Jiho¢eska univerzita v Ceskych Budgjovicich

Prirodovédecka fakulta

Vyvoj metody pro stanoveni vybranych

aromatickych amint pomoci LC/MS

Bakalatska prace

Adéla Vesela

Skolitelka: Ing. Pavla Fojtikova, Ph.D.

Ceské Budgjovice 2023



Vesela, A., 2023. Vyvoj metody pro stanoveni vybranych aromatickych aminii pomoci
LC/MS. [Development of a method for the determination of selected aromatic amines
by LC/MS. Bc. Thesis, in Czech.] — 50 p., Faculty of Science, University of South Bohemia,
Ceské Budgjovice, Czech Republic.

Anotace

Cigarette butts, which are the subject of this work, are a very common waste that occurs
in nature. Cigarette butts contain a variety of compounds including aromatic amines. Some
of these are carcinogenic. In the bachelor thesis, an LC/MS method was developed
for the determination of six primary aromatic amines. The chromatographic conditions
was first optimized to achieve separation of all six analytes. The chromatographic separation
was performed on a Kinetex Biphenyl column. A suitable mobile phase was selected.
The mobile phase consisted of 0.1 % formic acid, 4 % acetonitrile and 2.5 mM ammonium
acetate in water and 0.1 % formic acid, 50 % acetonitrile and 2.5 mM ammonium acetate
in water (gradient elution). Then the mass detection was optimized to achieve a stable
and intense detector signal. The developed method was finally applied to the analysis

of extracts during the optimization of the extraction process of amines from cigarette butts.
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1 Uvod

Primérni aromatické aminy jsou chemické latky, které obsahuji aminovou funkcni
skupinu pfimo navazanou na aromatické jadro. Nejjednodussi primarni aromaticky amin
je anilin a od této slouceniny jsou odvozeny az stovky dalSich aromatickych amint. Né&které
z téchto latek jsou povazovany za karcinogenni a mohou zplisobovat rakovinu mocového
méchyfe a mocovych cest u ¢lovéka. Aromatické aminy maji velké primyslové vyuziti
pii vyrob¢ barviv a pigmentli, mohou vSak byt obsazeny i v plastovém nadobi ¢i obalech.
Spolu s mnoha dal$imi skodlivymi latkami se nachazeji v cigaretovém kouii. Koufeni cigaret
je v dnesni dob& velmi rozsifené. Skodlivé latky, vzniklé v priibéhu koufeni cigaret,
se uvoliuji do ovzdusi a zpiisobuji kontaminaci Zivotniho prostfedi. Cigaretové nedopalky,
jez jsou predmétem této prace, jsou velmi béznym odpadem, ktery se vyskytuje v ptirod¢.

Cilem této prace bylo zavést metodu pro analyzu vybranych aromatickych amint
pomoci LC/MS. Dil¢imi cili bakalatské prace byl vyvoj, optimalizace a validace analytické
metody. Poté nasledovala optimalizace procesu extrakce aromatickych amind z cigaretovych

nedopalkt a analyza ziskanych extraktli s vyuzitim zavedené metody.



2 Teoreticka Cast
2.1 Aromatické aminy

Koufeni cigaret pfedstavuje obrovskeé riziko, které je velkym tématem po celém svéte.
Cigaretovy kouf obsahuje velké mnozstvi riznych prvki a sloucenin, do roku 2012 jich bylo
identifikovano vice nez 6 000 [1]. Nékteré z latek, které jsou Vv cigaretovém koufi obsazeny,
jsou karcinogenni a mohou mit za nasledek iniciaci procesu karcinogenese [2]. V cigaretovém
koufi miizeme nalézt naptiklad rizné kovy (Al, Fe, Br, Mn), polycyklické aromatické
uhlovodiky (PAU), nitroslou¢eniny, N-nitrosoaminy a rovnéz aromatické aminy, kterymi
se zabyva tato bakalafska prace [3]. Aromatické aminy vzniklé v prib&hu koufeni cigaret
nasledné kontaminuji okolni vzduch a dalsi slozky zivotniho prostredi [4]. V cigaretovém
kouii se z aromatickych aminti vyskytuji predevsim 2,6-dimethylanilin, 2-toluidin, 3-toluidin,
4-toluidin, 1-naftylamin, 2-naftylamin, 3-aminobifenyl, 4-aminobifenyl a o-anisidin [5-8].

Primérni aromatické aminy jsou chemické latky, které obsahuji aminovou funk¢ni
skupinu (-NH.), jez je pfimo vazana na aromatické jadro [9]. Aromatické aminy maji velké
pramyslové vyuziti, vyuZzivaji se pti vyrobé kaucuku, polyuretanu, pesticidi, barviv, pigmenta
a 1é¢iv [10-12]. Také je miZzeme najit v nékterém spotiebnim zbozi, a to napiiklad v barvach
na vlasy ¢i v kuchyiiském nadobi. Jejich dalSim zdrojem je, jak jiz bylo zminéno, tabdkovy
kouft [13].

V mnoha studiich bylo zji§téno, ze aromatické aminy ptisobi jako karcinogeny a vedou
k nadorovym onemocnénim mocového méchyte a mocovych cest u ¢lovéka. Aromatické
aminy mohou s proteiny a DNA vytvaret adukty, zejména pii kyselém pH moci [14-19].
Nekteré z nich jsou hepatotoxické a vyvolavaji methemoglobinemii (anilin a jeho derivaty)
[2, 20]. Mezi karcinogenni latky patfi nitrosaminy, které snadno vznikaji z aromatickych
amint a vyskytuji se v tabakovém koufi, ale i v potravinach [21]. Podle Mezinarodni agentury
pro vyzkum rakoviny (IARC) a Svétové zdravotnické organizace (WHO) je nékolik
aromatickych aminti uvedeno jako zname karcinogeny u lidi [22, 23]. Podle IARC byly
benzidin, 2-toluidin, 4-aminobifenyl a 2-naftylamin uréeny jako karcinogeny skupiny 1,
jako karcinogeny skupiny 2B o-anisidin a 2,6-dimethylanilin a 1-naftylmain jako karcinogen
skupiny 3 [2, 24, 25]. IARC Klasifikuje latky skupiny 1 jako karcinogenni pro ¢loveka, latky
skupiny 2A jako pravdépodobné karcinogenni pro ¢lovéka, 2B jako latky s potencialnim
karcinogennim uc¢inkem pro ¢lovéka a 3 jako latky neklasifikovatelné z hlediska karcinogenity

pro ¢loveéka [25].



V roce 2012 byly 2-toluidin, 1-naftylamin, 2-naftylamin, 4-aminobifenyl, o-anisidin
a 2,6-dimethylanilin pfidany na seznam Skodlivych a potencionalné Skodlivych slozek
V tabakovych vyrobcich a tabakovém kouii americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv
[26].

Stanoveni aromatickych amind ve vzorcich zivotniho prostfedi je obtizné vzhledem
K jejich tendenci podléhat dalsim reakcim. V tabakovém koufi nékteré aromatické aminy
reaguji s dal$imi sloZzkami koute béhem né€kolika sekund [3, 27]. Literatura uvadi, Ze praimérna
koncentrace aromatickych aminti v riznych slozkach tabakového kouie se pro vétSinu
stanovovanych aromatickych aminti pohybovala tadové v jednotkach ¢i desitkach ng/cig,
nejvyssi koncentrace byly publikovany pro anilin a 1-naftylamin, fadoveé stovky ng/cig a o fad

vice u 2-toluidinu [3].

2.2 Vysokoucinna kapalinova chromatografie s hmotnostni

detekci

Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie s hmotnostni detekci (LC/MS) je fyzikalné-
chemicka analyticka metoda, ktera se pouziva pro kvantifikaci, identifikaci latek a K urceni
lze uvést vzorky s environmentalni matrici, biologické tkané a tekutiny [28].
Chromatografické separace ma za ucel rozd¢lit slozky vzorku a hmotnostni detekce nasledné
slozky vzorku identifikovat, a to na zdkladé poméru hmotnosti a naboje (m/z) jejich
produktovych iont, které vznikaji fragmentaci iontd molekulovych [29]. Hmotnostni
spektrometry mohou byt pouzity na identifikaci i kvantifikaci analytti v komplexnich smésich
ruznych sloucenin. Mobilni faze v LC/MS se tcastni i ionizace, tudiz nemohou byt pouzity
klasické mobilni faze pro HPLC. Jako vhodné mobilni faze se vyuZzivaji t€kava rozpoustédla,
obvykle methanol nebo acetonitril, a to ve spojeni s tékavymi aditivy, kterymi mohou byt
napf. kyselina mraven¢i nebo octova a pufry octanu nebo mraven¢anu amonného (koncentrace
aditiv <10 mol/l) [28].

Detekce latek pomoci hmotnostniho spektrometru probiha ve tfech krocich. Jako prvni
dochazi k ionizaci molekul analytt ve vzorku. Tento krok je proveden bud’ za snizeného tlaku
nebo za atmosférického tlaku. Ve druhém kroku dochazi v hmotnostnim analyzatoru
za pritomnosti vakua k rozdéleni iontd, a to na zakladé poméru hmotnosti a naboje (m/z).

Hmotnostni  analyzator také slouzi kurychleni proSlych ionth a fokusaci.



Nakonec je provedena detekce iontl [28]. V detektoru iontd je pfeménovana energie iontl

na elektricky signal, ktery je po digitalizaci zpracovavan.

2.2.1 Optimalizace parametra chromatografické separace

Optimalizace je provadéna, aby byly nastaveny co nejvhodnéjsi parametry,
které ovliviiuji chromatografickou separaci [29]. Separace latek mtze byt ovlivnéna zasahem
do chromatografického sytému, ktery bud’ zméni jeho G¢innost (kineticky aspekt) nebo silu
interakce mezi analytem a sorbentem (termodynamicky aspekt) [30]. Cilem optimalizace
je dosazeni co nejlepsiho rozliseni jednotlivych analyti. Vzdy je snahou co nejkratsi délka
analyzy za soucasné¢ho dodrZeni dostate¢né¢ velkého kapacitniho poméru pro analyt
S nejnizsim retencnim Casem (kapacitni pomér > 2). V prub¢hu optimalizace je diraz kladen
na symetrii piku. Pfi dané koncentraci chceme docilit také co nejvyssiho poméru signalu
analytu k sumu (S/N), aby byla mez detekce (S/N = 3) a mez stanovitelnosti (S/N = 10)
vazané funkcni skupiny, velikost Castic a port nosice a rozméry kolony), sloZeni mobilni faze,

rychlost toku mobilni faze, objem nastiiku vzorku a teplota separace [29].

2.2.2 Optimalizace parametri hmotnostni detekce

Po optimalizaci parametrt chromatografické separace, kterou popisuje kapitola 2.2.1,
jsou ndasledné¢ optimalizovany parametry hmotnostni detekce. Tyto parametry
jsou optimalizovany, kvili nalezeni takové kombinace parametrit hmotnostni detekce, aby byl
zajistén stabilni iontovy zdroj a odezva detektoru byla co nejvyssi. Mezi optimalizované
parametry patii napt: kolizni energie a vybér produktovych iontd, pritok hlavniho a vedlejsiho
zmlzujiciho plynu, teplota transferové trubice, iontova optika nebo maximalni doba plnéni
iontové pasti a pocet mikroskenii. Pokud je pouzita HESI ioniza¢ni technika, tak se mobilni
faze piimo podili na ionizacnim procesu, a slozeni mobilni faze mize nasledné ovlivnit odezvu
detektoru [29, 31].

Hlavni a vedlej$i zmlZujici plyn je vétSinou dusik o €istoté > 99 %. Hlavni zmlZujici
plyn slouzi k zmlZzovani a odpatfovani mobilni faze, ktera vystupuje z kapilary a vstupuje
do prostoru iontového zdroje. Vedlejsi zmlzujici plyn zejména zaostfuje kuzel spreje
a také snizuje vlhkost v iontovém zdroji. Co se tyka transferové trubice, optimalizuje se pouze
jeji teplota a prostupuji ji ionty z iontového zdroje do iontové optiky. Dal§im parametrem
je Kolizni energie, ktera je nutna k fragmentaci molekulového iontu, ze kterého vznika iont

produktovy. [29] Dale je optimalizovana iontova optika a doba plnéni pasti. Vhodnym
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nastavenim iontové optiky, zejména napéti na prstencovych elektrodach (S-lens a F-lens)
je mozné dosahnout optimalniho urychleni a fokusace iontd pied vstupem do hmotnostniho
analyzatoru. S-CoCky jsou umistény piimo za transferovou trubici a F-Cocky na konci iontové
optiky. F-Gocky reguluji rychlost iontl, které leti ziontové optiky do hmotnostniho
analyzatoru [29]. Vhodnym nastavenim doby pInéni pasti 1ze pozitivné ovlivnit pomér signalu
a Sumu, a tedy mez detekce. Optimalni doba plnéni pasti se hleda tak, aby byl soucasné pik

slozen z dostate¢ného poc¢tu bodu a zaroven aby byl dosazen co nejvyssi pomér S/N [31].
2.3 Moznosti stanoveni aromatickych aminti pomoci HPLC/MS

Literarni reSerSe shrnuje piipravu roztokd standardd, parametry chromatografické
separace a hmotnostni detekce. Jednotlivé metody, kterymi se prace inspirovala, se liSily
ptipravou roztoki standardi, pouzitou stacionarni a mobilni fazi, teplotou separace a objemy
nastiiku vzorku. Informace z literarni reSerSe byly shrnuty v Tab. 1.

Publikace se zabyvaly aromatickymi aminy V zivotnim prostiedi (ve vzduchu) [32],
v cigaretovém koufti [33-35], V potravinaiskych obalech a potisténych plastovych saccich
[36], v kuchynském nadobi [24] a v jedné z publikaci byly aromatické aminy stanovovany
v lidské moci [37]. V reSerSovanych publikacich byla vénovana pozornost zejména deseti
aromatickym aminiim, a to 2-toluidinu, 3-toluidinu, 4-toluidinu, 4-aminobifenylu, anilinu,
anisidinu, 1-naftylaminu, 2-naftylaminu, 2,6-dimethylanilinu, 4-chloranilinu a v nékterych
publikacich také dvéma markeriim tabakového koute, a to nikotinu a kotininu [32, 37].

V publikacich byla pouzivana bifenylova stacionarni faze [32, 37] nebo C18
stacionarni faze [33-36, 38] a dale PFP stacionarni faze [24]. Teplota v kolonovém prostoru
se pohybovala v rozmezi 22—-50 °C. Pfi vyuziti hmotnostni detekce byly mobilni faze A
(MFA) i mobilni faze B (MFB) okyseleny kyselinou mravenéi na objemovou koncentraci
0,1% [24, 32, 34-37], vjedné publikaci byla MFA okyselena kyselinou mravenci
na objemovou koncentraci 0,05% a MFB na pH 4,5 [33]. Pii vyuziti UV detekce byl
do mobilni faze pfidan octan amonny 0 koncentraci 10 mM [38]. V mobilnich fazich byla
pouzita voda a dvé organicka rozpoustédla, methanol [32, 36, 37] a acetonitril [24, 33-35, 38].
Kyselina mravenci byla pouZita, jelikoZ méla pozitivni vliv na intenzitu signdlu hmotnostniho
detektoru, separaci aionizaci aromatickych amind, zatimco octan amonny byl obsazen
v mobilni fazi pouze Vv jedné publikaci s pouzitim UV detekce [38], jelikoZz v ostatnich
publikovanych metodach s MS detekci dochazelo ke ztraté signalu [33-35, 37]. Ve vsech
publikacich byla zvolena gradientova eluce. Analyty byly stanovovany s vyuzitim tandemové

hmotnostni spektrometrie ve spojeni s kapalinovou chromatografii, hmotnostni spektrometr
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byl provozovan v rezimu pozitivni ionizace elektrosprejem (ESI) [32—37]. Do piehledu metod
byla zahrnuta jedna aplikace vyuzivajici UV detekci [38]. V Tab. 1 jsou uvedeny meze

detekce, které byly v jednotlivych publikacich zjistény.

Tab. 1: Piehled informaci k vyvoji metody z vybranych publikaci

Kolona MFA MFB Mez detekce Citace
. 0,1 obj. % 0,1 obj. %
(150 fglilﬁ]lr?]PéBS m) K. mravenci, K. mravenci, 0,05—0,96 ng/cig [34]
’ R voda acetonitril
10 10
Poroshell 120 EC-C18 0.1 0bj. % 0.1 0bj. % .
(100 X 3,0 mm, 2.7 um) K. mravenci, K. mravenci, 0,04—0,58 ng/cig [35]
' R voda acetonitril
Ultra BiPh 0,1 obj. % .
’ g 0,1 obj. %
(100 x 2,1 mm, 5 pm) K. mravenci, ’ g _
a ochranna C18 kolona 5 obj. % k'ﬁiiﬁ;ﬁgfl’ 0,025-0,20 ng/ml [37]
(20x 2,2 mm, 5 um) methanol, voda
Ultra BiPh 0,1 obj. % .
’ g 0,1 obj. %
(100 x 2,1 mm, 5 um) k. mravendi, ’ o .
a ochranna C18 kolona 5 obj. % k'ﬂﬁi?\;ﬁgfl’ 0,025-0,5 ng/g [32]
(20x 2,1 mm, 5 um) methanol, voda
0,1 obj. % 0,1 obj. %
Poroshell EC-C18
K. mravenci, K. mravenci, 0,2—10 ng/g [36]
(100x 4,6 mm, 2,7 pm) methanol voda
. 0,05 obj. % k. mravenci, voda
50 ;%'?:r;colfg | mravendi, (pH 4.5) 0,04-0,59 ng/cig | [33]
' P IO R acetonitril
0,1 obj. %
(15P00)r(o;h1e Irln%n202P7FPm) K. mravenci, acetonitril 0,06—0,1 ng/g [24]
’ b voda
10mM
. octan amonny,
(1 Sﬁlzeztei( §¥02%18m) 5 obj. % acetonitril - [38]
’ SO acetonitril,
voda




2.4 Extrakce aromatickych amint

Vlastnimu stanoveni aromatickych aminii pomoci HPLC/MS ptedchazi extrakce
analyt z materidlu, ve kterém maji byt slouCeniny stanoveny. Aromatické aminy byly
extrahovany z prachu [32] nebo z ¢asticové frakce zachycené na filtru pies ktery prochazel
cigaretovy kouf [2, 34, 39], dale byl rovnéZ popsan postup extrakce aromatickych amind
ze vzorkt moci [37].

Extrakce byly provadény do terc-butylmethyletheru ptisobenim ultrazvuku [32, 37],
do okyselené vody kyselinou chlorovodikovou na tfepacce s naslednym vyextrahovanim
do toluenu ¢in-hexanu [2, 39] a zakoncentrovanim na vakuové odparce nebo SPE
precisténim. DalSim extrakénim postupem byla extrakce do okyselené vody piisobenim
ultrazvuku s naslednou upravou pH a SPE extrakci [34]. V pfipad€, ze extrakce byla
provadéna do terc-butylmethyletheru bylo extrakéni ¢inidlo nasledné odpafeno pod dusikem
a vyextrahované¢ latky byly rozpusStény v mobilni fazi. Pro SPE ptecisténi byly pouzity HLB
sorbenty (lipofilni divinylbenzen a hydrofilni N-vinylpyrrolidon) [34] nebo smésné sorbenty
s obsahem siranu hofec¢natého, aminu (PSA), C18 frakce a uhlikovych sazi [2]. Jednotlivé
procesy byly optimalizovany za t¢elem maximalniho zakoncentrovani extrakta pii soucasném

splnéni poZadované vytéZznosti procesu.



3 Experimentalni ¢ast

3.1 Prehled standarda a vnitinich standarda

Stanovanymi latkami v této bakalaiské praci jsou 2-toluidin, benzidin, 1-naftylamin,
2-naftylamin, 3-aminobifenyl a 4-aminobifenyl a jako vnitini standardy v této praci byly
pouzity 2-toluidin-d7, 2-naftylamin-d7 a 4-aminobifenyl-d9. Piehled standardt je uveden

v Tab. 2. a piehled vnitinich standardd v Tab.3. Pro kazdy analyt je uveden nazev,

Vv bakalatské praci pouzité oznaceni, molarni hmotnost a vzorce.

Tab. 2: Piehled standarda

Standard Sumarni Oznaceni M Strukturni vzorec
vzorec [g/mol]
CH,
NH,
2-toluidin C7H9N 2-TOL 107,15 fj
NH,
benzidin C12H12N2 BEN 184,24
H,N
NH,
1-naftylamin C1oHoN 1-NAL 143,19
NH,
2-naftylamin CioHN 2-NAL | 143,19
NH,
3-aminobifenyl C2HuN 3-AMB 169,22 ‘/‘
NH,
4-aminobifenyl C12H11N 4-AMB 169,22




Tab. 3: Piehled vnitinich standarda

Vnitini standard Sumarni Oznacdeni M Strukturni vzorec
vzorec [a/mol]
CD,
D NH,
2-toluidin-d7 CsH2D7N 2-TOL-d7 114,20
2-naftylamin-d7 Ci1oH2D7N 2-NAL-d7 150,23
4-aminobifenyl-d9 C12H2DgN 4-AMB-d9 | 178,28

3.2 Pouzité chemikalie

V préci byly pouZity néasledujici chemikalie:

o Standardy: 2-toluidin — ¢istota 98 % (Sigma Aldrich), 1-naftylamin —

Cistota 98 % (Sigma Aldrich), 2-naftylamin — Cistota 95 % (Sigma Aldrich),
benzidin — ¢istota 98 % (Sigma Aldrich), 3-aminobifenyl — ¢istota 97 % (Sigma

Aldrich), 4-aminobifenyl — Cistota 98 % (Sigma Aldrich)

o Vnitini standardy: 2-toluidin-d7 — ¢cistota 100 % (Toronto Research

Chemicals), 2-naftylamin-d7 — cistota 100 % (Toronto Research Chemicals),

4-aminobifenyl-d9 — ¢istota 100 % (Toronto Research Chemicals)

o Mobilni faze: Acetonitril pro LC-MS (VWR Chemicals), methanol pro LC-MS
(VWR Chemicals), milli-Q voda generovana ptistrojem Smart2Pure 6 UV/UF

(Thermo Scientific), kyselina mravenéi (Fisher chemical), octan amonny

(Sigma Aldrich)
o Rozpoustédla pro extrakce: MTBE (Merck)




3.3 Pouzité pristroje a materialy

V této bakalarské praci byly pouZity pfistroje a materidly uvedené nize:

O

(@)

(@)

Odmérné a laboratorni sklo

Krimpovaci klesté

Krimpovaci vialky s hlinikovym uzdvérem s pryZovym septem, plastové
Spicky, centrifugacni zkumavky, plastové zkumavky

Automaticka pipeta: o objemech 10-100 pl, 100-1000 ul a 1-10 ml
(Eppendorf Research Plus)

Sklenénéd davkovaci stiikacka: o objemech 5, 10, 25, 50, 100, 250 a 500 ul
(Hamilton)

Analytické vahy: MS105DU (Mettler Toledo)

Vyrobnik milli-Q vody: Smart2Pure 6 UV/UF (Thermo Scientific)

Ultrasonic Cleaner USC — THD (VWR)

Centrifuga 3-30 K (Sigma)

Generator dusiku Genius 1022 (Peak Scientific) s termoblokem (Stuart)
Kapalinovy chromatograf UltiMate 3000 (Thermo)

Hmotnostni detektor Velos Pro (Thermo) - linearni iontova past, ionizace
vyhtivanym elektrosprejem

Chromatografické kolona: Kinetex (150 x 3 mm, 2,6 um Biphenyl)
Zpracovani vysledki: Thermo Scientific Xcalibur, Microsoft Excel 365,

Thermo Tune Plus

3.4 Priprava pouzitych roztoki

3.4.1 Mobilni faze

Na zaklad¢ literarni reSerSe, ktera je shrnuta v kapitole 2.3, bylo v prib¢hu

optimalizace metody postupné pouzito pét raznych mobilnich fazi A a mobilnich fazi B,

jejichz slozeni miizeme vidét v Tab. 4.

Jako prvni MFA byla zvolena milli-Q voda s 5 obj. % methanolu, 0,1 obj % kyseliny

mravenci a MFB 0,1 obj. % kyseliny mravenci v methanolu.

Jako druha MFA byla zvolena milli-Q voda, 4 obj. % acetonitrilu, 0,1 obj. % kyseliny

mravenci a MFB milli-Q voda, 50 obj. % acetonitrilu a 0,1 obj. % kyseliny mravenci.
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Jako tfeti MFA byla vybrana milli-Q voda, 4 obj. % acetonitrilu, 0,1 obj. % kyseliny
mraven¢i, 5SmM octan amonny a MFB milli-Q voda, 50 obj. % acetonitrilu, 0,1 obj. %
kyseliny mraven¢i a SmM octan amonny.

Jako ¢tvrta MFA byla vybrana milli-Q voda, 4 obj. % acetonitrilu, 0,1 obj. % kyseliny
mravenci, 2,5mM octan amonny a MFB milli-Q voda, 50 obj. % acetonitrilu, 0,1 obj. %
kyseliny mraven¢i a 2,5mM octan amonny.

Jako posledni MFA Dbyla zvolena milli-Q voda, 4 obj. % acetonitrilu, 0,1 obj. %
kyseliny mraven¢i, 7,5mM octan amonny a MFB milli-Q voda, 50 obj. % acetonitrilu,

0,1 obj. % kyseliny mravenc¢i a 7,5mM octan amonny.

Tab. 4: Slozeni péti mobilnich fazi pouzitych v pribéhu bakalatské prace

Mobilni faze MFA MFB

1 voda, 5 obj. % methanolu, methanol, 0,1 obj. % kyseliny
0,1 obj. % kyseliny mravenci mravenci

2 voda, 4 obj. % acetonitrilu, voda, 50 obj. % acetonitrilu,

0,1 obj. % kyseliny mravenci 0,1 obj. % kyseliny mravenci

voda, 4 obj. % acetonitrilu, voda, 50 obj. % acetonitrilu,
3 0,1 obj. % kyseliny mraven¢i, 0,1 obj. % kyseliny mraven¢i,
5mM octan amonny 5mM octan amonny
voda, 4 obj. % acetonitrilu, voda, 50 obj. % acetonitrilu,
4 0,1 obj. % kyseliny mraven¢i, | 0,1 obj. % kyseliny mraven¢i,
2,5mM octan amonny 2,5mM octan amonny
voda, 4 obj. % acetonitrilu, voda, 50 obj. % acetonitrilu,
5 0,1 obj. % kyseliny mraven¢i, 0,1 obj. % kyseliny mraven¢i,
7,5mM octan amonny 7,5mM octan amonny
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3.4.2 Zasobni roztoky standardi

Zasobni roztoky vSech standardli byly pfipraveny piesnym navazenim standardu
do 5ml odmérné banky a jako rozpoustédlo byl pouzit acetonitril. Piipravu jednotlivych
zasobnich roztok standardii mizeme vidét v Tab. 5, kde jsou uvedeny presné navazky, Cistota
a hmotnostni koncentrace.

Po ptipravé vSech zasobnich roztoka byly roztoky rozpipetovany vzdy do dvou Sml
plastovych zkumavek a uchovany v boxu pii teploté -85 °C. Pro piimou infuzi a infuzi
do proudu MF byly nasledné pomoci fedéni milli-Q vodou zasobnich roztokt standardd
pfipraveny nové roztoky a koncentraci 100 mg/l. Tyto roztoky byly nasledné opakované

fedény, vzdy 10x, za ucelem zjisténi meze detekce pro jednotlivé analyty.

Tab. 5: Piiprava zasobnich roztokd standarda

Nazev Oznaceni | Cistota | Rozpoustédlo \Y/ m c

[%0] (1 | [mg] | [mg/l]
2-toluidin 0-TOL 98 acetonitril 0,005 | 5,10 | 1041
benzidin BEN 98 acetonitril 0,005 | 551 | 1124
1-naftylamin 1-NAL 98 acetonitril 0,005 | 5,03 | 1027
2-naftylamin 2-NAL 95 acetonitril 0,005 | 5,11 | 1076
3-aminobifenyl | 3-AMB 97 acetonitril 0,005 | 5,01 | 1033
4-aminobifenyl 4-AMB 98 acetonitril 0,005 | 5,03 | 1027

3.4.3 Zasobni roztoky vnitinich standardi

Zasobni roztoky vnitinich standardt byly pfipraveny az po zavedeni metody, tedy
po optimalizaci chromatografické separace a parametrd hmotnostni detekce. Jednotlivé
roztoky pfiblizné o koncentraci 1000 mg/l byly ptipraveny navazenim asi 5 mg vnitiniho
standardu na analytickych vahach, navazka byla rozpusténa v acetonitrilu a kvantitativné
pievedena do 5ml odmérné baiiky a doplnéna po rysku.

Po ptipravé zasobniho roztoku 2-toluidinu-d7, 2-naftylaminu-d7, 4-aminobifenylu-d9
byly tyto roztoky rozpipetovany do Sml plastovych zkumavek a uchovany v boxu pfi teploté
-85 °C. Na infuzi do proudu mobilni faze byly vytvotfeny nové roztoky nafedénim zasobnich

roztoku na piibliznou koncentraci 100 mg/l pomoci MFA.
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3.4.4 Priprava kalibracnich roztoku

Pii kalibraci bylo pfipraveno jedenact kalibracnich tUrovni, které byly za tucelem
validace metody piipraveny ve ¢tyfech nezavislych opakovanich. Pro pfipravu kalibracnich
roztokl musel byt pfipraven smesny pracovni roztok standardii a smésny pracovni roztok
vnitinich standardd. Pracovni roztok standardd byl pfipraven do 25ml odmérné banky
a koncentrace standardl v pracovnim roztoku byla 10 mg/l az na benzidin, jehoz koncentrace
byla 1 mg/l, jako rozpoustédlo byla pouzita MFA. Volba koncentrace vychazela z vysledkt
prvnich méfeni. Pracovni roztok vnitinich standardii byl pfipraven do Sml odmérné banky tak,
aby vSechny ptidané analyty mély koncentraci 50 mg/l kromé 2-naftylaminu-d7, ktery mél
koncentraci 300 mg/l. Koncentrace tohoto analytu byla zvolena vys$$i na zaklad¢ piedchozich
méfeni. Odmérna baiika po pfidani spravnych objemi vnitinich standardti byla doplnéna
po rysku MFA.

Po pfipravé pracovnich roztokd bylo mozné pfipravit kalibra¢ni roztoky. Ty byly
piipraveny do vialek. Nejprve byla do vialek divkovana MFA pomoci automatické pipety,
poté pracovni roztok vnitinich standardi pomoci sklenéné stiikacky Hamilton a jako posledni
pracovni roztok standardii pomoci sklenéné stiikacky Hamilton, ale i pomoci automatické
pipety na zéklad¢ velikosti pfidavaného objemu. Kromé jedenacti kalibracnich roztokli byla
jesté pripravena vialka pouze s MFA a vialka bez pracovniho roztoku standardu, tedy vialka
kterd obsahovala MFA a pracovni roztok vnitinich standardi. Na konci bylo vSech tfinact
vialek zakrimpovano hlinikovym vickem a promichano. Jednotlivé koncentraéni trovné

a pridavané objemy do jednotlivych vialek mizeme vidét v Tab. 6.
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Tab. 6: Ptiprava kalibrac¢nich roztoku

Kalibra¢ni | Vst-mix | Vvs-mix | VMFA | Vcelk CsT CBEN Cvs | C2-NAL-d7
urovné [ul] [ul] [ul] | [wl] | [mg/l] | [mg/l] | [mg/l] | [mg/l]

1 2,5 100 897,5 0,0250 | 0,00250 5 30

2 5 100 895 0,0500 | 0,00500 5 30

3 10 100 890 0,100 | 0,0100 5 30

4 25 100 875 0,250 | 0,0250 5 30

5 50 100 850 0,500 | 0,0500 5 30

6 100 100 800 1,00 0,100 5 30

7 175 100 725 | 1000 | 1,75 0,175 5 30

8 250 100 650 2,50 0,250 5 30

9 500 100 400 5,00 0,500 5 30
10 700 100 200 7,00 0,700 5 30
11 900 100 0 9,00 0,900 5 30
MFA 0 0 1000 0 0 0 0
VS 0 100 900 0 0 5 30

3.5 Extrakce amint z cigaretovych nedopalki

V této praci byly pouzity Cerstvé cigaretové nedopalky znacky Marlboro. Postup
extrakce byl proveden podle diive publikovaného postupu, kde byly aromatické aminy
zkoumany v prachu [32]. Cely proces extrakce je znazornén na Obr. 1, obrazky byly pievzaty
a upraveny od dodavatelti danych materialii. Nejprve byly pfipraveny tfi Erlenmeyrovy banky
a do kazdé z nich bylo vlozeno pét zvazenych cigaretovych nedopalki. Do kazdé banky bylo
piidano 20 ml rozpoustédla MTBE. Dale byla pfipravena jedna Erlenmeyrova batika pouze
s 20 ml MTBE. Do vSech ¢tyt ban¢k bylo nasledné ptidano 30 pl ptipravené¢ho roztoku
vnitinich standardi o koncentraci 50 mg/l (2-naftylamin-d7 o koncentraci 300 mg/l). Nakonec
byla pfipravena posledni pata banka pouze s 20 ml MTBE. Extrakce probihala po dobu
30 minut ultrazvukem pii 22 °C. Poté byly extrakty z ban¢k pomoci automatické pipety
prepipetovany do péti plastovych zkumavek. Do tfech Erlenmeyrovych banék s cigaretovymi
nedopalky bylo znovu piidano 10 ml rozpoustédla MTBE a byla provedena reextrakce
ultrazvukem po dobu 30 minut pii 22 °C. Oba podily extraktd z nedopalki byly spojeny
a odstftedovany 10 minut pii 11 000x g. Supernatant byl odpipetovan do péti novych
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plastovych zkumavek a do kazdé bylo ptidano 15 ul HCI o koncentraci 0,25 mol/l. Extrakty
byly nasledn¢ odpafeny do sucha dusikem a po odpateni bylo do kazdé zkumavky piidano
200 ul MFA. Obsah zkumavek byl piiblizné 30 s vortexovan, piepipetovan do 1,5ml
eppendorfky a centrifugovan po dobu 15 minut pii 29 700x g. Nakonec byl supernatant
z kazdé plastové zkumavky piepipetovan do sklenéné vialky a analyzovan. V Tab. 7 mizeme

vidét jednotlivé navazky cigaretovych nedopalkli a mnozstvi rozpoustédla MTBE a roztoku

vnitinich standardu.

20 ml MTBE 20 ml MTBE + 30 pl VS
<, 20ml MTBE 430l VS +5 cig. nedopalku

—_— / / _—
“;M zvazeno 5 cig. N ultrazvuk, 22 °C
- = L | 3X
) nedopalkd &“@ . \ /.m \ po dobu 30 minut
—— ‘;- 2
| . 8|
+ 15 pl HCI
7 (c=0,25 mol/l) :»\‘:
» ¥ _—
centrifugace, . ‘ stjpernatanjc . odpareni dusikem L"""ﬁf‘ +200 ul MFA
11 000x g/10 minut prepipetovan do sucha _\_7
i @
e\ el I
vortex, centrifugace, Supematant analyza
prepipetovani 29 700x g/15 minut prepipetovan

Obr. 1: Extrak¢ni postup
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Tab. 7: Jednotlivé navazky cigaretovych nedopalki

Erlenmeyrova | Hmotnost nedopalku MTBE Roztok VS
baiika [a] [mi] (1]
1 2,399 30 30
2 1,972 30 30
3 1,772 30 30
4 X 20 30
) X 20 X

Pied provedenim extrakce srealnymi vzorky byla je$té provedena extrakce
bez realného vzorku, ktery byl nahrazen pfipravenym roztokem standardi. Extrakce byla
provedena uplné stejnym zpiisobem, jen misto tiech Erlenmeyrovych ban€k s cigaretovymi
nedopalky bylo pfipraveno devét ban¢k s 20 ml MTBE, 30 pl roztoku vnitinich standardt
o koncentraci 50 mg/l (2-NAL-d7 o koncentraci 300 mg/l) a 75 ul roztoku standardd
o0 koncentraci 10 mg/l (BEN o koncentraci 1 mg/l). Tato extrakce byla provedena, aby bylo
ovéteno, ze béhem extrakce nedochdzi ke ztraté jednotlivych analytli. Na zaklad¢ vybraného
postupu extrakce bez redlného vzorku byla vypoltena spravnost a piesnost. Spravnost
vyjadfuje miru t€snosti mezi skutecnou hodnotou a vysledkem méteni dané veliCiny a pfesnost

miru tésnosti mezi vzajemné nezavislymi vysledky analyzy, které byly ziskany za predem

specifikovanych podminek [30].
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4 Vysledky a diskuze

Tato kapitola se vé€nuje popisu a zhodnoceni vyvoje a validace analytické metody
pro stanoveni aromatickych amint. Cilem optimalizace metody bylo najit ty nejlepsi
podminky pro chromatografickou separaci a naslednou detekci analyzovanych latek.
Optimalizace byla provadéna na koloné Kinetex-Biphenyl pii teplot¢ 25 °C [32, 37, 38].
Slozeni mobilnich fazi vychazelo z literarni reSerSe. Teplota kolonového prostoru a moznost
pouziti octanu amonného jako aditiva byly zvoleny na zéklad¢ vysledkl jest¢ neobhajované
diplomové prace studentky Piirodovédecké fakulty Anezky Vancurové, zabyvajici se rovnéz
analyzou aromatickych amint pomoci HPLC. Pti optimalizaci podminek MS detekce je tieba
v analyzovanych vzorcich nebo vykazuje nejvyssi mez detekce. V pfipad¢ zavadéné metody
Slo 0 2-toluidin. Béhem optimalizace byly ziskané parametry porovnavany s dosud
publikovanymi daty. Po validaci vysledné analytické metody byla metoda pouZita k analyze

realnych vzorkil vybranych aromatickych amint.
4.1 Prima infuze

Nejprve byla provedena pfima infuze roztokt jednotlivych standardii o koncentraci
100 mg/l do detektoru. Infuze vnitinich standardt o koncentraci 100 mg/l byla provedena
az po optimalizaci metody, a to do proudu zvolené mobilni faze, ktera byla v poméru MFA
aMFB 1:1. U jednotlivych analyti byla urena pozitivni nebo negativni ionizace
a zaznamendna hmotnostni spektra. Na zaklad¢ fragmentace jednotlivych molekulovych ionti
byly vybrany produktové ionty kazdého analytu podle maximalni odezvy detektoru.
Pro vSechny analyty byla vybrana pozitivni ionizace. Vybrané MRM ptechody na zdkladé¢
naméfenych hmotnostnich spekter a produktové ionty byly srovnany s fragmentovymi ionty
Vv publikacich, u vSech analytl se zjisténé tidaje shodovaly [2, 34, 37]. Vysledky jsou shrnuty
v Tab. 8.
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Tab. 8: Molekulové a produktové ionty jednotlivych analyti

Analyt Mol_ekulovy Proc_iuktovy Vybrany
iont ont produktovy iont
[m/z] [m/z] [m/z]
2-TOL 108 91 93 X 93
BEN 185 168 X X 168
1-NAL 144 117 126 127 117
2-NAL 144 117 127 128 117
3-AMB 170 143 153 155 153
4-AMB 170 143 153 155 153
2-TOL-d7 115 97 X X 97
2-NAL-d7 151 123 132 X 123
4-AMB-d9 179 151 160 X 160

4.2 Infuze do proudu mobilni faze

Pro vytvofeni prvni metody hmotnostni detekce bylo potieba provést optimalizaci
iontové optiky a zjistit kolizni energii u kazdého standardu. Hodnoty napéti na S- a F-Cockach
a kolizni energie byly zjistény infuzi roztoku standard o koncentraci 100 mg/l do proudu
mobilni faze. Slozeni mobilni fdze bylo zvoleno dle publikaci, které jsou uvedeny
v kapitole 2.3. Jako MFA byla pouzita milli-Q voda, 5 obj. % methanolu a 0,1 obj. % kyseliny
mravencia jako MFB methanol a 0,1 obj. % kyseliny mravenci [32, 37]. Pomér mobilnich fazi
byl 1:1, pratok 0,4 ml/min. Ziskané parametry byly nasledné vyuzity v MS metod¢ pouzité

Vv prub¢hu optimalizace slozeni mobilni faze.
4.3 Optimalizace sloZeni mobilni faze

Béhem optimalizace metody bylo pouzito celkem pét riznych mobilnich fazi,
k analyze byl pouzit smésny roztok standardi o koncentraci 100 mg/l. Pii vybéru mobilni faze
byl sledovan kapacitni pomér, intenzita signalu a symetrie piku pro jednotlivé analyty, kvalita
separace, symetrie piku a délka analyzy u kazdého slozeni mobilni faze. Pritok byl nastaven
na 0,6 ml/min pii nastiiku roztokt standarda 5 pl.

Pét rtiznych slozeni mobilnich fazi muzeme vidét v Tab. 4. SloZeni prvnich dvou

mobilnich fazi nebylo vhodné, separace izomera byla nedokonala, symetrie pikd hodnocena
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na zaklad¢ faktoru asymetrie nebyla pfijatelnd, piky frontovaly a chvostovaly. Pfi zméné
organické mobilni fdze z methanolu na acetonitril nebyl pozorovan vyrazny vliv na hodnocené
faktory chromatografie. ZlepSeni parametrii separace bylo dosazeno piidavkem octanu
amonného do mobilni faze [38]. Podle publikaci mravenc¢an nebo octan amonny v mobilni fazi
snizuje intenzitu signalu [33-35, 37], v této bakalarské praci ale ptidani octanu amonného
pomohlo separaci izomeri. Obsah octanu amonného VvV mobilni fazi byl optimalizovan
vV rozmezi 2,5-7,5 mM (mobilni faze 3-5, Tab. 4). Na zaklad¢ prubéhu separace, plochy
a intenzity pikl, poméru intenzity signalu a Sumu a symetrie pika byla vybrana jako optimalni
pro 2-toluidin, vySel 2. Vyssi koncentrace octanu amonného (7,5 mM, MFAs a MFBs) vedla
ke koeluci izomernich slou¢enin (3- a 4-aminobifenylt). Pokud byl do mobilni faze pfidan
octan amonny o koncentraci 5 mM (MFAsz a MFB3), separace izomeru byla pfijatelna
a kapacitni pomér pro toluidin mél hodnotu 2,4. Vzhledem k intenzité signalu, ktera byla lepsi
u koncentrace 2,5 mM, byla zvolena niz$i koncentrace octanu amonného. Negativni vliv vyssi
koncentrace octanu amonného na intenzitu signalu je v souladu s literaturou [37]. Byl rovnéz
optimalizovan gradient. Pfi skokovém gradientu byl pomér mobilnich fazi skokové zménén
ve tieti minuté z 0 % na 50 % MFB. Linearni gradient rostl od zac¢atku analyzy az do Sestnacté
minuty postupné z 0 % na 100 % MFB. Kazd4 metoda kon¢ila proplachem kolony 100% MFB
(3 min) a stabilizaci slozeni MF pied dalsi analyzou. Byl zvolen gradient skokovy, pfi pouziti
linedrniho gradientu nebylo dosazeno optimalni separace izomeri (3- a 4-aminobifenyli).

Na zakladé gradientu se poté naslednd optimalizace délala do poméru MFA4 a MFB4 1:1.
4.4 Optimalizace hmotnostni detekce

Po optimalizaci slozeni a gradientu mobilni faze byla provedena optimalizace
hmotnostni detekce s vybranou mobilni fazi (MFAs — 4 obj. % acetonitrilu, 0,1 obj. %
kyseliny mravenéi, 2,5mM octan amonny, milli-Q voda, MFB4 — 50 obj. % acetonitrilu,
0,1 obj. % kyseliny mravenéi, 2,5mM octan amonny a milli-Q voda). Pritok byl nastaven
na 0,6 ml/min a pomér MFA a MFB byl na zaklad¢ gradientu zvolen 1:1. Pro optimalizaci
parametri hmotnostni detekce byl pouzit smésny roztok standardia o koncentraci 50 mg/I

a roztoky vnitinich standardii o koncentraci 100 mg/I.
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4.4.1 Optimalizace podminek elektrospreje

Optimalizace podminek elektrospreje byla provedena infuzi kritického analytu,
piipadé této prace se jednalo 0 2-toluidin, ktery mél nejnizsi intenzitu signalu, resp. pomér
signalu a sumu. Byla optimalizovana teplota na HESI kapilare v rozsahu 300—400 °C, napéti
na kapilafe vrozsahu 2—4 kV, prutok hlavniho zmlzujiciho plynu v rozsahu 50—70 arb
a vedlejsiho zmlzujiciho plynu vrozsahu 15-25 arb. Hodnotici kritérium pii vybéru
jednotlivych parametri byla stabilita signdlu a intenzita odezvy hmotnostniho detektoru.
Potadi a rozsah optimalizace jednotlivych parametrii jsou uvedeny v Tab. 9 v poslednim
sloupci. Teplota transferové trubice byla zvolena na 350 °C.

Jako optimalni teplota na HESI kapilafe byla vybrana hodnota 350 "C. Pii teploté
300 °C byla intenzita signalu nizsi, pii teplot¢ 400 °C byla nizsi stabilita signalu. Pii teploté
na HESI kapiladfe 350 °C bylo nasledné optimalizovano vloZené napéti, jako optimalni
z hlediska stability a intenzity odezvy byla vybrana hodnota 3,5 V. Nasledné byl obdobnym
zpusobem optimalizovan 1 pratok plynu. Pro vytvofeni vysledné analytické metody byly

zvoleny hodnoty pratoki 50, resp. 20 arb. pro hlavni, resp. vedlejsi zmlzujici plyn.

Tab. 9: Vysledky optimalizace podminek elektrospreje

Optimalizované parametry Optimalizované hodnoty Vybrané
hodnoty
Teplota na HESI kapilaie 300 °C 350 °C 400 °C 350 °C
Napéti na kapiléte 2-4 kV (zjistovani po 0,25 kV) 3,5 kV
Pratok hlavniho zmlzujiciho plynu 50 arb. 60 arb. 70 arb. 50 arb.
Pritok vedlejsiho zmlzujiciho plynu 15 arb. 20 arb. 25 arb. 20 arb.

4.4.2 Optimalizace iontové optiky a kolizni energie

Optimalizace iontové optiky zahrnovala optimalizaci plochych prstencovych elektrod,
tedy S- a F-Cocek (S- a F-lens). Tato optimalizace byla provadéna pro vSechny analyty,
pro vytvoreni vysledné MS metody byly pouzity pro S- a F-lens hodnoty ziskané pro Kriticky
analyt, 2-toluidin. Optimalizace kolizni energie byla provedena tak, aby byla pro kazdy analyt
zajisténa optimalni mira fragmentace molekulového iontu na vybrany produktovy iont.
U kazdého analytu byla vybrana takova hodnota kolizni energie, u které byla nejvétsi odezva

detektoru. Pro kazdy analyt bylo méfeni napéti S-lens a F-lens, a hodnoty kolizni energie
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provedeno tiikrat a poté byla ur¢ena vysledna hodnota na zaklad¢ aritmetického priméru tii
naméienych hodnot. Vysledky této optimalizace mizeme vidét v Tab. 10. Mira fragmentace
molekulovych iontl jednotlivych analyti byla nasledné¢ v pribéhu vyuzivani analytické
metody pravideln¢ kontrolovana. Pokud bylo zaznamenano sniZeni u¢innosti fragmentace
iontu molekulového na produktové ionty, byla hodnota normalizované kolizni energie znovu

optimalizovana.

Tab. 10: Vysledky optimalizace iontové optiky a kolizni energie

Produktovy iont S-lens | Primér | F-lens | Primér | Kolizni | Pramér
(analyt) [V] [V] V] V] energie [9%6]
[%0]

68 -8 25

93 (2-TOL) 68 68 -8 -8 35 30
69 -8 31
69 -8 32

168 (BEN) 67 67 -8 -8 34 32
66 -8 31
67 -8 28

117 (1-NAL, 2-NAL) 69 68 -8 -8 29 29
69 -8 29
69 -8,5 30

153 (3-AMB, 4-AMB) 67 67 -8,5 -8,5 32 31
65 -8,5 31
67 -8 32

97 (2-TOL-d7) 69 68 -8 -8 23 26
69 -8 23
69 -8 24

123 (2-NAL-d7) 63 67 -8 -8 27 25
69 -8 25
69 -7,5 29

160 (4-AMB-d9) 62 67 -7,5 -7,5 30 29
69 -7,5 29
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4.4.3 Optimalizace objemu a koncentrace nastiiku a doby plnéni pasti

Pied validaci vysledné metody byl jesté optimalizovan objem nastiiku, koncentrace
smésného roztoku standardt a doba plnéni pasti neboli maximalni doba, kdy je past oteviena
a plni se ionty. Nejprve byl optimalizovan objem nastiiku v rozsahu 525 pl pii koncentraci
smésného roztoku standardt 50 mg/l. V pribéhu piedchozi ¢asti prace objem nastiiku Cinil
5 ul. P#i nastiiku 10-25 pl piky analytt 2-toluidinu, 3-aminobifenylu a 4-aminobifenylu
chvostovaly. Faktor asymetrie byl vy$si nez doporu¢ena maximalni hodnota 2 [28]. Nastiik
25 ul byl ovéfovan pii nizsi koncentraci smésného roztoku standarda (5 mg/l). Pii této
koncentraci analytt uz nedochazelo k vyraznému chvostovani pikt. Pouze pro pik 2-toluidinu
meze stanovitelnosti byl zvolen objem néstiiku 25 pl.

Dale byla optimalizovana doba plnéni pasti, ktera do této doby ¢inila 100 ms. Bylo
vybirano mezi hodnotami 100, 250 a 500 ms na zéklad€ poctu bodl na pik, vysledky mizeme
vidét v Tab. 11. Optimalni pocet bodi na pik je 1525, pokud je pocet velky, je vhodné zvysit
dobu plnéni pasti, coz miiZze nasledné vést ke snizeni meze detekce. Doba plnéni pasti byla
optimalizovana pro nastiik 25 ul a koncentraci smésného roztoku standarda 0,05 mg/l.
Pro vyslednou analytickou metodu byla vybrana hodnota 500 ms, pocet bodi na pik
se pohyboval v rozmezi 12—32. V piipad¢ benzidinu byl pocet bodi na pik pouze 12,
ale jak vyplyva z naméfenych hodnot, nebylo mozné tento parametr ovlivnit dobou plnéni
pasti. Pii dobé pInéni pasti 500 ms byl pomér S/N pro vSechny analyty vyssi nez v piipadé
kratsi doby plnéni pasti, tj. 100 ms, resp. 250 ms.
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Tab. 11: Po¢ty bodi na pik pro jednotlivé analyty

Doba plnéni pasti
Analyt
100 ms 250 ms 500 ms
Pocet bodt na pik 30 24 20
2-TOL
S/N 8 11 15
Pocet bodti na pik 12 12 12
BEN
S/N 186 169 213
Pocet bodi na pik 34 30 28
1-NAL
S/N 4 6 11
Pocet bodii na pik 24 22 22
2-NAL
S/N 7 10 14
Pocet bodi na pik 35 35 32
3-AMB
SIN 7 7 12
Pocet bodi na pik 35 35 30
4-AMB
S/N 5 5 10

od které byly nasledné piipraveny kalibra¢ni roztoky. Koncentrace byla vybirana na zakladé
intenzity signalu, resp. poméru signalu a sumu. Bylo rozhodovano mezi hodnotami 50, 5, 0,5,
0,05, 0,005 mg/1 pfti jiz vybraném objemu nastiiku 25 pl. Na zaklad¢ vysledka téchto analyz

byl koncentra¢ni rozsah analytt 2-toluidin, 1- a 2-naftylamin, 3- a 4- aminobifenyl pro validaci

cvwr

metody zvolen 0,025—9 mg/l, pro benzidin 0,0025-0,9 mg/I.
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4.5 Vysledna analyticka metoda

Po pfimé infuzi, infuzi do proudu mobilni faze, optimalizaci sloZzeni mobilni faze

a optimalizaci hmotnostni detekce byla vytvofena vysledna analyticka metoda. Veskeré

parametry jsou shrnuty v této kapitole.

Optimalizované podminky chromatografické separace:

(@)

O

(@)

(@)

(@)

Kolona: Kinetex (150 x 3 mm, 2,6 pm Biphenyl)
Teplota v kolonovém prostoru: 25 °C

Objem nastiiku: 25 pl

Pritok mobilni faze: 0,6 ml/min

Celkova doba analyzy: 21 minut

Vysledné sloZeni mobilni faze:

O

MFA: 4 obj. % acetonitrilu, 0,1 obj. % kyseliny mravenc¢i, 2,5mM octan
amonny a milli-Q voda

MFB: 50 obj. % acetonitrilu, 0,1 obj. % kyseliny mravenci, 2,5mM octan
amonny a milli-Q voda

Skokovy gradient: 0—2 min: 100 % MFA, 2—3 min: 100-50 % MFA,

3—10 min: 50 % MFA, 10—11 min: 50-0 % MFA, 11-14 min: 0 % MFA,
14-15 min: 0—100 % MFA, 15-21 min: 100 % MFA

Optimalizace hmotnostni detekce:

O

O

(@)

Teplota na kapilare: 350 °C

Teplota transferové trubice: 350 °C

Napéti na kapilare: 3,5 kV

Pratok hlavniho zmlzujiciho plynu: 50 arb.
Pratok vedlejsiho zmlZzujiciho plynu: 20 arb.
S-lens: 68 V

F-lens: -8 V

Normalizovana kolizni energie: 30 %

Doba plnéni pasti: 500 ms
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Produktové ionty pro kvantifikaci [m/z]:
o 2-TOL:93
o 1-NAL, 2-NAL: 117
o BEN: 168
o 3-AMB, 4-AMB: 153
o 2-TOL-d7:97
o 2-NAL-d7: 123
o 4-AMB-d9: 160

3,7
2-TOL \
BEN 4,2

2-NAL,1-NAL 6.3 [

100+

1004
1 3-AMB, 4-AMB 93 .97

2-TOL-d7 JQS_,
2-NAL-d7 161
4-AMB-d9 1 9:2

R g R e A T
0 1 2 3 4 i 6 7 § 9 10 "

Retencni ¢as [min]

100+

Relativni intenzita signalu [%]

Obr. 2: Vysledny chromatogram s uvedenymi retenénimi Casy (nastfik 25 ul, koncentrace
smésného roztoku ST 2,5 mg/l (BEN 0,025 mg/1), koncentrace smésného roztoku VS 5 mg/I
(2-NAL-d7 30 mg/l)

4.6 Validace analytické metody

Pot¢ co byla dokoncena optimalizace metody, mohla byt provedena validace
analytické metody. Validace byla provedena, aby byl uren koncentra¢ni rozsah metody
a také proto, aby mohla byt prokdzana vhodnost analytické metody pro stanoveni vybranych
aromatickych amind pomoci LC/MS. Béhem validace byla zjiStovana mez detekce,
mez stanovitelnosti, rozsah metody, linearita, spravnost a pfesnost.

Nejprve byla analyzovana ftada kalibracnich roztokd ve <¢&tyfech nezavislych
opakovanich vrozsahu 0,025-9 mg/l, resp. 0,0025-0,9 mg/l (benzidin). Byl zjistén
koncentraéni rozsah jednotlivych analytt a vybran vhodny vnitini standard
ke kazdému analytu. Také byla zjisténa mez detekce a mez stanovitelnosti metody.

Tyto parametry byly zjistény na zédkladé poméru signalu k Sumu (S/N). Spravnost a pfesnost
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metody byly urCeny jednak na zaklad¢ analyzy kalibra¢nich roztok a na zakladé analyz

extraktii s obohacovacim roztokem. Podklady k validaci metody jsou uvedeny v Piiloze A—K.

4.6.1 Rozsah metody

Rozsah metody byl zjistén na zaklad¢ vysledkii analyzy série kalibracnich roztokt
ve ¢tyfech nezavislych opakovanich. Pro vSechny analyty byla u kazdého kalibraéniho roztoku
vypoctena diference, coz je rozdil mezi teoretickou a naméfenou hodnotou vyjadieny
v procentech. Na zaklad¢ takto vypoétenych diferenci byl u kazdého analytu urcen
koncentra¢ni rozsah, ktery mizeme vidét v Tab. 12. Pro hodnoceni byla pouzita pravidla
FDA, podle kterych maximalni hodnoty diference teoretické a namétené hodnoty koncentrace
body do 15 % [26]. Protoze obsah analyti v extraktech pravdépodobné nebude vysoky,
byl pii vybéru koncentra¢niho rozsahu pro jednotlivé analyty kladen vétsi diiraz na dosazeni
vyhodnoceného rozsahu metody byl pro kazdy analyt proveden i vybér optimalniho vnitiniho
standardu.

Koncentrace jednotlivych analytd, které lze stanovovat pomoci metody zavedené
Vv této bakalarské praci, jsou o jeden az tfi fady vyssi nez v dosud publikovanych metodach
[24, 32-37]. Tento vysledek lze vysvétlit tim, Ze v této bakalaiské praci byla pouzita linearni
iontova past. Ve zminénych publikacich byl jako hmotnostni analyzator pouzit trojity

kvadrupdl.
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Tab. 12: Koncentra¢ni rozsahy jednotlivych analyt

Analyt Vniti'ni standard Koncentra¢ni rozsah
[mg/l]
2-TOL 2-TOL-d7 0,05-2,5
BEN 2-TOL-d7 0,005-0,5
2-NAL-d7 0,025-0,7
2-TOL-d7 0,1-5
1-NAL 2-NAL-d7 0,25-7
4-AMB-d9 0,1-9
2-TOL-d7 0,25-9
2-NAL 2-NAL-d7 0,257
4-AMB-d9 0,1-5
3-AMB 4-AMB-d9 0,1-7
4-AMB 4-AMB-d9 0,05-2,5

Podminky diference byly zcela splnény pro 2-toluidin. U ostatnich analytt byly
diference u nékterych kalibra¢nich bodu pro jedno ze ¢tyt opakovani vyssi, jak mizeme vidét
v Pfiloze B—K. Pro benzidin byla diference vys$§i u obou vnitinich standardi v jednom
z opakovani u dvou kalibraénich bodt. Pro l-naftylamin byla diference vy$si v jednom
z opakovani u dvou kalibra¢nich bodi, pokud byl 4-aminobifenyl-d9 pouzit jako vnitini
standard. Pro 2-naftylamin byla diference vyssi v jednom z opakovani u jednoho kalibra¢niho
bodu, pokud byl pouzit jako vnitini standard 2-toluidin-d7 a u dvou kalibra¢nich bodi, pokud
byl jako vnitini standard pouzit 2-naftylamin-d7. Diference byla také vyssi v jednom
z opakovani u jednoho kalibraéniho bodu pro 3-aminobifenyl a v jednom z opakovani u dvou
kalibra¢nich boda pro 4-aminobifenyl. Pro 2-toluidin byl rozsah metody stanoven v rozmezi
0,05-2,5 mg/l, pro benzidin byl jako vnitini standard vybran 2-toluidin-d7 a koncentracni
rozsah stanoven v rozmezi 0,005-0,5 mg/l. U ostatnich analyt kritéria pfijatelnosti vysla 1épe
s pouzitim 4-aminobifenylu-d9 jako wvnitiniho standardu. Pro 2-naftylamin byl stanoven
rozsah metody 0,1-5mg/l, 0,1-9 mg/l pro 1-naftylamin, pro 3-aminobifenyl 0,1-7 mg/I
a pro 4-aminobifenyl 0,05-2,5 mg/l. Pfedpokladalo se, Ze 2-naftylamin-d7 bude vhodnym
vnitinim standardem pro 1-naftylamin a 2-naftylamin. V pribéhu vSech méteni byla vSak
pro tento vnitini standard pomérné slaba odezva detektoru a mald intenzita signalu. V Kalibraci

mél tento vnitini standard 6X vysSi koncentraci nez ostatni vnitini standardy. Parametry
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odezvy detektoru pro 2-naftylamin-d7 se nezlepsily ani s vy$si mirou fragmentace zvysenim
normalizované kolizni energie.

Linearita byla hodnocena rovnéZ na zdkladé hodnoty koeficientu determinace.
Koeficient determinace by mél byt > 0,9800 [40]. Hodnoty koeficientu determinace
pro jednotlivé analyty v koncentra¢nich rozsazich vybranych na zaklad¢ diferenci (Tab. 12)
vychazely v rozsahu 0,9805-0,9951. Nejnizsi hodnota 0,9805 byla ziskana pro BEN, jako
vnitini standard byl pouzit 2-NAL-d7 a nejvyssi 0,9951 pro 3-AMB s pouzitim 4-AMB-d9
jako vnitfniho standardu. Hodnoty jsou uvedeny v Ptiloze L. Pro vSechny analyty bylo

splnéno kritérium pftijatelnosti.

4.6.2 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Vyhodnocenim poméru signalu a Sumu (S/N) byla zjisténa instrumentalni mez detekce
a mez stanovitelnosti. Mez detekce (LOD) je stanovena jako koncentrace, pro kterou
je analyticky signal odlisny od Sumu. Mez stanovitelnosti (LOQ) muize byt popsana
jako koncentrace, kdy nam spravnost a ptesnost stanoveni dovoli kvantitativné vyhodnocovat
[30]. Hodnoty S/N, které byly pouzity pro vypocet meze detekce a meze stanovitelnosti jsou
uvedeny v piiloze A. Mez detekce byla wurCena v rozsahu 0,000075-0,017 mg/I
a mez stanovitelnosti v rozsahu 0,00025-0,056 mg/l. Jednotlivé hodnoty muzeme videt
v Tab. 13.

Tab. 13: Hodnoty mezi detekce a mezi stanovitelnosti pro jednotlivé analyty

Analyt Mez detekce Mez stanovitelnosti

[my/l] [ma/l]

2-TOL 0,0063 0,021

BEN 0,000075 0,00025

1-NAL 0,017 0,056

2-NAL 0,013 0,042

3-AMB 0,0063 0,021

4-AMB 0,0083 0,028
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4.6.3 Spravnost a piresnost

Pro vypocet spravnosti a piesnosti metody bylo piipraveno devét extrakénich roztoka
podle postupu v kapitole 3.5. Jednalo se o roztoky, jimiz v pribéhu extrakce nebyl extrahovan
nedopalek, cely proces extrakce byl proveden pouze s obohacovacim roztokem standarda
a s vnitfnimi standardy. Spravnost a pfesnost byla pro validaci analytick¢é metody také
spocitana na zakladé vysledkti analyz roztoku Kalibra¢ni k¥ivky, ato vzdy pro nejnizsi
a nejvyssi kalibra¢ni bod koncentra¢niho rozsahu daného analytu na dany vnitini standard.
Pro posouzeni miry spravnosti a pfesnosti vlastni analytické metody a analytické metody
se zahrnutim extrakéniho procesu byla pouzita kritéria dle AOAC [40], ktera jsou uvedena
v Tab. 14. Spravnost a piesnost vypoctené z kalibra¢ni kiivky mutzeme vidét v Tab. 15
a z pripravenych extrakénich roztokt v Tab. 16.

Spravnost a pfesnost uréend na zakladé analyzy kalibracnich roztokti vychazi
jak pro nejnizsi, tak pro nejvyssi kalibra¢ni body v ramci pozadovanych kritérii pro vsechny
analyty. Pouze v piipadé¢ 2-naftylaminu vychazi u nejnizSiho kalibraéniho bodu hodnota
spravnosti 111 % misto pozadovanych 110 % v ptipadé vnitinich standardt 2-naftylaminu-d7
a 4-aminobifenylu-d9.

Extrakéni roztoky byly analyzovény dvéma metodami, které se liSily v aplikované
kolizni energii. Jednak s puvodni optimalizovanou kolizni energii a také se standardni
hodnotou relativni kolizni energie 35 % pro vSechny analyty. Byly pouzity dvé kolizni
energie, jelikoz i po optimalizaci se ménila s optimalni kolizni energii mira fragmentace.
Spravnost a ptesnost pro 2-toluidin a 2-naftylamin byly vypocteny na zakladé méteni S kolizni
energii 35 %, jelikoz v piivodni metod¢ dochazelo k nedostatecné fragmentaci molekulového
jontu. Koncentraéni tiroveni analyti v analyzovanych extraktech byla pro benzidin 107
a pro ostatni analyty 10®. Na zakladé vysledki uvedenych v Tab. 16 Ize konstatovat, Zze byla
splnéna kritéria pfijatelnosti pro 2-naftylamin, 3-aminobifenyl a 4-aminobifenyl,
a to jak pro spravnost tak pro piesnost. Pro benzidin nevysla spravnost pti pouziti 2-TOL-d7
jako vnitiniho standardu, stejné jako pro 2-toluidin. Vysledky analyz nedosahly pozadované
piesnosti pro 1-naftylamin. Pokud byla spravnost a piesnost vypoétena z kalibra¢ni kiivky,
vychazely hodnoty Iépe. Ziskana data naznacuji, ze vlastni analyza roztoka standardii spliiuje
valida¢ni kritéria. Proces extrakce pro vySe zminéné analyty nespliioval zcela validacni

kritéria. Celkové lze konstatovat, Ze metoda je vyuZitelna pro Gcely této prace.
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Tab. 14: Kritéria pfijatelnosti dle AOAC

Koncentracni uroven Spravnost Piesnost
[1] [%0] [%0]
106 80—-110 11
107 80-110 15
108 60—-115 21
10° 40-120 30

Tab. 15: Spravnost a piesnost spocitana z kalibra¢ni kiivky

Analyt | Vnitini standard | Koncentra¢ni | Spravnost Presnost

uroven [%%6] [9%6]

d 108 107 6,3

2-TOL 2-TOL-d7 10 99 96

-9

2-ToL-d7 18-7 32 18i22

BEN 3 :
9 NAL-d7 10 94 8,7
107 98 11,5

107 109 58

2-ToL-d7 10° 100 4,7

107 108 6,7

1-NAL 2-NAL-d7 "

10 97 53

4-AMB-d9 107 89 7,2

10 102 8,9

2-TOL-d7 10 84 2,7

10°® 101 6,9

107 111 6,3

2-NAL 2-NAL-d7 10 03 47
4-AMB-d9 107 111 8,4

10°® 100 7,7

107 83 7,1

3-AMB 4-AMB-d9 10 03 37
4-AMB 4-AMB-d9 10° 113 6.1
10°® 99 6,3
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Tab. 16: Spravnost a piesnost jednotlivych analytd

Analyt Vnitini standard Spravnost Piesnost

[%0] [%6]

2-TOL 2-TOL-d7 113 6,5
BEN 2-TOL-d7 124 8,2
2-NAL-d7 110 12

2-TOL-d7 84 16

1-NAL 2-NAL-d7 83 19
4-AMB-d9 79 16

2-TOL-d7 103 7,4

2-NAL 2-NAL-d7 105 11
4-AMB-d9 110 7,7

3-AMB 4-AMB-d9 104 6,7
4-AMB 4-AMB-d9 101 8,3

4.7 Stanoveni obsahu aromatickych aminG v cigaretovych

nedopalcich

Stanoveni aromatickych aminii v cigaretovych nedopalcich bylo provedeno na zakladé
postupu, ktery je sepsan v kapitole 3.5. Extrakci latek z nedopalki do MTBE a naslednou
upravou extraktu byly ziskany tfi rizné vzorky K analyze. V zadném z extrakti nebyly
detekovany stanovované analyty ani vnitini standardy. Nasledné byly tyto vzorky obohaceny
roztokem standardt, ale opét nebyl detekovan ani jeden z analytt. Z vysledku analyz extrakci
provadénych s obohacovacim roztokem bez nedopalku (kapitola 4.6) je ziejmé, Ze nedochazi
K vyznamné&j$im ztratdm analytd v pribéhu procesu extrakce. Lze tedy usuzovat, ze matrice
cigaret nasledn¢ rusila analyzu, proto nebyly analyty detekovany.

Do budoucna je tedy nutné optimalizovat, resp. zm&nit postup extrakce, ktery byl
proveden dle publikovaného postupu a problém s matrici zde nebyl zminovan [32].
Je nezbytné vzit v uvahu, Ze v citované publikaci byla provadéna extrakce aromatickych
aminu z prachu, ne z nedopalkt cigaret. Nabizi se moznost provést extrakci z nedopalki
do vétsiho objemu okyselené vody a nasledné¢ po neutralizaci extrahovat aminy z vody
do organického rozpoustédla [2, 34, 39]. K precisténi extraktl je mozné pouzit SPE sorbenty

za Ucelem odstranéni mastnych latek z extraktu [2].
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5 Zavér

Tato bakalarska prace se zabyvala vyvojem metody pro stanoveni vybranych
aromatickych amind (2-toluidin, 1-naftylamin, 2-naftylamin, 3-aminobifenyl, 4-aminobifenyl
a benzidin) pomoci vysokoucinné kapalinové chromatografie s hmotnostni detekeci.
Jako vnitini standardy byly pouzity 2-toluidin-d7, 2-naftylamin-d7 a 4-aminobifenyl-d9.

V teoretické Casti byly uvedeny zdroje a toxikologické ucinky aromatickych amind.
Dale byla pozornost vénovana principu vysokoudinné kapalinové chromatografie
s hmotnostni detekci a prubehu optimalizace chromatografické separace a hmotnostni detekce.
Byly zde uvedeny parametry, které je potieba optimalizovat, aby bylo dosazeno co nejlepsiho
rozliSeni jednotlivych analytl a stabilniho a intenzivniho signdlu detektoru. Na zavér
teoretické casti byl kladen velky dliraz na literarni reSerSi podminek analyzy aromatickych
amini pouzitych v dosud publikovanych LC/MS metodach. Byl zjiStovan zejména typ
stacionarni faze, sloZzeni mobilni faze a mez detekce. Také byly feSeny moznosti extrakce
aromatickych amini z redlnych vzork.

Experimentalni ¢ast se nejprve zabyvala optimalizaci podminek chromatografické
separace a hmotnostni detekce. Povedlo se nalézt vhodné analytické podminky pro vSechny
stanovované latky. Chromatograficka separace byla provedena na kolon¢ Kinetex Biphenyl.
Byla zvolena vhodna mobilni faze, ktera se skladala z 0,1 obj. % kyseliny mravendi,
4 obj. % acetonitrilu a 2,5mM octanu amonného ve vodé¢ a 0,1 obj. % kyseliny mravenci,
50 obj. % acetonitrilu a 2,5mM octanu amonného ve vod¢. Pro vsechny analyty byl uréen
linearni koncentracni rozsah a vybran vnitini standard. Rozsah metody byl ur¢en pro 2-toluidin
vrozmezi 0,05-2,5mg/l, probenzidin byl jako wvnitini standard vybran 2-toluidin-d7
a koncentra¢ni rozsah byl stanoven v rozmezi 0,005-0,5mg/l. U ostatnich analyti byl
jako vnitiniho standard na zaklad¢ vysledka zvolen 4-aminobifenyl-d9. Pro 2-naftylamin byl
stanoven rozsah metody v rozmezi 0,1-5 mg/l, 0,1-9 mg/l pro 1-naftylamin, 0,1-7 mg/I pro
3-aminobifenyl avrozmezi 0,05-2,5mg/l pro 4-aminobifenyl. Analytickda metoda byla
pouzita k popisu procesu extrakce aromatickych amina z Cerstvych cigaretovych nedopalkt
znacky Marlboro.

V této praci byla uspéSné zavedena analytickd metoda, bohuzel se ale nepodafilo
stanovit vybrané¢ aromatické aminy V cigaretovych nedopalcich. Na zdkladé vysledka
Ize usuzovat, ze matrice cigaret ruSila analyzu, proto nebyly analyty detekovany.
Je ale nezbytné vzit v uvahu, ze prevzaty postup extrakce byl diive pouzit na extrakci

aromatickych aminti z prachu, a ne z nedopalki cigaret.
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V budoucnu by bylo vhodné vyzkousSet jiné moznosti postupu extrakce aromatickych
aminl, kde nebude problém s matrici jako v této bakalaiské praci. Jako moznost se nabizi
provést extrakci z nedopalkt do vétsiho objemu okyselené vody, nasledné po neutralizaci
extrahovat aminy z vody do organického rozpoustédla. K precisténi extraktd by bylo mozné

pouzit SPE sorbenty za ti¢elem odstranéni mastnych latek z extraktu.
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7 Prilohy

7.1 Priloha A

Analyt Koncentrace SIN Mez detekce | Mez stanovitelnosti

[mg/l] [mg/l] [mg/l]

2-TOL 0,0250 12 0,0063 0,021

BEN 0,00250 100 0,000075 0,00025

1-NAL 0,0500 9 0,017 0,056

2-NAL 0,0500 12 0,013 0,042

3-AMB 0,0250 12 0,0063 0,021

4-AMB 0,0250 9 0,0083 0,028
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7.2 Priloha B

Analyt Vnitini standard Produktovy iont
2-TOL 2-TOL-d7 93
Kalibra¢ni Koncentraéni Vypocétena Diference
roztok uroven koncentrace [%6]
[ma/l] [mg/l]
0,0491 -2
0,0565 13
2 0.05 0,0557 11
0,0527 5
0,0969 -3
0,110 10
3 0.1 0,104 4
0,0925 -8
0,247 -1
0,239 -4
4 0.25 0,280 12
0,263 &)
0,475 -5
0,534 7
° 0.5 0,499 0
0,465 -7
0,971 -3
0,971 -3
6 ! 0,945 -5
1,01 1
1,93 10
1,68 -4
7 1,75 1.60 9
1,93 10
2,79 12
2,42 -3
8 25 2,52 1
2,21 -11
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7.3 Priloha C

Analyt Vnitini standard Produktovy iont
BEN 2-TOL-d7 168
Kalibra¢ni Koncentraéni Vypoctena Diference
roztok uroven koncentrace [%0]
[ma/l] [mg/l]
0,00450 -10
0,00520 4
2 0,005 0,00453 -9
0,00435 -13
0,00816 -18
0,0104 4
3 0.01 0,00988 -1
0,00999 0
0,0205 -18
0,0218 -13
4 0,025 0,0250 0
0,0218 -13
0,0442 -12
0,0522 4
> 0.05 0,0472 -6
0,0485 -3
0,0897 -10
0,0921 -8
0 0.1 0,0846 15
0,0964 -4
0,189 8
0,175 0
7 0,175 0.181 3
0,186 6
0,271 9
0,280 12
8 0.25 0,263 5
0,248 -1
0,410 -18
0,531 6
) 05 0,510 2
0,517 3
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7.4 Priloha D

Analyt Vnitini standard Produktovy iont
BEN 2-NAL-d7 168
Kalibraéni Koncentraéni Vypoctena Diference
roztok aroven koncentrace [9%0]
[mo/1] [mo/1]
0,0210 -16
0,0232 -7
4 0.025 0,0240 -4
0,0260 4
0,0415 -17
0,0430 -14
5 0,05 0,0471 -6
0,0465 -7
0,0825 -18
0,0858 -14
6 0.1 0,018 8
0,101 1
0,178 2
0,162 -7
7 0,175 0.188 7
0,182 4
0,278 11
0,262 5
8 0,25 0,265 6
0,256 2
0,436 -13
0,523 5
9 0.5 0,533 7
0,555 11
0,596 -15
0,790 13
10 0.7 0,679 -3
0,684 -2

41




7.5 Priloha E

Analyt Vnitini standard Produktovy iont
1-NAL 2-TOL-d7 117
Kalibra¢ni Koncentraéni Vypoctena Diference
roztok uroven koncentrace [%0]
[mg/l] [mg/l]
0,100 0
0,114 14
3 0.1 0,112 12
0,112 12
0,226 -9
0,270 8
4 0.25 0,286 14
0,266 6
0,519 4
0,531 6
> 0.5 0,451 -10
0,510 2
0,854 -15
0,981 -2
6 ! 0,882 -12
0,942 -6
1,92 10
1,70 -3
7 1,75 186 5
1,79 2
2,46 -2
2,69 8
8 25 2,60 4
2,27 -9
4,69 -6
5,22 4
o > 512 2
4,94 -1
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7.6 Priloha F

Analyt Vnitini standard Produktovy iont
1-NAL 2-NAL-d7 117
Kalibra¢ni Koncentraéni Vypoctena Diference
roztok uroven koncentrace [9%0]
[ma/l] [mg/l]

0,248 -1

0,286 14

4 0.25 0,262 5
0,283 13

0,510 2
0,429 -14

> 0.5 0,467 -7
0,481 -4
0,857 -14
0,862 -14

0 1 0,929 7

1,03 3

1,96 12

1,52 -13

! 175 1,87 7
1,95 12

2,65 6

2,34 -7

8 29 2,45 2
2,14 -14

4,65 -7

5,34 7

o > 5,74 15
5,48 10

7,22 3

6,35 -9

10 ! 6,84 -2
6,86 -2
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7.7 Priloha G

Analyt Vnitini standard Produktovy iont
1-NAL 4-AMB-d9 117
Kalibra¢ni Koncentraéni Vypoctena Diference
roztok uroven koncentrace [%0]
[mg/l] [mg/l]
0,0987 -1
0,0869 -13
3 0.1 0,0876 -12
0,0841 -16
0,227 -9
0,273 9
4 0.25 0,284 14
0,258 3
0,545 9
0,448 -10
> 05 0,483 3
0,530 6
0,992 -1
0,935 -6
6 ! 1,06 6
1,02 2
2,08 19
1,88 7
7 1,75 189 8
1,83 5
2,34 -7
2,47 -1
8 25 2,45 -2
2,10 -16
4,93 -1
4,96 -1
o > 5,44 9
5,01 0
6,78 -3
6,67 -5
10 ! 7,49 7
5,93 -15
8,03 -11
9,93 10
= 9 9,51 6
9,26 3
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7.8 Priloha H

Analyt Vnitini standard Produktovy iont
2-NAL 2-TOL-d7 117
Kalibraéni Koncentraéni Vypoctena Diference
roztok aroven koncentrace [9%0]
[mg/1] [mo/1]
0,210 -16
0,202 -19
4 0,25 0,227 -9
0,202 -19
0,500 0
0,489 -2
5 0.5 0,409 -18
0,444 -11
0,932 -7
0,962 -4
6 1 0,902 110
0,880 -12
2,01 15
154 -12
7 1,75 183 5
1,92 10
2,37 -5
2,72 9
8 2,5 2.69 7
2,38 -5
5,02 0
5,34 7
9 5 5,32 6
5,51 10
6,57 -6
6,06 -13
10 ! 7,25 3
6,82 -3
8,57 -5
9,34 4
1 9 8,56 5
9,84 9
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7.9 Priloha CH

Analyt Vnitini standard Produktovy iont
2-NAL 2-NAL-d7 117
Kalibraéni Koncentraéni Vypoctena Diference
roztok aroven koncentrace [9%0]
[mg/1] [mg/1]
0,256 2
0,280 12
4 0,25 0,278 11
0,299 20
0,499 0
0,448 -10
5 0.5 0,464 -7
0,455 -9
0,829 -17
0,913 -9
6 ! 0,991 ]
0,940 -6
1,89 8
1,43 -18
7 1,75 182 4
1,86 6
2,50 0
2,41 -4
8 2,5 272 9
2,41 -4
5,04 1
5,06 1
9 5 5,43 8
5,45 9
6,58 -6
7,30 4
10 ! 6,73 -4
6,73 -4
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7.10 Priloha |

Analyt Vnitini standard Produktovy iont
2-NAL 4-AMB-d9 117
Kalibraéni Koncentraéni Vypoctena Diference
roztok uroven koncentrace [9%0]
[mg/1] [mg/1]
0,122 22
0,102 2
3 01 0,105 5
0,115 15
0,248 -1
0,244 -2
4 0,25 0,270 8
0,242 -3
0,556 11
0,466 -7
S 0.5 0,437 13
0,496 -1
1,05 5
0,943 -6
6 1 1,05 5
0,891 -11
2,02 15
1,62 -8
7 1,75 180 3
1,77 1
2,32 -7
2,53 1
8 2.5 2,64 6
2,34 -6
5,29 6
4,74 -5
9 5 4,62 -8
5,39 8
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7.11 Priloha J

Analyt Vnitini standard Produktovy iont
3-AMB 4-AMB-d9 153
Kalibra¢ni Koncentraéni Vypoctena Diference
roztok uroven koncentrace [%0]
[mo/l] [mg/l]
0,0912 -9
0,0777 -22
3 0.1 0,0799 -20
0,0822 -18
0,205 -18
0,215 -14
4 025 0,228 9
0,238 -5
0,484 -3
0,467 -7
> 05 0,463 7
0,456 -9
0,987 -1
0,897 -10
6 ! 1,02 1
0,984 -2
1,88 7
1,68 -4
! L7 1,68 4
1,88 8
2,64 5
2,49 0
8 25 2,61 4
2,35 -6
4,93 -1
5,60 12
o > 5,08 2
5,26 5
6,66 -5
7,05 1
10 ! 7,06 1
6,58 -6

48




7.12 Priloha K

Analyt Vnitini standard Produktovy iont
4-AMB 4-AMB-d9 153
Kalibraéni Koncentraéni Vypoctena Diference
roztok uroven koncentrace [9%0]
[mg/1] [mg/1]
0,0536 7
0,0531 6
2 0,05 0,0583 17
0,0601 20
0,117 17
0,101 1
3 01 0,0994 -1
0,0976 -2
0,202 -19
0,228 -9
4 0,25 0,256 3
0,241 -4
0,492 -2
0,502 0
5 0.5 0,494 -1
0,470 -6
1,06 6
0,934 -7
6 1 1,07 7
0,972 -3
1,88 7
1,87 7
! 1,75 1,70 -3
1,70 -3
2,70 8
2,42 -3
8 2.5 2,45 -2
2,33 -7
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7.13Priloha L

Analyt Vnitini standard Koeficient determinace
(R%
2-TOL 2-TOL-d7 0,9870
2-TOL-d7 0,9855
BEN
2-NAL-d7 0,9805
2-TOL-d7 0,9950
1-NAL 2-NAL-d7 0,9875
4-AMB-d9 0,9875
2-TOL-d7 0,9896
2-NAL 2-NAL-d7 0,9932
4-AMB-d9 0,9911
3-AMB 4-AMB-d9 0,9951
4-AMB 4-AMB-d9 0,9938
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