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Abstrakt

Zamérem této prace bylo vytvoreni metody kapalinové chromatografie s DAD detekci
pro stanoveni nikotinu v tabadku. Jako kontrolni metoda byla zvolena plynova
chromatografie s upravenym pracovnim postupem podle Svétové zdravotnické
organizace. Kapalinova chromatografie s optimalizovanymi podminkami je vhodnou
metodou pro stanoveni nikotinu v tabadku. Bylo dosazeno limitu detekce 0,0003 mg/ml
a limitu stanovitelnosti 0,0010 mg/ml. Vyznamnou ¢asti prace byla optimalizace piipravy
vzorku tabaku pro stanoveni nikotinu. Oproti pouzivanym postupim byl vytvoifen
relativné nenaro¢ny pracovni postup piipravy vzorku. Stanoveni nikotinu probihalo
z realnych vzorkt tabaku, metoda byla také vyzkousena na nikotinové naplni do
elektronickych cigaret, cigaretovém tabaku a na hrubém dymkovém tabaku. U vSech typt
vzork bylo dosazeno uspokojivych relativnich smérodatnych odchylek stanoveni. Dale
byla studovéana metoda stanoveni polyfenolickych latek vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii s detektorem diodového pole. Z vybranych péti analytd kyseliny
chlorogenové, kyseliny kévové, rutinu, skopoletinu a quercitrinu metoda vykazovala
nejvetsi citlivost pro kyselinu chlorogenovou a kyselinu kdvovou. Pro v§echny analyty

bylo dosazeno nizkych limitl detekce a stanovitelnosti.
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Abstract

The aim of this work was development of high-performance liquid chromatography
method with DAD detection for determination of nicotine in tobacco. Standard operating
procedure used by World Health Organization was chosen as comparison of the
developed method. Optimized high performance chromatography method is suitable
for determining nicotine in tobacco. Limit of detection for this method was 0,0003 mg/mi
and limit of quantification was 0,0010 mg/ml. Optimization of preparation of samples
was significant part of this thesis. Sample preparation procedure was made substantially
easier in comparison to other commonly used methods. Nicotine content was determined
from real tobacco leaves samples, cigarette tobacco filler, nicotine cartridge for electronic
cigarettes and pipe tobacco. Satisfactory relative standard deviation was achieved for all
types of samples. Next part of this thesis focused on study of determining polyphenols
using high-performance liquid chromatography with diode array detector. Chosen
analytes were chlorogenic acid, caffeic acid, rutine, scopoletine and quercitrine. Among
the five tested analytes, the highest sensitivity was achieved for chlorogenic acid
and caffeic acid. All of the analytes achieved low limits of detection and quantification.

Key words

Liquid chromatography, tobacco, nicotine, polyphenols, gas chromatography
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Seznam pouzitych zkratek

ASTM Americkd spoleCnost mezindrodni asociace pro testovani a
materialy (American Society of the International Association for
Testing and Materials)

DAD detektor diodového pole

FID plamenové ioniza¢ni detektor

GC plynové chromatografie

HPLC vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

LDL nizkodenzitni lipoprotein (low density lipoprotein)

LDR linearni dynamicky rozsah

LOD mez detekce

LOQ mez kvantifikace

MISPE-DPE extrakce na molekularné vtisténé pevné fazi s diferencni pulzni
eluci

MS hmotnostni detekce

MTBE methyltercbutyléter

R mez reprodukovatelnosti

r mez opakovatelnosti

RSD relativni smérodatna odchylka

SPE extrakce na pevné fazi (solid phase extraction)

U nejistota



1 Uvod

1.1 Cil prace

Cilem této diplomové prace je vyvoj metody pro stanoveni nikotinu vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii s detektorem diodového pole a porovnani vysledki
s hodnotami z plynové chromatografie S plamenové ioniza¢nim detektorem. DalSim
zamérem prace je vyvinout metodu pro stanoveni polyfenolickych slozek tabakovych
rostlin metodou kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole. Z pomérného
zastoupeni polyfenolickych latek je mozné ziskat informaci o sloZeni rtiznych druht
tabaku a rdzného puvodu tabaku. Tyto informace lze vyuzit K zaloZeni databaze

a nasledného zjistovani pravosti deklarovaného piivodu.
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I

2 Teoretickd ¢ast

2.1 Historie tabaku

Pocatky uzivani tabaku sahaji az k Mayské civilizaci ve stiedni Americe, Z nasténnych
maleb v mayském chrameé je ziejmé, ze koufeni bylo obvyklé pfi naboZenskych ritualech
kolem roku 500 n. I. Dalsi historici véfi, ze koufeni dymky se rozsifovalo ze severni
Ameriky na jih. Nicméné v 10. stoleti vétSina domorodych Americ¢anti pouzivala tabak
k ndboZenskym a politickym ritudlim?.

V roce 1493 se Krystof Kolumbus vratil z Ameriky s listy a seminky tabaku. Clen
posadky Rodrigo de Jerez byl za koufeni zatlen inkvizici, ktera véfila, ze je posedly
déablem. Ve 14. stoleti diplomat Jean Nicot piedstavil tabak kralovné Katefiné
Medicejské, ktera si Siiupanim tabdku 1écila migrény a ztabaku udélala moderni
zalezitost. I pfes pojednani krale Jakuba I. o Skodlivosti tabaku bylo v Anglii v roce 1614
otevieno 700 obchodl s tabdkem. V roce 1753 botanik Carl Linné pojmenoval rod
Nicotiana a popsal dva druhy, Nicotiana rustica a Nicotiana tabacum. Na konci 17. stoleti
se $fiupani tabaku a koufeni dymek rychle rozsifilo po celé Evropé 2.

V 19. stoleti byl tabak pouzivan riznymi vrstvami obyvatelstva odlisnymi zptisoby,
zvykala. Velkou popularitu ziskaly cigarety béhem 1. svétové valky. Ve 20. letech
20. stoleti byli lidé podporovani v koufeni pies vSechna dostupna masmédia. V 60. letech
20. stoleti se zacinalo mluvit o Skodlivosti kouteni. V roce 1964 byla predlozena zprava,
ktera ptimo spojovala tabdk s rakovinou plic, krku a ustni dutiny, duSnosti, infarkty,
mrtvicemi a dalSimi nemoci Zaludku a jater. V 90. letech se zacal objevovat pojem
pasivniho koufeni a lidé se zacali zabyvat otazkou Skodlivosti koufeni nejen pro samotné
kutaky. Bylo zakazano koufit v prostfedcich hromadné dopravy, letadlech, nemocnicich
a vladnich budovach. Boj proti kouteni v poslednich letech neustéle stoupa, at” uz je to
zvySovanim ceny tabakovych vyrobkl, varovnymi nalepkami, anti-tabakovymi
kampanémi ¢i dal$imi zakazy .

Néhradni nikotinovd 1écba je termin pro produkty obsahujici nikotin spliujici
standardy jakosti a bezpeCnosti. Tyto vyrobky zvySuji pravdépodobnost skonceni
s koufenim 0 50—70% s porovnanim s placebem ¢i bez 1é¢by. V Tab. 1 je uvedeno nékolik

prikladd t&chto vyrobki 34,
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Tab. 1: Piiklady produktii nahradni nikotinové 1é¢by s uvedenym obsahem nikotinu 3

Typ produktu Mnozstvi nikotinu
Nikotinové transdermalni naplasti 5-30mg
Nikotinové zvykacky AZ 4 mg
Nikotinové sublingvalni tablety 2 mg

Nikotinova inhala¢ni naplné 15 mg v naplni
Nikotinovy nosni sprej 0,5mg
Nikotinovy ustni sprej 1mg

V poslednich letech je vyrabéno ¢im dal tim vice vyrobkl poskytujicich dostacujici
nahradu za cigarety. Vaporizéry, vaporizacni pera, tuzky, elektronické cigarety
a e-dymky jsou nékteré z mnoha typt elektronickych systémil doddvajicich nikotin. Tyto
produkty vyuZzivaji kapalné naplné obsahujici nikotin spole¢né s dal§imi piisadami
ur¢enymi k aromatizaci, jako propylenglykol a glycerin. Kapalina je topnou spiralou
zah¥ivana na aerosol, ktery je nasledné spotfebitelem inhalovan °.

K nejnovéj§im vyrobkim nahrazujicim klasické cigarety patii elektronickd zafizeni,
ktera tabakovou napln nespaluji Gplné, pouze ji zahfivaji na cca 200 °C. V Japonsku se
jiz bézné vykytuji na trhu. Kapslové naplné obsahuji upraveny tabak (kolem 0,24 g)
o ruzné sile, koncentrace nikotinu v naplni se pohybuje v rozmezi 1,5 — 3,2 mg. Pro

evropsky trh se stale vyviji vyrobky odpovidajici legislativnim narokiim.

2.2 Druhy tabaku

Rod Nicotiana zahrnujici ptes 76 ptirodné se vyskytujicich druhii je Sestym nejvetsim
z Celedi lilkovitych. Druhy Nicotiana se vyskytuji ve velké mife v Americe a Australii,
kultivované druhy Nicotiana tabacum a Nicotiana rustica byly lidmi rozsifeny po celém
svété. U tohoto druhu je bézna amfidiploidni hybridizace, ktera se jevi jako nesouvisejici
s lidskym faktorem. Oba obchodni druhy tabaku (N. tabacum a N. rustica) a nékolik
dalSich druhti jsou amfidiploidi, coz jsou mezidruhovi hybridi s diploidni sadou
chromozom od kazdého rodice °.

Nésledné bude zminéno nékolik béznych odrid tabaku.

e Virginia pojima 40% svétové produkce tabaku. Ma vysoky obsah cukri

a nizky obsah olejt. Barva listti se pohybuje v rozsahu od svétle citronové pies
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maji komplexni a té¢Zkou chut’. Virginia se pouziva zcela pro cigaretové blendy.
Nekteré t&€zsi listy se pouzivaji ve smésich do dymkového tabaku. Mezi nejveétsi
producenty patii Cina, USA, Brazilie, Indie a Zimbabwe .

e Burley, pokryva cca 11 % svétové produkce tabaku. Ma vysoky obsah
oleju a nizky obsah cukrt. Tento druh tabaku ma typickou ofechovou chut’.
Primarné¢ je vyuzivan do cigaretovych smési. Nékteré z tézsich list se pouzivaji
ke zvykani ¢i do dymkovych smési. UsuSeny list tohoto druhu tabaku je
charakteristicky zminénym velmi nizkym obsahem cukru k poméru dusiku
— vysoky obsah nikotinu. To je zplisobeno vysokym mnozstvim dusikatych
hnojiv, sklizenim v brzké dobé stafeni a suSenim vzduchem dochazi
k fermentaci oxidaci pfitomnych cukrd. Mezi hlavni producenty patii USA,
Italie, Korea, Brazilie a Mexiko .

e Oriental pokryva cca 16% celkové tabakové produkce. Je mirny s velmi
charakteristickym aroma. Pryskyfice a vosky vylucované zlazovymi vlasy
podporuji aroma. Obsah nikotinu je nizky, obvykle kolem 1,0 %. Tento typ
tabaku je obvykle suseny na slunci. ’

Tabédk se také rozdéluje dle zplisobu manipulace, hnojeni, hustoty osdzeni, casu
a vysce topovani, sklizeni a suSeni. VSechny tyto aspekty maji vliv na konecnou viini

a chut’ tabaku .

2.3 Zpracovani tabaku

Tabék je jednoleta rostlina, ktera se pfed vysazenim na pole 60 dni pfedpéstovava
V parenisti, dokud nevyroste do vySky alespoil 15 cm a ma jiz 4 - 5 listkil. Tabak zraje
priblizné 14 az 16 tydnt, aby se docililo pozadované kvality. Kvéty tabaku se odlamuyji,
aby vSechny ziviny mohly proudit do listii a dosahlo se tak vyrazné lepsi kvality tabaku.
Sklizen listd probihd vétsinou ru¢né, listy jsou svazovany po 20 az 25 kusech a podle
druhu tabdku jsou nasledné suseny &,

Podle druhu tabaku a cilené chuti se vybira zpiisob suseni. Virzinsky tabak se nejcastéji
susi v uzavienych susarnach, do kterych je uméle vhanén teply vzduch (flue cured),
teplota vzduchu je postupné zvySovana, dokud neni tabak tiplné vysusen °. Tabak Burley

je nejcastéji susen vzduchem (air cured) ve vétranych susarnach, které zajistuji suseni
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za prirozenych atmosférickych podminek, je v nich mozno regulovat teplotu a vihkost.
Déle je mozné susit tabak pomoci pomalu hotficiho dieva na podlaze v uzavienych
suSarnach (fire cured), takovyto tabdk ma specifické aroma, chut a vysoky obsah
nikotinu. Orientalni tabak je specificky tim, Ze se sbird pouze ru¢né, jeho malé listy
se po jednom navlékaji na provazek a jsou suseny venku chranéné pred sluncem. UsusSeny
tabdk je dale navlhcen, vzhledem k jeho kiehkosti a je ptipraven k fermentaci, pti které
se dovytvari chut’ a aroma. K tabaku mtizou byt pii tomto procesu piidavana riizna aditiva
a ochucovadla ",

Ptfidavand ochucovadla propijcuji  vyslednym tabadkovym produktim jejich
specifickou chut. Nekteré piichuté (casing ingredients) jsou ptidavany k tabaku pred
zapocetim vyrobniho procesu, jesté k nenafezanému tabaku. Ptichuté (top flavours) jsou
latky, které vyzdvihuji specifickou pfichut’ tabakovych vyrobki. Jsou aplikovany
na zpracovany tabak pfipraveny K vyrob¢ cigaret. VéEtSinou jsou pridavany v jedné
komplexni smési ve formé roztoku, pouziva se naptiklad kakao, vanilin, citronovy olej,
linalool ¢&i hexanal °.

Tabakova aditiva jsou latky, které se k tabadku ptidavaji za ucelem zlepSeni
technologického zpracovani tabaku. Mezi typicka aditiva patii zvlhéovadla, udrzujici
tabak a kouf vlhky. Typickymi ptiklady jsou glycerol a invertni cukry 1011,

Dale se pridavaji konzervanty, chranici vyrobek pied zkazenim pisobenim
mikroorganismt, pouzivda se napiiklad draselnd stul kyseliny sorbové
a propyl-4-hydroxybenzoat 9.

Pojiva a zpeviiovace jsou latky, které umoznuji udrzovat fyzicky stav vyrobku. Mezi
béZné¢ pouZivand pojiva a zpevilovace patii naptiiklad celuléozova vlakna,
karboxymethylcelul6za a xanthanovéa guma °.

PIniva - latky, které pfispivaji k objemu pftipravku, aniz by vyznamné ovliviiovaly

zapach, chut’ ¢i vini. P¥ikladem je uhli¢itan vapenaty °,

2.4 Legislativa v Ceské republice

Vyroba, prodej, obsah povolenych latek v tabdkovych vyrobcich a jejich distribuce
se fidi narodni legislativou (Zakon ¢. 110/1997 Sb., Vyhlaska 344/2003 Sb., Zakon
379/2005 Sh.) %4 K vyrobé tabakovych vyrobkli je mozné pouzit pouze surovy

a technologicky upraveny tabak. Tabakové vyrobky uvadéné do obéhu nesméji obsahovat
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zakazané¢ latky stanovené vyhlaskou. U tabadkovych vyrobki ur¢enych ke koufeni musi
byt na obalech pro spotiebitele uvedeno jedno obecné varovani a jedno dodatecné
varovani 1213,

Obsah dehtu v cigaretach uvadénych do obéhu nesmi byt vyssi nez 10 mg na cigaretu.
Obsah nikotinu v cigaretach uvadénych do obéhu nesmi byt vyssi nez 1 mg na cigaretu.
Obsah oxidu uhelnatého v cigaretdch uvadénych do ob&éhu nesmi byt vyssi nez 10 mg
na cigaretu. Obsahu dehtu, nikotinu a oxidu uhelnatého v cigaretach se stanovi a pfesnost
udaji o obsahu dehtu, nikotinu a oxidu uhelnatého uvadénych na obalech cigaret
se posuzuje podle zvlastniho pravniho piedpisu 3.

Pii vyrob¢ tabdkovych vyrobki je povoleno pouzivat pies 200 rGznych latek
pro zlepseni kvality, délky kouteni a chuti produktt. Pii vyrobé tabadkovych produktt
je zakazano pouzivat aromatizacni slozky jako kafr, kumarin, safrol a kyselinu
agarovou®®,

Je zakazano prodavat tabdkové vyrobky, tabdkové potieby a elektronické cigarety

osobam mlads$im 18 let .

2.5 Zkoumané latky
2.5.1 Nikotin

Nikotin, pyridinovy alkaloid (strukturni vzorec je uveden na Obr. 1), je pfirodni
rostlinny insekticid vyskytujici se v listech tabakovych rostlin. Piedstavuje 95 %
z celkového obsahu alkaloidi v rostling. Nikotin obsazeny Vv tabaku je z vétSiny
levotocivy (S)-izomer, pouze 0,1-0,6% nikotinu je tvofeno pravotoc¢ivym (R)-izomerem
15 Listy Nicotiana tabacum obsahuji mezi 20 000 az 40 000 ppm nikotinu 6. Listy
Nicotiana rustica obsahuji kolem 50 000 ppm. ’

Mnozstvi 60 mg nikotinu podané ordlné miize byt letalni 8, Nevolnost a zvraceni patii
mezi nejastéjsi pfiznaky akutni otravy nikotinem u ¢lovéka. Lokalizovani emetického
pusobeni nikotinu bylo pfedmétem rozsahlého studia. Malé davky nikotinu vyvolavaji
davivé reflexy. Naopak velké davky nikotinu ve skute¢nosti mohou ptisobit jako
antiemetikum °,

Malé davky nikotinu maji stimula¢ni G¢inky na centralni nervovou soustavu, zatimco
velké davky ji utlumuji. Studie prokazaly potlateni podminénych reflexi u savcu

s podanym nikotinem. Zda se, ze nikotin rusi silu vazby mezi podminénym stimulem
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a danou odpovédi, napft. slinéni. ZvySovanim davky dochézi k progresivni inhibici, ktera
vrcholi az uplnou ztratou podminénych reflext k jidlu. V soucasné dobé neni zndmo,
zdali se jedna o konkrétni misto ¢i zpasob ucinku nikotinu nebo jestli se jedna jen o jeden
Z projevii obecného tlumivého vlivu na chovani zvitat 1°.

Nikotin nejdiive stimuluje nikotinové receptory autonomnich ganglii a poté
je zablokuje, tedy koufeni mtize zrychlit srdecni Cinnost pfes stimulaci parasympatiku
nebo zpomalit Dblokem sympatiku. Okolo 80-90 % cirkulujiciho nikotinu

je metabolizovano v jatrech, ledvinach a plicich 2.
N
Obr. 1: Strukturni vzorec nikotinu

2.5.2 Polyfenolické latky

Polyfenolickym latkdm je v poslednich letech vénovana pozornost, piedevsim diky
jejich antioxida¢nim vlastnostem a hojnému vyskytu v rostlinich 2122, 1 pies zvysenou
pozornost k témto latkdim neni znam jejich piesny obsah v potravinach ani jejich
metabolickd draha a rozpéti koncentrace v krevni plazmé. Byla u nich prokazana vyssi
antioxidacni aktivita neZ u vitaminu a endogennich antioxidanti. Pozornost si ziskaly
diky jejich mozné roli v prevenci onemocnéni souvisejicich s oxidativnim stresem, jako
rakovina, kardiovaskularni a neurodegenerativni onemocnéni 2.

Ve vysSich rostlinach a nékolika stovkach jedlych rostlin bylo identifikovano n¢kolik
tisic molekul majici polyfenolovou strukturu. Tato struktura se sklada z vice nez jedné
hydroxylové skupiny na aromatickém jadfe. Tyto molekuly patifi mezi sekundarni
rostlinné metabolity a jejich hlavni tlohou je obrana rostliny vii¢i ultrafialovému zafeni
¢1 patogenim. Bylo zjisténo, Ze obméiuji aktivitu Siroké Skaly bunéénych enzymi
a receptortl 2°?*, Tyto slou¢eniny mohou byt rozdéleny do riiznych skupin v zavislosti

na poctu fenolovych kruhti a strukturnich prvkd, na které se fenolové kruhy vazi.
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Polyfenolické latky jsou V rostlindch stanovovany pifedevSim pomoci vysokouc¢inné
kapalinové chromatografie, napiiklad s coulometrickym detektorem 24?2, Jejich celkovy
obsah je také mozné zjistit diky jejich redukénim vlastnostem pomoci spektrometrické
metody s Folinovym ¢inidlem, avSak hodnoty ziskané touto metodou mohou byt vyssi
kvili pfitomnosti jinych latek s redukénimi vlastnostmi 2! Polyfenoly se rozdéluji
na fenolické kyseliny, flavonoidy, stilbeny a lignany 2L,

Flavonoidy, jejichz struktura se sklada se ze dvou aromatickych kruhd, se dale d¢€li
na Sest podskupin dle typu heterocykll. V zavislosti na této rozmanitosti se mohou
polyfenoly vézat s riznymi cukry a organickymi kyselinami &i mezi sebou. 2> Flavonoidy
se vyskytuji pfedevsim v ovoci, Eerveném viné, zelening a ¢aji 2.

Fenolické kyseliny mizeme délit do dvou skupin a to na derivaty benzoové kyseliny
a derivaty kyseliny skoficové. Nejhojnéji se vyskytuji v obilovinach 2627,

Lignany jsou tvofeny dvéma fenolpropanovymi jednotkami 2. Jejich nejbohatsim
zdrojem je Inéné seminko. Déle jsou obsazeny napiiklad v ceredliich, zrnech, ovoci
a zelening, oviem jejich koncentrace je asi tisickrat niz$i nez ve Inéném seminku %,

Stilbeny se nachazeji v lidské potravé pouze v malych mnozstvich. Jednim z nich
je resveratrol, na jehoz protirakovinné uéinky bylo poukdzano b&hem screeningu
lékatskych rostlin a byl rozsahle studovan 2°. Stiloeny byly nalezeny napiiklad u ¢eledi

Pinaceae (borovicovité), Fabaceae (bobovité) a Vitaceae (révovité) *°.

Z velkého mnoZstvi nabizenych latek bylo pro tuto studii vybrano pét zéstupct

vyskytujici se V listech tabaku °.

Kyselina chlorogenova

Kyselina chlorogenova (struktura viz Obr. 2), ester kyseliny kavové a kyseliny
chinové, je pfirodni chemickou slouceninou, ktera je dilezitym meziproduktem
pii  biosyntéze ligninu®!. Kyselina chlorogenova je jedna z polyfenolickych
kyselin nejbézné&ji se vyskytujicich v lidské potravé. Ve velkém mnozstvi je obsazena
v kavé, dale ji mlUzeme nalézt napiiklad v mrkvi, tufinu, pastindku, broskvich,
nektarinkach, anyzu a fenyklu 2 21, Mezi jeji pozitivni Gi¢inky patii zpomalovani uvolnéni
glukoézy do krevniho ob&hu po jidle %. V jedné ze studii byla pozorovana skupina mysi

s rakovinou tlustého stfeva. Subjektim bylo poddvano mnozstvi kyseliny chlorogenové
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ekvivalentni tfem Salkim kavy pro c¢lovéka. Vysledkem studie byl pokles vyskytu
rakoviny z 56 % na 18 % %*. I ptes zjiiténé mnohé pozitivni u¢inky na lidsky organismus
je kyselina chlorogenova pokladana za chemicky alergen zpiisobujici respiracni potize
¢lovéka na urdité druhy rostlinnych materialt *°.

HO

OH
OH

Obr. 2: Strukturni vzorec kyseliny chlorogenové

Kyselina kavova

Kyselina kavova viz Obr. 3 je jednim z vyznamnych hydroxyderivata kyseliny
skoficové. V hojném mnozstvi se vyskytuje v ovoci, napiiklad v oddencich borivky
gerné 337, V rostlinach se nejéastji nachazi ve formé estertl, u ¢lovéka je metabolizovéana
katechol-O-methyltransferasou v jatrech ¢i ledvinach na vaniloylglycin pfes kyselinu

ferulovou a kyselinu vanilovou .

HO

HO
\ COOH

Obr. 3: Strukturni vzorec kyseliny kavové

Rutin
Rutin (Quercetin 3-rutinoside, Rutoside 38 39) viz Obr. 4 patiici mezi biflavonoidni

glykosidy se sklada z aglykonu quercetinu a cukernaté slozky rutinosy. Rutin se kromé
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tabaku vyskytuje napiiklad v pohance, chiestu, rajCatech, broskvich, nektarinkach,
v listech tabaku a jsou spojovany S riiznou chuti tabaku pii koutenil’. Ackoliv u ngj
nebyly prokézany antibakterialni ucinky, byly u néj pozorovany synergické ucinky
s riznymi flavonoidy. Bylo zjisténo, ze v kombinaci s quercetinem ¢i morinem dochazi
ke zvyseni inhibice ristu bakterii typu Salmonella enteritidis a Bacillus cereus*. Dalsi
studie ukazaly, ze po podavani tablet skupiné pacientt s diabetem mellitem druhého typu,
obsahujicich rutin dochazi k vyraznému poklesu LDL cholesterolu v plazmé&*?. K dalsim
prokdazanym uc¢inkim rutinu patii snizeni kiehkosti kapilar, snizeni vysokého krevniho

tlaku, snizovani propustnosti cév, antiedemicky efekt a snizuje riziko ateroskler6zy*.

OH O o

HO OH

Obr.4: Strukturni vzorec rutinu
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Quercitrin

Glykosid skladajici se z flavonoidu quercetinu a cukerné slozky rhammosy viz Obr. 5.
Je kromé tabaku obsazen naptiklad v pohance *3, riiznych druzich dubd ** a tfezalce
teckované®. V némecké studii byla pozorovéana jeho cytotoxicita *°. Diky jeho vysoké
biologické dostupnosti v travicim traktu se o ném hovofti jako o u€innéjSim antioxidatu
nezli o quercetinu. Plsobenim quercitrinu dochazelo k vyznamnému snizeni tvorby

toxického hydroxylového radikalu pfi rozkladu deoxyribozy. 46

Obr. 5: Strukturni vzorec quercitrinu

Skopoletin

Skopoletin patfi do skupiny kumarini, jeho strukturni vzorec je mozné vidét
na Obr. 6. Scopoletin je znam pro své biologické zklidnujici a anti-tumorové G¢inky. Diky
svoji schopnosti uhasit fluorescenci hovéziho sérového albuminu a vlastni fluorescenci
tim zvysit, je pouZivan pro kvantitativni stanoveni proteind, jakozto fluorescen¢ni sonda.
O presném mechanismu interakce se dale diskutuje *7.

Vyskytuje se v nizkych koncentracich ve vaskularnim systému zdravych rostlin.
Skopoletin se akumuluje okolo nekrotickych 1ézi rostliny napadenych virem a je nasledné
transportovan do vaskuldrnich svazkl. Riizné experimenty ukdzaly, Ze se skopoletin
hromadi jakozto vysledek poranéni a jeho mnozstvi se odviji od typu zranéni. Pro piiklad
se skopoletin hromadi 10x vice v rostlinach tabaku napadenych Pseudomanas
solanacearum nez ve zdravych rostlinach. Relativné vysoké mnozstvi je ziskano

z mladych tabdkovych rostlin, které jsou ut’aty ¢,
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= N

0~ S0 OH

Obr. 6: Strukturni vzorec skopoletinu
2.6 Metody pouZzivané ke stanoveni sledovanych latek

2.6.1 Metody plynové chromatografie pouzivané ke stanoveni nikotinu

v tabakovych vyrobcich

V praci Hossaina a Salehuddiniho byl nikotin stanovovan metodou plynové
chromatografie s hmotnostni detekci z listd tabaku pochdzejicich z riznych oblasti
Bangladése. K vlastni analyze byla pouzita kapilarni kifemikova kolona typu VF-5
30 mx 0,25 i.d. mm o tloust'ce filmu 0,25 Im. Limit detekce pro tuto metodu byl stanoven
2,5 ng. Obsah nikotinu ve vzorcich tabaku z riznych oblasti BangladéSe se pohyboval
v rozmezi 0,9 — 3,6 % hm. Tyto rozdily mohou byt zpisobeny rozdily v urodnosti pudy.
Tato metoda by mohla byt pouzita k rozeznévani autenticity tabaki ze sledované

oblasti®.

Plynova chromatografie s plamené-ionizac¢ni detekci byla pouzita pro stanoveni
nikotinu a dal$ich alkaloidl v tabaku v praci p. Shenga a kol. Vzorky tabaku byly oSetfeny
malym mnoZstvim vodného roztoku amoniaku pro uvolnéni tabdkové tkané a prevedeni
alkaloidt do volné faze, nasledné byly extrahovany smési methanolu a dichlormethanu

v poméru 1:3 %,

CORESTA (Cooperation Centre for Scientific Research Relative to Tobacco)
doporucuje metodu pro stanoveni nikotinu v tabaku a tabakovych vyrobcich pomoci
plynové chromatografie s plamenové ioniza¢ni detekci. Tato metoda je zalozena na dvou
rozdilnych variantach extrakce. K extrakci nikotinu z tabaku je pouzivan MTBE

nebo n-hexan. Pfi analyze vzork listi tabaku nebyly pozorovany vyznamné rozdily mezi
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témito dvéma zpusoby extrakce. Metoda je pouzitelna pro vzorky obsahujici nikotin

v rozmezi 8 mg/g do 41 mg/g suché vahy tabaku a astice mensi nez 4 mm L,

Svétova zdravotnickd organizace publikovala standardni operacni postup
pro stanoveni nikotinu v cigaretové naplni metodou plynové chromatografie s plamenové
ioniza¢ni detekci. Tato metoda je modifikaci n-hexanové metody CORESTA a byla

pouzita v této praci k porovnani vysledkd z analyzy HPLC-VIS °2,

V praci Stanfilla a kol. z centra kontroly a prevence onemocnéni byla ke stanoveni
nikotinu ve Snupacich a zvykacich tabdkovych vyrobcich vyvinuta pomocna metoda
plynové chromatografie s hmotnostni detekei. Tyto specifické vyrobky neposkytovaly
dostatecné uspokojivé vysledky pii analyze metodou GC-FID. Extrakce byla provadéna
MTBE a jako interni standard byl pouzit chinolin. Ve vysledku bylo dosazeno rychlejsi
a selektivnéjsi, avSak draz$i metody. Tato metoda vykazuje velmi dobrou piesnost

a robustnost 3.

2.6.2 Metody kapalinové chromatografie pouzivané ke stanoveni nikotinu

v tabakovych vyrobcich

V praci L. Vlase a kol. byla popsana metoda stanoveni nikotinu z tabaku metodou
LC-MS-MS v ESI médu. K extrakci nikotinu z tabaku byla pouzita 0,1mol/l kyselina
sirova. Optimalizaci metody bylo dosaZeno rychlé analyzy, vysoké citlivosti a dobré

selekce latek >*.

V praci Ciolina a kol. byly sledovany podminky ion-parové kapalinové
chromatografie na obracenych fazich pro stanoveni nikotinu ve $itupacim a cigaretovém
tabaku. Pfi vyvoji této metody byl sledovan vliv typu pufru, pH a koncentrace
ion-parového ¢inidla. Jako optimalni pufr byl zvolen citratovy pufr o pH 3,0. Metoda

vykazovala dobré rozdéleni nikotinu a dalsich alkaloidii pfitomnych v tabaku *°.

V praci J. A. Sauderse a D. E. Bluma byly stanovovany 4 majoritni alkaloidy obsazené

Vv erstvém a ve vzduchem suSeném tabdku pomoci Vzorky tabaku byly extrahovany
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fosfatovym pufrem a déleny na koloné€ C18. Jako mobilni faze byl pouzit 40% methanol,
obsahujici 0,2% kyseliny fosfore¢né, pH mobilni faze bylo upraveno na hodnotu 7,25
pomoci triethylaminu. Detekce alkaloida - nikotinu, nornikotinu, anabasinu a anatabinu
byla provadéna pfi vinové délce 254 nm. Limit detekce se pro vSechny sledované analyty

pohyboval v rozmezi 40 — 50 ng °°.

Pro porovnani vytvotrené metody stanoveni nikotinu v tabdku pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie byla vybrana metoda ,,Stanoveni nikotinu v tabadkové
cigaretové naplni* od Svétové zdravotnické organizace®?. Tato metoda vyuziva extrakce

nikotinu pies vodu do organické faze.

2.6.3 Ostatni metody stanoveni nikotinu

V praci Mulletta a kol. byla ke stanoveni nikotinu v tabaku pouzita a vyvinuta metoda
extrakce molekularné vtisténou pevnou fazi s diferen¢ni pulzni eluci (MISPE-DPE).
Nikotin a stopovy alkaloid myosmin se byly schopny vazat na molekularné vtistény
polymer (MIP) v mikrokoloné. Nicméné¢ vice nez 95 % navazaného myosminu mohlo byt
desorbovano a vymyto 20ul pulsem methanolu, ve srovnani pouze se 43 % navéazan¢ho
nikotinu. Zbyly navazany nikotin byl desorbovan 20ul pulsem 1% trifluoroctové kyseliny
ve vod¢ pro piimou detekci UV pii 254 nm. Tato MISPE-DPE metoda vykazovala
inherentni selektivitu k nikotinu, ktera sniZzuje ¢as analyzy a naklady na analyzu. Bylo
dosazeno limitu detekce 1,8 upg/ml a linearniho dynamického rozsahu vice

nez 1000 pg/ml °7.

Ke stanoveni nikotinu v tabaku byla pouzita v praci Svorce a kol. diferenéni pulzni
voltametrie s borem dopovanou diamantovou elektrodou. Tato metoda je velmi citliva,
selektivni a spolehliva. Bylo dosazeno velmi nizkého limitu detekce 0,3 pmol/l aniz

by byl povrch elektrody aktivovan béhem méieni®®.

2.6.4 Metody pouzivané ke stanoveni polyfenolickych latek

Ke stanoveni osmi polyfenolti v tabaku byla v praci Xie a kol. vyvinuta metoda

kapalinové chromatografie S DAD detekci. Tato metoda je jednoduchad, rychla, citliva
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a dobfe reprodukovatelna. Vzorky byly pfipraveny SPE extrakci. Modifikace této metody

byla pouzita v diplomové praci *°.

2.7 Statistické zpracovani dat
V ptedlozené praci byla vzdy pro kazdou piipravu vzorku obsahujici nikotin
provedena dvé méfeni. Z vysledkii méfeni byl vypocten aritmeticky pramér. Ziskané

praméry byly vyneseny do grafii, chybové useCky znac¢i velikost smérodatné

odchylky (sr).

2.7.1 Opakovatelnost

Podminkou opakovatelnosti je ziskani nezavislych vysledkid zkouSky stejnou
metodou, stejnym pracovnikem, ve stejné laboratofi, za stejnych podminek méteni,

na stejném vzorku, na stejném pfistroji, v kratkém Easovém obdobi .

2.7.1.1 Mez opakovatelnosti a reprodukovatelnost

Mez opakovatelnosti udava na hladiné pravdépodobnosti (95 %) o kolik se mohou lisit
vysledky méfeni, aniz by bylo nutné méfeni opakovat . Kritické hodnoty mezi
reprodukovatelnosti, nejistoty a mezi opakovatelnosti byly vypocitany pomoci
Horwitzova vztahu (2.1).

R = 0,0283 x ¢ x 2(2705xlog(c) (2.1)

Kde R je reprodukovatelnost ¢ je koncentrace v % hm..

2.7.2 Mez detekce a mez kvantifikace

Mez detekce je definovano jako nejmensi mnozZstvi analytu ve vzorku, které miize byt

danou metodou detekovano. Mez detekce v experimentu byla vypocitana dle vztahu (2.2)

3xhy
k

LOD = (2.2)
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Kde hn je Sum na zékladni linii dle ASTM a k je smérnice kalibra¢ni piimky, kalibrace
vytvotené ze zavislosti koncentrace analytu na vysce piku.
Mez kvantifikace udava nejmensi mnozstvi analytu, které danou metodou je mozné
stanovit s piijatelnou opakovatelnosti . Mez kvantifikace v experimentu byla

vypocitana dle vztahu (2.3)

10 x hy,
k

LOQ = (2.3)

2.7.3 Linearita

Schopnost metody poskytnout vysledky zkousky, které jsou pfimo imérné koncentraci
analytu, se nazyva linearita. Metoda je linedrni, pokud je splnéna podminka konstantni

citlivosti v pouzitém rozsahu koncentraci .

2.7.4 Kalibracni krivka

Pti kalibraci je hledan vzajemny vztah mezi méfitelnou veli¢inou, tedy signdlem,

a veli¢inou popisujici stav systému, napf. koncentraci °!

. Principem experimentu
je ziskani signalii odezvy analytu, které odpovidaji zndmym hodnotdm koncentrace
analytu. Grafickym znazornénim je kalibrac¢ni kiivka, prolozenim bodi je ziskana rovnice

linearni regrese. Tvar rovnice linearni regrese je uveden ve vztahu (2.4)

y=kxx+gq (2.4)

Kde y je odezva ptistroje (hodnota signalu), X je koncentrace analytu, g je Gsek piimky

a k je smérnice ptimky ¢i také citlivost metody.

2.7.5 Nejistota

Nejistota méfeni vymezuje interval, ve kterém je vysledek povazovan za presny
a pravdivy. Pro fadné urceni nejistoty je dulezité zahrnout vSechny slozky, které mohou
ovlivnit hodnotu vysledku®®. Je nedilnou soucasti vysledku. V této praci je vypocitana

nejistota podle vzorce (2.5).
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U. = kxu, (2.5)

Kde U je kombinovana rozsifena nejistota, K je koeficient roz$ifeni a Uc je kombinovana
standardni nejistota. Koeficient rozSifeni k = 2 udava (pfiblizn¢) 95% hladinu

spolehlivosti. .
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52 v 7

3 Experimetalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Methylalkohol, > 99,9%. Penta, Ceska republika
2-propanol, p.a., Lach:ner, Ceska republika
Dodecylsulfat sodny, p.a., Lach:ner, Ceska republika
Kyselina fosfore¢na, p.a., Lach:ner., Ceska republika
Acetonitril, p.a., Lach:ner a.s., Ceska republika
Rutin, > 98,5 %, Merck, Némecko

Quercitrin hydrat, > 78 %, Sigma, USA

Kyselina kavova 99 %, Lach:ner a.s., Ceska republika
Skopoletin, 95 %, Lach:ner a.s., Ceska republika
Kyselina chlorogenova, 95 %, Sigma, USA

n-hexan, p.a., Lach:ner a.s., Ceska republika
Hydroxid sodny, p.a., Lach:ner a.s., Ceska republika
Dodekan, > 98.5 %, Merck, Némecko

3.2 PoufZité pristroje

Kapalinovy chromatograf - HPLC, Agilent 1200, Agilent Technologies
- Pumpa - 200 binary pump, model G1312A
- Detektor DAD - 1200 DAD, model: G1315D
- Thermostatova skiin - 1200 thermostated column compartment, model:
G1316A
- Autosampler - 1200 Autosampler, model: G1329A
- Thermostat k autosampleru - 1200 Thermostat (k autosampleru), G1330B
- Interface - 35900E A/D interface box
- Software - SW ChemStation SW
Plynovy chromatograf - Agilent 7890B Series GC Custom, Agilent Technologies
Autosampler - Autoinjektor 1: 7693A
Podavac - Tray with Heater/Mixer/Barcode 7693A
Detektor - Micro ECD with EPC G3440B231
Software — ChemStation for LC 3D System
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Detektor - FID with EPC G3440B211
Autosampler - Autoinjektor 2: 7693A, ser.CN14513016
Kolona GC - Agilent DB624 (J&W) délky 30 m, vnitiniho priméru 0,32 mm
a tloustky filmu zakotvené faze 1,8 um
Kolony pro HPLC
Agilent Eclipse Plus C8, zrnéni 3,5 um, (4,6 x 50) mm
Agilent Eclipse Plus C8, zrnéni 1,8 pm, (2,1 x 50) mm
EC 150/4,6 NUCLEOR C18 GRAVITY o zrnéni 3 pm
ZORBAX SB-C18 2,1x50 mm o zrnéni 1,8 pm
HALO C18 2,1x50 mm o zrnéni 2,7 um s predkolonkou
ZORBAX XDB-C8 150x4,6 mm o zrnéni 5 um
PH metr, InoLab pH/Cond Level 1, Inolab

3.3 Priprava roztokl

3.3.1 Stanoveni nikotinu HPLC/DAD

Jako mobilni faze pro kvantitativni analyzu nikotinu metodou HPLC/DAD byla
zvolena smés destilované vody, acetonitrilu a dodecylsulfatu sodného v poméru 89:39:1.
Bylo pfiblizné navézeno 640,00 g destilované vody, 7,21 g dodecylsulfatu sodného
a 281,60 g acetonitrilu. Nasledné bylo upraveno pH smési pomoci 1% H3POasna hodnotu
3,5.

Jako extrakéni ¢inidlo (EX1) pro kvantitativni analyzu nikotinu metodou HPLC/DAD
byl pouzit vodny roztok methanolu (80 % obj.).

Zasobni roztok nikotinoveého standardu (ZN1) byl pfipraven navazenim piiblizné

0,1 g nikotinu do 25ml odmérné bainky a doplnén extrakénim ¢inidlem (EX1) po rysku.

3.3.2 Stanoveni nikotinu GC/FID

Pro kvantitativni analyzu nikotinu GC-FID byl zvolen postup podle metody Svétové
zdravotnické organizace 2. Metoda byla modifikovana pro potieby a dostupné vybaveni
laboratofe. Extrakéni ¢inidlo (EX2) bylo ptipraveno odmétenim 300 ml n-hexanu
do 500ml odmérné banky, ke kterému bylo ptivazeno 0,2638 g dodekanu, nasledné byl

objem doplnén n-hexanem po rysku.
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Pro zajis$téni zasaditého prostiedi extrakce, byl pfipraven 2mol/l roztok NaOH. Bylo
navazeno 8 g NaOH do 100ml odmérné bariky a rozpusténo v destilované vodé. Nasledné
byl objem doplnén po rysku destilovanou vodou.

Pfiprava zasobniho roztoku nikotinu (ZN2) - do 250 ml zabrusové Erlenmeyerovy
banky bylo odméfeno 50 ml destilované vody, k tomu bylo pfivazeno 0,2402 g nikotinu,
nedélenou pipetou bylo k roztoku pfidano 100 ml extrakéniho ¢inidla a néasledné pfilito
25 ml vodného roztoku NaOH (2 mol/l). Takto pfipraveny roztok byl peclivé uzavien
zabrusovou zatkou a po dobu 60 min byl promichavan na tifepacce. Po dalSich
20 minutach stani byla sejmuta horni (organickd) faze, ktera se dale pouzila k vytvoteni
kalibracnich roztoka. Kalibra¢ni roztoky (KW1-KWS5) byly piipraveny postupnym
fedénim zasobniho roztoku, pfidavek kalibra¢niho roztoku: 0,25 ml; 1,25 ml; 2,5 ml,

3,75 ml a 5 ml do 10ml odmérnych bané€k néasledné doplnénych extrakénim ¢inidlem.

3.3.3 Stanoveni polyfenold HPLC/DAD
Jako mobilni faze pro stanoveni polyfenolii z tabdku metodou HPLC/DAD byl

pfipraven roztok acetonitrilu, destilované vody a kyseliny mravenc¢i v poméru
16,5:83,5:0,1.

Kalibraé¢ni roztok (KP) byl ptfipraven navazenim pfiblizn¢ 1 mg od kazdého analytu
do 50ml baiiky a doplnénim extrakénim ¢inidlem (EX1) po rysku. Kalibrace byla métena
pomoci riznych objemi nastfiku kalibra¢niho roztoku na kolonu. V rozmezi 0,1 ul
do 6 pl.

3.4 Pfiprava vzorku tabaku

Vzorky tabaku pro stanoveni nikotinu byly ziskdny ze zasob Celné technické
laboratotfe Generalniho feditelstvi cel. Pro véts$i rozmanitost vysledkl byly déle ziskany
vzorky tabaku od Philip Morris CR a.s. z riiznych zemi a rokti sklizn&. Pro kazdou metodu
byla pouzita rozdilna ptiprava vzorkd, pticemz polyfenoly byly méfeny pouze metodou
HPLC/DAD. Vzorky tabaku musely byt béhem experimentu ptipravovany nékolikrat

kvtli nestalosti polyfenolickych sloZek.
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3.4.1 Stanoveni nikotinu a polyfenold HPLC/DAD

Vzorky tabdku byly rozemlety pomoci mlynku. Takto rozemlety vzorek byl pfesitovan
pres sito z draténé tkaniny se &tvercovym priifezem otvort 0 velikosti otvort 1 mm. Cast
vzorku o velikosti ¢astic mensich nez 1 mm byla odebrana k analyze. Bylo navazeno
pfiblizné ptesné¢ 0,5 g takto upravené¢ho vzorku do 50ml odmérné baiiky, k tomuto
mnozstvi bylo pfidano 45 ml extrakéniho Cinidla (EX1). Uzavienad odmérna barnka byla
ponechéna po dobu 20 minut v ultrazvukové lazni. Po 10 minutach chladnuti byl eluat
slit pfes nalevku do 100ml odmérné banky. Extrakce se stejnym postupem opakovala
jesté jedenkrat. Eluat byl slit do stejné 100ml odmérné bariky a ta byla doplnéna po rysku
roztokem (EX1). Takto ptipraveny vzorek byl promichan, odebran plastovou stiikackou

a pres injekéni filtr o porovitosti 0,45 um byl piefiltrovan do 2ml vialky uzaviené septem.

3.4.2 Stanoveni nikotinu GC/FID

Ptiprava vzorku pro stanoveni nikotinu metodou GC/FID dle Svétové zdravotnické
organizace®’. Do 100ml Erlenmeyerovy baiiky bylo navazeno piiblizné piesné 1,5 @
vzorku namletého tabaku, ke kterému bylo pfidano 20 ml destilované vody, 40 ml
extrakéniho ¢inidla (EX2) a 10 ml 2mol/l NaOH. Takto pfipravena suspenze byla
extrahovéana 60 min na tiepacce, po dalSich 20 minutach stani byla odebrana kapalna faze,
ktera byla prefiltrovana ptes filtr 0,45 um do 2ml vialky. Kontrolni standard byl pfipraven
obdobné jako zasobni roztok nikotinu (ZN2), bylo navazeno 0,1038 g nikotinu do 25 ml
destilované vody s ptidavkem 50 ml extrak¢niho €inidla a 12,5 ml 2mol/l NaOH, roztok
byl 60 min na tfepacce a po uplynuti 20 min byla sejmuta horni faze, 3 ml takto

piipraveného roztoku byly doplnény extrakénim ¢inidlem na objem 10 ml.

3.5 Podminky méreni
V této kapitole jsou popsany optimalni parametry metody HPLC/DAD, které byly
pouzity pro stanoveni obsahu nikotinu a polyfenolickych latek ve vzorku tabdku.

A odchylky od pracovniho postupu Svétoveé zdravotnické organizace.
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3.5.1 Stanoveni nikotinu HPLC/DAD

Ke stanoveni nikotinu ze vzorku tabaku metodou HPLC/DAD byla pouzita kolona C8
o zrnéni 1,8 pm a rozmérech (2,1 x 50) mm. Jako mobilni faze byla zvolena smés vody,
acetonitrilu a dodecylsulfatu sodného v poméru 89:39:1 s pritokovou rychlosti
0,2 ml/min. Objem nastiiku roztoku do kolony byl nastaven na 1 pl. Kolona byla

temperovana na 40 °C po celou dobu analyzy. Nikotin byl detekovan pii vinové délce

260 nm.

3.5.2 Stanoveni nikotinu GC/FID

Pro porovnani vytvofené metody vysokoucinné kapalinové chromatografie byla
pouzita modifikace metody od Svétové zdravotnické organizace viz kapitola 1.7.1.
Vzhledem k dostupnému materialu byla pouzita chromatograficka kapilarni kolona
DB624 (J&W) délky 30 m, vnitiniho priméru 0,32 mm a tloustky filmu zakotvené faze
1,8 um. Nosnym plynem byl oproti piivodni metod¢ zdravotnické organizace zvolen
vodik s pritokovou rychlosti 1,5 ml/min. Jako vnitini standard pro metodu GC/FID byl
pouzit dodekan. Teplota kapilarni kolony byla 170 °C, teplota nastiiku a detektoru byla

270 °C. Méfeni probihalo ve split médu 1:10 o nastiiku vzorku na kolonu 1 pl.

3.5.3 Stanoveni polyfenold HPLC/DAD
Ke stanoveni polyfenold z tabdku metodou HPLC/DAD byla pouzita kolona C8

o rozmérech (150 X 4,6) mm a zrnéni stacionarni faze 5 um. Jako mobilni faze byla
zvolena smés acetonitrilu, destilované vody a kyseliny mravenéi v poméru
16,5 : 83,5 : 0,1 s pratokovou rychlosti 0,4 ml/min. Standardni nastiik byl zvolen 5 pl.
Polyfenoly byly detekovany pti vinové délce 340 nm.
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4  Vysledky a diskuze

4.1 Stanoveni nikotinu HPLC/DAD

Zamérem experimentu bylo vytvofeni metody stanoveni nikotinu v tabaku
HPLC/DAD. Nejprve byla provedena optimalizace podminek méfeni na roztoku
standardu nikotinu. Byla optimalizovana prutokova rychlost mobilni faze, vinova délka
detekce nikotinu a vybér vhodné kolony. Pro stanoveni nikotinu byla také provedena

optimalizace ptipravy vzorku tabaku.

4.1.1 Optimalizace metody HPLC/DAD stanoveni nikotinu

4.1.1.1 Vybér kolony, vinové délky detekce a pritokové rychlosti mobilni faze

Pro stanoveni nikotinu v tabdku byly vyzkouSeny dva typy kolony a dvé pritokoveé
rychlosti mobilni faze. Reten¢ni ¢as nikotinu u kolony Agilent Eclipse Plus C8, zrnéni
1,8 um, (2,1 x 50) mm pfi prutoku mobilni faze 0,2 ml/min byl 6 minut. Pfi vyssich
rychlostech pritoku mobilni faze dochéazelo k ptetlakovani kolony. Zvyseni pritoku
mobilni faze tedy nevedlo ke zkraceni retenniho c¢asu analytu a dale nebylo
experimentovano s vyssimi pratoky pro tuto kolonu.

Druhou vyzkouSenou kolonou byla kolona Agilent Eclipse Plus C8, zrnéni 3,5 um,
(4,6 x 50) mm. Reten¢ni ¢as nikotinu pii pratokové rychlosti mobilni faze 0,2 ml/min byl
20 minut a pii pratoku mobilni faze 1,2 ml/min 4 minuty. V tomto ptipadé doslo
ke zkraceni doby analyzy s vyS$si pritokovou rychlosti mobilni faze. Nicméné byla pro
dal$i méteni vybrana prvni kolona Agilent Eclipse Plus C8, zrnéni 1,8 pm, (2,1 x 50) mm
a prutok mobilni faze 0,2 ml/min, kdy bylo dosazeno vyhovujiciho reten¢niho casu
nikotinu a spotfeby mobilni faze.

Béhem méfeni pro vybér kolony bylo detektorem diodového pole snimano rozmezi
vinovych délek 205 - 380 nm, jez je mozné vidét na Obr. 7. Absorpéni maximum nikotinu
ve sledovaném spektru bylo nalezeno pii vinové délce 260 nm. Pti této vinové délce byla

provadéna nasledujici méteni.
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Obr. 7: Nameéfené UV-VIS spektrum roztoku standardu nikotinu (c = 0,8 mg/ml) v 80%
vodném roztoku methanolu

4.1.1.2 Vybér extrakéniho Cinidla

Z literatury*® bylo zjiiténo, ze vhodnym ¢&inidlem pro extrakci nikotinu z tabaku
je methanol. V experimentu byl vyzkousen ¢isty methanol a vodny roztok methanolu
0 koncentraci 80% obj. Pro zjisténi optimalniho slozeni extrakéniho c¢inidla byly
pfipraveny Vv dubletu dva rozdilné vzorky tabaku. Vysledky extrakce tabaku a stanoveni
nikotinu je mozné vidét v Tab. 2. Rozdil mezi obéma typy extrakce neptesahoval 5 %.
Extrakce Cistym methanolem byla u¢inné;si pro vzorek tabaku €. 1, naopak pro vzorek
¢. 2 byl u€innéjsi druhy typ extrakce. Jak bylo zminéno, rozdil mezi extrakcemi
je zanedbatelny. Pro dal§i méfeni byl vybran vodny roztok methanolu o koncentraci 80%

obj. z davodu snizeni nakladd na experiment a zatéze na zivotni prostiedi.

Tab 2: Optimalizace slozeni extrakéniho ¢inidla tabaku pro stanoveni nikotinu dvou ruznych
vzorkl tabaku

Extrakce ¢istym MeOH  Extrakce 80% MeOH
[% hm. nikotinu] [% hm. nikotinu]

1 1,151 1,106

2 0,722 0,759

Cislo vzorku
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4.1.1.3 Vybér poctu naslednych extrakci a velikosti ¢astic tabaku

Pro vhodny vybér poctu extrakci bylo navdzeno piiblizné presné 1,0 g vzorku tabdku
do 100ml odmérné bariky a trojnasobné extrahovano piiblizn¢ 100 ml 80% methanolu.
Po kazdé extrakci byl sbiran eluat do oddé€lenych vialek, které byly nasledné zméfeny
metodou HPLC s detektorem diodového pole. K méfeni byl pouzit vzorek tabaku
rozemlety na ¢astice o velikosti 1 mm a 2 mm, velikost Castic byla selektovana pomoci
sit o velikosti otvortt 1 mm a 2 mm. Z Tab. 3 vyplyva, ze velikost ¢astic ma zanedbatelny
vliv na prub¢h extrakce nikotinu z tabaku. Rozdil celkového obsahu nikotinu v tabaku
je niz8i nez tii setiny hmotnostnich procent. Z Tab. 3 je dale zfejmé, ze K Gplné extrakci
nikotinu postacuji dvé nasledné extrakce. V eludtu po tfeti extrakci nebyl detekovan
nikotin pro ob¢ sledované velikosti ¢astic. Jako optimalni byly tedy zvoleny dvé nasledné
extrakce nikotinu z tabakovych listi. Pii dalsim méfeni nebyl na velikost ¢astic bran

zietel. Vzorky tabaku byly namlety na elektrickém mlynku na préasek.

Tab 3: Obsah nikotinu v postupnych eluatech a celkovy obsah nikotinu v tabakovém listu
o velikosti ¢astic Imm a 2 mm stanoveny HPLC/DAD

1. extrakce 2. extrakce 3. extrakce Celkové mnozstvi

Velikost o
[% hm.] [% hm.] [% hm.]  nikotinu ve vzorku
castic tabaku o o o
nikotinu nikotinu nikotinu [% hm.]
2mm 0,6751 0,0486 <LOD 0,7237
1 mm 0,6593 0,0399 <LOD 0,6992

4.1.1.4 Ovéreni homogenity vzorku

Dale byl zkouman vliv mnozstvi, homogenity extrahovaného vzorku a celkovy objem
extrakce. Byly pfipraveny dvé sady vzorki tabaku v tripletu.

1. pfiprava - ptiblizné presné¢ 1,0 g vzorku tabdku bylo kvantitativné ptevedeno
do 100ml odmérné banky. K nému bylo pfidano 90 ml rozpoustédla. Takto ptipraveny
vzorek byl po dobu 20 minut extrahovan v ultrazvukové 1azni, po 10 minutach chladnuti
byl eluat slit do 250ml banky. Ke vzorku bylo opét pfidano 90 ml extrakéniho ¢inidla
a byla provedena druhd extrakce. Eluat byl pfidan K eluatu z prvni extrakce a doplnén

extrak¢énim ¢inidlem po rysku na objem 250 ml.
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2. ptiprava - piiblizné ptesn¢ 0,5 g vzorku tabaku bylo kvantitativné prevedeno
do 50ml odmérné banky. Ke vzorku tabaku bylo pfidano cca 45 ml rozpoustédla. Takto
pfipraveny vzorek byl po dobu 20 minut extrahovan v ultrazvukové lazni, po 10 minutach
chladnuti byl eluat slit do 100 ml banky. Ke vzorku bylo opét pfiddno cca 45 ml
extrak¢niho Cinidla a byla provedena druhd extrakce. Eluat byl pfilit k eluatu z prvni
extrakce a doplnén extrakénim cinidlem po rysku na objem 100 ml.

V nasledujici Tab. 4 jsou uvedeny navazky vzorku a vysledny obsah nikotinu
po dvojité extrakci. Z nize uvedené Tab. 4 vyplyva, ze celkova navazka vzorku tabaku
nema vliv na vyslednou analyzu nikotinu. Pro dal§i méfeni byla vybrana pfiprava €. 2,

tedy navazka vzorku 0,5 g a celkovy objem extrakce 100 ml (tj. extrakce 2 x 50 ml)

Tab 4: Vysledky stanoveni nikotinu dvou piiprav stejného vzorku tabaku o riznych navazkach
a celkovych extrak¢nich objemech metodou HPLC/DAD.

Navazka vzorku Obsah nikotinu ve

P pripravy tabaku [q] vzorku [% hm.]
1a 1,03692 0,93
1b 1,01258 0,93
1c 1,00645 1,00
2a 0,49566 0,92
2b 0,51529 0,95
2¢ 0,49513 0,94

4.1.1.5 Trvanlivost extraktl tabaku

Pro zjisténi trvanlivosti extrahovanych vzorkd byl sledovan priabéh zmén obsahu
nikotinu Vv extraktu po dobu jednoho mésice. Vzorky byly uchovavany jednak
pfi laboratorni teplot€ a jednak v mrazéku pfi teploté - 17 °C. Béhem tohoto mésice byl
kazdy vzorek zméfen ve Ctyii rizné dny, vzdy dvakrat. Z vysledku méteni, které jsou
graficky znazornény na Obr. 8 je patrné, Ze vliv teploty skladovani na extrakt tabaku neni
vyznamny. Dle naméfenych hodnot, je mozné méfit extrakty tabaku po dobu jednoho

mesice od jejich pripravy beze zmény vysledku, nezavisle na typu skladovani vialek.
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Obr. 8: Vliv teploty skladovani extrakt tabaku na vysledny obsah nikotinu ve vzorku tabaku;
bila oblast znaci extrakt tabaku skladovany v mrazaku pii teploté —17 °C, Srafovana oblast znaci
extrakt tabaku ponechany pti laboratorni teplotg.

4.1.2 Kalibrac¢ni zavislost

Kalibra¢ni zavislost standardu nikotinu byla zméfena za zvolenych optimalnich
podminek tj. kolona C8, o zrnéni 1,8 um a rozmérech (2,1 x 50) mm, mobilni faze - smés
vody, acetonitrilu a dodecylsulfatu sodného v poméru 89:39:1 s pritokovou rychlosti
0,2 ml/min s objemem nastiiku 1 ul a temperovanim kolony na +40 °C. Retence nikotinu
byla sledovana pii vinové délce 260 nm. Na Obr. 9 je uvedena kalibra¢ni zavislost ploch
pikd na koncentraci nikotinu. Z vysledkii méfeni standardnich roztokd v rozsahu
koncentraci 0,06 - 1,20 mg/ml je ziejmé, Ze kalibra¢ni zavislost je linearni v celém
méfeném rozsahu. Mez stanovitelnosti a detekce byla vypocitana z ASTM hodnoty Sumu
a kalibracni zavislosti koncentrace nikotinu na vysce piku dle vztahu (2.3) a (2.4).
Rovnice regrese pro kalibraci nikotinu v rozmezi 0,68 - 1,20 mg/ml y =219,91x. Hodnota
ASTM Sumu byla 0,0176. v Tab. 5 jsou uvedeny hodnoty vypocitanych mezi detekce

a stanovitelnosti.
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Obr. 9: Kalibraé¢ni zavislosti koncentrace nikotinu na vysce piku (A) a na plose piku (B) zmétené
metodou HPLC/DAD

Tab. 5: Parametry kalibra¢nich zavislosti odectené z vyse uvedenych grafa (Obr. 9). Vypocétené
LOD a LOQ z kalibra¢ni zavislosti vysky piku na koncentraci na nikotinu

Kalibraéni ~ Smérnice Usek R LOD LOQ
zavislost [mMAUmMI/mg] [ mAU] [mg/ml] [mg/mi]
Plocha piku  2651,67 + 16,60 -0,17 +0,47 0,999

Vyska piku 215,84 + 0,61 0,04+0,01 0,999 0,0003 0,0010

4.1.3 Stanoveni obsahu nikotinu v redlnych vzorcich

Obsah nikotinu v realném vzorku tabaku a Vv nikotinové naplni do elektronickych
cigaret byl méfen pomoci HPLC s detektorem diodového pole za vybranych optimalnich
podminek. Pro stanoveni nikotinu byly vybrany rizné druhy tabaka: mleté listy tabaku,
cigaretova smés tabaku a dymkovy tabak. Vzorky byly nékolikrat ptipravovany, nebyly
tak méteny pouze z jedné ptipravy. Timto zpiisobem byla ovéiena mez opakovatelnosti
extrakce a celé pfipravy zkoumaného roztoku. Z desetkrat opakovaného méfeni piiprav
byla vypocitana smérodatna odchylka do 0,03 % hmotnostnich a relativni smérodatna
odchylka nepiesahuje 2 %. Vysledky a jejich statistické zpracovani mizeme vidét
v Tab. 6 a 7. Pro metodu stanoveni nikotinu HPLC/DAD je mez opakovatelnosti na 95%
hladiné pravdépodobnosti do 2,6 % hm. Dymkovy tabak piesahuje vSechny zminéné

hodnoty pfedevsim kvili nehomogenité vzorku.
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Selektivita metody byla ovéfena pii kazdém méfeni pomoci kontroly zméteného
spektra piku s knihovnim spektrem nikotinu. Kontrola probihala na zacatku, uprostied
a na konci piku nikotinu. Kontrola byla provadéna vzdy s kazdou novou sérii vzorkt. Pik
byl posuzovan jako ¢isty pii shod¢ s knihovnim spektrem nad 96 %. Reprodukovatelnost
byla vypocitana ze smérodatné odchylky dlouhodobé opakovatelnosti a pramérné
hodnoty vysledkii méfeni. Vypocitané hodnoty byly kontrolovany pomoci kritickych
hodnot Horwitzova vztahu, kdy bylo zjisténé, ze pouze dymkovy tabak tyto hodnoty

ptekracuje. Coze je zpusobeno s vysokou pravdépodobnosti nehomogenitou vzorku.

Tab. 6: Vypocitané kritické hodnoty mezi reprodukovatelnosti, opakovatelnosti a nejistot pro
ruzné vzorky tabaku dle Horwitzova vztahu

Tabak  Cigaretovy Nikotinovd Dymkovy

tabak napln tabak
Reprodukovatelnost 0,13 0,17 0,13 0,13
Reprodukovatelnost [%] 11,06 10,51 11,14 11,07
Mez opakovatelnosti [%] 3,69 3,50 3,71 3,69
Rozsifena nejistota [%] 7,90 7,51 7,96 7,91

Tab. 7: Vysledky stanoveni nikotinu metodou HPLC/DAD ruznych vzorku a jejich statistické
zpracovani.

Tabak  Cigaretovy Nikotinovd Dymkovy

tabak napln tabak
Obsah nikotinu [% hm.] 1,17 1,65 1,11 1,16
RSD [%] 1,86 1,95 1,07 5,41
Reprodukovatelnost [%] 6,75 6,83 7,78 15,62
Mez opakovatelnosti [%] 2,25 2,28 2,59 5,21
Nejistota [%] 2,41 2,44 2,78 5,58

Rozsifena nejistota [%] 4,82 4,88 5,56 11,16
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4.2 Stanoveni nikotinu GC/FID

Stanoveni nikotinu vysokou¢innou kapalinovou chromatografii bylo ovéfeno pomaoci
plynové chromatografie supravenym pracovnim postupem Svétové zdravotnické
organizace (kap. 1.7.1.). Pro porovnani byl v tripletu pfipraven vzorek tabaku a kontrolni
standard nikotinu. Pro vyhodnoceni byla vybrana metoda vnitiniho standardu. Méfeni
probihalo na plynovém chromatografu s plamenové ionizaénim detektorem. Analyt
a vnitini standard byly pomoci GC/FID dobie délitelné i kdyz se jednalo o odchylku
od pracovniho postupu Svétové zdravotnické organizace (Obr. 10). Po zajisténi idealni
separace analytu a vnitiniho standardu byla proméfena modifikovanou metodou GC/FID

kalibra¢ni zavislost uvedena na Obr. 11 a z ni ode¢tené parametry jsou uvedeny v Tab. 8.

Intenzita 2500
1

2000 |- 2

1500 |

1000 | 3
500 |- uL

0 , , ,
0 1 2 3 4 5

t, min

Obr. 10: GC-FID chromatogram realného vzorku tabaku extrahovaného do (1) n-hexanu;
(2) vnitini standard - dodekan (c = 0,53 mg/ml ); (3) analyt - nikotin (¢c = 2 mg/ml)
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Obr. 11: Kalibra¢ni zavislost koncentrace nikotinu v standardnich kalibra¢nich roztocich
na ploSe piku metodou GC/FID, rozsah kalibrace 0,06 - 1,19 mg/ml

Tab. 8: Parametry kalibra¢ni zavislosti odectené z vyse uvedeného grafu (Obr. 11)

Smérnice Usek R
2916,95+ 0,85 -11,68 + 1,02 0,999
AU.min.ml/mg AU

4.3 Porovnani metod HPLC/DAD a GC/FID

Porovndni stanoveni nikotinu metodou HPLC/DAD a GC/FID od Svétové
zdravotnické organizace®? probihalo méfenim stejného vzorku za optimalnich podminek
obou metod, které jsou popsany v piedchazejicich kapitolach. Obsahy nikotinu ziskané
méfenim obéma metodami jsou uvedeny v nasledujici Tab. 9. Jak je mozné vidét, rozdily
ve stanoveni nikotinu vytvofenou metodou HPLC/DAD oproti standardni metodé
Svétové zdravotnické organizace jsou zanedbatelné. MiZeme fici, Ze metoda
HPLC/DAD vykazuje stejné vysledky jako metoda GC/FID. Dale jsou shrnuty
vypocitané parametry kalibra¢nich zavislosti. Napiiklad meze detekce a stanovitelnosti
pro ob¢ pouzité metody (Tab. 10). Meze detekce a stanovitelnosti pro vyvinutou metodu
vysokoucinné kapalinové chromatografie jsou pfiblizn€ o dva fady nizsi nez uvedené
hodnoty pro stanoveni nikotinu metodou GC/FID. Stanoveni nikotinu pomoci HPLC takeé

vykazuje uspokojivou mez opakovatelnosti i relativni smérodatnou odchylku ploch piku
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deseti za sebou jdoucich méfeni nikotinu. Relativni smérodatna odchylka opakovatelnosti
plochy pikt nikotinu ze vzorku tabaku nepiesahovala 2 % pro vSechny studované tabaky.
Vysledky obou metod HPLC/DAD a GC/FID byly porovnany Studentovym t-testem
na hladiné spolehlivosti 99 %. Vysledek t-testu nepiesahl kritickou hodnotu. Diky tomuto

porovnani mizeme fici, Ze metody vykazuji stejny vysledek.

Tab. 9: Obsahy nikotinu ve vzorku tabaku uvedené v hmotnostnich procentech pro obé metody
(HPLC/DAD a GC/FID) se smérodatnymi odchylkami

HPLC/DAD GC/FID
[% hm. nikotinu ve vzorku]
1,51 +0,02 1,53+0,01
1,49 +£ 0,03 1,51+0,01
1,53+ 0,02 1,51+ 0,00

Tab. 10: Porovnani parametrtt metod HPLC/DAD a GC/FID

HPLC/DAD GC/FID>?
Mez detekce 0,0003 mg/ml 0,05 mg/ml
Mez stanovitelnosti 00,0010 mg/mi neuvedeno
Mez opakovatelnosti 2,3 % neuvedeno
RSD % 2% neuvedeno

4.4 Stanoveni polyfenolickych latek metodou HPLC/DAD

4.4.1 Optimalizace metody
Pro stanoveni polyfenolickych latek vysokouc¢innou kapalinovou chromatgrafii byly
optimalizovany stejné parametry jako pro stanoveni nikotinu. Ani v tomto ptipadé

se bohuzel nepodatilo dosahnout stejnych podminek pro obé méteni.

4.4.1.1 Vybér vhodné kolony a mobilni faze nebo optimalizace parametru HPLC
pro stanoveni polyfenolickych latek

Pro vybrani vhodné kolony byly vyzkouseny 4 typy kolon, na kterych byl méfen roztok

smési sledovanych polyfenolti. Z literatury®® byla prejata gradientova eluce a smés

mobilni faze pro analyzu skladajici se z roztoku (A) 0,1% vodného roztoku kyseliny
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mravenci (FA) a roztoku (B) acetonitrilu (ACN). Program byl zpo¢atku 2 min isokraticky
s90 % (A) a 10 % (B), od 2 do 5 minut probihal linearni gradient do 30 % (B), dale
do 6,5 minuty byl opét linearni gradient do 10 % (B), k programu bylo dale ptidano
1,5 minuty, pro dostate¢né promyti kolony. Pritok mobilni faze byl také prejat a jeho
hodnota byla 0,4 ml/min.

e 1 kolona EC 150/4,6 NUCLEOR C18 GRAVITY o0 zrnéni 3 pm
Pfi méfeni roztoku smési polyfenoli na této koloné dochdzelo k pietlakovani.
Se snizenim prutokové rychlosti a délkou kolony by délka analyzy byla nevyhovujici.
Analyza trvala cca 30 minut. Proto byla tato kolona vyfazena z dal§ich méteni.
e 2. kolona ZORBAX SB-C18 2,1x50 mm o zrnéni 1,8 pm
Pti doporucenych podminkach tato kolona nevykazovala uspokojivé rozdéleni
analytli. Z tohoto ditvodu byly upraveny podminky gradientové eluce:
0-1 min 10% B
2-5min 30%B
5-6,5 min 50% B
6,7-8 min 10% B
10 min 10% B
Za téchto podminek dochéazelo k uspokojivému déleni analyti. Retencni Casy kyseliny
chlorogenové a kyseliny kavové byl blizko mrtvému casu. Tato kolona byla uvazovéna
jako moznd k pouZiti pro analyzu polyfenoll s pfipadnou dalsi Upravou gradientové
eluce.
e 3.kolona HALO C18 2,1x50 mm o zrnéni 2,7 um s ptedkolonkou
Pii testovani této kolony byly opét nékolikrat pozménény podminky gradientové eluce,
pro priklad:
0-6,5 min 0%B
6,5-7 min 35%B
-10 min 0%B
I pfi zménach podminek gradientové eluce nedochazelo k uspokojivému déleni analytu.
Dochazelo k vyznamné koeluci kyseliny chlorogenové a kyseliny kdvové. Tato kolona
nebyla uznana jako vhodna pro detekci sledovanych analytu.
e 4. kolona ZORBAX XDB-C8 150x4,6 mm o zrnéni 5 um
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Z danych prejatych podminek dochédzelo na této koloné k témeét idedlnimu déleni

analyttl a k uspokojivému &asu analyzy. Cas analyzy byl do 10 minut.

Pro zjednoduseni metody byla vyzkousena isokraticka eluce o slozeni mobilni faze
ACN : H2O : FA vpoméru 16,5 : 83,5 : 0,1, kterd vykazovala uspokojivé rozdéleni
analyti, jeZ je mozné vidét na Obr. 12. Pro dalsi stanoveni polyfenoli v tabaku byla
pouzivana kolona ZORBAX XDB-C8 a mobilni faze ACN : H20 : FA ve vyse uvedeném
poméru. Pritokova rychlost mobilni faze byla 0,4 ml/min a objem nasttiku 5 pl.

Polyfenoly byly detekovany pii vinové délce 340 nm kde se absop¢ni spektra vSech
studovanych polyfenolt protinaji a vykazuji uspokojivou absorbanci. Absop¢ni spektra
jsou uvedeny na Obr. 13. V nize uvedené Tab. 11 jsou zapsané retenéni ¢asy vSech

sledovanych polyfenolickych latek.

Absorbance 30 - i

25 -

20 -

200 240 280 320 360 400

Obr. 12: Absorb¢ni spektra sledovanych polyfenold v UV oblasti vinovych délek: (1) kyselina
chlorogenova, (2) kyselina kavova, (3) quercitrin, (4) rutin, (5) skopoletin o ptiblizné koncentraci
vsech latek 10 pg/ml v 80% vodném roztoku methanolu.
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Absorbance, mAU

t, min

Obr. 13: HPLC chromatogram smési standardi polyfenolickych latek - slozeni mobilni faze:
ACN 16,5 : H20 83,5 : FA 0,1; 1 — kyselina chlorogenova, 2 — kyselina kavova, 3 — rutin,
4 — skopoletin, 5 — quercitrin.

Tab. 11: Sledované polyfenolické latky a jejich retenéni ¢asy zaznamenané pii vinové délce
340 nm.

Analyt Retenc¢ni ¢as [min]

Kyselina chlorogenova 4,71

Kyselina kavova 494
Rutin 6,20
Skopoletin 6,47
Quercitrin 7,26

4.4.2 Kalibra¢ni zavislosti

Kalibra¢ni zavislosti standardii polyfenolickych latek, které jsou znazornény
na Obr. 14, byly zméfeneny za optimalnich podminek. Parametry kalibra¢nich zavislosti
jsou uvedeny v nasledujici Tab. 12. Zuvedenych hodnot je ziejmé, ze HPLC
je nejcitlivéjsi pro analyzu kyseliny kdvové a naopak nejméné citlivé pro skopoletin.

Meze stanovitelnosti a detekce byly vypocitany z ASTM hodnoty Sumu a kalibra¢ni
zavislosti koncentrace analytti na vysce piku dle vztahu (2.2) a (2.3). Rovnice regrese
pro kalibraci jednotlivych analyti a vysledné limity detekci a stanovitelnosti jsou

uvedeny v Tab. 12. Hodnota ASTM Sumu pro tuto metodu byla 0,00368. Nejnizsi limity
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detekce byly vypocitany pro kyselinu chlorogenovou a kavovou. Tyto vysledky
odpovidaji zmétenému absorpénimu spektru obou latek (Obr. 12) i citlivosti metody
ze smérnice kalibra¢ni zavislosti koncentrace analytu na plose piku. Na Obr. 14 mizeme
vidét kalibrani zavislosti ploch pikd sledovanych analyti na jejich koncentraci

v roztoku. Parametry kalibracni zavislosti jsou uvedeny v nasledujici Tab. 13.

Tab. 12: Rovnice regrese a hodnoty LOD a LOQ pro jednotlivé analyty ze stanoveni polyfenold
metodou HPLC/DAD z kalibra¢ni zavislosti koncentrace na vysSce piku.

Rovnice regrese LOD [ng/ml] LOQ [ng/ml]

Kyselina chlorogenova Yy = 387,07x+0,16 29 95
Kyselina kavova y = 575,44x+0,31 19 64
Rutin y = 70,65x+0,03 156 520
Skopoletin y =324,59x+0,12 34 113
Quercitrin y = 67,74x+0,02 163 543

plocha piku 8 I T T T T T T
an .
6l .

5L -

1 1 1 1 1 1 1
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010 0,012
¢, mg/ml

Obr. 14: Kalibra¢ni zavislosti koncentrace polyfenolickych latek na plose piku: (m) kyselina
kavova, () kyselina chlorogenova, (A ) rutin, (V) skopoletin, (©) quercitrin.
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Tab. 13: Parametry kalibra¢nich kiivek pro studované polyfenolické latky odectené z grafu
kalibra¢ni zavislosti (Obr. 14).

Analyt Smérnice [mg/ml] Usek R

Kyselina kavova 625,98 + 14,20 0,08 + 0,09 0,999
Kyselina chlorogenova 422,32 + 5,39 0,02 £ 0,03 0,999
Rutin 351,78 7,03 0,03+ 0,03 0,999
Skopoletin 73,09 £ 1,82 0,01 +£0,01 0,999
Quercitrin 76,62 £ 1,52 0,01+ 0,01 0,999

4.4.3 Stanoveni polyfenolickych latek v realném vzorku tabaku

Za zvolenych optimalnich podminek méfeni byly stanoveny polyfenolycké latky
ze vzorku tabdku. Pfiprava vzorkli pro stanoveni polyfenolli probihala stejné jako
ptiprava vzorkll pro stanoveni nikotinu. Z chromatogramu je zfejmé, Ze vzorek tabaku
obsahuje viechny sledované polyfenoly. Cistota pikil byla kontrolovéana pies knihovnu
spekter. Kontrola pikd probéhla v oblasti zacatku, uprostied a na konci piku.
Z chromatogramu (Obr. 15) mtzeme dale vidét, Ze ze sledovanych latek je ve vzorku
tabadku nejvice zastoupena kyselina chlorogenovd. Naopak nejmens$i odezvu mél
quercitrin. I po provedené optimalizaci podminek méfeni dochazi k ¢asteéné koeluci

kyseliny chlorogenové a kyseliny kavové.

Absorbance, mAU

Obr. 15: HPLC chromatogram stanoveni polyfenolickych latek ze vzorku tabaku; (1) kyselina
chlorogenova, (2) kyselina kavova, (3) rutin, (4) skopoletin, (5) quercitrin.
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5 Zavér

V predkladané diplomové praci byla vyvijena metoda vysokoucinné kapalinové
chromatografie stanoveni nikotinu s detektorem diodového pole ve vzorcich tabaku. Dale
byl studovan obsah polyfenolickych latek. Zjisténé optimalni podminky méfeni jsou
nasledujici. Jako mobilni faze byla zvolena smés vody, acetonitrilu a dodecylsulfatu
sodného o pH 3,5 spriutokovou rychlosti 0,2 ml/min. Detekce nikotinu probihala
pii vinové délce 260 nm. Extrakce nikotinu z tabaku probihala dvoukrokové a to do 80%
vodného roztoku methanolu.

Jelikoz neexistuje pro stanoveni nikotinu tabakovy standard, byla pro kontrolu
vyvinuté metody pouzita metoda GC/FID s upravenym pracovnim postupem Svétove
zdravotnické organizace (podle dostupného vybaveni laboratofe). Vytvorena metoda
kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole vykazuje shodné vysledky
S porovnavanou standardni metodou plynové chromatografie s plamenové ionizaénim
detektorem od Svétové zdravotnické organizace. Rozdil stanoveni nikotinu z obou metod
nebyl statisticky vyznamny.

Metodou HPLC/DAD byl stanovovan obsah nikotinu nejen v listech tabdku, ale také
Vv cigaretovém tabaku, dymkovém tabaku a v nikotinovych néplnich do elektronickych
cigaret. Ze zméfenych vysledki a nésledného statistického zpracovani bylo zjisténo,
ze metoda je vhodnéa pro tyto typy vzorkli. Smérodatnd odchylka métfeni do 0,03 %
hmotnostnich a RSD neptesahuje 2 %. Mez opakovatelnosti byla pro vzorky lista tabaku,
cigaretového tabaku a nikotinovou napli do elektronické cigarety do 2,6% a rozsifena
nejistota do 5,68 %. Pro dymkovy tabak jsou vypocitané hodnoty vyssi a to, mez
opakovatelnosti 5,3 % a roz$ifend nejistota 11,2 %. Metodou HPLC/DAD stanoveni
nikotinu bylo dosazeno limitu detekce 0,0003 mg/ml a limitu stanovitelnosti
0,0010 mg/ml. Metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie je také vhodnou
metodou pro sledovani polyfenolickych latek obsazenych v tabdkovém listu. Bylo
dosazeno dobré citlivosti metody pro vSechny studované latky, zejména pro kyselinu
kavovou a chlorogenovou. Metoda byla nejméné citliva na skopoletin a quercitrin.

Ob¢ metody vysokoucinné kapalinové chromatografie s detektorem diodového pole
by mohly vést ke zjisténi geografického ptvodu vzorkt tabaku. Analytické cile
diplomové prace byly splnény, ziskana data budou dale vyuzita k validaci metody pro

pouziti metody Vv laboratorni praxi.
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