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1. Uvod

Plynova chromatografie je jednou znejcastéji pouzivanych
analytickych metod. Je to vysoce u¢inna separacni metoda, ktera slouzi
k analyze plynnych latek a latek kapalnych a pevnych, které 1ze bez rozkladu
pievést do plynného stavu. V analyze 1€¢iv ma plynova chromatografie
nezastupitelné misto.

Validaci analytické¢ metody rozumime ovéteni u¢innosti metody, pokud
dojde ke zmeéné chromatografickych podminek. Béhem validacni studie
sledujeme tyto parametry: selektivitu, linearitu, spravnost, ptesnost, detekéni

limit, kvantifikacni limit a robustnost.



2. Teoreticka ¢ast

2.1.Plynova chromatografie

Je to separacni analytickd metoda. Slouzi k oddéleni analyzovanych

......

vvvvvv

chromatografie je jednou znejdulezitéjSich a  nejpouzivanéjsich
chromatografickych metod. Mezi jeji vyhody patii jednoduchost provedeni,
vysoka citlivost a vysoka separacni ti€innost. Touto metodou Ize stanovit nejen
plynné latky, ale i pevné a kapalné latky, které 1ze bez rozkladu pievést do

plynného stavu.#**

2.1.1. Princip chromatografického déleni

Principem je mnohonasobné ustavovdni rovnovadhy mezi slozkami
analyzované smési a dvéma navzijem nemisitelnymi fazemi. Tyto faze
nazyvame stacionarni a mobilni. Stacionarni neboli nepohybliva faze zadrzuje
analyt. Mobilni faze, pohyblivd fadze neboli nosny plyn jednotlivé slozky
analyzované smési vymyva ze stacionarni faze a unasi je smérem k detektoru.®

Ptfi analyze se v chromatografickém systému ustavuje dynamicka
rovnovaha mezi vratnou sorpci na stacionarni fazi a desorpci do mobilni faze.
Rychlost postupu latky systémem zavisi na sorpéni rovnovaze. Cim pevnéji je
latka vazana na stacionarni fazi, tim pomaleji se v chromatografickém systému

pohybuje a tim pozdgji je detekovéana.™®



2.1.2. Zakladni chromatograficka data

Hlavni kvalitativni charakteristikou plynové chromatografie je retencni
¢as, hlavni kvantitativni charakteristikou je potom plocha pod pikem ¢i vyska
chromatografického piku. VSechny tyto charakteristiky se daji vycist

Z chromatogramu. Pro ptiklad je uveden vzorovy chromatogram na Obrazku 1.

MNastiik

Obrazek 1: Vzorovy chromatogram pro vysvétleni zdkladnich
chromatografickych dat

tm-mrtvy Cas

tri-retencni Cas latky 1

tro-retencni Cas latky 2

Whn1-Sitka piku pro latku 1 v poloviné vySky

Wh-Sitka piku pro latku 2 v poloviné vysky



Retencni ¢as tg
Udava dobu, kterou setrva analyt v separacnim systému.3'5 Odecita se

z chromatogramu nebo se vypocita podle vzorce:

L - délka kolony v cm

U - rychlost prutoku obilni faze kolonou v cm/s

Mrtvy ¢as ty
Je Cas, ktery udava, jak dlouho chromatografickym systémem prochazi

mobilni faze.>®

Redukovany retenéni ¢as t'r
Je to cisty Cas, ktery analyt setrva v chromatografickém systému.

Vypocita se podle vzorce:

tr - retencni Cas analytu

tm - mrtvy das®



Zdanlivy pocet teoretickych pater N

Celou délku chromatografického systému je mozné rozlozit na vetsi
pocet usekl, které se oznacuji jako teoretickd patra. Teoretickd patra
odpovidaji poc¢tu ustaveni rovnovahy v systému. Pocet teoretickych pater tedy
vyjadiuje u¢innost chromatografické kolony. Cim vét§i je podet teoretickych

pater, tim vice je kolona G¢inné. Vypocte se podle vzorce:

2
N =5,54- [t—RJ
W,

tr - retencni Cas analytu

Wj, - Sitka chromatografického piku v poloviné jeho V}'Iékyg’S’6

2.1.3. Vlastni provedeni plynové chromatografie

Roztok vzorku je wvstiiknut do néstfikového prostoru, ktery je
vyhiivany. Vzorek se ihned odpaii a je nosnym plynem unasen na kolonu. Cela
kolona je termostatovana, aby nedoSlo ke zpétnému zkapalnéni vzorku.
Jednotlivé soucasti vzorku jsou na koloné€ sorbovany na stacionarni fazi. Poté
jsou nosnym plynem desorbovany a unaSeny smérem k detektoru. Latky, které
jsou na kolonu sorbovany malo, doputuji k detektoru jako prvni. Maji kratky
eluéni Cas. Naproti tomu latky, které jsou sorbovany pevnéji, vystupuji

Z kolony pozdéji.l



2.1.4. Hlavni soucasti plynového chromatografu

Regulatory pritoku a tlaku
Je to elektronické zatizeni, kterym se da nastavit pratok a tlak nosného
plynu v injektoru i na koloné. Toto zafizeni zajisti konstantni pratok nosného

plynu kolonou a detektorem.>>’

Injektor

Injektor slouZzi k nastfiku vzorku. Vzorek, ktery vstupuje na kolonu,
musi mit co nejmensi objem. Vzorek vstupujici na kolonu musi byt v plynném
stavu. Vzorek se ale nesmi béhem odpateni rozlozit. K odpateni vzorku a jeho
smichéani s nosnym plynem dochézi v tzv. lineru. Liner také slouZzi k zachyceni

netékavych latek.® Vzorek poté vstupuje do kolony.’

Kolona

Kolona je trubice, ve které je umisténa stacionarni faze. V plynové
chromatografii rozeznavame kolony napliiové a kapilarni. Népliiové kolony
jsou trubice z nerezové oceli nebo skla, ve kterych je granulovany adsorbent
nebo nosi¢ se zakotvenou kapalnou stacionarni fazi. Tyto kolony jsou obvykle
dlouhé do 5 m a jejich vnitini primér byva v rozmezi 2 az 5 mm. Kapilarni
kolony jsou tenké trubice z nerezové oceli nebo skla, na jejichz vnitini sténé je
nanesena kapalna stacionarni faze. Tyto kolony dosahuji délky 10 az 100 m,
jejich vnitini primeér je 0,1 az 0,5 mm. Kolona je umisténa v termostatovaném
prostoru, ktery udrZzuje na kolon€ nami zvolenou teplotu. Podle toho, zda je
teplota kolony po celou dobu konstantni nebo se méni rozeznavame dva typy
analyzy. A to isotermdlni analyzu (teplota kolony je po celou dobu analyzy
stejnd) a analyzu s teplotnim gradientem (teplota kolony se v priitbéhu analyzy
méni podle nami zvolen¢ho programu). Analyza s vyuzitim teplotniho
gradientu je vhodna pro analyzu smési latek s rozdilnymi teplotami varu. Dojde

tak ke zkraceni doby analyzy a ke zlepsSeni tvaru chromatografickych piki’l.l’z’3
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Stacionarni faze

Stacionarni faze je naplnéna v koloné. Jeji vlastnosti zavisi na
charakteru analyzované¢ho vzorku. Polaritu stacionarni faze volime podle
polarity separovanych slozek smési. Mizeme zvolit stacionarni fazi nepoléarni,
slabé polarni, stfedn¢ polarni nebo polarni. Nepolarni fazi je
poly(dimethylsiloxan) a poly(5%-difenyl-95%-dimethylsiloxan), slab¢ polarni
fazi je poly(14%-bis(kyanopropyl)-86%-dimethylsiloxan), stfedné polarni fazi
je  poly(50%-kyanopropylfenyl-50%-dimethylsiloxan), polarni fazi je

34
l.

polyethylenglyko

Detektor
Detektor urcuje citlivost chromatografické analyzy. Detektor volime
podle typu analyzovaného vzorku. V plynové chromatografii vyuzivame

detektory ze skupiny ioniza¢nich detektort nebo tepeln€ vodivostni detektor.??

Ionizacni detektory

Ioniza¢ni detektory pracuji na principu méfeni ioniza¢niho proudu,
ktery vznikd v pfitomnosti nabitych castic v nosném plynu. loniza¢nim
zdrojem muze byt kyslikovy plamen nebo zdroj ioniza¢niho zéafeni. Do této
skupiny detektorGi patfi hmotnostni spektrometr, detektor elektronového
zachytu, plamenoionizacni detektor, termoionizac¢ni detektor, fotoionizacni
detektor a palmenofotometricky detektor.
Hmotnostni detektor

Hmotnostni detektor funguje na principu ionizace neutradlnich molekul a
atomt na ionty a fragmenty, které jsou nasledné separovany na zékladé poméru
hmotnosti a naboje. U této detekce je nejCastéji vyuzivana elektronova
ionizace, nejCastéji pouzivany analyzator je kvadrupol. Je to univerzalni

detektor s citlivosti 1 ng az 10 pg.>®
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Plamenoioniza¢ni detektor

Dalsim velmi vyuzivanym je detektor plamenoionizacni detektor.
Vzorek je v tomto detektoru spalen kyslikovodikovym plamenem. lonty, které
timto procesem vznikaji, jsou vedeny na polarizované elektrody, kde generuji
proud. Tento proud se zesiluje a pievadi do pocitace. Tento detektor je
univerzalni pro organické latky. Citlivost detektoru je 10 az 100 pg.>’
Tepelné vodivostni detektor

Tepelné vodivostni detektor je takovy, ktery méii rozdil mezi tepelnou
vodivosti nosného plynu a analyzované latky. Tento detektor je univerzalni.

Jeho citlivost je mensi nez 400 pg propanu/ml helia.?

Zaznam chromatogramu

Signal vznikajici v detektoru je prevadén na proudovou odezvu.
Chromatogram je potom grafickym zdznam zavislosti proudové odezvy na
Case. Ze ziskaného chromatogramu poté mizeme vyhodnotit jednotlivé

retenéni parametry jednotlivych signald, plochy a vyiky pikd.>

Ridici jednotka
Ke zpracovani dat analyzy se pouziva pocitac se specidlnim softwarem.

Tento software zarovei ovlada cely systém.”

Nosny plyn

Nosny plyn pifedstavuje v plynové chromatografii mobilni fazi. Jako
nosny plyn se nej€astéji vyuziva dusik nebo helium. Lze ale vyuzit 1 jiné plyny
jako napftiklad argon nebo vodik. Kritéria pro vybér nosného plynu jsou jeho
viskozita, u¢innost, Cistota, reaktivita, typ pouzivaného detektoru, ale naptiklad
1 cena nosného plynu. Hlavnim problémem nosného plynu jsou necistoty, které
muZe obsahovat. Kritickymi necistotami jsou kyslik, vodni para a uhlovodiky.
Tyto necistoty jsou nebezpecné pro separacni systém, protoze mohou reagovat

se stacionarni fazi a meénit tak jeji sloZeni, 1 pro méfici systém, kde mohou

12



ovlivnit detekci (uhlovodiky obsazené v nosném plynu mohou zptisobovat Sum

base line). Nosny plyn je proto pred vstupem do analyzy predgistovan.t34°

Splitovani

Splitovani je technika nastfiku vzorku na kolonu. Pfi splitovani je smés
vzorku a nosného plynu rozdélena na dvé nestejné velké Casti. MensSi Cast
vzorku vstupuje na kolonu, v&tsi do odpadu.®
Vzorek lze také nastiiknout bez splitu (split less injection). Nastiik bez splitu je
vyuzivan pro analyzu smési latek, které se vyrazné lisi bodem varu, nebo pro

stopové anal}'/zy.?’

2.1.5. Vyuziti plynové chromatografie

Plynova chromatografie se vyuziva pro kvalitativni i kvantitativni

hodnoceni smési latek.

Kvalitativni analyza

Plynova chromatografie je metodou separa¢ni, nikoliv identifikac¢ni.
Proto ji pro identifikaci primarné¢ nevyuzivame. Pokud bychom se ji pfesto
rozhodli K identifikaci pouzit, musime zvolit vhodny detektor (napiiklad
hmotnostni detektor). Pfi kvalitativni analyze identifikujeme analyt
srovnavanim jeho retencnich dat a retencnich dat standardu. Reten¢ni data
anylytu odrdzi interakce anylytu se stacionarni a mobilni fazi, jsou proto
specifickd pro dany chromatograficky systém. Z toho vyplyva, Ze zmény
chromatografickych podminek zpisobi zmény retencnich parametri. Z toho

také vyplyva, Ze 100% identifikace neni v chromatografii mozna.
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Kvantitativni analyza

Kvantitativni analyzou zjistujeme mnozstvi analyzované latky ve
vzorku. Koncentrace dané latky je imérna plose, ptipadné vysce piku. Vlastni
uréeni obsahu latky ve vzorku se provadi z ploch pikti vzorku a standardu.
KurCeni pouzivame metodu wvnitintho nebo vnéjSiho standardu, metodu
standardniho pfidavku, metodu kalibraéni kiivky nebo metodu vnitini

normalizace.’

Metoda vnéjsiho standardu

Na kolonu nastiikneme roztok analyzovaného vzorku a poté roztok
vngjSiho standardu. Oba chromatogramy potom porovnavame. Jako vnéjsi
standard se pouziva latka odpovidajici kvality, nejcastéji to byva nécktera
z analyzovanych slozek. Koncentraci stanovované latky pak vypocitime
z poméru plochy pod pikem (vysky piku) dané latky a plochy pod pikem

vn&jsiho standardu.”

Metoda vnitiniho standardu

Pokud zvolime metodu vnitiniho standardu, tak ke stanovovanému
vzorku ptidame inertni standard. Tato latka neni pfitomna v piivodnim vzorku,
nereaguje s nim, od vSech slozek vzorku musi byt dostate¢né oddélena a eluuje
se Vv blizkosti stanovované latky. Vzorek homogenizujeme a poté nastiikneme
na kolonu. Koncentraci dané latky opét vypocitame z poméru plochy pod
pikem (vySky piku) dané latky a plochy pod pikem vnitiniho standardu. Tato

metoda je mén¢ Casoveé narocna a presnéjsi nez metoda pfedchozi.3’5
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Metoda standardniho pridavku

Tato metoda se pouziva, pokud mezi signalem a koncentraci plati ptima
uméra. To znamend, Ze mezi signdlem a koncentraci je linedrni zavislost a
roztok, ktery ma nulovou koncentraci stanovované latky, dava nulovy signal.®

Meéfeni probiha tak, ze si pfipravime dva roztoky o stejném objemu. Do
obou roztokl dame stejné mnozstvi vzorku, do jedné z nich navic pfidame
pfesné znamé mnozstvi latky, kterou chceme stanovit. Poté prométime oba dva
rOZtoky.5 Koncentraci stanovované latky vypocitame podle nasledujiciho

vzZorce:

Cx - koncentrace vzorku
Cs - koncentrace standardniho ptidavku
Sx - signal vzorku

S - signal vzorku se standardnim pfidavkem

Metoda kalibraéni krivky

Pfipravime si roztoky se zndmymi rostoucimi koncentracemi analytu.
VSechny roztoky postupné nastfikujeme na kolonu, promeétujeme piky
odpovidajici témto roztokim, tak dostaneme dvojice hodnot plocha pod pikem
a koncentrace dané latky. Tyto hodnoty vyneseme do grafu. Na osu y vyndsime
hodnoty ploch pod pikem a na osu x vynasSime koncentraci. To znamena, ze
dostaneme zavislost plochy pod pikem na koncentraci. Vynesené body poté
prolozime regresi. Pokud pak prométfujeme dal$i vzorek, vyneseme do
kalibra¢ni kiivky plochu pod pikem a odec¢teme koncentraci stanovované latky

ve vzorku, 3458
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Metoda vnitini normalizace

Pokud pouzivame tuto metodu, predpokladdme stejné zavislosti odezvy
na obsahu pro vSechny slozky analyzované smési. Pfi vlastnim méfeni
zméfime plochy vSech pikd na chromatogramu, obsah stanovované latky pak
vyhodnotime jako procento plochy pod pikem stanovované latky ze souctu

viech ploch pod piky na chromatoghramu.”

2.2.Validace analytické metody
Validaci rozumime ovéfeni uCinnosti metody, pokud se zméni
podminky, pfi kterych méfeni probihd. Cilem validace je také prokazani toho,
ze metoda je pro dany typ stanoveni vhodna. Jde o experimentalni dolozeni
presnosti a spravnosti vysledkd. Sledujeme tyto validaéni parametry:

selektivitu, linearitu, spravnost, pfesnost a robustnost.’

2.2.1. Selektivita

Selektivita je schopnost spravného a piesného urCeni analytu

Vv pfitomnosti jinych latek.Tyto latky by nemély interferovat s analytem.

2.2.2. Linearita

Jednd se o rozmezi koncentraci, v nichZ plati linearni vztah mezi
koncentraci analytu a odezvou detektoru. Linearita je vyjadiena korela¢nim
koeficientem r.° Plati:
y=ax+b r=0,999
Korela¢ni koeficient by mél byt blizky 1.
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2.2.3. Presnost

Pfesnosti rozumime miru shody mezi nékolika vysledky méfeni
jednoho vzorku. Rozlisujeme opakovatelnost, reprodukovatelnost a mezilehlou
piesnost.

Opakovatelnosti rozumime miru shody vysledki béhem jedné analyzy.
Reprodukovatelnosti pak miru shody vysledki, pokud jsou méfeni provadéna
dvéma laboratofemi. Mezilehlou pfesnosti vyjadiujeme miru shody vysledkt
zmetenych v jedné laboratofi v riznych asech.”?

Piesnost je vyjadiena relativni smérodatnou odchylkou RSD. Plati:

RSD=(SD/priimér)*100

SD  smérodatna odchylka

2.2.4. Spravnost
Jde o shodu experimentalné zjisténych vysledkil analytu ve vzorku
s nominalni hodnotou pfidaného standardu. Spravnost vyjadiujeme parametrem

vytéznost R. Plati:

R= [L] -100%
C

real
R - vytéZnost
C - stanovena koncentrace

Creal - Skute¢na koncentrace®

2.2.5. Robustnost

Robustnosti rozumime miru vlivu kolisdni podminek, pii kterych
stanoveni probihd, na vysledek analytického stanoveni. Zjistujeme schopnost
poskytovat spolehlivé vysledky 1 pfi nechténych zménach chromatografickych

podminek.*

17



2.3.Vlastnosti pouzivanych latek

2.3.1. 1,3-butandiol
\Vzorec: C4H100,

Mr: 90,123

1,3-butandiol je Cira, bezbarva, hygroskopickd, viskozni kapalina. Ma
slabou charakteristickou chut’ a je bez zapachu. S vodou, etanolem acetonem je
misitelny v jakémkoli poméru. Je castecné¢ rozpustny v etheru a nerozpustny
v alifatickych uhlovodicich, tetrachlormetanu a olejich. Rozpousti vétsinu silic.

Pouziva se pii ptipravé kosmetickych ptipravkll pro svij hydratacni
ucinek, dale se vyuziva jako extrakéni prostiedek pro vyrobu extrakti z drog.
Slouzi pro vyrobu umélych hmot a vybu$nin. ProtoZze ma antimikrobialni

vlastnosti, je soucasti Cisticich ptipravki.

Stanoveni obsahu 1,3-butandiolu

Ptipravime si acetyla¢ni ¢inidlo smichanim 3,4 ml vody a 130 ml
acetanhydridu. Do 1000,0 ml doplnime bezvodym pyridinem. Pro vlastni
zkouSku nepipetujeme 20 ml tohoto ¢inidla do 250,0 ml odmérné banky, poté
pfidame 1,0 g vzorku. Pod zpétnym chladicem zahiivdme. Po 1 hodiné
odstavime a nechame zchladnout pii pokojové teploté. Poté chladic
proplachneme 50 ml vody prosté oxidu uhli¢itého. Odmérnou baitku uzavieme
a vzorek zchladime na 20 °C. Poté ke vzorku ptidame 0,5 ml fenolftaleinu a

titrujeme hydroxidem sodnym 0,5 mol/l za neustalého promichavani do zmény
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zbarveni. Zkousku také provedeme se slepym vzorkem a poté provedeme
potiebné upravy.

1 ml hydroxidu sodného 0,5 mol/l odpovida 2,253 mg 1,3-butandiolu. 21314

1,3-butandiol lze ziskat z mnoha materialu, jako piiklad je v Tabulce 1

uveden materil a metoda, kterou se z ného 1,3-butandiol ziskava.

Tabulka 1: Materialy a metody stanoveni 1,3-butandiolu a jinych dioli

latka material metoda odkaz*
elektrolyticka
1,3-butandiol roztok acetaldolu redukce 1
dioly krevni sérum/mo¢ GC 16
1,3-butandiol plna krev/sérum GC/HPLC 1
komplexy s kyselinou
dioly boritou MS 18
1,3-butandiol roztok acido-bazick4 titrace |
organické
slouceniny rostlinné extrakty GC/MS 19

* odkaz na pouzitou literaturu

2.3.2. Glycerol
Vzorec: C3HgO3

Mr: 92,090

Glycerol je sirupovitd kapalina, na omak mastnd, ¢ird, bezbarva nebo
témeét bezbarvd, velmi hygroskopickd kapalina. Je neomezené misitelny
svodou a setanolem 96 %. Je tézce rozpustny v acetonu a je prakticky

nerozpustny v mastnych olejich a v silicich.

19



Glycerol je soucasti dermatologickych a kosmetickych produktii na
ochranu pokozky. M4 schopnost zadrzovat vlhkost v mastech a krémech. Ma
laxativni vlastnosti, proto se pouziva jako soucést glycerinovych ¢ipkt. Slouzi
také k pfipravé trinitratu glycerolu. Ve farmaceutickém primyslu se pouziva

jako pomocna latka.?

Stanoveni obsahu glycerolu

0,075 g glycerolu dobie promichame se 45,0 ml vody. Poté piidame
250,0 ml smési objemovych dilt kyseliny sirové 0,1 mol/l a jodistanu sodného
0,1 mol/l (1+20). Vzorek nechame 15 minut stat chranény pied svétlem. Poté
ke vzorku ptidame 5,0 ml roztoku ethylenglykolu (500 g/1) a nechame ho 20
minut stat chranény pred svétlem. Po ptidani 0,5 ml fenolftaleinu jako
indikétoru titrujeme hydroxidem sodnym 0,1 mol/l do zmény zbarveni. Behem
titrace vzorek neustale promichavame. Provedeme slepou zkousku.

1 ml hydroxidu sodného 0,1 mol/I odpovida 9,21 mg glycerolu.*##4%3
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3. Cil prace

Cilem diplomové prace je validovat metodu pro stanoveni

1,3-butandiolu a glycerolu ve smési.
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4. Experimentalni ¢ast

4.1.Pouzity material, pomiicky, pfistroje a chemikalie

Chromatograficka kolona:
Supelcowax-10 fused silica capillary column: 30 m x 0,53 mm x 0,5 um film

thickness, Supelco Inc, USA

Piistroje:

GC 2010 Gas Chromatograph Shimadzu, Japonsko

AOC-5000 Auto Injector, Shimadzu, Japonsko

GC Solution, Chromatography data system, Version 2.30.00 SU7, Shimadzu,
Japonsko

Analytické vahy ADN, Japonsko

Chromatografické podminky:

Nosny plyn: vodik

Rychlost pritoku nosného plynu: 150 m/s

Teplota nésttiku: 250 °C

Teplota kolony v tseku 1: 110 °C

Teplota kolony v useku 2: nartst teploty o 20 °C/min
Teplota kolony v tiseku 3: 200 °C

Teplota detektoru: 300 °C

Pomiicky:

Laboratorni sklo a nadobi

Chemikalie:

1,3- butandiol, obsah 99,83 % Cleanese Texas, USA
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Glycerol Sigma-Aldrich, Praha CR
Methanol gradient grade Lichrosolv Merck, CR
Propylenglycol CSL 4 Sanitas a.s., Ri¢any

Vzorek, ktery jsem testovala, m¢l toto slozeni:

1,3-butandiol
Glycerol
Slozka 1
Slozka 2

Jako vnitini standard jsem si zvolila 1,2-propandiol. Zakladni roztok vnitiniho

standardu mél toto slozeni:

1,2-propandiol 1,89
Methanol ad 100,0 ml

Ptiprava vzorku k analyze:
Navazka (300 mg) se rozpusti ve 100 ml odmérné banice v methanolu a
pfida se 10 ml roztoku vnitiniho standardu a doplni se methanolem po rysku.

Zakladni navazka vzorku byla 300 mg.

Nejdiive jsem stanovovala vhodny splitovaci pomér, dale jsem

sledovala selektivitu, linearitu, pfesnost, spravnost a robustnost metody.

4.1.1. Splitovaci pomér
Pro stanoveni vhodného splitovaciho poméru jsem si navazila 0,3070 ¢

vzorku. Byly testovany nasledujici splitovaci poméry: 1:3, 1:5, 1:10 a 1:20.
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4.1.2. Selektivita

Pro stanoveni selektivity jsme si piipravila nasledujici methanolické
roztoky:
1,3- butandiolu, ktery obsahoval 0,1431 g ve 100 ml,
glycerolu, ktery obsahoval 0,1625 g ve 100 ml,
slozky 1, ktery obsahoval 0,0774 g ve 100 ml,
slozky 2, ktery obsahoval 0,0059 g ve 100 ml
a vnitiniho standardu, ktery obsahoval 1,8034 g ve 100 ml.
Z kazdého roztoku jsem odebrala 10 ml, které jsem v odmérné baice
doplnila methanolem na 100 ml. Takto pfipraveny vzorek jsme pouzila

Kk analyze.

4.1.3. Linearita

Pro stanoveni linearity jsem si piipravila pét vzorka. Prvni odpovidal
80 % zakladni navazky vzorku, druhy odpovidal 90 % zakladni navazky, tfeti
100 % zakladni navazky, ctvrty 110% zakladni navazky a paty 120 % zékladni
navazky.

Vypoctem jsem zjistila, jaké mnozstvi 1,3-butandiolu a glycerolu by
mély jednotlivé vzorky obsahovat. Vypoctena mnozstvi jsou uvedena

v Tabulce 2.

Tabulka 2: Vypoctena mnozstvi pro navazku 1,3- butandiolu a glycerolu

80 % 90 % 100 % 110 % 120 %

240 mg 270 mg 300 mg 330 mg 360 mg

1,3-
115,152 mg | 129,564 mg | 143,940 mg | 158,334 mg | 172,728 mg
butandiol

glycerol | 123,600 mg | 139,050 mg | 154,500 mg | 169,950 mg | 185,400 mg

Pipravila jsem si dva vzorky. Skuteéné navazky jsou uvedeny v Tabulce 3

Tabulce 4.
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Tabulka 3: Navazky 1,3-butandiolu a glycerolu na vzorek 1

navazky-vzorek 1

1,3-butandiol 116,1mg | 130,1mg | 1459 mg | 157,5mg | 173,0 mg
glycerol 124,1mg | 138,5mg | 153,6 mg | 167,2mg | 184,5mg
Tabulka 4: Navazky 1,3-butandiolu a glycerolu na vzorek 2
navazky-vzorek 2
1,3-butandiol 115,7mg | 128,7mg | 1441 mg | 158,0mg | 177,2 mg
glycerol 1243 mg | 140,0mg | 154,0mg | 167,2mg | 184,5mg

Vzorky jsem pak podrobila méfeni. Kazd4 koncentrace od kazdého

vzorku byla prométena tiikrat.

4.1.4. Presnost

Pro stanoveni piesnosti jsem si piipravila Sest vzorki. Kazdy vzorek byl

prométen trikrat.

Vzorky byly pfipraveny navazenim 300 mg vzorku

0 zakladnim sloZeni. Navazky jsou uvedeny v Tabulce 5.

Tabulka 5: Navazky pro stanoveni piesnosti

vzorek

1

2

3

4

5

6

navazka

303,8 mg

299,2 mg

314,5 mg

302,3 mg

301,5mg

297,7 mg

Ke kazdému vzorku bylo ptidano 10 ml roztoku vnitiniho standardu.

Tento roztok jsem pfipravila navazenim 4,5004 g 1,2-propandiolu a jeho

nafedénim methanolem na objem 250,0 ml.

Pro vétsi spolehlivost jsem méfeni provedla jesté jednou s nove

pfipravenymi vzorky. Navazky jsou uvedeny v Tabulce 6.
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Tabulka 6: Navazky pro stanoveni ptesnosti

vzorek la 2a 3a 4a 5a 6a

navazka

298,2mg | 298,0 mg | 297,5mg | 301,2 mg | 301,0 mg

Ptipravila jsem si i novy roztok vnitiniho standardu. Tentokrat byl
pfipraven navazenim 4,4828 g 1,2-propandiolu a jeho nafedénim methanolem

na objem 250,0 ml.

4.1.5. Spravnost

Pro stanoveni spravnosti jsem si ptipravila dvé série vzorkli. Vzorky
prvni série maji stejny obsah glycerolu a proménlivy obsah 1,3-butandiolu.
Jeho obsah je tam 80 %, 100 % a 120 % z obsahu v zakladnim vzorku. V druhé
sérii je staly obsah 1,3-butandiolu proménlivy obsah glycerolu. Glycerolu je
tam 80 %, 100 % a 120 % z obsahu v puvodnim vzorku. Vypoditala jsem si
mnozstvi obou slozek ve vzorcich. Vypoctena mnozstvi obou slozek jsou

uvedena v Tabulce 7 a Tabulce 8.

Tabulka 7: Vypoctené navazky pii proménlivém mnozstvi 1,3-butandiolu a
konstantnim mnozstvi glycerolu

302,8 mg

80 % 100 % 120 %

1,3-butandiol | 115,152mg 143,940mg 172,728mg
100 % 100 % 100 %

glycerol 154,500mg 154,500mg 154,500mg

Tabulka 8: Vypoctené navazky pii proménlivém mnozstvi glycerolu a
konstantnim mnozstvi 1,3-butandiolu

80 % 100 % 120 %

glycerol 123,600mg 154,500mg 185,400mg
100 % 100 % 100 %

1,3-butandiol | 143,940mg 143,940mg 143,940mg

Skute¢né navazky Jsou uvedeny v Tabulce 9 a Tabulce 10.
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Tabulka 9: Skute¢né navazky pifi proménlivém mnozstvi

konstantnim mnozstvi glycerolu.

1,3-butandiolu a

80 % 100 % 120 %
1,3-butandiol | 113,700mg 142,500mg 172,400mg
113,300mg 143,400mg 172,600mg

100 % 100 % 100 %
glycerol 153,400mg 158,380mg 154,700mg
153,900mg 154,200mg 154,600mg

Tabulka 10: Skute¢né navazky pii proménlivém mnozstvi glycerolu a
konstantnim mnozstvi 1,3-butandiolu.

80 % 100 % 120 %
glycerol 125,400mg 158,380mg 185,700mg
127,200mg 154,200mg 185,200mg

100 % 100 % 100 %
1,3-butandiol | 142,500mg 143,600mg 144,700mg
143,400mg 144,500mg 145,200mg

4.1.6. Robustnost

Poslednim valida¢nim parametrem byla robustnost. Sledovala jsem tyto
parametry: stabilitu, pritok nosného plynu, teplotu detektoru, teplotu nasttiku,

teplotu kolony, spliiovaci pomér a nosny plyn.

Pro stanoveni stability vzorku jsem si navazila 297,900 mg zakladniho
vzorku. Tento vzorek jsem si pfipravila k méfeni. Méfila jsem ho v case 0
(ihned po navaZzeni), dale pak po 2 hodinach, po 4 hodinach, po 8 hodinach, po
12 hodinéch a po 24 hodinach.

Pritok nosného plynu byl 150 m/s. Pritok jsem o 5 % snizila a zvysila.
Pti méteni tedy byl 142,5 m/s a 157,5 m/s.

Teplota detektoru byla 300 °C. Pii méfeni jsem ji o 5 % snizila na

285°C a 05 % zvysilana 315 °C.
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Teplota néstiku byla 250 °C. Pro ucely méfeni byla o 5 % sniZena na

237,5°Cao05 % zvysena na 262,5 °C.

Kolona je z hlediska teploty rozdélena na 3 useky. Usek 1 je prvni ¢asti
kolony, kam vstupuje vzorek po nastiiku. V tomto useku byla stald teplota
110 °C. Snizila jsem ji o 5 % na 105,5 °C a poté zvysila o 5 % na 116,5 °C.
V tseku 2 se teplota zvySuje o 20 °C/min. Pro ucely méfeni jsem zvySovani
teploty nastavila na 19 °C/min a na 21 °C/min. V tseku 3 je teplota na koloné
opet stala. Je 200 °C. Pfi méfeni jsem ji snizila o 5 % na 190 °C a zvysila o

5 % na 210 °C.
Dale byla provedena zmeéna splitovaciho poméru. VSechna meéfeni
probihala se splitovacim pomérem 5. Toto méteni probihalo se splitovacim

pomérem 4 a 6.

Posledni méfeni probéhlo s jinym nosnym plynem. Vodik byl zaménén

za helium.
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5. Vysledky a diskuse

5.1.Splitovaci pomér
Jako nejvhodnéjsi splitovaci pomér jsem zvolila pomér 1:5. Pri
splitovacim poméru 1:3 byly plochy pod piky vétsi, nez u mnou zvoleného
poméru. Pti splitovacich pomérech 1:10 a 1:20 byly plochy pod piky mnohem
mensi. Proto jsem zvolila splitovaci pomér 1:5, piky jsou pii ném dobie Citelné.

S timto pomérem byla provedena vSechna nasledujici méteni.

5.2.Selektivita
Pti zkousce na selektivitu jsem zjistila, ze jednotlivé slozky smési jsou
od sebe dobte odd¢litelné. Jako dikaz poslouzi chromatogramy, které pti této
zkousce vznikly. Na Obrazku ¢islo 2 je patrna eluce methanolu (rozpoustédla).
Na ostatnich chromatogramech, které jsou na Obrazcich 3-7, odpovidd prvni
pik rozpoustédlu. Ze vSech chromatogrami uvedenych na Obrazku 3-7 je
patrné, Ze jednotlivé slozky smési se eluuji samostatné. Metoda je tedy

selektivni.
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Obrazek 3: Chromatogram eluce vnitiniho standardu.

30



802\/{)(100,000)

7.0—:
6.0
4.0
3.0
2.0—:

1.04

1Chrdhatogram

_ |

0.0

7.0I o

8o

—
9.0

IlOI.OIm in

1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0
Obrazek 4: Chromatogram eluce 1,3- butandiolu
e
7.0
6.0—5
5.0
3.0
2.0
1.0—5
I
Il.IOI o IZ.IOI o I3!0I o I4.|0I o I5.IOI o IG!OI o I7!0I o I8.|0I o I9.IOI o IlOI.OImin

Obrazek 5: Chromatogram eluce glycerolu

31



uMx1,000,000)
]Chrdinatogram

3.0

2.0
1.54

1.0

0.0

o T2l T el T Ao T T s T T ele T 7o T T 8le T 9o T 100min

Obrazek 6: Chromatogram eluce Slozky 1

uMx1,000,000)
]Chrdmatogram

1.504

L%{
1.00-:
0.75-:
o.so—:

0.254

Il.IOI o I2.IOI o IS.IOI o I4.IOI o I5.IOI o I6.IOI o I7.IOI o I8.IOI o I9.IOI o IlOI.OImin

Obrazek 7: Chromatogram eluce Slozky 2

32



5.3.Linearita

Z grafi na Obrazku 8 a Obrazku 9 je patrné, Ze byla prokdzana linearni
odezva detektoru pro 1,3-butandiol i glycerol v koncentracich 80, 90, 100,
110 a 120 %.

Linearita - 1,3-butandiol

y = 0,0064x - 0,0182
R = 0,9982

A 13-BD/AIS

100 120 140 160 180 200
Navazka 1,3-BD [mg]

Obrazek 8: Linearita - 1,3-butandiol
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Linearita - glycerol
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Obrazek 9: Linearita — glycerol

5.4.Presnost

Pti zkousSce piesnosti jsem sledovala opakovatelnost a mezilehlou
ptesnost. Vysledky na zkousku opakovatelnosti jsou shrnuty v Tabulce 11
a Tabulce 12. Pfipravila jsem si celkem 6 vzorkt, které byly proméfeny
Vv jeden den, ale v riznych Casech. Z tabulek je patrné, Ze opakovatelnost
byla prokdzana. Druhy den byla zkouSka pfesnosti provedena jesté jednou.
Opét jsem si piipravila 6 vzorkd. Vysledky jsem zaznamenala do Tabulky
13 a Tabulky 14. Tyto vysledky byly pouzity pro stanoveni mezilehlé
presnosti. Srovnanim vysledkt z Tabulek 11 al2 a Tabulek 13 a 14 byla

mezilehla presnost potvrzena.
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Tabulka 11: Stanoveni opakovatelnosti pro 1,3-butandiol

Area Area |Pomér ploch| Primér | Navazka (mg) | ( pramér/nav )*100

Vnitini standard| 2 043 896 | 1,3-butandiol | 1 889 752 0,9246 0,9256 303,8 0,3047

2 036 886 1889 093 0,9274

2 025 152 1872 980 0,9249

2 099 652 1 869 599 0,8904 0,8914 299,2 0,2979

2 069 061 1842 727 0,8906

2 056 224 1 836 788 0,8933

2 075 838 1 956 008 0,9423 0,9416 3145 0,2994

2 072 859 1951 152 0,9413

2 059 192 1 938 069 0,9412

2 082 525 1880 814 0,9031 0,9030 302,3 0,2987

2 075 850 1875 235 0,9034

2 069 455 1867 728 0,9025

2 046 805 1862 372 0,9099 0,9099 301,5 0,3018

2 057 300 1 869 787 0,9089

2 050 004 1 867 655 0,9110

2 068 674 1 841 500 0,8902 0,8898 297,7 0,2989

2064 472 1 837 486 0,8901

2 062 642 1834075 0,8892
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Tabulka 12: Stanoveni opakovatelnosti pro glycerol

Area Area [Pomér ploch| Prumér | Navazka (mg) | ( pramér/nav)*100

Vnitini standard| 2 043 896| Glycerol |1 218 669 0,5962 0,5997 303,8 0,1974

2 036 886 1223 976 0,6009

2 025 152 1219131 0,6020

2 099 652 1241 996 0,5915 0,5886 299,2 0,1967

2 069 061 1213 606 0,5865

2 056 224 1208 632 0,5878

2 075 838 1287 198 0,6201 0,6219 314,5 0,1977

2072 859 1288 598 0,6217

2 059 192 1284 929 0,6240

2 082 525 1251 782 0,6011 0,5971 302,3 0,1975

2075850 1241 293 0,5980

2 069 455 1225 490 0,5922

2 046 805 1222 372 0,5972 0,6005 301,5 0,1992

2 057 300 1231619 0,5987

2 050 004 1241702 0,6057

2 068 674 1222 154 0,5908 0,5870 297,7 0,1972

2064 472 1206 316 0,5843

2 062 642 1208 244 0,5858
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Tabulka 13: Stanoveni mezilehlé presnosti pro 1,3-butandiol

Area Area |Pomér ploch| Primér | Navazka (mg) | ( primér/nav )*100

Vnitini standard| 2 092 700 | 1,3-butandiol | 1 876 241 0,8966 0,8979 298,2 0,3011

2081731 1871211 0,8989

2078 125 1 866 699 0,8983

1928 032 1746 904 0,9061 0,9044 298,0 0,3035

1930 211 1740 894 0,9019

1929 907 1747 231 0,9053

2 053 460 1851 061 0,9014 0,9001 297,5 0,3026

2 027 694 1829 029 0,9020

2 028 167 1818 922 0,8968

2 069 152 1881 591 0,9094 0,9086 301,2 0,3017

2049 613 1 860 346 0,9077

2 037 835 1852 176 0,9089

2 052 247 1 869 343 0,9109 0,9112 301,0 0,3027

2 046 339 1 867 886 0,9128

2 049 233 1864 784 0,9100

2 048 454 1871708 0,9137 0,9124 302,8 0,3013

2 044 961 1 868 055 0,9135

2 036 692 1 853 432 0,9100
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Tabulky 14: Stanoveni mezilehlé presnosti pro glycerol

Area Area |Pomér ploch| Primér | Navazka ( mg) | ( primér/nav )*100

Vnitini standard| 2 092 700| Glycerol |1 282 042 0,6126 0,6110 298,2 0,2049

2081731 1273019 0,6115

2078 125 1 265 582 0,6090

1928 032 1175 608 0,6097 0,6081 298,0 0,2041

1930 211 1163 469 0,6028

1929 907 1180 624 0,6118

2 053 460 1253 413 0,6104 0,6091 297,5 0,2048

2 027 694 1224 306 0,6038

2 028 167 1243 788 0,6133

2 069 152 1250 910 0,6046 0,6099 301,2 0,2025

2049 613 1258 030 0,6138

2 037 835 1246 073 0,6115

2 052 247 1257 534 0,6128 0,6131 301,0 0,2037

2 046 339 1254 019 0,6128

2 049 233 1257 541 0,6137

2 048 454 1240 463 0,6056 0,6128 302,8 0,2024

2 044 961 1251 233 0,6119

2 036 692 1264 933 0,6211
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5.5.Spravnost
Na Obrazku 10 je vyjadiena zavislost poméru ploch 1,3-butandiolu
a vnitiniho standardu na navazce 1,3-butandiolu. V Tabulce 15 je pak

vypocitana vytéznost, kterd slouzi k vyjadieni spravnosti metody.

Kalibraé¢ni ktivka pro vyjadfeni spravnosti

1,20
1,00 _—

, / y = 0,0067x - 0,0555
0.80 R?=0,998

—

0,60

0,40

A 1,3-BD/A IS

0,20

0,00 T T \
100,0 120,0 140,0 160,0 180,0

Navazka 1,3-BD [mg]

Obrazek 10: Zavislost poméru plocha pod pikem 1,3-butandiolu ku plose

pod pikem vnitiniho standardu na navazce 1,3-butandiolu

Tabulka 15: Stanoveni spravnosti pro 1,3-butandiol

Obsah 1,3BD | Vyténost (%) | SD | RSD
80% 99,54 0,2206 | 0,2216
100% 99,76 0,3599 | 0,3608
120% 99,66 0,2178 | 0,2186
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Na Obrazku 11 je vyjadiena zavislost poméru ploch glycerolu a
vnitiniho standardu na navazce glycerolu. V Tabulce 16 je pak vypocitana

vytéznost, ktera slouzi k vyjadreni spravnosti metody.

Kalibraéni zavislost pro prokazani spravnosti

0,80

0,70 /

0.60 /
/ y = 0,0043x - 0,0577
0,50 R? = 0,9986

0,40

A GLYC/A IS

0,30
0,20

0,10

0,00 ‘ ‘ \ \
100,0 120,0 140,0 160,0 180,0 200,0

Navazka GLYC [mg]

Obrézek 11: Zavislost poméru plocha pod pikem glycerolu ku plose pod

pikem vnitiniho standardu na navéazce glycerolu

Tabulka 16: Stanoveni spravnosti pro glycerol

Obsah GLYC | Vytéznost (%) SD RSD
80% 100,32 0,0980 | 0,0977
100% 100,59 0,1272 | 0,1264
120% 100,49 0,0248 | 0,0247

Z tabulek i obrazki je patrné, ze spravnost metody byla potvrzena.
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5.6.Robustnost

Pfi této zkouSce jsem meénila nekteré parametry, pii kterych analyza
probihala, a sledovala jsme jejich vliv na zménu retencniho Casu, rozliseni,
tailing faktoru (chvostovani) a poctu teoretickych pater.. Parametry, které
se ménily, jsou nasledujici: rychlost pratoku mobilni faze, teplota
detektoru, teplota néstiiku, teplota na kolon¢ v seku 1,2 a 3, splitovaci

pomgér a zména nosného plynu. Také jsem sledovala, zda je vzorek stabilni.

5.6.1. Zména retencnich casi

Z Tabulky 17, 18 a 19 a z Obrazku 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 a 19 je
patrné, které parametry ovliviiuji reten¢ni Cas.

Pii zméné rychlosti pratoku mobilni faze dojde k posunu retencnich
¢asti. Cim je rychlost prittoku mobilni fize vyssi, tim je krat$i doba sorpce
analytu na kolon¢ a tim je také reten¢ni ¢as kratsi.

Pii zméné¢ teploty na koloné v useku 1 dojde k posunu retencnich casi.
Cim je teplota na koloné v useku 1 vy3§i, tim je retenéni ¢as kratsi.

Dal8i parametry (teplota detektoru, teplota nastiiku, teplota kolony
v useku 2 a 3, splitovaci pomér a zména nosné¢ho plynu) retenéni Cas

neovlivni.

Tabulka 17: Parametry, které ovliviiuji zménu reten¢niho ¢asu vnitiniho

standardu
RETENCNI CAS IS
méfeni 1 2 3 pramér SD RSD

optimalni stav 2,537 2,534 2,533 | 2,5347 | 0,0021 | 0,0821
pratok mf < 2,667 2,665 2,665 2,6657 | 0,0012 | 0,0433

pratok mf > 2,412 2,410 2,411 2,4110 | 0,0010 | 0,0415
teplota kolony - isek 1 <| 3,111 3,110 3,111 3,1107 | 0,0006 | 0,0186
teplota kolony- usek 1 > | 2,090 2,090 2,089 | 2,0897 | 0,0006 | 0,0276
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Tabulka 18: Parametry, které ovliviiuji zménu retenéniho ¢asu 1,3-butandiolu

RETENCNI CAS 1,3-BD
méreni 1 2 3 primér SD RSD
optimalni stav 4,942 4,939 4,938 | 4,9397 | 0,0021 | 0,0421
prutok mf < 5,118 5,116 5,116 | 5,1167 | 0,0012 | 0,0226
prutok mf > 4,750 4,751 4,750 [ 4,7503 [ 0,0006 | 0,0122
teploty kolony - usek 1 <| 5,651 5,651 5,652 5,6513 | 0,0006 | 0,0102
teplota kolony- isek 1 > | 3,987 3,987 3,986 | 3,9867 | 0,0006 | 0,0145
Tabulka 19: Parametry, které ovliviiuji zménu reten¢niho Casu glycerolu
RETENCNI CAS GLYC
méreni 1 2 3 prumér SD RSD
optimalni stav 9,253 9,252 9,252 | 9,2523 | 0,0006 | 0,0062
prutok mf < 9,342 9,341 9,342 | 9,3417 | 0,0006 | 0,0062
prutok mf > 9,167 9,167 9,166 | 9,1667 | 0,0006 | 0,0063
teplota kolony - tisek 1< | 9,548 9,547 9,547 | 9,5473 | 0,0006 | 0,0060
teplota kolony - isek 1 >| 8,943 8,942 8,940 | 8,9417 | 0,0015 | 0,0171
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Obrazek 13: Zména teploty detektoru
¢ernd — optimdlni stav Cervend - -5 % modra - + 5%
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Obrazek 14: Zména teploty nasttiku

¢ernd — optimalni stav Cervena - -5 % modra - +5 %
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Obrazek 15: Zména teploty na koloné v useku 1

¢ernd — optimdlni stav Cervend - -5 % modra - +5 %
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Obrazek 16: Zména teploty na koloné v useku 2

¢ernd — optimdlni stav Cervend - -5 % modra - +5 %
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Obrazek 17: Zména teploty na koloné v useku 3
¢ernd — optimdlni stav Cervend - -5 % modra - +5 %
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Obrazek 18: Zména splitovaciho poméru

¢ernd — optimdlni stav Cervena - -5 % modra - +5 %
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Obrazek 19: Zména nosného plynu

éernd — vodik dervena — helium

5.6.2. Zména rozliseni

Z tabulky 20 a 21 je patrné, Ze za zménu rozliSeni jsou zodpoveédné tyto
parametry: prutok mobilni faze, teplota na koloné¢ v useku la zména
nosn¢ho plynu. Dalsi parametry (teplota detektoru, teplota néstfiku, teplota
kolony v tiseku 2 a 3, splitovaci pomér) rozliseni neovlivni.
jednotlivymi piky.

Cim vyssi je teploty na kolond v Giseku 1, tim niZsi je rozliseni mezi
jednotlivymi piky.

Pokud zménime nosny plyn vodik za helium, snizime tim rozliSeni mezi

jednotlivymi piky.
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Tabulka 20: Parametry, které ovliviuji rozliSeni pikl vnitiniho standardu a 1,3-
butandiolu

ROZLISENI IS-1,3-BD
méfeni 1 2 3 priamér SD RSD
optimalni stav 25,883 | 25,793 | 25,659 | 25,7783 | 0,1127 | 0,4373
prutok mf < 27,508 | 27,603 | 27,682 | 27,5977 | 0,0871 | 0,3157
prutok mf > 23,579 | 23,612 | 23,644 | 23,6117 | 0,0325 | 0,1376
teplota kolony - usek 1 <| 29,408 | 29,086 | 29,069 [ 29,1877 0,1910 | 0,6544
teplota kolony - isek 1 >| 20,502 | 20,629 | 20,592 | 20,5743 | 0,0653 | 0,3175
nosny plyn H->He 22,250 | 22,160 | 22,194 | 22,2013 | 0,0454 | 0,2047
Tabulka 21: Parametry, které ovliviiuji rozliseni pikt 1,3-butandiolu a
glycerolu
ROZLISENI 1,3-BD-GLYC
méfeni 1 2 3 priamér SD RSD
optimalni stav 52,275 | 51,826 | 51,729 | 51,9433 | 0,2913 | 0,5608
prutok mf < 54,004 | 54,264 | 54,425 | 54,2310 | 0,2124 | 0,3917
prutok mf > 49,058 | 49,038 | 49,260 | 49,1187 | 0,1228 | 0,2500
teplota kolony - usek 1 <| 55,971 [ 55,266 | 55,605 [ 55,6140 | 0,3526 | 0,6340
teplota kolony - isek 1 >| 55,701 [ 55,958 | 55,990 | 55,8830 | 0,1584 | 0,2835
nosny plyn H->He 44900 | 44,922 | 45,206 | 45,0093 | 0,1707 | 0,3792

5.6.3. Zména tailing faktoru

Z Tabulky 22, 23 a 24 je patrné, Ze tailling faktor ovlivituji nasledujici
parametry: rychlost pritoku mobilni faze, teplota detektoru, teplota na
kolon¢ v useku 1, zména splitovaciho poméru a zména nosného plynu.
Dalsi parametry (teplota néstifiku, teplota na koloné v tiseku 2 a 3) tailing
faktor neovlivni.

Cim vys3i je pritok mobilni faze, tim vy33i je i tailling faktor.

Cim vys3i je teplota na kolon& v tiseku 1, tim niZ§i je tailling faktor.

Cim vysii je splitovaci pomér, tim vysii je tailling faktor.

Pokud zaméni nosny plyn vodik za helium, dojde ke sniZeni tailling

faktoru.
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Tabulka 22: Parametry, které ovliviuji tailling faktor piku vnitiniho standardu

TAILLING FACTOR IS
méreni 1 2 3 priamér SD RSD
optimalni stav 1,228 1,261 1,261 | 1,2500 | 0,0191 | 1,5242
prutok mf < 1,270 1,272 1,278 | 1,2733 | 0,0042 | 0,3270
prutok mf > 1,261 1,260 1,259 | 1,2600 | 0,0010 | 0,0794
teplota-detektor < 1,265 1,264 1,259 | 1,2627 | 0,0032 | 0,2546
teplota-detektor > 1,243 1,254 1,248 | 1,2483 | 0,0055 | 0,4412
teplota kolony - usek 1 <| 1,350 1,340 1,338 | 1,3427 | 0,0064 | 0,4788
teplota kolony - isek 1 >| 1,230 1,235 1,240 1,2350 | 0,0050 | 0,4049
splitovaci pomér 4 1,292 1,283 1,271 | 1,2820 | 0,0105 | 0,8218
splitovaci pomér 6 1,317 1,317 1,313 1,3157 | 0,0023 | 0,1755
nosny plyn H->He 1,219 1,229 1,224 | 1,2240 | 0,0050 | 0,4085
Tabulka 23: Parametry, které ovliviuji tailling faktor piku 1,3-butandiolu
TAILLING FACTOR 1,3-BD
méreni 1 2 3 primér SD RSD
optimalni stav 1,081 1,081 1,083 | 1,0817 | 0,0012 | 0,1068
prutok mf < 1,082 1,087 1,081 | 1,0833 | 0,0032 | 0,2967
prutok mf > 1,038 1,028 1,046 | 1,0373 | 0,0090 [ 0,8694
teplota-detektor < 1,084 1,095 1,081 | 1,0867 | 0,0074 | 0,6783
teplota-detektor > 1,089 1,086 1,083 | 1,0860 | 0,0030 | 0,2762
teplota kolony - tsek 1 <| 1,121 1,114 1,107 1,1140 | 0,0070 | 0,6284
teplota kolony - usek 1 >| 1,075 1,074 1,078 | 1,0757 | 0,0021 [ 0,1935
splitovaci pomér 4 1,086 1,083 1,079 1,0827 | 0,0035 | 0,3244
splitovaci pomér 6 1,102 1,109 1,098 | 1,1030 | 0,0056 | 0,5048
nosny plyn H->He 1,043 1,054 1,048 | 1,0483 | 0,0055 [ 0,5254
Tabulka 24: Parametry, které ovliviiuji tailling faktor piku glycerolu
TAILLING FACTOR GLYC
méfeni 1 2 3 priamér SD RSD
optimalni stav 2,067 2,146 2,181 | 2,1313 | 0,0584 | 2,7400
prutok mf < 2,207 2,194 2,231 | 2,2107 | 0,0188 | 0,8491
prutok mf > 2,214 2,192 2,180 | 2,1953 | 0,0172 | 0,7855
teplota-detektor < 2,162 2,208 2,198 | 2,1893 | 0,0242 | 1,1051
teplota-detektor > 2,142 2,176 2,186 | 2,1680 | 0,0231 | 1,0639
teplota kolony - usek 1 <| 2,247 2,261 2,269 | 2,2590 | 0,0111 | 0,4929
teplota kolony - usek 1 >| 2,308 2,282 2,308 | 2,2993 | 0,0150 | 0,6528
splitovaci pomér 4 2,270 2,251 2,246 | 2,2557 | 0,0127 | 0,5614
splitovaci pomér 6 2,344 2,366 2,320 | 2,3433 | 0,0230 | 0,9818
nosny plyn H->He 1,946 1,976 1,973 | 1,9650 | 0,0165 | 0,8409
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5.6.4. Zména poctu teoretickych pater

Ke zméné poctu teoretickych pater dojde, pokud se zméni nésledujici

parametry: pratok mobilni faze, teplota na kolon¢ vuseku 1 a zména

nosného plynu. Je to patrné z vysledkd méfeni uvedenych v Tabulce 25, 26

a 27. Parametry (teplota detektoru, teplota nastiiku, teplota na koloné

Vv useku 2 a 3, splitovaci pomér) pocet teoretickych pater neovlivni.

Pokud zvySime rychlost priitoku mobilni faze, dojde ke snizeni poctu

teoretickych pater v systému.

Pokud zvysime teplotu na kolon¢ v tiseku 1, Snizeni poctu teoretickych

pater.

Pokud zménime nosny plyn, dojde ke snizeni poctu teoretickych pater

V systému.

Tabulka 25: Parametry, které ovliviiuji zménu poctu teoretickych pater

POCET TEORET.
PATER IS
méfeni 1 2 3 priumér SD RSD
optimalni stav 15854 | 15742 | 15658 [ 15751 | 98,8001 [ 0,6272
prutok mf < 16728 | 16870 | 16794 | 16797 | 70,9282 | 0,4223
prutok mf > 14869 | 14862 | 14871 | 14 867 4,3691 | 0,0294
teplota kolony - usek 1 <| 17404 | 17074 | 16971 | 17150 | 226,3377 | 1,3198
teplota kolony - tisek 1 <| 14437 | 14771 | 14682 | 14630 | 173,1009 | 1,1832
nosny plyn H->He 12328 | 12346 | 12146 | 12273 | 110,5330 | 0,9006
Tabulka 26: Parametry, které ovliviiuji zménu poctu teoretickych pater
POCET TEORET.
PATER 1,3-BD
méfeni 1 2 3 priamér SD RSD
optimalni stav 34905 [ 34596 | 34092 | 34531 | 410,3222 | 1,1883
prutok mf < 45274 | 45477 | 46079 | 45610 | 418,5435 | 0,9177
prutok mf > 25071 | 25196 | 25325 | 25197 | 127,3827 | 0,5055
teplota kolony - usek 1 <| 81878 | 79808 | 80145 | 80610 [1110,9275]| 1,3781
teplota kolony - tsek 1 >| 18889 | 19007 | 18965 | 18954 | 60,0213 | 0,3167
nosny plyn H->He 24598 | 24 152 | 24590 | 24 447 | 255,2529 | 1,0441
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Tabulka 27: Parametry, které ovliviiuji zménu poctu teoretickych pater

POCET TEORET.
PATER GLYC
méfeni 1 2 3 priumér SD RSD
optimalni stav 386 464 | 372 087 | 377 344 | 378 632 | 7 274,3409 | 1,9212
pritok mf < 380035 | 385411 | 383 282 | 382 910 | 2 707,2502 | 0,7070
pritok mf > 366 996 | 363 208 | 368 324 | 366 176 | 2 654,5253 | 0,7249
teplota kolony - usek 1 < | 396 986 | 387 469 | 396 220 | 393 558 | 5 287,2477 | 1,3434
teplota kolony - tsek 1 > | 329 191 | 334 009 | 336 152 | 333 117 | 3 564,8695 | 1,0702
nosny plyn H->He 310852319470 | 320 298 | 316 873 | 5 230,6571 | 1,6507

5.6.5. Zména poméru plochy pod pikem zkoumané latky ku
plose pod pikem standardu

Zménu pomeéru plochy pod pikem zkoumané latky ku plose pod pikem

standardu ovlivni tyto parametry: pritok mobilni fize a teplota kolony v useku

1. Je to patrné z Tabulky 28 a Tabulky 29.

Dalsi parametry (teplota detektoru, teplota nastiiku, teplota kolony

Vv tseku 2 a 3, splitovaci pomér a zména nosného plynu) analyzu neovlivni.

Tabulka 28: Parametry, které ovliviiuji pomér plochy pod pikem 1,3-

butandiolu ku plose pod pikem vnitiniho standardu

ZMENA POMERU PLOCHY POD PiKEM 1,3-BD KU PLOSE POD PIiKEM IS

parametry AlS A 1,3-BD A 1,3-BD/AIS
optimalni stav 2062 191 1 825643 0,8853
prutok mf < 2 066 723 1849 424 0,8949
prutok mf > 2 029 603 1782912 0,8785
teplota kolony - usek 1 < 2 041 075 1953 636 0,9570
teplota kolony - isek 1 > 2 090 382 1 885 538 0,9020

Tabulka 29: Parametry, které ovliviiuji pomér plochy pod pikem glycerolu ku
loSe pod pikem vnitiniho standardu

ZMENA POMERU PLOCHY POD PIKEM 1,3-GLYC KU PLOSE POD PIKEM IS

AlS AGLYC AGLYC/AIS
optimalni stav 2062 191 1185 821 0,5750
prutok mf < 2 066 723 1201729 0,5815
prutok mf > 2 029 603 1193 284 0,5879
teplota kolony - usek 1 < 2 041 075 1230 320 0,6027
teplota kolony - isek 1 > 2 090 382 1232 786 0,5897
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5.6.6. Stabilita
Vzorek byl zkouman i =z hlediska stability. Z Tabulky 30 i

Z chromatogramu na Obrazku 20 je patrné, Ze pouzivany vzorek je stabilni.

Nepodléha zadnym rozkladnym zménam po dobu 24 hodin.
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Tabulka 30: Stabilita vzorku

IS 1,3-BD GLYC
Area Area | Pomér ploch [ Primér SD RSD Area | Pomér ploch | Priimér SD RSD
Cas 0 hod | 2 063 206 | 1 829 851 0,8869 0,8852 | 0,0017 { 0,1883 | 1189 319 0,5764 0,5750 | 0,0019 | 0,3272
2061 284 | 1825 085 0,8854 1186 790 0,5758
2062 0821821993 0,8836 1181 355 0,5729
Cas 2 hod [ 2 042 475 1 807 884 0,8851 0,8857 | 0,0006 [ 0,0701 | 1177 075 0,5763 0,5810 | 0,0042 | 0,7223
2040 676| 1806 938 0,8855 1188 564 0,5824
2047 216(1814 532 0,8863 1196 239 0,5843
Cas 4 hod | 2 063 183| 1 821 309 0,8828 0,8835 | 0,0009 | 0,1013 | 1 187 466 0,5756 0,5806 | 0,0046 | 0,7972
2 056 685 1818 956 0,8844 1196 074 0,5816
2057 229( 1819 002 0,8842 1202 767 0,5847
Cas 8 hod | 2 062 484 | 1 826 848 0,8858 0,8854 | 0,0016 | 0,1858 | 1 186 158 0,5751 0,5778 | 0,0029 | 0,5028
2068 2771825555 0,8826 1201 450 0,5809
2074037[1835811 0,8851 1197783 0,5775
Cas 12 hod [ 2 084 086 | 1 844 494 0,8850 0,8845 | 0,0007 | 0,0743 | 1214115 0,5826 0,5861 | 0,0033 | 0,5545
2078998| 1837428 0,8838 1219761 0,5867
2081 527|1840128 0,8840 1225 966 0,5890
Cas 24 hod| 2 105486 | 1 864 329 0,8855 0,8854 | 0,0015 { 0,1696 | 1204 411 0,5720 0,5707 | 0,0056 | 0,9852
2090 757 1 856 552 0,8880 1203 191 0,5755
2092 291[1852 316 0,8853 1181074 0,5645
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6. Zavér

V této diplomové praci jsem chtéla nastinit téma analyzy pomoci
plynové chromatografie a validaci analytické metody.

Préace ukazuje, jaké podminky, pfi kterych metoda probih4, mohou byt
pozmeénény, aniz by doslo k ovlivnéni vysledkli analyzy. Ukdzalo se, Ze bez
ovlivnéni vysledkit mohou byt pozménény tyto podminky: splitovaci pomeér,
teplota na kolon¢ v useku 2 a 3, teplota nastiiku. Zaroven doslo k prokéazani
linearity, spravnosti, presnosti a selektivity metody.

Metodu je mozné povazovat za validovanou.
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