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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 zKkratek

cig. cigareta/nedopalek

FE fenol

FLD fluorescencni detektor

GU guajakol

HPLC vysokoucinna kapalinova chromatografie
HY hydrochinon

Kn Henryho konstanta

Kow distribucni koeficient oktanol/voda

LOD; instrumentalni mez detekce

LODy, mez detekce metody

LOQ; instrumentalni mez stanovitelnosti
LOQm mez stanovitelnosti metody

MK m-kresol

MFA mobilni faze A

MFB mobilni faze b

OK o-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 pfidavkem kyseliny octové a kyseliny askorbové
uv ultrafialové zateni

VS vnitini standard

ZSR zasobni smésny roztok

ZNS roztok vnitiniho standardu pro extrakci

A vlnova délka



1 Uvod

Za rok se proda po celém svéteé vice nez 5,4 bilionu cigaret (WHO 2017). Az 3 ze 4
cigaretovych nedopalki konci v piirodé. Destém, vétrem ¢i vodnimi toky se nasledné
dostavaji i do mén¢ obydlenych oblasti (Blickley et al. 2016).

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

Cigarety obsahuji n€kolik tisic sloucenin, z nichz minimalné 150 je povazovano za
vysoce toxické, pfevazné s karcinogennim a mutagennim potencialem. 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).

Koureni zptusobuje zavazné zdravotni problémy aktivnim i pasivnim kufakim. Vedle
toho vytvaii nebezpeCi pro zivotni prostfedi prostfednictvim vyhozenych cigaretovych
nedopalkl. VétSina dosud publikovanych studii je zaméfena na obsah sSkodlivych latek
v cigaretovém koufi. Pro hodnoceni environmentalniho rizika je zapotiebi rovnéz vyzkum
obsahu skodlivych latek v nedopalcich a sledovani jejich dal§iho osudu v raznych slozkach
zivotniho prostredi. Jednou skupinou sloucenin nachazejicich se v cigaretovych nedopalcich
jsou fenoly, které v cigaretach vznikaji pfi hofeni (Wu et al. 2012). Stanovenim fenolu

v cigaretovych nedopalcich se zabyva predlozena bakalarska prace.



2 Cile prace

Cilem bakalafské prace je zavedeni metody pro analyzu vybranych fenola pomoci HPLC-FLD
a nasledné vyuziti této metody ke stanoveni obsahu téchto latek v cigaretovych nedopalcich.
Bakalatska prace ma nasledujici dil¢i cile:

e vyvoj, optimalizace a validace analytické metody,

e extrakce fenolickych latek z cigaretovych nedopalki,

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



3 Teoreticka ¢ast

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 fenoli je tato skupina vazana na benzenové jadro
(McMurry 2015). Rozdilnost chemické struktury alkoholti a fenolt zasadnim zptsobem
ovliviiuje jejich fyzikalni a chemické vlastnosti.

Fenoly jsou pfevazné pevné nebo kapalné latky. Stejné jako alkoholy, 1 fenoly vytvari
vodikové vazby, coz mimo jiné zvySuje jejich bod varu a zvySuje rozpustnost ve vode.
Podobné jako voda jsou fenolické slouceniny jak slabé kyseliny, tak i slabé zasady. Oproti
alkoholim jsou fenoly vyrazné kyselejsi z davodu delokalizace zaporného naboje ve
fenoxidovych iontech a =ztoho wvyplyvajici stabilizaci téchto aniontd. Naptiklad
2,4,6-trinitrofenol ma kyselost podobnou mineralnim kyselinam (Pitter 1999; McMurry 2015).
Na zakladé molarnich hmotnosti délime fenoly na nizkomolekularni a vysokomolekularni.

Nizkomolekularni fenoly jsou dobie rozpustné ve vod€, ale velmi nestabilni.
V alkalickém prostedi se mohou fenoly oxidovat. Pfi oxidaci fenold vznikaji karbonylové
slouCeniny. Napfiklad oxidaci fenolt s hydroxylovymi skupinami v pozicich 1,2 a 1,4 vznikaji
chinony (Pitter 1999; McMurry 2015). Pii chloraci vody s obsahem jednoduchych fenola
vznikaji pachnouci chlorfenoly. Pfi chloraci meta- substituovanych fenolt (napf. resorcinol)
vznikd chloroform v téméf kvantitativnim mnozstvi. Pfi chloraci ortho- a para-
substituovanych fenolti vznika chloroform v mensi mife, z ¢ehoz vyplyva vznik dalSich,
doposud neznamych, produkti (Gallard a von Gunten 2002). Prabéh chlorace je ovlivnén
mnoha faktory jako jsou koncentrace chloru, teplota, pH, reakéni doba a chemicka struktura
fenolu ucastniciho se reakce (Pitter 1999). Vysokomolekularni fenoly nejsou dobfe rozpustné

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

3.1.1 Zdroje fenoli v zivotnim prostiedi

Nekteré fenoly se nachazeji v prirodé prirozené jako vonné latky, ¢i jako soucast obrannych
mechanismi nékterych organismtt (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
nékterych 1éCiv, napriklad prostiedkii na bolest krku. Dale se pouzivaji i jako prostiedky pro
desinfekci vodovodnich potrubnich systému, nebo jako antiseptika a pesticidy (IRZ 2021).

Kromeé unika téchto latek pfi jejich pouzivani se dostavaji do Zivotniho prostiedi
i spalovacimi procesy, pii kterych vznikaji (napf. spalovaci motory, cigaretovy kout nebo

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

3.1.2 Toxikologie fenoli

Fenolické slouCeniny se velmi dobfe vstfebavaji kizi a sliznicemi. Pfi kontaktu fenolu
s pokozkou zavisi vice na dob¢ a rozsahu expozice, nez na koncentraci chemikalie. Vyvolat
nekrozu muze 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
nebezpecnéjsi nez lokalni u€inky fenolu, ¢asto konci smrtelné (Tichy 1998; McGachy 2021).
Smrtelna davka pro dospé&lého &lovéka je 2-10 g (Voprsalova a Zagkova 1996). K chronickym
otravam nedochazi pfili§ ¢asto. Kresoly, chlorfenoly a nitrofenoly jsou vysoce toxické latky,
které narusuji vétSinu zivotné dulezitych funkci. Benzendioly jsou velmi toxické pii akutni
intoxikaci. Pfi chronickych otravach vyvolavaji dermatitidy. Hydrochinon narusuje funkci
oxygenas. Pfi akutni otravé resorcinolem dochédzi k methemoglobinemii (Tichy 1998;
McGachy 2021).

Zasadni jsou ucinky fenolli na vodni organismy. Akutni toxicita se velmi 1i§i mezi
jednotlivymi organismy. Zatimco pro ryby a koryse mohou byt fenolické slouCeniny vysoce
toxické, pro bakterie a mekkyse jsou prakticky netoxické (Duan et al. 2018). Nékteré bakterie,
houby a fasy mohou zasadnim zptusobem pfispivat k biodegradaci fenolti (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 pti pusobeni
malého mnozstvi fenolu po dobu 21 dni (Varadarajan et al. 2014). Fenoly maji nizké
biokoncentracni faktory (u ryb <100), témé&f nedochazi k bioakumulaci. Toxicita je dana spise
pfimym pusobenim, nez pfenosem z potravy (REACH 2023; Rocha et al. 2016).

Mezi karcinogenni fenolické slouceniny nachazejici se v tabaku a cigaretovém koufi

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



3.1.3 Stanovované latky

Pro vyvoj analytické metody umoznujici stanoveni fenold v cigaretovych nedopalcich byly

konkrétni slouCeniny vybrany na zékladé literatury, ktera diskutovala jejich pfitomnost

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

Systematické nazvy, 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,

stanovovanych latek

registracni Cisla CAS a strukturni vzorce

Systematicky
Analyt ] CAS Zkratky Strukturni vzorec
nazev
hydrochinon |  14-benzendiol | 123-31-9 HY ””Q””
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,
(8]
OH
p-kresol 4-methylfenol | 106-44-5 PK HO_@_CHQ
CH,
m-kresol 3-methylfenol 108-39-4 MK ©/
OH
o-kresol 2-methylfenol 95-48-7 OK Q\

(@]
T
%)
=
w




V Tab. 2 jsou uvedeny molarni hmotnosti, rozpustnosti pii 25 °C, logaritmy
distribu¢nich koeficientii oktanol/voda, Henryho konstanty a hustoty stanovovanych latek

(PubChem 2023) .

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

Henryho konstanty a hustoty stanovovanych latek

M Rozpustnost log Kow Kn Hustota
Analyt
(g/mol) (gh) (§)) (atm>xm*mol) | (g/cm?)
hydrochinon 110,11 72,0 0,59 4,73x10°11 1,330
resorcinol 110,11 717 0,80 9,88x10!! 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 21,5 1,94 1x10¢ 1,034
m-kresol 108,14 22,7 1,96 8,6x107 1,034
o-kresol 108,14 25,9 1,95 1,2x10 1,047

Z hodnot Henryho konstant a distribunich koeficienti oktanol/voda lze urcit
distribuce fenoll v zivotnim prostiedi. Vsechny 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
patfi primarné mezi vodni polutanty.

Na zéklad¢ literatury a nasledného oveéfeni byl jako wvnitini 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 HOQH




3.2 Parametry chromatografické separace

Pii optimalizaci chromatografické separace byla vénovana pozornost retencnim cCasim
analytd, tvaru a symetrie pikt a rozliseni jednotlivych piku.

Retencni Cas (t;) je doba, kterd uplyne mezi nastiikem vzorku a maximem eluéni kiivky
(vrcholem piku) daného analytu. Retencni Cas analytu je konstantni pouze pro urcity
chromatograficky systém a podminky. Jeho hodnota je zjiStovana pomoci standardnich
referencnich latek. Alternativou k retencnimu Casu je retencni objem, coz je objem mobilni
faze, ktery protece systémem za t, (Novakova a Dousa 2021b).

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

k=—n (1),

tm
kde k je kapacitni pomér (1), t; je je retencni ¢as analytu (min) a tm je mrtvy retencni ¢as (min).
Mrtvy retencni Cas je retencni ¢as slouCeniny, kterd se nezadrzuje na koloné a tudiz se
pohybuje rychlosti mobilni faze (Kahoun 2022; Novakova a Dousa 2021b).

Uspé&snost separace jednotlivych analytd popisujeme rozlifenim (Ri2). 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

Ry, = 2 x 1A= ),

wi—w;
kde Ri je rozlieni dvou sousednich piku latek 1 a 2 (1), tr1 a to jsou retenéni Casy téchto
sousednich latek (min), w1 a w2 jsou Sitky pikt latek 1 a 2 na zakladni linii (min) (Kahoun
2022; Novakova a Dousa 2021b).
Dal§im sledovanym parametrem je symetrie piku. Tvar chromatografického piku
popisyje asymetrie piku. Tu lze vyjadfit pomoci faktoru asymetrie (A), ktery by se mél
pohybovat v rozmezi 0,8 az 1,5 (Novakova a Dousa 2021b). Vypocet faktoru asymetrie je

naznacen v rovnici 3

A= 3,

L
I
kde A je faktor asymetrie (1), t je Sifka sestupné asti piku v 5 % jeho vysky (min) a f je Sitka
vzestupné Casti piku v 5 % jeho vysky (min) (Novakova a Dousa 2021b).



3.3 Parametry validace metody

Linearita vyjadiuje piijatelnou 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 piijatelnosti pro
korelacni koeficient bylo R > 0,9900 a pro QC koeficient QC < 5% (Novakova a Dousa
2021a; AOAC 2016). Kalibra¢ni kiivka byla pouzita ve tvaru rovnice 4

y=kXc+gq 4),
kde k je smérnice kalibracni pfimky (1), y je pomér plochy pikt analytu a vnitiniho
standardu (1), ¢ je pomér mnozstvi analytu a vnitfniho standardu ve vialce (1) a q je usek na
ose y (1) (Kahoun 2022; Novakova a Dousa 2021a).

Jako dalsi parametr pro urCeni rozsahu metody byla pouzita diference, ktera je
definovéna jako procentudlni rozdil naméfené a teoretické hodnoty koncentrace. Pro nejnizsi
kalibracni bod nesmi diference piesahnout 20 % a pro dalsi kalibracni body nesmi presahnout
15 % (FDA 2018).

Mez detekce (LOD) je koncentrace analytu ve vzorku, kterou Ize detekovat, ale nelze
ji stanovit s dostateCnou pfesnosti a spravnosti. Vyska signalu analytu o koncentraci na irovni
meze detekce se rovna trojnasobku vysky Sumu. Instumentalni mez detekce byla vypoctena
z vysledku 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 presnosti a spravnosti. Vyska signalu analytu
o koncentraci na urovni meze stanovitelnosti se rovna desetindsobku vysky Sumu. Mez
stanovitelnosti byla vypoctena z vysledk analyzy dvou nejméné koncentrovanych roztokt
kalibra¢ni kfivky (Kahoun 2022; Novékovd 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 referencni realnou hodnotou koncentrace analytu.
Presnost metody je parametr definovany jako tésnost shody mezi nezavislymi vysledky
zkousek za predem specifikovanych stejnych podminek (Novakova a Dousa 2021a). Kritéria
pfijatelnosti pro hydrochinon, resorcinol, pyrokatechol a fenol byla vzhledem ke koncentracni
trovni analyt 10°® pro piesnost 21 % a pro spravnost 60—115 % (AOAC 2016). Pro guajakol

a izomery kresolu (koncentraéni urovei 10°) bylo kritérium piijatelnosti presnosti 30 %



a spravnosti 40—120 % Rozsah metody je koncentrani rozsah, pro ktery ma metoda

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

3.4 Pouziti HPLC pro stanoveni vybranych fenola

Pted optimalizaci metody byla provedena literarni reSersSe se zaméfenim na publikace vénujici
se stanoveni konkrétnich nizkomolekularnich fenoltt pomoci HPLC. Parametry sledované pfi
reSersi byly priméarné stacionarni a mobilni faze, typ eluce a typ detektoru. Dale byl sledovan
postup pripravy standardi, postup extrakce fenolt z cigaretového koufe, tabaku a cigaretovych
nedopalku.

Fenoly jsou Casto 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 fenolt v rostlinach a rostlinnych vyrobcich (Zhu et al. 2023;
Zhang et al. 2023; Jaiswal a Kumar 2022). Stanovovani fenoll v tabaku, cigaretovém kouii Ci
cigaretovych nedopalcich se vénuje malé mnozstvi studii (Wu et al. 2012; Moldoveanu a Kiser
2007; Demirci A a Morkan B 2013).

Pro potteby této prace bylo vybrano 6 studii, na jejichz zakladé byly nastaveny tvodni
podminky pfi 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 ptfidavkem kyseliny octové (Moldoveanu a Kiser 2007; Wu et al. 2012). Jedna
z reSerSovanych publikaci uvadi pouziti vody s pfidavkem kyseliny fosforecné 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 ptidavkem kyseliny octové (Wu et
al. 2012), dale byl pouzit methanol (Zhong et al. 2016). Jako MFA je uvadéno také pouziti
vody s ptidavkem 0,1% kyseliny trifluoroctové a jako MFB acetonitril s pfidavkem 0,1%
kyseliny trifluoroctové (Salcedo et al. 2019). Pii pouziti isokratické eluce byla predem
pfipravena 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 razné 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 piipadé se podafilo rozdé€leni isomer kresolu.
Rozdéleni téchto izomert se u jedné z reSerSovanych publikaci podafilo i pfi pouziti plynové
chromatografie s hmotnostni detekci (Moldoveanu a Kiser 2007). Pouzité 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 castic byla 3,5
az 5 um pro kolony s C18 stacionarni fazi (Moldoveanu a Kiser 2007; Demirci A a Morkan B
2013; Liuet al. 2021; Zhong et al. 2016; Salcedo et al. 2019) a 3 um pro pouzitou PFP kolonu
(Wu et al. 2012).

Jednim typem pouzivanych detektort byl UV detektor (Demirci A a Morkan B 2013;
Zhong et al. 2016). Obé studie pouzivajici tento typ detektoru stanovovaly ze sloucenin,
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 koncentracni rozsah €inil 1—-15 mg/l
(Demirci A a Morkan B 2013). Druha publikace uvadi pii stanoveni koncentrace fenola ve
vodé mez detekce metody 0,11 pg/l a koncentracni rozsah 0,5-500 pg/l (Zhong et al. 2016) .

Pro stanoveni fenolt 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 fluorescen¢ni 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 mikrograma na cigaretu a kalibracni rozsahy mezi
jednotkami az tisici mikrogramu na litr pfi stanovenim fenold v cigaretovém koufi (Wu et al.
2012; Moldoveanu a Kiser 2007). Pti pouziti FLD pro stanoveni fenolti ve vodach, byly meze
detekce a meze stanovitelnosti metody v fadu setin az desetin mikrogramu na litr a kalibra¢ni
rozsahy v fadech desetin az stovek mikrograma na litr (Liu et al. 2021).

Pro pfipravu zasobnich roztokt standardd 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 roztoku 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 et al. 2021; Zhong et al. 2016) nebo -18 °C (Salcedo et al. 2019).

Pii stanovovani fenoll v cigaretovém koufi, byl kouf zachytavan na extrak¢nich

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 ptfidavkem 1% kyseliny
octové (Wu et al. 2012) nebo voda s pfidavkem 1% kyseliny octové a 0,1% kyseliny askorbové
(Moldoveanu a Kiser 2007). Roztok byl nasledné prefiltrovan ptes stfikackovy filtr. Pfi
stanovovani fenolt v tabaku, byl rozdrceny tabak extrahovan po dobu 30 minut na tfepacce.
Jako extrak¢ni Cinidlo byla pouzita voda s pridavkem 1% kyseliny octové (Wu et al. 2012).
Pii extrakci cigaretovych nedopalki byl nejdfive odstranén zbytek tabaku a papir
z cigaretového nedopalku. Samotny filtr byl rozpustén ve 2 ml acetonitrilu v ultrazvukové
lazni. Poté bylo piidano 5 ml 1% kyseliny octové, pficemz vznikala srazenina, ktera byla
prefiltrovana. Filtrat byl doplnén destilovanou vodou na 7 ml roztoku. 1 ml tohoto roztoku byl
nasledné prenesen na kolonu obsahujici 1 g absorbentu XAD-4. Absorbent byl nésledné
promyt 2 ml vody s pfidavkem 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

. . Staciondrni LODn LOQmn Kalibracni rozsah
Citace Matrice . MFA MFB Detekce . X
faze (ng/cig.) (ng/cig.) (ng/h
1% kyselina
(Demirci AaMorkan | 4o CI8 °°t°VVE; g; ZmeS‘ ) v 2,17 7,28 FE
B 2013) methanolu ng/cig. ng/cig. 1000—15000
(70:30)
1% kyselina PY,HY,RE
(Moldoveanu a Kiser cigaretovy C18 1% kyselina (‘;C tgvé v FLD 0,10—1,62 0,30—4,86 60-9000
2007a) kouft octova ve vod¢ . ng/cig. ng/cig. FE,OK,PK,MK,GU
acetonitrilu
150—2250
HY, PY, FE, GU
. , . 1% kyselina _ . 15—10000
(Wu et al. 2012) lf(‘ﬁri;%g PEP Ogt?vgfglégzé octova v FLD 0’0;0?’46 0,06 /01’5 3 | OK, PK, MK, RE
’ methanolu Hgicie. Hg/cis. 5-3000
FE
4 o,
kyszlﬁﬁ; %’C/:"Vé 0,06-0,17 | 0,20-0,44 %4212;515(0
(Liu et al. 2021) piirodni voda C18 ve vode a - FLD ’ ’ ’ ’
.. ng/l ng/l 0,60—480
acetonitrilu
OK
(62:38) 0,50-450
1% kyselina 011 FE
(Zhong et al. 2016) piirodni voda C18 fosfore¢na ve methanol uv ’ -
y ng/l 0,5-500
vod¢
odpadni voda 0,1% kys. 0,1% kys.
(Salcedo et al. 2019) z ropnych C18 trifluoroctova ve | trifluoroctova v PDA - > MK+PK,OK.FE
S ) L ng/l 5-1000
rafinérii vod¢ acetonitrilu

12




4 Experimentalni ¢ast

4.1 Pouzité chemikalie

Pro tuto praci byly pouzity nésledujici chemikalie:

4.2 Pouzité instrumentalni vybaveni a spotifebni material

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

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

acetonitril pro HPLC (Merck)

kyselina octova — ¢istota 100 % (Merck)

kyselina mravenci — Cistota > 98 % (Merck)

mravencan amonny — ¢istota > 99 % (Sigma Aldrich)

kyselina askorbova - ¢istota > 99 % (Merck)

kyselina trifluoroctova - Cistota > 99 % (Fluka)

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

Kapalinovy chromatograf Thermo Scientific UltiMate 3000 se zasobnikem mobilni
faze, cCerpadlem mobilni faze, nastfikovym modulem, vyhfivanym kolonovym
prostorem, spektrofotometrickym detektorem a fluorescencnim detektorem

Ovladani pristroje a vyhodnoceni dat bylo provedeno programem Chromeleon 7.2
Chromatografické kolony Phenomenex Luna C18 (250x4,6 mm;
Chromservis Astra DM (150x3,0 mm; 3,0 um) 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 tfepacky 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 stfikacka o objemu: 5, 10, 25, 50, 100, 250, 500 ul (Hamilton)

*  Odmérné sklo, sklenéné nadoby na extrakci, sklenéné nadoby na mobilni fazi, kddinky

* plastové Spicky, mikrozkumavky Eppendorf, krimpovaci wvialky s hlinikovym

uzavérem s pryZovym septem

* Pinzeta, krimpovaci kleste

4.3 Podminky optimalizace metody

Pro potieby této prace byly pripraveny ctyfi typy MFA a sedm typa 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

MFA 1% kyselina octova ve vodé

MFA: 0,5% kyselina octova ve vodé

MFA; 2 mM mravencan amonny + 0,1% kyselina mravenci ve vodé
MFA4 0,1% kyselina trifluoroctova ve vodé

Tabulka 6: Slozeni mobilnich fazi B

Oznaceni mobilni faze Slozeni mobilni faze

MFB;: 1% kyselina octova v methanolu

MFB: 1% kyselina octova v acetonitrilu

MFB3 0,5% kyselina octova v methanolu

MFB4 0,1% kyselina trifluoroctova v methanolu
MFB:s 0,1% kyselina trifluoroctova v acetonitrilu
MFBg¢ methanol

MFB, acetonitril

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

Nejprve byla pouzita jako MF voda s pfidavkem 1 obj.% kyseliny octové (MFA1) a methanol
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s ptidavkem 1 obj.% kyseliny octové (MFB1) (Wu et al. 2012). Byly zkouSeny gradientové
eluce s linearnim 1 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. Dal§im
slozenim mobilnich fazi byla voda s ptfidavkem 0,1 obj.% kyseliny trifluoroctové (MFA4)
a acetonitril (MFB7). Pro tyto MF byly zkouseny 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 pfidavkem 0,1 obj.%
kyseliny trifluoroctové (MFBs) (Salcedo et al. 2019). Pro toto slozeni MF byly zkouSeny
gradientové eluce s linearnim i skokovym zvysSenim obsahu MFB v mobilni fazi 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 obj.% kyseliny
trifluoroctové (MFA4) a methanol s pfidavkem 0,1 obj.% kyseliny trifluoroctové (MFB4).
Byly opét zkouSeny gradientové eluce s linearnim 1 skokovym zvySenim obsahu MFB
v mobilni fazi v rozmezi od 0 do 60 %. Teplota v kolonovém prostoru byla nastavena na
30 °C. Prutok MF pii 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 zkousSeny gradientové eluce s linedrnim i skokovym zvySenim obsahu MFB
v rozmezi od 12 do 100 % MFB. Teplota v kolonovém prostoru byla 25 °C nebo 35 °C.
Druhym slozenim MF byla voda s pfidavkem 1 obj.% kyseliny octové (MFA) a acetonitril
s ptidavkem 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. Dalsim slozenim MF byla voda
s ptidavkem 0,5 obj.% kyseliny octové (MFA>) 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 obj.% kyseliny mravenci a 2 mmol/l mravencanu amonného (MFA3). Jako
MFB byl pouzit methanol (MFBg¢). 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. Pritok na této koloné byl nastaven na 0,5 ml/min.
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Pro 25 cm dlouhou chromatografickou kolonu Phenomenex Luna C18 byly pouzity
dvé kombinace mobilnich fazi. Prvnim slozenim MF na této kolon€ byla voda s piidavkem
0,1 obj.% kyseliny trifluoroctové (MFA4) a methanol s pfidavkem 0,1 obj.% 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 kolon€ byla voda s ptfidavkem 0,1 obj.% kyseliny
trifluoroctové (MFA4) a acetonitril s ptfidavkem 0,1 obj.% kyseliny trifluoroctové (MFBs). Pro
toto slozeni MF byly zkouSeny gradientové eluce s linearnim zvySenim obsahu MFB
v mobilni fazi v rozmezi od 5 do 60 % MFB. Teplota v kolonovém prostoru byla nastavena
na 35 °C. Pratok na této kolon€ byl nastaven na 1 ml/min.

Pro prehlednost jsou slozeni mobilnich fazi, pouzité teploty a pratoky 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 T‘ng;ty P{jltl;)ll:lill\l/l)F
Kinetex F5 | ot | Mo | e rs, | 25745 0.4
Astra DM ﬁi‘gi 11:4411?1;21 ﬁiﬁj iggz 25-35 0,5
Luna C18 ﬁiﬁ: ﬁlg‘g: i i 35 1,0

4.4 Priprava roztoki standardi

4 4.1 Priprava zasobnich roztoku
Zasobni roztoky standardd 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 bariky. Odmérna baika byla doplnéna po rysku methanolem,
ve kterém byl analyt rozpustén.

Zasobni roztok standardu hydrochinonu o koncentraci zhruba 1000 mg/1 byl pfipraven

navazenim presné asi 5 mg analytu do 5 ml odmérné batiky. Odmérna barika byla doplnéna
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po rysku vodou s pfidavkem kyseliny octové (1 obj. %) a kyseliny askorbové (1 mg/ml), ve
které byl analyt rozpus§tén.

Zasobni roztok standardu 4-chlorfenolu (VS) byl pfipraven navazenim piesné asi
50 mg analytu do 5 ml odmérné bariky. Odmérna barika byla doplnéna po rysku methanolem,
ve kterém byl analyt rozpustén. Zasobni roztoky byly uchovavany pfi teploté -80 °C. Prehled

pfipravy zasobnich roztoku je uveden v Tab. 8.

Tabulka 8: Priprava zasobnich roztoka standarda a vnitiniho standardu

Cistota | Navazka | Objem | Koncentrace v x
Analyt (%) (mg) (rilll) (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 CH;0OH
pyrokatechol 99 4,75 5 941 CH;0H
fenol 99,5 5,48 5 1091 CH;0H
guajakol 100 5,63 5 1126 CH;0H
p-kresol 99 5,04 5 998 CH;0H
m-kresol 99 5,73 5 1135 CH;0OH
o-kresol 98 4,77 5 935 CH;0OH
4-chlorfenol 98 49,07 5 9618 CH;0H

Roztok vnitfniho standardu pro extrakci o koncentraci 1000 mg/1 (ZVS) byl pfipraven
odpipetovanim 2,6 ml zasobniho roztoku 4-chlorfenolu do 25 ml odmérné bariky. Odmérna
barika byla doplnéna po rysku vodou s pfidavkem kyseliny octové (1 obj. %) a kyseliny
askorbové (1 mg/ml).

Roztok vnitfniho standardu pro roztoky kalibracni kiivky o koncentraci 10 mg/l (PVS)
byl pfipraven odpipetovanim 0,1 ml ZVS do 10 ml odmérmé bariky. Odmérna barika byla
doplnéna po rysku vodou s ptfidavkem kyseliny octové (1 obj. %) a kyseliny askorbové
(1 mg/ml).

4.4.2 Priprava smésnych roztoku

Zasobni smésny roztok standardi (ZSR) o koncentraci analytd 5 mg/l byl pfipraven
odpipetovanim presného objemu jednotlivych analyti do 10 ml odmérné bariky, ktera byla
nasledné doplnéna po rysku vodou s pfidavkem kyseliny octové (1 obj. %) a kyseliny
askorbové (1 mg/ml). Pipetované objemy zasobnich roztokti analyti pro piipravu zasobniho

smésného roztoku jsou uvedeny v Tab. 9.
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Tabulka 9: Ptehled pfipravy zdsobniho smé&sného roztoku

. Kon’centrace o Objem | Koncentrace ZSR
Analyt zasobnich roztoku (ul) (mg/l)
(mg/1)
hydrochinon 968 51,6 5,00
resorcinol 1038 48,2 5,00
pyrokatechol 941 532 5,00
fenol 1091 459 5,00
guajakol 1126 44 4 5,00
p-kresol 998 50,1 5,00
m-Kkresol 1135 44,1 5,00
o-kresol 935 53,5 5,00

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

Byl pfipraven obohacovaci smésny roztok, ktery byl pouzit k pfipravé obohacenych
roztokli realnych vzorkl, pouzitych k vypoCteni presnosti a spravnosti metody.
Koncentrovany smésny roztok pro obohacovani (Spike 1) byl pfipraven odpipetovanim
presného objemu jednotlivych analytt do 25 ml odmérné banky, ktera byla nasledné doplnéna
po rysku vodou s pfidavkem kyseliny octové (1 obj. %) a kyseliny askorbové (1 mg/ml).
Pipetované objemy analyti pro pfipravu koncentrovaného obohacovaciho smésného roztoku

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

] Kon’centrace . | Objem Koncc.entrace

Analyt zasobnich roztoku (ul) Spikel

(mg/l) (mg/1)
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 44 .4 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 piipraven odpipetovanim 1 ml Spike 1 do
10 ml odmérné banky a naslednym doplnénym vodou s ptidavkem 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 analytd v pracovnim obohacovacim roztoku

Koncentrace Spike2
Analyt (ng/l)

hydrochinon 500
resorcinol 200
pyrokatechol 500
fenol 500
guajakol 200
p-kresol 100
m-Kkresol 100
o-kresol 200
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4.5 Priprava roztoku kalibracni kiivky

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

v Tab. 12.

Tabulka 12: Prehled pfipravy roztokl kalibracni kfivky

Koncentra&ni Objem | Objem | Objem Koncentrcace Koncentrace
roztok rozp. PSR PVS analyti VS

(ub) (ub) (ub) (ng/ (ng/)
1 895 5 100 1,00 1000
2 890 10 100 2,00 1000
3 875 25 100 5,00 1000
4 850 50 100 10,0 1000
5 800 100 100 20,0 1000
6 725 175 100 35,0 1000
7 650 250 100 50,0 1000
8 525 375 100 75,0 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 promeéfena absorpéni spektra analyti. Pro kazdy analyt byly vybrany excita¢ni
vlnové délky jako maxima absorp¢nich spekter. Nasledné byla proméfena emisni spektra
jednotlivych analytd, pii konstantni excitacni vinové délce. Méfenim emisniho spektra bylo
ziskano maximum - hodnota emisni vlnové délky pro nasledné meéreni excitacniho spektra.
Excitacni spektra byla proméfena za konstantni emisni vinové délky pro kazdy analyt. Z téchto
spekter byly urCeny excitatni maxima. Méfeni excitaCnich a emisnich spekter umoznilo

vhodnou volbu excitacni a emisni vinové délky a emisniho filtru. Vhodny emisni filtr byl
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zvolen mezi excitacni a emisni vinovou délkou, ptipadné pod excitacni vlnovou délkou.
Senzitivita byla nastavena za ucelem co nejnizsiho vlivu Sumu a zaroven aby nedochazelo

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

4.7 Extrakce

Vybér zptusobu extrakce a sloZeni extrak¢éniho Cinidla probéhl na zakladé literarni reserSe (Wu
et al. 2012; Moldoveanu a Kiser 2007; Demirci A a Morkan B 2013). Kazdy cigaretovy
nedopalek byl zvazen a pomoci pinzety prenesen do extrakéni nadoby o objemu 500 ml
vyrobené z tmavého skla. Nasledné bylo pfidano 500 ml vody s pfidavkem kyseliny octové
(1 obj. %) a kyseliny askorbové (1 mg/ml) a 0,5 ml ZVS. Extrak¢ni nddoba byla pfenesena 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 pl vzorku a pfidano 900 pl vody s pifidavkem kyseliny octové (1 obj. %)
a kyseliny askorbové (1 mg/ml). Pro vzorky obohacené piidavkem standardi 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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S Vysledky a diskuze

Tato kapitola je vénovana popisu a zhodnoceni vyvoje metody, optimalizace metody a jejiho
pouziti k analyze realnych vzorkt. Nejprve prob&hla optimalizace chromatografické separace
osmi vybranych fenoli a vnitiniho standardu, pfi které byly sledovany retencni Casy
jednotlivych analytt, separace pika a symetrie pika. 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 fluorescencni detekce. Pro vSechny analyty byly nalezeny emisni a excitaéni vinové
délky. Na jejich zakladé byly urCeny vhodné optické filtry.

P1i optimalizaci extrakce byl volen zptisob a délka extrakce, typ a objem extrakcniho
Cinidla. V prabéhu celé prace byla vénovana zvySena pozornost stabilit€é hydrochinonu.
Validacni parametry sledované pii validaci metody byly mez detekce a mez stanovitelnosti
metody, linearita, pfesnost a spravnost.

Po wvalidaci byla analyticka metoda pouzita ke stanoveni vybranych fenolt

v nedopalcich riznych znacek cigaret.
5.1 Optimalizace chromatografické separace

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

Jako prvni byla pfi 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 analyzach bylo zjisténo poradi
analytd v chromatogramu a problematické parametry analyti. Na zakladé té€chto zjisténi byly
jednotlivé kroky optimalizace vedeny snahou dosahnout co nejvyssiho kapacitniho poméru
hydrochinonu, separace resorcinolu a pyrokatecholu, separace izomert kresolu a snizeni

retence vnitiniho standardu 4-chlorfenolu.
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Se snizovanim teploty dochazelo k zvySeni kapacitniho poméru hydrochinonu, ale
k zhorseni separace resorcinolu a pyrokatecholu a nemélo zasadni vliv na separaci kresold.
Hydrochinon byl na koloné zadrzovan vice pfi pouziti kyselejsi mobilni faze. Pti analyzach
s mobilni fazi modifikovanou kyselinou trifluoroctovou byl kapacitni pomér hydrochinonu
vys$Si nez pii pouziti kyseliny octové jako modifikatoru MF. Pro niz§i obsah mobilni faze
s vys$i elucni silou (MFB) dochazelo k mirnému zvySovani kapacitniho poméru, ale ke
zhorSeni symetrie pik(l analyti. Pro kolonu Kinetex F5 se nepodafilo najit optimalni
podminky, pfi kterych by doslo k dostatecnému kapacitnimu poméru hydrochinonu a soucasné
separace analyt kresolu na zakladni linii. Nejvyssi kapacitni pomér hydrochinonu, kterého se
podatilo dosahnout, byl 1,5. Piky tfech izomert kresolu se nepodafilo rozd€lit 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 %. Prutok byl nastaven na 0,4 ml/min. Teplota kolonového
prostoru byla nastavena na 40 °C. Objem nastfiku vzorku pii analyze byl 5 pl. Vinova délka

UV detekce pfi analyze byla 265 nm.
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Obrazek 1: Chromatogram analyzy na koloné€ Kinetex F5
(potadi pika - (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)
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V publikaci (Wu et al. 2012), na zaklad¢ které byla vybrana kolona s PFP stacionarni
fazi, se podafilo rozdé€leni tfi izomert kresolu na jednotlivé piky, coz se v této praci
nepodafilo. V publikaci byla pouzita kolona s pln€ poréznimi ¢asticemi stacionarni faze, v této

préci byla naopak pouzita kolona s povrchové poréznimi (core-shell) Casticemi.

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

Kolona Chromservis Astra DM byla pouzita na zakladé 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 pufr,
mobilni faze B byl methanol s nebo bez pfidavku kyseliny octové a acetonitril s pridavkem
kyseliny octové. Teplota kolonového prostoru byla optimalizovana v rozsahu 25-35 °C.
Separace probihala pii gradientové eluci, gradient byl v pribéhu ménén. Poradi pika na této
kolon€ bylo schodné jako na koloné Kinetex F5. Dochézelo ke koeluci pyrokatecholu
s resorcinolem a izomeru 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
vyssi  teploté v kolonovém prostoru dochazelo k zlepSeni separace resorcinolu
a pyrokatecholu, ale k zhorSeni separace izomert kresolu. Pfi pouziti acetonitrilu v MFB byly
oproti pouziti methanolu piky lépe separovany, ale snizil se kapacitni pomér hydrochinonu.
Pro kolonu Chromservis Astra DM se nepodafilo najit optimalni podminky, pii kterych by
doslo k dostatecnému kapacitnimu poméru analytu s nejniz§im reten¢nim Casem. Nejvyssi
kapacitni pomeér, kterého se podafilo dosahnout byl 0,7. Rovnéz se nepodafila separace piki
tfech izomertu kresolu a dvojice piku resorcinolu a pyrokatecholu. Tyto piky se nepodafilo
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 pifi analyze byla
nastavena na 35 °C a prutok MF byl 0,5 ml/min. Objem nastfiku pfi analyze byl 10 pl. VInova
délka UV detekce pii analyze byla 265 nm.
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Obrazek 2: Chromatogram analyzy na koloné¢ Chromservis Astra DM
(potadi piki - (1) hydrochinon, (2) resorcinol, (3) pyrokatechol, (4) fenol, (5) guajakol,
(6) p+m-kresol, (7) o-kresol, (8) 4-chlorfenol (VS); c=1 mg/1)

Optimalizace separace fenolli 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 pii 25 °C nebo 35 °C. Na
zakladé poskytnutych vysledki lze konstatovat, ze se vzdy ve skupiné kresolt podafilo
maximalné oddelit o-kresol od piku obsahujiciho m-kresol a p-kresol, v hor§im ptipade byl
jeden slity pik (Chromservis s.r.o. 2022).

V laboratofich firmy Chromservis byla testovana rovnéz separace vybranych fenolii na
koloné s bifenylovou stacionarni fazi a s mobilni fazi na bazi methanolu a vody. Pro tuto
kolonu nebylo dosazeno dostatecného kapacitniho poméru pro hydrochinon. Naopak
4-chlorfenol mél v porovnani s ostatnimi analyty retencni ¢as nepfimétené vysoky. Pii snaze
o separaci skupiny kresolti dochazelo 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 zaklad¢ 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 pfi
gradientové eluci, gradient byl v prubéhu optimalizace ménén. Na zakladé informaci
ziskanych pfi pfedchozich analyzach byly jednotlivé kroky optimalizace vedeny snahou
dosahnout co nejvyssiho kapacitniho poméru hydrochinonu, separace resorcinolu
a pyrokatecholu, separace kresolt a snizeni retence vnitiniho standardu 4-chlorfenolu.

Pfi pouziti metanolu nedochazel k separaci tfech izomert kresold. Pii pouziti
acetonitrilu se podarilo oddé¢lit pik o-kresolu od piku smési p-kresolu a m-kresolu. Z analyz
provadénych na této koloné byla vybrana nejvhodn&§i metoda na zakladé hodnoty
kapacitniho poméru hydrochinonu a rozliSeni jednotlivych pik. Podafilo se dosahnout
kapacitniho poméru hydrochinonu pouze 1, ale z analyz realnych vzorki 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
symetricky pik, dale byly stanovovany jako suma. Nejnizsi hodnota rozliseni byla 2,9 pro piky
analytl 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 prfidavkem 0,1 obj.% kyseliny trifluoroctové
MFB acetonitril s pfidavkem 0,1 obj.% kyseliny trifluoroctové
Prutok 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 rozdeleni téchto
fenold, 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.
Pratok MF byl nastaven na 1,4 ml/min (Moldoveanu a Kiser 2007).

5.2 Nastaveni fluorescencniho detektoru

Optimalizace fluorescencni detekce probéhla za ucelem ziskani co nejvy§siho poméru 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 excita¢ni vilnova délka nastavena v rozmezi 271-275 nm
a emisni vlnova délka v rozmezi 300-313 nm. Pro vnitini standard byla zvolena excitacni

vlnova délka 229 nm a emisni vinova délka na 312 nm. Tyto vysledky jsou srovnatelné

27



s vlnovymi délkami udavanymi literaturou (Moldoveanu a Kiser 2007; Wu et al. 2012).
V literature byly vinové délky pfi detekci rozdé€leny do nekolika oken, v této praci bylo jedno
spole¢né okno pouzito pro izomery kresold. Ostatni analyty mély samostatna okna. Citlivost
detektoru byla nastavena pro jednotlivé analyty na hodnotu 6 resp. 8. Nastaveni citlivosti bylo
provedeno po optimalizaci objemu nastfiku (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

Retencni ¢as | Excitacni A | Emisni A | Citlivost | Emisni filtr
Analyt
(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-Kkresol 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 nastfiku vzorku byl sledovan vliv velikosti nastfiku na symetrii piku.
Byly zkouseny objemy nastfiku 10, 25, 50, 75 a 100 pl pii koncentraci smeésného roztoku
1 mg/l. Byl vybran nastfik 100 ul. Pfi tomto nastfiku byly hodnoty faktoru asymetrie pro
vSechny analyty v rozsahu 1,2—1,3. Maximalni objem nastfiku nasledné umoznil dosazeni co
nejnizs$i hodnoty meze stanovitelnosti. Nizka hodnota meze stanovitelnosti je zddouci 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 kalibrac¢nich roztokt byla provedena Siroka kalibrace v rozsahu
0,5-500 pg/l. Z siroké kalibrace byl vybran rozsah kalibra¢nich roztokd 1-150 pg/l na zakladé
presyceni detektoru pro horni hranici kalibrace a poméru signalu k Sumu pro dolni hranici
kalibrace. Koncentrace VS v kalibracnich roztocich byla nastavena tak, aby plocha piku VS

byla srovnatelna s plochou pika analytd pii vyssSich koncentracich.
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5.4 Optimalizace extrakce

Pii optimalizaci extrakce byla vénovana pozornost zpusobu extrakce, typu a mnozstvi
extrak¢niho Cinidla a dobé extrakce.

Byly zkouseny extrakce ultrazvukem a na tfepacce. Vzhledem k dobé¢, ktera byla pro
extrakcl potfeba a naroCnosti extrakce ultrazvukem (udrzovani konstantni teploty), byla
vybrana extrakce na tfepacce.

Jako extraké¢ni €inidlo byla zkouSena voda s pfidavkem 1 obj.% kyseliny octové (Wu
et al. 2012). Druhym pouzitym Cinidlem byla voda s piidavkem 1 obj.% kyseliny octové
a kyseliny askorbové (1 mg/ml) (Moldoveanu a Kiser 2007). Vybrano bylo ¢inidlo
s pridavkem kyseliny octové a kyseliny askorbové. Bez piidavku kyseliny askorbové
dochézelo 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.
Pted analyzou byly vzorky odstfedény na centrifuze a nasledné fedény 10krat. Doba extrakce
byla zvolena na zakladé vysledkti nejpomaleji extrahujicich se analytl, tak aby se podafilo
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 analytt v jednotlivych Casech extrakce.

Tabulka 15: Optimalizace délky extrakce

Délka extrakce
(hod)
Analyt 1]2]3]4]10]24] 48
Vyextrahované mnozstvi
(%)
hydrochinon | 80 | 85 | 87 | 89 |94 | 101 | 100
resorcinol -l -1 - - -
pyrokatechol | 75 | 80 |82 |85[90| 99 | 100
fenol 70 180 | 8589198 100 | 100
guajakol 6776828699 99 | 100
p+m-kresol |57 [ 66 |73 [78 91| 99 | 100
o-kresol 5516773178192 98 | 100

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

48 hodinach je pravdépodobné disledkem oxidace tohoto analytu. Na zakladé vysledka byla

29



doba extrakce nastavena na 24 hodin. Ve vzorcich cigaretovych nedopalkii se nepodatfilo

stanovit resorcinol.

5.5 Validace metody

Metoda byla validovana pomoci valida¢nich parametri, kterymi byly mez detekce a mez
stanovitelnosti, linearita a kalibra¢ni rozsah, presnost 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 kalibracni
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 Prilohach A a B. Instrumentalni meze detekce (LOD;) byly pro jednotlivé
analyty stanoveny v rozmezi 0,33—0,62 pug/l a instrumentalni meze stanovitelnosti (LOQ;)
v rozmezi 1,1-2,3 ng/l. Kalibra¢ni body s koncentracemi analytd niz§imi neZ instrumentalni
meze stanovitelnosti pro jednotlivé analyty byly vyfazeny z rozsahu metody.

Rozsah metody byl uren na zakladé vypoctu rozdilu (diference) mezi teoretickou
a vypoctenou hodnotou kalibracniho roztoku. Primarni data jsou uvedena v Prilohach C az I .
Hodnota diference neodpovidala kritériu piijatelnosti pro kalibracni bod hydrochinonu
o koncentraci 2 ug/l, coz byl nejnizsi kalibra¢ni bod hydrochinonu nad instumentalni mezi
stanovitelnosti. Primérna hodnota diference pro tento kalibracni bod byla 44,3 %. Tento bod
byl tedy z koncentra¢niho rozsahu pro hydrochinon vyfazen. Pro vSechny ostatni analyty
odpovidaly hodnoty diference kriteriim pfijatelnosti (méné nez 20 % pro nejnizsi kalibracni
bod, méné nez 15 % pro ostatni kalibracni body). Dal§im parametrem omezujicim rozsah
metody bylo nasyceni fluorescencniho detektoru. Tento parametr snizoval horni hranici
kalibracniho rozsahu pro nékteré analyty (hydrochinon, fenol, guajakol, p+m-kresol
a o-kresol).

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

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

30



Tabulka 16: Korela¢ni koeficienty a QC koeficienty

Korelac¢ni koeficient QC koeficient
Analyt a) (%)
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 pg/l pro hydrochinon, 5-150 pg/l pro
resorcinol, 5—150 pg/l pro pyrokatechol, 2—125 pg/l pro fenol, 2-125pug/l pro
guajakol, 2—150 pg/l pro sumu p+m-kresolu a 5—125 ug/l pro o-kresol. Vysledky jsou
uvedeny v Tab. 17. Dle literatury byl rozsah metody pfi pouziti FLD detekce v jednotkach az
tisicovkach mikrogramt na litr (Wu et al. 2012) respektive desitkach az tisicovkach
mikrograma na litr (Moldoveanu a Kiser 2007). V publikaci stanovujici fenoly v pfirodnich
vodach pomoci HPLC s fluorescencni detekci byly uvedeny rozsahy metody v desetinach az
stovkach mikrogramu na litr (Liu et al. 2021). Rozsahy uvadéné v literatufe jsou o jeden az
dva rady $irsi nez rozsahy stanovené v této praci.

Z 1.OD; a nejnizsich boda kalibracnich rozsahti byly po zahrnuti procesu extrakce
afedéni spocteny meze detekce metody (LODm) a meze stanovitelnosti metody (LOQm).
Hodnoty LOD; byly stanoveny vrozmezi 1,7-3,1 ug/cig. a LOQm vrozmezi
10-25 pg/cig. V literatufe zabyvajici se stanovenim fenoll v cigaretovém koufi pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) s fluoresCencni detekci se meze metody
pohybovaly v rozmezi setin az jednotek mikrograma na cigaretu (Wu et al. 2012; Moldoveanu
a Kiser 2007).

Pro vyhodnoceni piesnosti a spravnosti byly provedeny analyzy roztok realnych
vzorkl s ptidavkem pracovniho obohacovaciho roztoku a bez pridavku pracovniho
obohacovaciho roztoku v 6 opakovanich (Kahoun 2022; Novakova a DouSa 2021a).
Vzhledem k necistotam v mobilni fazi pii analyze roztokli pro pfesnost a spravnost nebylo
mozné urcit tyto parametry pro hydrochinon a sumu p+m-kresolu. Vyhodnoceni pifesnosti
a spravnosti pro tyto analyty probéhlo z analyz roztokd realnych vzorkd 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 pfijatelnosti pro
spravnost. Presnost metody pro jednotlivé analyty byla v rozmezi 0,8—2,5%. Bylo tedy
splnéno kritérium pfijatelnosti pro presnost. Nejhorsich hodnot QC koeficientu, presnosti
i spravnosti bylo dosazeno pro guajakol. Pravdépodobnym divodem je mirné chvostovani
piku tohoto analytu. Faktor asymetrie pro guajakol ¢inil 1,27. Koncentrace resorcinolu
v realnych vzorcich byla pod mezi detekce a nebylo tudiz mozné vypocitat presnost
a spravnost.

Shrnuti vysledkt validace je uvedeno v Tab. 17.

Tabulka 17: Parametry validace metody

Analyt LOl?m LOQm Kalibrac¢ni rozsah | Presnost | Spravnost
(ng/cig) | (ng/cig) (ng/h) (%) (%)
hydrochinon 1,7 25 5-100 1,0 103

resorcinol 2.2 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 fenoli v realnych vzorcich

Koncentrace vybranych fenolt byla urCena v nedopalcich 5 raznych znacek, které byly pied
analyzou uchovavany pii teploté -18 °C nékolik dni az nékolik mésict.

Byla provedena analyza cistého nedopalku. Pii této analyze nebyly stanoveny
fenolické slouceniny, ¢imz byl potvrzen piedpoklad, ze fenoly do nedopalku prechazeji
pfi koufeni.

Koncentrace fenolt v nedopalcich cigaret znacky Camel byly stanovovany ve
3 nedopalcich. Dva z téchto nedopalkti byly uchovavany po dobu péti dni, nasledné prob&hla
extrakce a analyza extraktu v 6 opakovanich. Treti nedopalek cigarety znacky Camel byl
uchovavan po dobu Sesti dni a nasledné analyzovan ve 3 opakovanich. Z vysledka téchto
analyz byla urCena presnost 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
o Chesterfield blue a Chesterfield red. Vzorky byly uchovany po dobu 3 dni a nasledné
analyzovany ve 3 opakovanich.

Koncentrace zapsané v Tab. 18 jsou udavany jako aritmeticky pramér 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 (

png/cig.)

Znacka Doba uchovani vzorku | Pocet opakovani oY RE PY FE GU PK+MEK OK
Camel Z. 6 dni 6 - <220| 130,9+4,0 | 208,1+3,3| 344+17 - 340+ 13
Camel Z. 6 dni 6 _ <220 | 133,7+49 |208,1+41| 32,119 - 36,1+ 1,0
Camel Z. 5 dni 3 84,7+ 1,8 |<220| 96,7+29 |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 | 2439+62 |3523+0,73 | 62,5+1,9 |37,79+0,52

Viceroy 7 dni 3 119,5+4,0 | <220 | 1662+92 | 199+13 | 292+1,8 | 533+3,8 | 308+4)5

Viceroy 7 dni 3 157,5+5,6 | <220 | 2212+29 |2678+6,7| 396+12 | 664+39 | 424+1,1
Marlboro 3 dny 3 41,71+ 0,49 | <220 | 456+ 14 | 646+1,6 |1030+0,29 | 20,77+ 0,68 | 11,27 + 0,60

Chesterfield r. 3 dny 3 498+15 |<220| 54,025 | 80,6+2,0 | 12,61 +0,97 | 24,50+ 0,66 | 14,93 + 0,34
Chesterfield b. 3 dny 3 675+3,6 | <220]9552+038|1445+3,8[2603+068| 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 pg/cig.  pro  hydrochinon;  45,6-221,2 pg/cig.  pro  pyrokatechol,
64,6-267,8 ng/cig. pro fenol; 10,30-39,6 ug/cig. pro guajakol; 20,77-66,4 ng/cig. pro sumu
p+m-kresolti a 11,27-42,4 pg/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 tfi az péti nasobny. V ramci
nedopalkl jedné znacky stejného typu byl rozdil koncentraci do 53 %.

Pii stanoveni koncentraci fenold 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 koufi byly koncentrace fenolti vybranych pro tuto
praci stanoveny v jednotkach az stovkach mikrogrami na cigaretu (Wu et al. 2012;
Moldoveanu a Kiser 2007).

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

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

Znatka Doba uchovani Potet 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 33,4 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+tm-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
fenola.

V cigaretovém koufi 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 tfi fenolt Cinila zhruba 87 % vSech analyta.

37



6 Zavér

V této praci byla zavedena metoda pro stanoveni vybranych fenola (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 slouceninach, jejich
toxikologické ucinky a zakladni informace o fenolech stanovovanych v této praci. Déle byla
shrnuta problematika cigaretovych nedopalki. Parametry chromatografické separace
vyhodnocované pii optimalizaci metody byly kapacitni pomér, rozliSeni a faktor asymetrie.
Definice téchto parametri jsou uvedeny v teoretické casti. Pfed vyvojem metody byla
provedena reSerSe publikaci, které se zabyvaly stanovenim fenolickych sloucenin. Sledovan
byl hlavneé typ stacionarni faze, slozeni a gradient mobilni faze a zptsob detekce.

Pti optimalizaci chromatografické separace byly pouzity tfi razné chromatografické
kolony. Pro kazdou chromatografickou kolonu bylo pouzito né€kolik typt slozeni mobilnich
fazi. Nejlepsich vysledka 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 pfidavkem 0,1 obj.% kyseliny trifluoroctové (MFB). Prtitok mobilni faze
byl nastaven na 1 ml/min, teplota v kolonovém prostoru byla 35 °C.

Cigaretové nedopalky byly extrahovany po dobu 24 hodin na tfepacce. Jako extrakcni
¢inidlo byla pouzita voda s prfidavkem 1 obj.% kyseliny octové a kyseliny askorbové
(1 mg/ml). Objem extrak¢niho cinidla byl 500 ml.

Pro jednotlivé analyty byla pii validaci nalezena mez detekce, mez stanovitelnosti,
koncentratni  rozsah metody, presnost a spravnost. Metoda Dbyla linearni
v koncentra¢nim rozsahu 5-100 pg/l pro hydrochinon, 5-150 pg/l pro resorcinol, 2—150 pg/l
pro pyrokatechol, 2—125 ug/l pro fenol, 2—125 pg/l pro guajakol, 2—-150 pg/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 vrozmezi 41,71-157,5 pg/cig. pro hydrochinon; 45,6-221,2 pg/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 p+m-kresolt a 11,27-42 4 pg/cig. pro o-kresol. Koncentrace

resorcinolu byla pfi vSech analyzach cigaretovych nedopalka pod mezi detekce.
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Zavedena analytickd metoda bude dale vyuzita pii sledovani rychlosti uvolfiovani
fenoli z cigaretovych nedopalkd do okoli na zakladé jejich expozice vnéjSim podminkam
(vzduch riizné teploty, dést, typ podlozi atp.). Rovnéz bude snaha testovat moznost zkraceni

doby extrakce roziiznutim cigaretového nedopalku.
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