovladani ptistroje a vyhodnoceni dat bylo provedeno programem Chromeleon 7.2
Chromatografické kolony Phenomenex Luna C18 (250x4,6 mm; 5,0 um),
Chromservis Astra DM (150x3,0 mm; 3,0 pm) a Kinetex F5 (150x3,0 mm; 2,6 um)

vybavené vhodnou predkolonkou

Vyrobnik milliQ vody: Smart2Pure 6 UV/UF (Thermo Fisher Scientific)
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* Analytické vahy: MS105DU (Mettler Toledo TM)

= pH metr Orion Star A111 (Thermo Scientific)

= Orbitalni ttepacky Orbit 1000 (Labnet)

= Centrifuga Sigma 3-30KS (Sigma)

= Automatické davkovaci pipety Eppendorf Research Plus o objemech 10-100,
100-1000, 500-5000 pl, 1-10 ml (Eppendorf)

= Automatické davkovaci pipety BioPette PLUS o objemech 2-20, 200-2000 pl
(Labnet)

= Sklenéné davkovaci stiikacka o objemu: 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 pl (Hamilton)

= Odmérneé sklo, sklenéné nadoby na extrakci, sklenéné nadoby na mobilni fazi, kadinky

= plastové Spicky, mikrozkumavky Eppendorf, krimpovaci vialky s hlinikovym
uzavérem s pryZovym septem

= Pinzeta, krimpovaci klesté

4.3 Podminky optimalizace metody

Pro potieby této prace byly piipraveny ¢tyii typy MFA a sedm typt MFB. Slozeni pouZitych

mobilnich fazi A je uvedeno v Tab. 5 a slozeni mobilnich fazi B je uvedeno v Tab. 6.

Tabulka 5: SloZeni mobilnich fazi A

Oznaceni mobilni faze SloZeni mobilni faze

MFA1 1% kyselina octova ve vod¢

MFA: 0,5% kyselina octové ve vodé

MFA3 2 mM mravencan amonny + 0,1% kyselina mravenci ve vodé
MFA4 0,1% kyselina trifluoroctové ve vodé

Tabulka 6: Slozeni mobilnich fazi B

Oznaceni mobilni faze | SloZeni mobilni faze

MFB: 1% kyselina octova v methanolu

MFB: 1% kyselina octova Vv acetonitrilu

MFBs 0,5% kyselina octova v methanolu

MFB4 0,1% kyselina trifluoroctova v methanolu
MFBs 0,1% kyselina trifluoroctova v acetonitrilu
MFBs methanol

MFB7 acetonitril

Pro chromatografickou kolonu Kinetex F5 byly pouzity 4 kombinace mobilnich fazi.

Nejprve byla pouzita jako MF voda s ptidavkem 1 obj.% kyseliny octové (MFA1) a methanol
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s pridavkem 1 0bj.% kyseliny octové (MFB1) (Wu et al. 2012). Byly zkouseny gradientové
eluce s linearnim i skokovym zvyS$enim obsahu MFB v mobilni fazi v rozmezi od 0 do 60 %.
Teplota v kolonovém prostoru byla nastavovana v rozmezi od 25 °C do 35 °C. DalSim
slozenim mobilnich fazi byla voda s pfidavkem 0,1 0bj.% kyseliny trifluoroctové (MFA4)
a acetonitril (MFB7). Pro tyto MF byly zkousSeny gradientové eluce s postupnym zvySovanim
obsahu MFB (0—30 % a 15—45 % MFB). Teplota v kolonovém prostoru byla nastavovana
v rozmezi od 25 °C do 45 °C. Tretim slozenim mobilnich fazi na této koloné byla voda
s ptidavkem 0,1 obj.% kyseliny trifluoroctové (MFA4) a acetonitril s ptidavkem 0,1 0bj.%
kyseliny trifluoroctové (MFBs) (Salcedo et al. 2019). Pro toto slozeni MF byly zkouSeny
gradientové eluce s linearnim i skokovym zvySenim obsahu MFB v mobilni f4zi v rozmezi od
0 do 60 %. Teplota v kolonovém prostoru byla nastavovana v rozmezi od 30 °C do 40 °C.
Poslednim slozenim MF na této koloné¢ byla voda s pfidavkem 0,1 0bj.% Kkyseliny
trifluoroctové (MFA4) a methanol s ptidavkem 0,1 0bj.% kyseliny trifluoroctové (MFBg).
Byly opét zkouSeny gradientové eluce s linedrnim i skokovym zvySenim obsahu MFB
vV mobilni fazi v rozmezi od 0 do 60 %. Teplota v kolonovém prostoru byla nastavena na
30 °C. Prutok MF pfi vSech analyzach na této kolon¢ byl 0,4 ml/min.

Pro chromatografickou kolonu Chromservis Astra DM byly pouzity ¢tyii kombinace
mobilnich fazi. Prvni pouzité¢ slozeni MF byla voda s pfidavkem 1 obj.% kyseliny octové
(MFA:) a methanol s pfidavkem 1 obj.% kyseliny octové (MFB1) (Wu et al. 2012). Pro toto
slozeni MF byly zkouSeny gradientové eluce s linearnim i skokovym zvySenim obsahu MFB
vrozmezi od 12 do 100 % MFB. Teplota v kolonovém prostoru byla 25 °C nebo 35 °C.
Druhym slozenim MF byla voda s ptidavkem 1 0bj.% kyseliny octové (MFA1) a acetonitril
s pridavkem 1 obj.% kyseliny octové (MFB2) (Moldoveanu a Kiser 2007). Pro tuto MF byly
zkouseny gradientové eluce se skokovym zvySenim obsahu MFB v rozmezi 12 az 45 % MFB.
Teplota v kolonovém prostoru byla nastavena na 35 °C. Dal$im slozenim MF byla voda
s ptidavkem 0,5 0bj.% kyseliny octové (MFA?2) a methanol s pfidavkem 0,5 obj.% kyseliny
octové (MFB3). Pro tuto MF byly zkouSeny gradientové eluce se skokovym zvySenim obsahu
MFB v rozmezi 12 az 45 % MFB. Teplota v kolonovém prostoru byla nastavena na 35 °C.
Nasledné bylo pouzito slozeni MF doporucené vyrobcem stacionarni faze. MFA byla voda
s ptidavkem 0,1 0bj.% kyseliny mraven¢i a 2 mmol/l mraven¢anu amonného (MFA3). Jako
MFB byl pouzit methanol (MFBs). Byly zkouseny gradientové eluce s linearnim i skokovym
zvysenim obsahu MFB v rozmezi od 12 do 60 % MFB. Teplota v kolonovém prostoru byla

nastavena na 25 °C nebo 35 °C. Prutok na této kolon¢ byl nastaven na 0,5 ml/min.

15



Pro 25 cm dlouhou chromatografickou kolonu Phenomenex Luna C18 byly pouzity
dvé kombinace mobilnich fazi. Prvnim slozenim MF na této koloné byla voda s ptidavkem
0,1 0bj.% kyseliny trifluoroctové (MFA4) a methanol s piidavkem 0,1 0bj.% kyseliny
trifluoroctové (MFB4). Byly opét zkouSeny gradientové eluce s linearnim zvySenim obsahu
MFB v mobilni fazi v rozmezi od 5 do 60 %. Teplota v kolonovém prostoru byla nastavena
na 35 °C. Druhym slozenim MF na této koloné byla voda s ptidavkem 0,1 obj.% kyseliny
trifluoroctové (MFA4) a acetonitril s ptidavkem 0,1 obj.% kyseliny trifluoroctové (MFBs). Pro
toto slozeni MF byly zkouSeny gradientové eluce s linedrnim zvySenim obsahu MFB
vV mobilni fazi v rozmezi od 5 do 60 % MFB. Teplota v kolonovém prostoru byla nastavena
na 35 °C. Prutok na této kolon¢ byl nastaven na 1 ml/min.

Pro piehlednost jsou slozeni mobilnich fazi, pouzité teploty a pritoky MF pro

jednotlivé kolony shrnuty v Tab. 7.

Tabulka 7: Kombinace mobilnich fazi, pouzité teploty a pritoky MF pro jednotlivé kolony

Kolona Kombinace mobilnich fazi Tif éo)ty P{:]tl(/)rl; il::[)F
inetex Fs | MEAL | MEAL | MEA| MEAG | oe e |,
oo | U8 s e M s | o
Luna C18 R"AEQ: MEQ;‘ i i 35 1,0

4.4 Priprava roztoki standardu

4.4.1 Ptiprava zasobnich roztoki
Zasobni roztoky standardi fenolu, resorcinolu, pyrokatecholu, guajakolu, p-kresolu,
m-kresolu, o-kresolu o koncentraci zhruba 1000 mg/l byly pfipraveny navazenim piesné asi
5 mg analytu do 5 ml odmérné banky. Odmérna banka byla doplnéna po rysku methanolem,
ve kterém byl analyt rozpustén.

Zasobni roztok standardu hydrochinonu 0 koncentraci zhruba 1000 mg/l byl ptipraven

navazenim presné asi 5 mg analytu do 5 ml odmérné banky. Odmérna baika byla doplnéna
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po rysku vodou s piidavkem kyseliny octové (1 obj. %) a kyseliny askorbové (1 mg/ml), ve
které¢ byl analyt rozpustén.

Zasobni roztok standardu 4-chlorfenolu (VS) byl pfipraven navazenim presné asi
50 mg analytu do 5 ml odmérné banky. Odmeérna baika byla doplnéna po rysku methanolem,
ve kterém byl analyt rozpustén. Zasobni roztoky byly uchovavany pfi teploté -80 °C. Piehled

ptipravy zasobnich roztoku je uveden v Tab. 8.

Tabulka 8: Piiprava zasobnich roztoka standarda a vnitiniho standardu

Cistota | Navazka | Objem | Koncentrace ‘o
Analyt (%) (mg) ( rrj1 ) (mg/l) Rozpoustédlo
1% k.octova
hydrochinon 99 4,89 5 968 1 mg/ml k. askorbova
voda

resorcinol 98,5 5,27 5 1038 CH30OH
pyrokatechol 99 4,75 5 941 CH3OH
fenol 99,5 5,48 5 1091 CH30OH
guajakol 100 5,63 5 1126 CH30OH
p-kresol 99 5,04 5 998 CH30OH
m-kresol 99 5,73 5 1135 CH3OH
o-kresol 98 4,77 5 935 CH30OH
4-chlorfenol 98 49,07 5 9618 CHsOH

Roztok vnitiniho standardu pro extrakci 0 koncentraci 1000 mg/l (ZVS) byl ptipraven
odpipetovanim 2,6 ml zasobniho roztoku 4-chlorfenolu do 25 ml odmérné banky. Odmérna
barnika byla doplnéna po rysku vodou s piidavkem kyseliny octové (1 obj. %) a kyseliny
askorbové (1 mg/ml).

Roztok vnitiniho standardu pro roztoky kalibra¢ni kiivky 0 koncentraci 10 mg/l (PVS)
byl piipraven odpipetovanim 0,1 ml ZVS do 10 ml odmérné banky. Odmérna barka byla
doplnéna po rysku vodou s piidavkem kyseliny octové (1 obj. %) a kyseliny askorbové
(2 mg/ml).

4.4.2 Ptiprava smesnych roztokl

Zasobni smésny roztok standardii (ZSR) o koncentraci analytd 5 mg/l byl pfipraven
odpipetovanim piesného objemu jednotlivych analyti do 10 ml odmérné baiiky, ktera byla
nasledné¢ doplnéna po rysku vodou s ptidavkem kyseliny octové (1 obj. %) a kyseliny
askorbové (1 mg/ml). Pipetované objemy zasobnich roztokd analytt pro pfipravu zasobniho

smésného roztoku jsou uvedeny v Tab. 9.
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Tabulka 9: Prehled piipravy zasobniho smésného roztoku

Koncentrace .
Analyt zasobnich roztoki Objem | Koncentrace ZSR
o/l (n) (mg/l)

hydrochinon 968 51,6 5,00
resorcinol 1038 48,2 5,00
pyrokatechol 941 53,2 5,00
fenol 1091 459 5,00
guajakol 1126 44,4 5,00
p-kresol 998 50,1 5,00
m-kresol 1135 44,1 5,00
o-kresol 935 53,5 5,00

Ze zésobniho smeésného roztoku byl pfipraven pracovni smésny roztok (PSR)
odpipetovanim 1 ml ZSR do 25 ml odmérné banky a naslednym doplnénym vodou
s ptidavkem kyseliny octové (1 obj. %) a kyseliny askorbové (1 mg/ml) po rysku.

Byl pfipraven obohacovaci smésny roztok, ktery byl pouzit k ptipravé obohacenych
roztoki realnych vzorkd, pouzitych k vypocteni presnosti a spravnosti metody.
Koncentrovany smésny roztok pro obohacovani (Spike 1) byl piipraven odpipetovanim
ptesné¢ho objemu jednotlivych analyti do 25 ml odmérné baiiky, ktera byla nasledné doplnéna
po rysku vodou s piidavkem kyseliny octové (1 obj. %) a kyseliny askorbové (1 mg/ml).
Pipetované objemy analyt pro pfipravu koncentrovaného obohacovaciho smésného roztoku

jsou uvedeny v Tab. 10.
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Tabulka 10: Ptehled pfipravy koncentrovaného obohacovaciho smésného roztoku

’ Konf:entrace | objem Koncentrace

Analyt zasobnich roztoki Spikel
(mg/) (ul) (mg/l)
hydrochinon 968 129,1 5,00
resorcinol 1038 48,2 2,00
pyrokatechol 941 132,9 5,00
fenol 1091 114,6 5,00
guajakol 1126 444 2,00
p-kresol 998 25,1 1,00
m-kresol 1135 22,0 1,00
o-kresol 935 53,5 2,00

Pracovni obohacovaci roztok (Spike 2) byl ptipraven odpipetovanim 1 ml Spike 1 do
10 ml odmé&rné bariky a naslednym doplnénym vodou s pfidavkem kyseliny octové (1 obj. %)
a kyseliny askorbové (1 mg/ml) po rysku. Koncentrace analyti v pracovnim obohacovacim

roztoku jsou uvedeny v Tab. 11.

Tabulka 11: Koncentrace analytti v pracovnim obohacovacim roztoku

Koncentrace Spike2

Analyt (ng/l)
hydrochinon 500
resorcinol 200
pyrokatechol 500
fenol 500
guajakol 200
p-kresol 100
m-kresol 100
o-kresol 200
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4.5 Priprava roztoki kalibraéni kiivky

Pro analyzu roztokt kalibracni kfivky byly pfipraveny roztoky o 11 koncentracich ve 4
nezavislych opakovanich. Tyto roztoky byly pfipraveny napipetovanim vypocteného
mnozstvi vody s piidavkem kyseliny octové (1 obj. %) a kyseliny askorbové (1 mg/ml) do
vialky z ¢irého skla a naslednym davkovanim pracovniho smésného roztoku (PSR) a roztoku
vnitiniho standardu (PVS) pro roztoky kalibracni kiivky pomoci davkovacich stiikacek
Hamilton. Objemy vody s pridavkem kyseliny octové a kyseliny askorbové (v Tab. 12 jako
,»10zp.“), PSR a PVS pro jednotlivé koncentrace roztokli kalibra¢ni kiivky jsou uvedeny

v Tab. 12.

Tabulka 12: Ptehled pfipravy roztokt kalibra¢ni kiivky

Koncentraéni Objem Objem Objem Koncentrace Koncentrace
roztok rozp. PSR PVS analytd VS

(ul) (ul) (ul) (ng/l) (ug/l)
1 895 5 100 1,00 1000
2 890 10 100 200 1000
3 875 25 100 500 1000
4 850 50 100 100 1000
5 800 100 100 20,0 1000
6 725 175 100 350 1000
7 650 250 100 500 1000
8 525 375 100 750 1000
9 400 500 100 100 1000
10 275 625 100 125 1000
11 150 750 100 150 1000

4.6 Fluorescen¢ni detekce

Nejprve byla proméfena absorpcni spektra analytd. Pro kazdy analyt byly vybrany excita¢ni
vlnové délky jako maxima absorpénich spekter. Nasledné byla proméfena emisni spektra
jednotlivych analyti, pii konstantni excitani vinové délce. Méfenim emisniho spektra bylo
ziskdno maximum - hodnota emisni vinové délky pro nasledné méfeni excitaéniho spektra.
Excitacni spektra byla prométena za konstantni emisni vinové délky pro kazdy analyt. Z téchto
spekter byly ureny excitatni maxima. Méfeni excitaCnich a emisnich spekter umoznilo

vhodnou volbu excita¢ni a emisni vinové délky a emisniho filtru. Vhodny emisni filtr byl
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zvolen mezi excitani a emisni vinovou délkou, pfipadné pod excitaéni vlnovou délkou.

cvwr

k pfesyceni detektoru (Franz a Jendreizik 2010; Pilik 2018).

4.7 Extrakce

Vybér zpuisobu extrakce a slozeni extrakéniho ¢inidla probehl na zaklad¢ literarni reserse (Wu
et al. 2012; Moldoveanu a Kiser 2007; Demirci A a Morkan B 2013). Kazdy cigaretovy
nedopalek byl zvazen a pomoci pinzety ptenesen do extrakéni nadoby o objemu 500 ml
vyrobené z tmavého skla. Nasledné bylo pfidano 500 ml vody s pridavkem kyseliny octové
(1 obj. %) a kyseliny askorbové (1 mg/ml) a 0,5 ml ZVS. Extrakéni nadoba byla pienesena na
orbitalni tfepacku s nastavenou rychlosti 200 otacek/min. Extrakce probihala 24 hodin. Po
extrakci byl odebran 1 ml extrakéniho ¢inidla do mikrozkumavky. Vzorek byl nasledné
centrifugovan relativni centrifugacni silou 20627xg po dobu 15 minut. Do krimpovaci vialky
bylo odebrano 100 ul vzorku a ptidano 900 ul vody s ptidavkem kyseliny octové (1 obj. %)
a kyseliny askorbové (1 mg/ml). Pro vzorky obohacené piidavkem standardii bylo do
Krimpovaci vialky odebrano 100 pl vzorku, pfidano 100 pl pracovniho obohacovaciho

roztoku a 800 pl vody s piidavkem kyseliny octové (1 obj. %) a kyseliny askorbové (1 mg/ml).
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5 Vysledky a diskuze

Tato kapitola je v€novana popisu a zhodnoceni vyvoje metody, optimalizace metody a jejiho
pouziti k analyze realnych vzorkti. Nejprve probéhla optimalizace chromatografické separace
osmi vybranych fenolti a vnitiniho standardu, pii které byly sledovany retenc¢ni Casy
jednotlivych analytl, separace pikd a symetrie pikd. Pozornost byla vénovana hlavné vybéru
optimalni stacionarni faze a slozeni mobilni faze. Tato Cast prace byla provadéna S pouzitim
UV detekce. Po optimalizaci chromatografické separace bylo mozné nalézt optimalni
podminky fluorescenc¢ni detekce. Pro vSechny analyty byly nalezeny emisni a excitacni vinové
délky. Na jejich zakladé€ byly ur¢eny vhodné optické filtry.

Pii optimalizaci extrakce byl volen zpisob a délka extrakce, typ a objem extrak¢niho
¢inidla. V pribéhu celé prace byla vénovana zvySend pozornost stabilité hydrochinonu.
Valida¢ni parametry sledované pii validaci metody byly mez detekce a mez stanovitelnosti
metody, linearita, pfesnost a spravnost.

Po wvalidaci byla analytickhi metoda pouzita ke stanoveni vybranych fenold

v nedopalcich riznych znacek cigaret.

5.1 Optimalizace chromatografickeé separace

5.1.1 Kolona Kinetex F5 (150x3,0 mm; 2,6 um)

Jako prvni byla pfti optimalizaci chromatografické separace pouzita kolona Kinetex F5 s PFP
(pentafluorofenyl) stacionarni fazi. Tato kolona byla pouZita na zaklad¢ literarni reserse (Wu
et al. 2012). Na této koloné byly pouzity 4 kombinace mobilnich fazi (viz kapitola 4.3).
Mobilni faze A byla voda okyselena kyselinou octovou nebo kyselinou
trifluoroctovou. Mobilni faze B byl methanol okyseleny kyselinou octovou nebo kyselinou
trifluoroctovou, acetonitril a acetonitril okyseleny kyselinou trifluoroctovou. Teplota
kolonového prostoru byla optimalizovana v rozsahu 25—45 °C. Separace probihala pfi
gradientové eluci, gradient byl v pribéhu ménén. Pfi prvnich analyzéach bylo zjisténo poradi
analytti v chromatogramu a problematické parametry analytd. Na zaklad¢ téchto zjisténi byly
jednotlivé kroky optimalizace vedeny snahou dosahnout co nejvyssiho kapacitniho poméru
hydrochinonu, separace resorcinolu a pyrokatecholu, separace izomera kresolu a snizeni

retence vnitiniho standardu 4-chlorfenolu.
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Se snizovanim teploty dochazelo k zvysSeni kapacitniho poméru hydrochinonu, ale
k zhorSeni separace resorcinolu a pyrokatecholu a nemélo zasadni vliv na separaci kresolu.
Hydrochinon byl na kolon¢ zadrzovan vice pii pouziti kyselej$i mobilni faze. Pfi analyzach
s mobilni fazi modifikovanou kyselinou trifluoroctovou byl kapacitni pomér hydrochinonu
vy$8i nez pii pouziti kyseliny octové jako modifikatoru MF. Pro niz§i obsah mobilni faze
svyssi elucni silou (MFB) dochazelo k mirnému zvySovani kapacitniho poméru, ale ke
zhorSeni symetrie pikii analytii. Pro kolonu Kinetex F5 se nepodafilo najit optimalni
podminky, pii kterych by doslo k dostate¢nému kapacitnimu poméru hydrochinonu a sou¢asné
separace analytd kresolu na zakladni linii. Nejvyssi kapacitni pomér hydrochinonu, kterého se
podafilo dosahnout, byl 1,5. Piky tfech izomera kresolu se nepodafilo rozdélit na zakladni
linii. Faktor asymetrie pro jednotlivé analyty byl vrozmezi 1,0-1,2. Na Obr. 1 je
chromatogram analyzy s gradientovou eluci za pouziti MFA4 a MFBy, S linearnim zvySenim
obsahu MFB od 0% do 25 %. Pritok byl nastaven na 0,4 ml/min. Teplota kolonového
prostoru byla nastavena na 40 °C. Objem nastiiku vzorku pfi analyze byl 5 ul. Vinova délka

UV detekce pii analyze byla 265 nm.
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Obrazek 1: Chromatogram analyzy na kolon¢ Kinetex F5
(pofadi piki - (1) hydrochinon, (2) resorcinol, (3) pyrokatechol, (4) fenol, (5) guajakol,
(6) ptm-kresol, (7) o-kresol, (8) 4-chlorfenol (VS) ; ¢ = 1 mg/l)
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V publikaci (Wu et al. 2012), na zaklad¢ které byla vybrana kolona s PFP stacionarni
fazi, se podafilo rozdé€leni tii izomert kresolu na jednotlivé piky, coz se v této praci
nepodafilo. V publikaci byla pouzita kolona s pIné poréznimi ¢asticemi stacionarni faze, v této

praci byla naopak pouzita kolona s povrchové poréznimi (core-shell) ¢asticemi.

5.1.2 Kolona Chromservis Astra DM (150x3,0 mm; 3,0 um)

Kolona Chromservis Astra DM byla pouzita na zaklad¢ doporuceni vyrobce. Pro tuto kolonu
byly pouzity 4 kombinace mobilnich fazi (viz kapitola 4.3).

Mobilni faze A byla voda okyselend kyselinou octovou nebo mravencanovy puft,
mobilni faze B byl methanol s nebo bez ptidavku kyseliny octové a acetonitril s pfidavkem
kyseliny octové. Teplota kolonového prostoru byla optimalizovana v rozsahu 25-35 °C.
Separace probihala pti gradientové eluci, gradient byl v pribéhu ménén. Potadi pikii na této
koloné bylo schodné jako na kolon¢ Kinetex F5. Dochazelo ke koeluci pyrokatecholu
s resorcinolem a izomerid kresolu. Jednotlivé kroky optimalizace byly opét vedeny snahou
dosahnout co nejvyssiho rozliSeni téchto analyti, kapacitniho poméru hydrochinonu a snizeni
retence vnitiniho standardu 4-chlorfenolu.

S rostoucim obsahem MFB (z 22 na 12 %) klesal kapacitni pomér hydrochinonu. Pfi
vyss$i  teploté v kolonovém prostoru dochazelo k zlepSeni separace resorcinolu
a pyrokatecholu, ale k zhorSeni separace izomeri kresolu. Pii pouziti acetonitrilu v MFB byly
oproti pouziti methanolu piky 1épe separovany, ale snizil se kapacitni pomér hydrochinonu.
Pro kolonu Chromservis Astra DM se nepodafilo najit optimalni podminky, pfi kterych by
kapacitni pomér, které¢ho se podatilo dosdhnout byl 0,7. Rovnéz se nepodafila separace pikil
ttech izomerti kresolu a dvojice pikl resorcinolu a pyrokatecholu. Tyto piky se nepodatilo
rozdélit na zakladni linii. Faktor asymetrie pro jednotlivé analyty byl v rozmezi 0,87-1,5. Na
Obr. 2 je chromatogram, analyzy s gradientovou eluci za pouziti MFA; a MFB3 , s linearnim
zvySenim obsahu MFB od 12 do 45 %. Teplota kolonového prostoru pfi analyze byla
nastavena na 35 °C a pratok MF byl 0,5 ml/min. Objem nasttiku pii analyze byl 10 pl. Vlnova
délka UV detekce pii analyze byla 265 nm.
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Obrazek 2: Chromatogram analyzy na koloné¢ Chromservis Astra DM
(pofadi pikt - (1) hydrochinon, (2) resorcinol, (3) pyrokatechol, (4) fenol, (5) guajakol,
(6) ptm-kresol, (7) o-kresol, (8) 4-chlorfenol (VS); c=1 mg/l)

Optimalizace separace fenold na stacionarni fazi Astra DM byla provadéna
I v laboratofich vyrobce stacionarni faze. Firma Chromservis méla zajem provést hlubsi
analyzu moznosti separace o-, M- a p-kresolu na nové vyvinuté patentované stacionarni fazi
s dvojitou modifikaci. Pro separaci byl pouzit jako mobilni faze 2mM mravencanovy pufr
v kombinaci s acetonitrilem, voda s 0,1 obj.% TFA a acetonitril s 0,1 obj.% TFA. Byla pouzita
jak isokraticka eluce tak gradientova eluce, separace probihala pfi 25 °C nebo 35 °C. Na
zéklad¢ poskytnutych vysledkl lze konstatovat, ze se vzdy ve skupiné kresolti podafiilo
maximaln¢ oddélit o-kresol od piku obsahujiciho m-kresol a p-kresol, v hor§im piipadé byl
jeden slity pik (Chromservis s.r.o0. 2022).

V laboratofich firmy Chromservis byla testovana rovnéz separace vybranych fenold na
kolon¢ s bifenylovou stacionarni fazi a s mobilni fazi na bazi methanolu a vody. Pro tuto
kolonu nebylo dosazeno dostate¢ného kapacitniho poméru pro hydrochinon. Naopak
4-chlorfenol mél v porovnani s ostatnimi analyty retencni ¢as nepfimétené vysoky. Pfi snaze
o separaci skupiny kresolti dochdzelo ke koeluci hydrochinonu a resocinonu a bylo dosazeno
maximalné oddéleni o-kresolu od piku obsahujiciho m-kresol a p-kresol (Chromservis s.r.o.
2022).
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5.1.3 Kolona Phenomenex Luna C18 (250x4,6 mm; 5,0 um)

Kolona Phenomenex Luna C18 byla pouzita na zéklad¢ literarni reserSe (Moldoveanu a Kiser
2007; Demirci A a Morkan B 2013). Pro tuto kolonu byly pouZity 2 kombinace mobilnich fazi
(viz kapitola 4.3).

Mobilni faze A byla voda okyselena kyselinou trifluoroctovou, mobilni faze B byl
methanol okyseleny kyselinou trifluoroctovou nebo acetonitril okyseleny kyselinou
trifluoroctovou. Teplota kolového prostoru byla nastavena na 35 °C. Separace probihala pti
gradientové eluci, gradient byl v priabéhu optimalizace ménén. Na zakladé¢ informaci
ziskanych pfti predchozich analyzach byly jednotlivé kroky optimalizace vedeny snahou
dosdhnout co nejvyssiho kapacitniho poméru hydrochinonu, separace resorcinolu
a pyrokatecholu, separace kresolt a snizeni retence vnitiniho standardu 4-chlorfenolu.

Pii pouziti metanolu nedochazel K separaci tfech izomert kresolt. Pii pouziti
acetonitrilu se podatilo oddélit pik o-kresolu od piku smési p-kresolu a m-kresolu. Z analyz
provadénych na této koloné¢ byla vybrdna nejvhodnéjsi metoda na zdkladé hodnoty
kapacitnitho poméru hydrochinonu a rozliSeni jednotlivych pikd. Podafilo se dosdhnout
kapacitniho poméru hydrochinonu pouze 1, ale z analyz realnych vzorkl bylo zjisténo, Ze
nedochazi k vyznamné interferenci analytu s matrici a kapacitni pomér je tudiz pro ucely této
prace dostatecny. Nepodafilo se rozdélit p-kresol a m-kresol. Tyto analyty vytvarely jeden
analytu o-kresolu a p+m-kresolu. Faktor asymetrie pro jednotlivé analyty byl v rozmezi

1,2—-1,3. Parametry vysledné analyzy jsou uvedeny v Tab. 13.

Tabulka 13: Podminky vysledné analyzy

Kolona Phenomenex Luna C18 (250x4,6 mm; 5,0 um)

MFA voda s pridavkem 0,1 obj.% kyseliny trifluoroctové
MFB acetonitril s ptidavkem 0,1 obj.% kyseliny trifluoroctové
Pratok 1

Teplota (°C) 35

0. az 18. minuta z 5 na 60 % MFB, 18. az 29. minuta stabilizace pfi
5 % MFB

Gradient

Chromatogram vysledné analyzy je zobrazen na Obr.3. Vinova délka UV detekce pii analyze

byla 265 nm.
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Obrazek 3: Chromatogram vysledné analyzy pii optimalnich podminkach separace
(potadi piku - (1) hydrochinon, (2) resorcinol, (3) pyrokatechol, (4) fenol, (5) guajakol,
(6) p+m-kresol, (7) o-kresol, (8) 4-chlorfenol (VS) ; c=1 mg/l)

V publikaci, kde byla pouzita kolona s C18 stacionarni fazi pro rozdéleni téchto
fenolt, se také nepodafilo rozdélit p-kresol a m-kresol na dva samostatné piky (Moldoveanu
a Kiser 2007). V publikaci byla pouzita 15 cm dlouha kolona. Jako MFA byla pouzita voda
s ptidavkem 1% kyselinou octovou a MFB byl acetonitril s pfidavkem 1% kyseliny octové.
Obsah MFB na zac¢atku analyzy byl 4 % a linearné se zvySoval na 31 % v 10,5 min a 100 %
v 15,5 min. V case analyzy 20 min klesl obsah MFB na 4 % a probihala stabilizace do 27 min.
Pritok MF byl nastaven na 1,4 ml/min (Moldoveanu a Kiser 2007).

5.2 Nastaveni fluorescenc¢niho detektoru

Optimalizace fluorescenc¢ni detekce probéhla za ucelem ziskani co nejvyssiho pomeéru signalu
analytu k sumu na zakladni linii.

Pro hydrochinon byla zvolena excita¢ni vinova délka na 289 nm a emisni vinova délka
na 330 nm. Pro ostatni analyty byla excitacni vinova délka nastavena v rozmezi 271-275 nm
a emisni vinova délka v rozmezi 300-313 nm. Pro vnitini standard byla zvolena excitacni

vinova délka 229 nm a emisni vinova délka na 312 nm. Tyto vysledky jsou srovnatelné
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s vinovymi délkami udavanymi literaturou (Moldoveanu a Kiser 2007; Wu et al. 2012).
V literatute byly vinové délky pii detekei rozdéleny do né¢kolika oken, v této praci bylo jedno
spole¢né okno pouzito pro izomery kresol. Ostatni analyty mély samostatna okna. Citlivost
detektoru byla nastavena pro jednotlivé analyty na hodnotu 6 resp. 8. Nastaveni citlivosti bylo
provedeno po optimalizaci objemu nastiiku (viz kapitola 5.3). Pro vSechny analyty byl
nastaven emisni filtr o vinové délce 280 nm. Nastavené parametry fluorescencni detekce jsou

uvedeny v Tab. 14.

Tabulka 14: Parametry fluorescenc¢ni detekce

Anal Retenéni ¢as | Excitaénid | Emisni A | Citlivost | Emisni filtr
nait (min) (nm) (nm) (1) (nm)
hydrochinon 6,7 289 330 8 280
resorcinol 8,7 275 306 8 280
pyrokatechol 10,1 275 313 8 280
fenol 13,7 271 300 6 280
guajakol 14,4 274 310 8 280
p+m-kresol 16,4 273 302 6 280
o-kresol 16,9 273 302 6 280
4-chlorfenol 17,9 229 312 6 280

5.3 Optimalizace objemu nastriku a Siroka kalibrace

Pti optimalizaci objemu nésttiku vzorku byl sledovan vliv velikosti nastfiku na symetrii piki.
Byly zkousSeny objemy nasttiku 10, 25, 50, 75 a 100 ul pti koncentraci smésného roztoku
1 mg/l. Byl vybran nastiik 100 pl. Pfi tomto nastiiku byly hodnoty faktoru asymetrie pro
vSechny analyty v rozsahu 1,2—1,3. Maximalni objem nastfiku nasledn¢ umoznil dosaZeni co
nejniz$i hodnoty meze stanovitelnosti. Nizka hodnota meze stanovitelnosti je zadouci pro
analyzu vzorkl s nizkym obsahem analytu. Pro koncentrované vzorky je vyhodou pfipadna
moznost jejich fedéni mobilni fazi. Tim dochazi k omezeni ¢i potlaceni piipadného
nezadouciho vlivu matrice vzorku.

Pro urceni rozsahu kalibracnich roztokt byla provedena Siroka kalibrace v rozsahu
0,5-500 pg/l. Z siroké kalibrace byl vybran rozsah kalibra¢nich roztokt 1-150 pg/l na zaklade
pfesyceni detektoru pro horni hranici kalibrace a poméru signalu k Sumu pro dolni hranici
kalibrace. Koncentrace VS v kalibra¢nich roztocich byla nastavena tak, aby plocha piku VS

byla srovnatelna s plochou pikl analytl pii vysSich koncentracich.
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5.4 Optimalizace extrakce

Pii optimalizaci extrakce byla vénovéna pozornost zplisobu extrakce, typu a mnozstvi
extrak¢éniho ¢inidla a dobé extrakce.

Byly zkousSeny extrakce ultrazvukem a na tfepacce. Vzhledem k dobé, ktera byla pro
extrakci potfeba a ndarocnosti extrakce ultrazvukem (udrZovéani konstantni teploty), byla
vybrana extrakce na tfepacce.

Jako extrakéni ¢inidlo byla zkousena voda s ptidavkem 1 obj.% kyseliny octové (Wu
et al. 2012). Druhym pouzitym c¢inidlem byla voda s ptidavkem 1 0bj.% kyseliny octové
a kyseliny askorbové (1 mg/ml) (Moldoveanu a Kiser 2007). Vybrano bylo cinidlo
s pfidavkem kyseliny octové a kyseliny askorbové. Bez piidavku kyseliny askorboveé
dochazelo k rozpadu hydrochinonu, pravdépodobné oxidaci (Sirajuddin et al. 2007). Extrakce
probihala v objemu 500 ml extrakéniho €inidla.

Probéhla analyza vzorka odebranych v Casech extrakce 1, 2, 3, 4, 10, 24, 48 hodin.
Pfed analyzou byly vzorky odstfedény na centrifuze a nasledné fedény 10krat. Doba extrakce
byla zvolena na zaklad¢ vysledkii nejpomaleji extrahujicich se analytt, tak aby se podatilo
extrahovat minimalné 98 % kazdého analytu. Jako 100 % bylo povazovano mnozstvi analytu
ve vzorku extraktu s délkou extrakce 48 hodin. V Tab. 15 jsou uvedena mnoZstvi

extrahovanych analytli v jednotlivych ¢asech extrakce.

Tabulka 15: Optimalizace délky extrakce

Délka extrakce

(hod)
Analyt 12 ]3]4]10] 24| 48
Vyextrahované mnoZstvi

(%)
hydrochinon | 80 | 85|87 |89 |94 | 101 | 100
resorcinol -l -l -l -] - -
pyrokatechol | 75 /80|82 85|90 | 99 | 100
fenol 70180 | 85|89 |98 100 100

guajakol 67761828699 99 | 100
p+m-kresol |57 66|73 7891 | 99 | 100
0-kresol 55167737892 | 98 | 100

Jiz po jedné hodiné bylo vyextrahovano 55-80 % analytt, rychlost extrakce nasledné
klesala. Pro pyrokatechol a fenol bylo dosazeno 98 % vyextrahovaného mnozZstvi, jiZ po
10 hodinach. Mirn¢ vétsi vyextrahované mnozstvi hydrochinonu po 24 hodinach nez po

48 hodinach je pravdépodobné disledkem oxidace tohoto analytu. Na zaklad¢ vysledkt byla
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doba extrakce nastavena na 24 hodin. Ve vzorcich cigaretovych nedopalki se nepodatilo

stanovit resorcinol.

5.5 Validace metody

Metoda byla validovana pomoci valida¢nich parametrt, kterymi byly mez detekce a mez
stanovitelnosti, linearita a kalibracni rozsah, pfesnost a spravnost. Kritéria piijatelnosti byla
pouzita dle Association of Analytical Communities (AOAC 2016) a Food and Drug
Administration (FDA 2018).

Pro nalezeni mezi detekce a stanovitelnosti a linearni oblasti v zavislosti odezvy
detektoru na koncentraci analytu pro jednotlivé analyty byly pfipraveny roztoky kalibra¢ni
kiivky v rozsahu 1-150 pg/l ve 4 opakovanich (viz kapitola 4.5).

Pro vypocet mezi detekce a stanovitelnosti byly pouzity stanovené hodnoty poméru
signalu a Sumu pii analyze kalibra¢nich roztokl a koncentraci 1, resp. 2 pg/l. Primarni data
jsou uvedena v Ptilohach A a B. Instrumentalni meze detekce (LODi) byly pro jednotlivé
analyty stanoveny v rozmezi 0,33—0,62 pg/l a instrumentalni meze stanovitelnosti (LOQj)
v rozmezi 1,1-2,3 ug/l. Kalibra¢ni body s koncentracemi analyti niz§imi nez instrumentalni
meze stanovitelnosti pro jednotlivé analyty byly vyfazeny z rozsahu metody.

Rozsah metody byl uréen na zaklad¢ vypoctu rozdilu (diference) mezi teoretickou
a vypoctenou hodnotou kalibracniho roztoku. Primérni data jsou uvedena v Ptilohach C az I .
Hodnota diference neodpovidala kritériu pfijatelnosti pro kalibracni bod hydrochinonu
stanovitelnosti. Primérna hodnota diference pro tento kalibra¢ni bod byla 44,3 %. Tento bod
byl tedy z koncentracniho rozsahu pro hydrochinon vyfazen. Pro vSechny ostatni analyty
bod, méné nez 15 % pro ostatni kalibra¢ni body). Dal§im parametrem omezujicim rozsah
metody bylo nasyceni fluorescen¢niho detektoru. Tento parametr snizoval horni hranici
kalibraéniho rozsahu pro nékteré analyty (hydrochinon, fenol, guajakol, p+m-kresol
a 0-kresol).

Korelacni koeficienty pro jednotlivé analyty byly v rozmezi 0,9988—1,000 a pro
vSechny analyty odpovidaly kritériu ptijatelnosti (>0,9900). QC koeficienty pro jednotlivé
analyty byly v rozmezi 0,797—4,24 %, pro vSechny analyty odpovidaly kritériu pfijatelnosti
(<5,0 %).

Korela¢ni koeficient a QC koeficienty jsou uvedeny v Tab. 16.
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Tabulka 16: Korela¢ni koeficienty a QC koeficienty

Analyt Korela¢ni koeficient QC koeficient
1) (%)
hydrochinon 0,9988 3,71
resorcinol 0,9999 0,926
pyrokatechol 0,9999 0,930
fenol 1,000 0,797
guajakol 0,9989 4,24
p+m-kresol 1,000 0,851
o-kresol 0,9999 0,856

Metoda byla linearni v rozsahu 5-100 ug/l pro hydrochinon, 5-150 pg/l pro
resorcinol, 5—-150 pg/l pro pyrokatechol, 2-125pg/l pro fenol, 2-125pg/l pro
guajakol, 2-150 ug/l pro sumu ptm-kresolu a 5-125 pg/l pro o-kresol. Vysledky jsou
uvedeny v Tab. 17. Dle literatury byl rozsah metody pfi pouziti FLD detekce v jednotkach az
tisicovkach mikrogramti na litr (Wu et al. 2012) respektive desitkach az tisicovkach
mikrogramt na litr (Moldoveanu a Kiser 2007). V publikaci stanovujici fenoly v ptirodnich
vodach pomoci HPLC s fluorescen¢ni detekei byly uvedeny rozsahy metody v desetinach az
stovkach mikrogramt na litr (Liu et al. 2021). Rozsahy uvadéné v literatuie jsou o jeden az
dva tady $irsi nez rozsahy stanovené v této praci.
afedéni spocteny meze detekce metody (LODm) a meze stanovitelnosti metody (LOQm).
Hodnoty LOD; byly stanoveny vrozmezi 1,7-3,1 pg/cig. a LOQm Vrozmezi
10-25 pg/cig. V literatufe zabyvajici se stanovenim fenolll v cigaretovém koufi pomoci
vysokouc¢inné kapalinové chromatografie (HPLC) s fluores¢encni detekci se meze metody
pohybovaly v rozmezi setin aZ jednotek mikrogramu na cigaretu (Wu et al. 2012; Moldoveanu
a Kiser 2007).

Pro vyhodnoceni pfesnosti a spravnosti byly provedeny analyzy roztokii redlnych
vzorkti s pfidavkem pracovniho obohacovaciho roztoku a bez piidavku pracovniho
obohacovaciho roztoku v 6 opakovanich (Kahoun 2022; Novakova a Dousa 2021a).
Vzhledem k necistotim v mobilni fazi pifi analyze roztoki pro pfesnost a spravnost nebylo
mozné uréit tyto parametry pro hydrochinon a sumu p+m-kresolu. Vyhodnoceni pfesnosti
a spravnosti pro tyto analyty probéhlo z analyz roztokl redlnych vzorkl s pfidavkem
pracovniho obohacovaciho roztoku a bez pracovniho obohacovaciho roztoku pouze ve 3

opakovanich. Podklady pro vypocet jsou uvedeny v Ptilohach J a K. Spravnost metody pro
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jednotlivé analyty byla v rozmezi 86—104%. Bylo tedy splnéno kritérium pfiijatelnosti pro
spravnost. Pfesnost metody pro jednotlivé analyty byla v rozmezi 0,8—2,5%. Bylo tedy
splnéno kritérium pfijatelnosti pro presnost. NejhorSich hodnot QC koeficientu, piesnosti
I spravnosti bylo dosazeno pro guajakol. Pravdépodobnym divodem je mirné chvostovani
piku tohoto analytu. Faktor asymetrie pro guajakol ¢inil 1,27. Koncentrace resorcinolu
v redlnych vzorcich byla pod mezi detekce a nebylo tudiz mozné vypocitat piesnost
a spravnost.

Shrnuti vysledka validace je uvedeno v Tab. 17.

Tabulka 17: Parametry validace metody

Analyt LOD.m LOQm Kalibrac¢ni rozsah | Piesnost | Spravnost
(ng/cig.) | (ng/cig) (ng/h (%) (o)
hydrochinon 1,7 25 5-100 1,0 103

resorcinol 22 25 5-150 - -

pyrokatechol 3,1 25 5-150 1,5 104
fenol 23 10 2-125 0,8 103
guajakol 2.1 10 2—125 2,5 86
p+m-kresol 2,0 10 2—-150 1,3 98
o-kresol 3,0 25 5-125 1,9 92

5.6 Stanoveni fenolu v realnych vzorcich

Koncentrace vybranych fenolti byla urcena v nedopalcich 5 rGznych znacek, které byly pred
analyzou uchovavany pii teploté -18 °C n¢kolik dni az n¢kolik mésicti.

Byla provedena analyza cist¢ho nedopalku. Pii této analyze nebyly stanoveny
fenolické sloucCeniny, ¢imz byl potvrzen piedpoklad, ze fenoly do nedopalku ptechazeji
pfi koufeni.

Koncentrace fenolli v nedopalcich cigaret znacky Camel byly stanovovany ve
3 nedopalcich. Dva z téchto nedopalkt byly uchovéavany po dobu péti dni, ndsledné probehla
extrakce a analyza extraktu v 6 opakovanich. Tteti nedopalek cigarety znacky Camel byl
uchovavan po dobu Sesti dni a nasledné analyzovan ve 3 opakovanich. Z vysledku téchto
analyz byla uréena pfesnost a spravnost metody (viz kapitola 5.5).

Koncentrace fenolti v nedopalcich cigaret znaCky Viceroy byly stanovovany ve
3 nedopalcich. Tyto nedopalky byly uchovany po dobu 7 dni a nasledné¢ analyzovany ve

3 opakovanich.
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Dalsi analyzovany nedopalek byl znacky Marlboro. Nedopalek byl uchovan po dobu
3 dni a nasledné analyzovan ve 3 opakovanich.

Dale byly analyzovany 2 nedopalky cigaret znacky Chesterfield. Jednalo se
0 Chesterfield blue a Chesterfield red. Vzorky byly uchovany po dobu 3 dni a nésledné
analyzovany ve 3 opakovéanich.

Koncentrace zapsané v Tab. 18 jsou udavany jako aritmeticky primér koncentraci
vypoctenych z jednotlivych opakovani + dvojnasobek smérodatné odchylky pro vzorky

analyzované ve 3, respektive 6 opakovanich.
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Tabulka 18: Koncentrace stanovené v cigaretovych nedopalcich

Koncentrace (

g/cig.)

Znacka Doba uchovani vzorku | Po¢et opakovani my RE Y, FE GU PKTMK OK
Camel Z. 6 dni 6 - <220 | 130,9+4,0 |208,1+33| 344+1,7 - 340+1,3
Camel Z. 6 dni 6 - <220 | 133,7+49 |208,1+4,1| 32,1+1,9 - 36,1 + 1,0
Camel Z. 5 dni 3 84,7+1,8 |<220| 96,7+2,9 |143,9+1,4 |22,57+0,76 | 38,19+ 0,98 | 26,72 + 0,34

Viceroy 7 dni 3 146,0£3,0 | <2,20 | 204,1+3,7 |243,9+62 |3523+0,73 | 62,5+1,9 |37,79+0,52

Viceroy 7 dni 3 119,5+4,0 [ <220 | 1662+9,2 | 199+13 | 292+1.8 | 533+38 | 30.8+4,5

Viceroy 7 dni 3 157,5+5,6 | <220 | 221,2+2,9 |267,8+6,7 | 39,6+12 | 664+39 | 424+1,1
Marlboro 3 dny 3 41,71+0,49 | <220 | 456+14 | 64,6+1,6 | 10,30+0,29 | 20,77 0,68 | 11,27 + 0,60

Chesterfield r. 3 dny 3 498+1,5 [<220| 54,0+25 | 80,6+2,0 | 12,61+0,97 | 24,50 + 0,66 | 14,93 + 0,34
Chesterfield b. 3 dny 3 67,5+3,6 | <220]9552+0,38|144,5+3,8|26,03+0,68| 41,0+1,7 | 28,6+14
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Koncentrace resorcinolu byla pro vSechny nedopalky stanovena pod mezi detekce.
Koncentrace  fenoli v cigaretovych  nedopalcich  byly  stanoveny v rozmezi
41,71-157,5 uglcig.  pro  hydrochinon;  45,6-221,2 ug/cig. pro  pyrokatechol,
64,6-267,8 ug/cig. pro fenol; 10,30-39,6 ug/cig. pro guajakol; 20,77—66,4 ug/cig. pro sumu
ptm-kresolti a 11,27—42.,4 ng/cig. pro o-kresol. Rozdil koncentraci jednotlivych analyti mezi
nedopalkem znacky Marlboro (nedopalek s nejniz§imi koncentracemi) a nedopalkem znacky
Viceroy (nedopalek s nejvyssimi koncentracemi) byl zhruba tii az péti nasobny. V ramci
nedopalktl jedné znacky stejného typu byl rozdil koncentraci do 53 %.

Pii stanoveni koncentraci fenolii v cigaretovych nedopalcich byly dle literatury
stanoveny koncentrace fenolu v rozmezi 9,78-17 pg/cig. (Demirci A a Morkan B 2013;
Venugopal et al. 2021), koncentrace p-kresolu 607 pg/cig. a koncentrace o-kresolu 2,7 pg/cig
(Venugopal et al. 2021). V cigaretovém kouii byly koncentrace fenoli vybranych pro tuto
praci stanoveny vV jednotkach az stovkach mikrogram na cigaretu (Wu et al. 2012;
Moldoveanu a Kiser 2007).

V Tab. 19 jsou uvedeny relativni zastoupeni fenolll v cigaretovém nedopalku. Jako
100 % je povazovana suma koncentraci vybranych kresold. Koncentrace resorcinolu je brana
jako 0 pg/cig. V Tab. 19 nejsou uvedeny vysledky dvou nedopalkt znacky Camel, u kterych

nebyla uréena koncentrace hydrochinonu a sumy p+m-kresolu.
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Tabulka 19: Relativni zastoupeni fenol v nedopalku

Znatka Doba uchovani Pocet Relativni zastoupeni (%)
vzorku opakovani HY PY FE GU PK+MK OK
Camel Z. 5 dni 3 20,5 23,4 34,9 5,47 9,25 6,47
Viceroy 7 dni 3 20,0 28,0 334 4,83 8,57 5,18
Viceroy 7 dni 3 20,0 27,8 33,3 4,88 8,91 5,15
Viceroy 7 dni 3 19,8 27,8 33,7 4,98 8,35 5,33
Marlboro 3 dny 3 21,5 23,5 33,3 5,30 10,7 5,80
Chesterfield r. 3 dny 3 21,1 22,8 34,1 5,33 10,4 6,31
Chesterfield b. 3 dny 3 16,7 23,7 35,8 6,46 10,2 7,09
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Pro nedopalky analyzované v této praci je relativni zastoupeni v rozmezi 16,7-21,5%
pro hydrochinon; 22,8-28,0 % pro pyrokatechol; 33,3-35,8 % pro fenol; 4,83-6,46 % pro
guajakol; 8,57-10,7 % pro p+m-kresol a 5,15-7,09 % pro o-kresol. Nejvice zastoupeny byl
fenol, dale pyrokatechol a hydrochinon. Tyto tii analyty tvoftili az 85 % vsech stanovovanych
fenold.

V cigaretovém kouti bylo dle literatury primérné relativni zastoupeni hydrochinonu
36,1 %; resorcinolu 0,79 %; pyrokatecholu 41,6 %; fenolu 9,27 %; guajakolu 1,58 %;
ptm-kresolu 9,74 % a o-kresolu 2,71 % (Wu et al. 2012; Moldoveanu a Kiser 2007).
V cigaretovém koufi byl nejvice zastoupen pyrokatechol, dale hydrochinon a fenol. Suma

téchto tii fenolt Cinila zhruba 87 % vSech analyta.
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6 Zavér

V této praci byla zavedena metoda pro stanoveni vybranych fenolu (fenol, resorcinol, o-kresol,
p-kresol, m-kresol, hydrochinon, guajakol a pyrokatechol) v cigaretovych nedopalcich pomoci
kapalinové chromatografie. Jako vnitini standard byl pouzit 4-chlorfenol.

V teoretické Casti byly sepsany zakladni informace o fenolickych slou€eninéch, jejich
toxikologické uc¢inky a zdkladni informace o fenolech stanovovanych v této praci. Dale byla
shrnuta problematika cigaretovych nedopalkii. Parametry chromatografické separace
vyhodnocované pii optimalizaci metody byly kapacitni pomér, rozliSeni a faktor asymetrie.
Definice téchto parametrli jsou uvedeny v teoretické casti. Pfed vyvojem metody byla
provedena reserse publikaci, které se zabyvaly stanovenim fenolickych sloucenin. Sledovan
byl hlavné typ staciondrni faze, slozeni a gradient mobilni faze a zplsob detekce.

Pii optimalizaci chromatografické separace byly pouzity tfi rizné chromatografické
kolony. Pro kazdou chromatografickou kolonu bylo pouzito n€kolik typl sloZzeni mobilnich
fazi. Nejlepsich vysledki bylo dosazeno na koloné¢ Phenomenex Luna C18 (250x4,6 mm;
5,0 um). Pouzité slozeni mobilni faze byla voda s ptidavkem 0,1 obj.% kyseliny trifluoroctové
(MFA) a acetonitril s ptidavkem 0,1 0bj.% kyseliny trifluoroctové (MFB). Priitok mobilni faze
byl nastaven na 1 ml/min, teplota v kolonovém prostoru byla 35 °C.

Cigaretové nedopalky byly extrahovany po dobu 24 hodin na tiepacce. Jako extrakéni
¢inidlo byla pouzita voda s pfidavkem 1 obj.% kyseliny octové a kyseliny askorbové
(1 mg/ml). Objem extrakéniho ¢inidla byl 500 ml.

Pro jednotlivé analyty byla pti validaci nalezena mez detekce, mez stanovitelnosti,
koncentraéni  rozsah metody, pfesnost a spravnost. Metoda byla linedrni
v koncentraénim rozsahu 5-100 ug/l pro hydrochinon, 5-150 pg/1 pro resorcinol, 2-150 ug/l
pro pyrokatechol, 2-125 pg/l pro fenol, 2-125 pg/l pro guajakol, 2-150 pug/l pro sumu
ptm-kresolu a 5-125 pg/l pro o-kresol.

Pomoci zavedené metody byly stanoveny koncentrace analyti v cigaretovych
nedopalcich péti riznych znacek. Koncentrace fenoli v cigaretovych nedopalcich byly
stanoveny Vvrozmezi 41,71-157,5 pug/cig. pro hydrochinon; 45,6-221,2 ug/cig. pro
pyrokatechol; 64,6-267,8 ug/cig. pro fenol, 10,30-39,6 ug/cig. pro guajakol;
20,77-66,4 ng/cig. pro sumu p+m-kresolt a 11,27-42.4 ug/cig. pro o-kresol. Koncentrace

resorcinolu byla pfi vSech analyzéach cigaretovych nedopalkli pod mezi detekce.
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Zavedena analytickd metoda bude déle vyuZita pii sledovani rychlosti uvoliiovani
fenoli z cigaretovych nedopalki do okoli na zdklad¢ jejich expozice vnéjsSim podminkam
(vzduch razné teploty, dést’, typ podlozi atp.). Rovnéz bude snaha testovat moznost zkraceni

doby extrakce roztiznutim cigaretového nedopalku.
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8 Piilohy

Priloha A

Primarni data pro vypocet mezi detekce

Analyt Koncentrace (ug/l) Priumér S/N LOD:i (ng/)
hydrochinon 1,00 9,21 0,33
resorcinol 1,00 6,78 0,44
pyrokatechol 1,00 4,84 0,62
fenol 1,00 6,66 0,45
guajakol 1,00 7,37 0,41
p+m-kresol 1,00 7,68 0,39
o-kresol 1,00 5,00 0,60
Priloha B
Primarni data pro vypocet mezi stanovitelnosti
Analyt Koncentrace (ug/l) Primér S/N LOQi (ng/)
hydrochinon 1,00 9,21 1,1
resorcinol 2,00 12,7 1,6
pyrokatechol 2,00 8,67 2,3
fenol 2,00 11,3 18
guajakol 1,00 7,37 1,4
p+m-Kkresol 1,00 7,68 1,3
o-kresol 2,00 9,66 2,1
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Priloha C

Primarni data pro hodnoceni linearity hydrochinonu

Analyt Rovnice kalibracni kiivky Korelaé¢ni koeficient
hydrochinon y = 0,0100xc + 0,0120 0,9988
Teoreticka | Pomér odezvy | yypostens .
Koncentraéni iroveii | koncentrace | analytuaVs | oncentrace lee(;ence
) M D) 0
K3A 5,00 0,05429 4,22 -15,6
K3B 5,00 0,05332 4,12 -17,5
K3C 5,00 0,05483 4,27 -14,5
K3D 5,00 0,05520 4,31 -13,8
K4A 10,0 0,1050 9,28 -7,23
K4B 10,0 0,1045 9,23 -7,65
K4C 10,0 0,1073 9,51 -4,94
K4D 10,0 0,1069 9,47 -5,35
K5A 20,0 0,2124 20,0 -0,0148
K5B 20,0 0,2092 19,7 -1,61
K5C 20,0 0,2114 19,9 -0,506
K5D 20,0 0,2109 19,8 -0,783
K6A 35,0 0,3686 35,6 1,67
K6B 35,0 0,3663 35,4 1,01
K6C 35,0 0,3673 35,5 1,29
K6D 35,0 0,3682 35,5 1,55
K7A 50,0 0,5203 50,7 1,43
K7B 50,0 0,5232 51,0 2,02
K7C 50,0 0,5256 51,3 2,50
K7D 50,0 0,5256 51,3 2,50
K8A 75,0 0,7719 75,8 1,10
K8B 75,0 0,7835 77,0 2,65
K8C 75,0 0,8008 78,7 4,94
K8D 75,0 0,7898 77,6 3,47
K9A 100 0,9977 98,4 -1,64
K9B 100 0,9673 95,3 -4,67
KoC 100 1,0183 100 0,409
K9D 100 0,9821 96,8 -3,20
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Priloha D

Primérni data pro vypocet linearity resorcinolu

Analyt

Rovnice kalibraéni k¥ivky

Korela¢ni koeficient

resorcinol

y = 0,00845xc + 0,0000724

0,9999

Teoreticka | Pomér odezvy | Vypoctena Diference
Koncentraéni uroveii | koncentrace | analytu aVS |koncentrace (%)
(ng/) 1) (ng/)
K2A 2,00 0,01629 1,92 -4,04
K2B 2,00 0,01755 2,07 3,40
K2C 2,00 0,01653 1,95 -2,62
K2D 2,00 0,01627 1,92 -4,15
K3A 5,00 0,04191 4,95 -0,984
K3B 5,00 0,04318 5,10 2,02
K3C 5,00 0,04281 5,06 1,14
K3D 5,00 0,04317 5,10 2,00
K4A 10,0 0,08413 9,95 -0,522
K4B 10,0 0,08363 9,89 -1,12
K4C 10,0 0,08486 10,0 0,333
K4D 10,0 0,08418 9,95 -0,463
K5A 20,0 0,1686 19,9 -0,266
K5B 20,0 0,1681 19,9 -0,588
K5C 20,0 0,1707 20,2 0,951
K5D 20,0 0,1690 20,0 -0,0288
K6A 35,0 0,2956 35,0 -0,0830
K6B 35,0 0,2955 35,0 -0,110
K6C 35,0 0,2986 35,3 0,930
K6D 35,0 0,2960 35,0 0,0594
K7A 50,0 0,4194 49,6 -0,747
K7B 50,0 0,4229 50,0 0,0715
K7C 50,0 0,4221 49,9 -0,107
K7D 50,0 0,4236 50,1 0,229
K8A 75,0 0,6265 74,1 -1,16
K8B 75,0 0,6335 75,0 -0,0621
K8C 75,0 0,6498 76,9 2,52
K8D 75,0 0,6327 74,9 -0,179
K9A 100 0,8458 100 0,0759
K9B 100 0,8419 99,6 -0,381
K9C 100 0,8398 99,4 -0,633
K9D 100 0,8415 99,6 -0,428
K10A 125 1,063 126 0,659
K10B 125 1,058 125 0,128
K10C 125 1,051 124 -0,480
K10D 125 1,058 125 0,195
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Priloha E

Primarni data pro vypocet linearity pyrokatecholu

Analyt Rovnice kalibra¢ni kiivky Korelaé¢ni koeficient

pyrokatechol y = 0,00634xc + 0,00147 0,9999

Teoreticka | Pomér odezvy | Vypoctena Diference
Koncentraéni uroveii | koncentrace | analytu a VS | koncentrace (%)
(ng/) (1) (ng/M)
K3A 5,00 0,03175 4,78 -4,48
K3B 5,00 0,03229 4,86 -2,76
K3C 5,00 0,03172 4,77 -4,58
K3D 5,00 0,03186 4,79 -4,14
K4A 10,0 0,06186 9,52 -4,76
K4B 10,0 0,06357 9,79 -2,05
K4C 10,0 0,06377 9,83 -1,74
K4D 10,0 0,06317 9,73 -2,69
K5A 20,0 0,1291 20,1 0,623
K5B 20,0 0,1272 19,8 -0,833
K5C 20,0 0,1292 20,2 0,757
K5D 20,0 0,1283 20,0 -0,00207
K6A 35,0 0,2248 35,2 0,619
K6B 35,0 0,2204 34,5 -1,34
K6C 35,0 0,2242 35,1 0,340
K6D 35,0 0,2234 35,0 0,0205
K7A 50,0 0,3173 49,8 -0,387
K7B 50,0 0,3198 50,2 0,390
K7C 50,0 0,3203 50,3 0,556
K7D 50,0 0,3205 50,3 0,610
K8A 75,0 0,4706 74,0 -1,36
K8B 75,0 0,4788 75,3 0,378
K8C 75,0 0,4901 77,1 2,74
K8D 75,0 0,4801 75,5 0,636
K9A 100 0,6391 101 0,561
K9B 100 0,6377 100 0,327
KoC 100 0,6357 100 0,0270
K9D 100 0,6350 99,9 -0,0928
K10A 125 0,8018 126 0,977
K10B 125 0,7982 126 0,520
K10C 125 0,7934 125 -0,0913
K10D 125 0,7930 125 -0,141
K11A 150 0,9506 150 -0,218
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Priloha F

Primdrni data pro vypocet linearity fenolu

Analyt

Rovnice kalibra¢ni kFivky

Korela¢ni koeficient

fenol

y =0,00844xc - 0,00566

1,000

Teoreticka | Pomér odezvy | Vypocétena Diference
Koncentra¢ni urovein | koncentrace | analytu aVS | koncentrace (%)
(ng/h 1) (ng/h

K2A 2.00 0.02220 1.95 -2,31
K2B 2.00 0,02110 1.82 -8,81
K2C 2.00 0.02155 1.88 -6,14
K2D 2,00 0,02162 1,89 -5,73
K3A 5.00 0.04641 4,81 -3,73
K3B 5.00 0.04625 4,79 -4,10
K3C 5.00 0.04602 4,77 -4,66
K3D 5,00 0,04660 4,84 -3,29
K4A 10.0 0.08925 9.87 -1,26
K4B 10.0 0.08949 9.90 -0,975
K4C 10.0 0,09092 10.1 0,717
K4D 10,0 0.08899 9.84 -1,57
K5A 20.0 0.1747 20.0 -0,145
K5B 20.0 0.1750 20.0 0,00351
K5C 20.0 0.1750 20.0 0,033
K5D 20,0 0,1749 20.0 -0,061
K6A 35,0 0.3007 34,8 -0,432
K6B 35.0 0,3031 351 0,399
K6C 35,0 0.3026 351 0,214
K6D 35,0 0,3009 34,9 -0,348
K7A 50.0 0.4280 49,9 -0,219
K7B 50.0 0.4267 49.7 -0,519
K7C 50.0 0.4328 50.5 0,910
K7D 50,0 0,4292 50.0 0,0582
K8A 75.0 0.6304 73.8 -1,61
K8B 75.0 0.6404 75.0 -0,0245
K8C 75.0 0,6525 76.4 1,88
K8D 75.0 0,6421 75.2 0,235
K9A 100 0.8500 99.7 -0,262
K9B 100 0.8473 99.4 -0,579
K9C 100 0.8448 99.1 -0,871
K9D 100 0.8458 99,2 -0,760
K10A 125 1.070 126 0,588
K10B 125 1.064 125 -0,0259
K10C 125 1.061 125 -0,313
K10D 125 1,067 125 0,304
K11A 150 1.271 150 -0,316
K11B 150 1,272 150 -0,291
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Priloha G

Data pro vypocet linearity guajakolu

Analyt

Rovnice kalibraéni kfivky

Korela¢ni koeficient

quajakol

y = 0,0125x%c - 0,0000712

0,9989

Teoreticka | Pomér odezvy | Vypoctena Diference
Koncentraéni iroven | koncentrace | analytu a VS | koncentrace (%)
(ng/h 1) (ng/h
K2A 2,00 0,02846 2,29 14,6
K2B 2,00 0,02777 2,24 11,8
K2C 2,00 0,02784 2,24 12,1
K2D 2,00 0,02619 2,11 5,45
K3A 5,00 0,06203 4,99 -0,236
K3B 5,00 0,06214 5,00 -0,0594
K3C 5,00 0,06215 5,00 -0,0553
K3D 5,00 0,06134 4,93 -1,35
K4A 10,0 0,1196 9,62 -3,85
K4B 10,0 0,1183 9,51 -4,94
K4C 10,0 0,1223 9,83 -1,72
K4D 10,0 0,1200 9,65 -3,53
K5A 20,0 0,2462 19,8 -1,09
K5B 20,0 0,2419 19,4 -2,83
K5C 20,0 0,2420 19,4 -2,77
K5D 20,0 0,2409 19,4 -3,23
K6A 35,0 0,4271 34,3 -1,97
K6B 35,0 0,4260 34,2 -2,22
K6C 35,0 0,4289 34,5 -1,57
K6D 35,0 0,4267 34,3 -2,05
K7A 50,0 0,6066 48,7 -2,54
K7B 50,0 0,6027 48,4 -3,18
K7C 50,0 0,6143 49,3 -1,32
K7D 50,0 0,6104 49,0 -1,94
K8A 75,0 0,9677 77,7 3,65
K8B 75,0 0,9863 79,2 5,64
K8C 75,0 1,003 80,6 7,41
K8D 75,0 0,9808 78,8 5,04
K9A 100 1,319 106,0 5,96
K9B 100 1,233 99,1 -0,949
K9C 100 1,225 98,4 -1,59
K9D 100 1,222 98,2 -1,83
K10A 125 1,533 123 -1,48
K10B 125 1,536 123 -1,28
K10C 125 1,526 123 -1,95
K10D 125 1,529 123 -1,75
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Priloha H

Primarni data pro vypocet linearity p+m-kresolu

Analyt

Rovnice Kkalibraéni kiivky

Korela¢ni koeficient

p+m-Kkresol

y =0,0137xc + 0,000614

1,000

Teoreticka | Pomér odezvy | Vypoctena Diference
Koncentra¢ni urovein | koncentrace | analytu aVS | koncentrace (%)
(ng/h (1) (ng/h
K2A 2,00 0,02885 2,07 3,38
K2B 2,00 0,02758 1,97 -1,26
K2C 2,00 0,02788 2,00 -0,164
K2D 2,00 0,02826 2,02 1,22
K3A 5,00 0,06947 5,04 0,845
K3B 5,00 0,06861 4,98 -0,419
K3C 5,00 0,06920 5,02 0,444
K3D 5,00 0,06913 5,02 0,334
K4A 10,0 0,1349 9,84 -1,64
K4B 10,0 0,1362 9,93 -0,739
K4C 10,0 0,1383 10,1 0,828
K4D 10,0 0,1355 9,88 -1,22
K5A 20,0 0,2752 20,1 0,541
K5B 20,0 0,2721 19,9 -0,613
K5C 20,0 0,2743 20,0 0,213
K5D 20,0 0,2727 19,9 -0,385
K6A 35,0 0,4794 35,1 0,171
K6B 35,0 0,4770 34,9 -0,340
K6C 35,0 0,4797 35,1 0,228
K6D 35,0 0,4784 35,0 -0,0380
K7A 50,0 0,6831 50,0 -0,0452
K7B 50,0 0,6841 50,0 0,0942
K7C 50,0 0,6867 50,2 0,472
K7D 50,0 0,6870 50,3 0,527
K8A 75,0 1,006 73,6 -1,82
K8B 75,0 1,023 74,8 -0,213
K8C 75,0 1,046 76,5 2,06
K8D 75,0 1,027 75,2 0,218
K9A 100 1,364 99,8 -0,188
K9B 100 1,362 99,7 -0,284
K9C 100 1,362 99,7 -0,285
K9D 100 1,362 99,7 -0,329
K10A 125 1,715 126 0,454
K10B 125 1,711 125 0,207
K10C 125 1,701 124 -0,417
K10D 125 1,711 125 0,214
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Priloha |

Analyt

Rovnice kalibra¢ni kiivky

Korelacni koeficient

o-kresol

y =0,00910xc - 0,000117

0.9999

Teoreticka | Pomér odezvy | Vypoctena Diference
Koncentraéni uroveni | koncentrace | analytu a VS | koncentrace (%)
(ng/) ) (ng/M
K3A 5,00 0,04552 5,00 -0,0712
K3B 5,00 0,04586 5,03 0,682
K3C 5,00 0,04488 4,93 -1,47
K3D 5,00 0,04494 4,93 -1,33
K4A 10,0 0,08966 9,83 -1,70
K4B 10,0 0,09033 9,90 -0,969
K4C 10,0 0,09044 9,92 -0,845
K4D 10,0 0,08965 9,83 -1,71
K5A 20,0 0,1828 20,0 0,128
K5B 20,0 0,1819 19,9 -0,329
K5C 20,0 0,1817 19,9 -0,481
K5D 20,0 0,1801 19,7 -1,34
K6A 35,0 0,3176 34,8 -0,602
K6B 35,0 0,3186 349 -0,284
K6C 35,0 0,3190 34,9 -0,162
K6D 35,0 0,3188 34,9 -0,217
K7A 50,0 0,4544 49,8 -0,477
K7B 50,0 0,4569 50,0 0,0860
K7C 50,0 0,4583 50,2 0,388
K7D 50,0 0,4580 50,2 0,331
K8A 75,0 0,6675 73,1 -2,53
K8B 75,0 0,6803 74,5 -0,668
K8C 75,0 0,6990 76,6 2,07
K8D 75,0 0,6830 74,8 -0,275
K9A 100 0,9094 99,6 -0,415
K9B 100 0,9094 99,6 -0,418
K9C 100 0,9089 99,5 -0,473
K9D 100 0,9114 99,8 -0,194
K10A 125 1,147 126 0,524
K10B 125 1,145 125 0,333
K10C 125 1,137 125 -0,366
K10D 125 1,143 125 0,125
K11A 150 1,368 150 -0,155
K1iB 150 1,363 149 -0,508
K11C 150 1,357 149 -0,936
K11D 150 1,358 149 -0,861
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Priloha J

Primarni data pro vypocet spravnosti

Analyt

Koncentrace ve vialce bez Spike 2 (ug/l)

1 2 3 4 5 6

hydrochinon | 17,1 16,7 17,0 - - -

resorcinol - - - - - -
pyrokatechol | 26,4 26,4 25,5 26,0 26,0 26,6
fenol 41,0 41,9 41,8 41,6 41,4 41,6
guajakol 6,94 7,16 6,71 6,80 6,70 6,88

p+m-Kkresol 7,58 7,57 7,74 - - -
o-kresol 6,95 6,84 6,67 6,77 6,89 6,61

Koncentrace ve vialce se Spike 2 (ug/l)

Analyt 1 2 3 4 5 6

hydrochinon | 68,2 67,8 68,6 - - -

resorcinol - - - - - -
pyrokatechol | 82,8 76,5 77,8 75,9 78,7 77,8
fenol 94,1 92,5 93,7 91,5 93,6 93,0
guajakol 23,9 24,0 24,4 23,7 24,4 23,9

p+m-kresol 17,5 17,4 17,5 - - -
o-kresol 25,7 25,1 25,4 24,7 25,3 25,4

Priloha K

Primarni data pro vypocet pfesnosti

Analyt Koncentrace (ug/cig.)

1 2 3 4 5 6

hydrochinon | 85,4 83,7 85,0 - - -

resorcinol - - - - - -
pyrokatechol | 132 132 128 130 130 133
fenol 205 210 209 208 207 208
guajakol 34,7 35,9 33,6 34,1 33,6 34,4

p+m-Kkresol 37,9 37,9 38,8 - - -
o-kresol 34,8 34,3 33,4 33,9 34,5 331

53




