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Souhrn 

Tato práce zpracovává téma Stanovení obsahových látek v lubrikačním gelu metodou 

plynové chromatografie a konkrétně se zabývá lubrikačním gelem Tea Tree Fantasy, který 

obsahuje přírodní substanci tea tree oil. TTO má silné antiseptické, antimykotické a 

protiplísňové účinky, a jeho důležitou germicidní aktivní složkou je terpinen-4-ol. Práce je 

rozdělena do osmi kapitol, hlavní část tvoří kapitoly 3 – 6. Třetí kapitola je věnována 

teoretické části, ve které je podrobně popsána plynová chromatografie, jako metoda 

vhodná pro stanovení terpinen-4-olu v lubrikačním gelu. Tato kapitola se také zabývá 

validací analytické metody a jednotlivými validačními parametry. Dále tato kapitola 

obsahuje charakteristiku lubrikačního gelu, tea tree oilu a terpinen-4-olu. Ve čtvrté 

kapitole je vypracována rešerše metod již použitých při stanovení látky terpinen-4-olu. 

Pátá kapitola se věnuje experimentální části a jsou v ní uvedeny všechny chemikálie, 

přístroje a podmínky separace. Šestá kapitola popisuje výsledky a diskuze nejprve při 

vývoji analytické metody, a následně při testu vhodnosti chromatografického systému a 

validaci metody. Smyslem této práce je tedy validace metody plynové chromatografie při 

stanovení terpinen-4-olu v lubrikačním gelu. 

Abstract 
This thesis deals with the topic The determination of content substances in 

lubrication gel by method of gas chromatography and with lubrication gel Tea Tree 

Fantasy, which includes natural substance of tea tree oil. Tea tree oil has strong antiseptic, 

antimycotic and antifungal effects, and the terpinene-4-ol is its important germicidal 

component. This thesis is divided into eight chapters; its main part consists of chapters 

3 – 6. The third chapter deals with the theoretical part, where the gas chromatography is 

described. This method is suitable for determination of terpinene-4-ol in lubrication gel. 

This chapter also deals with the validation of analytical method and with individual 

parameters and contains the characteristics of lubrication gel, tea tree oil and terpinene-4-

ol. In the fourth chapter, there are worked out the search of used methods. The fifth 

chapter deals with the experimental part; all chemicals, instruments and conditions of 

isolation are written down there. The sixth chapter describes results and discussion from 

the development of analytical method, from the system suitability test and from the 

validation. The main goal of this thesis is the validation of gas chromatography method for 

the determination terpinene-4-ol in lubrication gel. 
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1 Úvod 

Plynová chromatografie je jednou z nejdůležitějších a nejpoužívanějších 

chromatografických metod a její výhodou je jednoduchost, vysoká citlivost a velmi dobrá 

separační účinnost. Využívá se při dělení, identifikaci a stanovení všech látek, které lze 

převést bez rozkladu v plynnou fázi do teploty 400°C. Látky málo těkavé se upravují 

derivatizací. Plynová chromatografie je metoda pracující s malým množstvím vzorku a 

nachází velmi široké uplatnění v odvětví chemického, potravinářského a farmaceutického 

průmyslu a také v elektroprůmyslu, zdravotnictví a ekologii. Ve farmacii slouží ke 

kontrole čistoty, monitorování obsahu léčiv a také pro stanovení obsahu éterických olejů. 

Lubrikační gel Tea Tree Fantasy obsahuje velice účinnou přírodní substanci tea tree 

oil, jehož charakteristická vůně vzniká v důsledku přítomnosti asi sta různých 

samostatných složek, především monoterpenů, terpenů, alkoholů a seskviterpenů. Pro 

průkaz těchto složek je plynová chromatografie vhodná. 

Při vývoji nové metody se provádí validace, což je proces, kterým se zjišťují 

nedůležitější charakteristiky metody se smyslem demonstrovat, že navržená metoda je pro 

daný účel vhodná. Cílem validace je stanovit podmínky, při kterých je zkušební postup 

použitelný. Je nutné zajistit stejnou spolehlivost při opakovaném použití v jedné nebo i 

v různých laboratořích. Pracovní postup je chápán jako úplný analytický předpis, který 

slouží k reprodukování celé analytické metody, proto musí obsahovat všechny nezbytné 

instrukce a musí být dostatečně přesný, podrobný a úplný. 



 7

2 Cíl práce 

Cílem této diplomové práce bylo stanovení terpinen-4-olu v lubrikačním gelu Tea 

Tree Fantasy metodou plynové chromatografie. Vývoj metody předcházela důkladná 

rešerše metod již použitých při stanovení sledované látky. Po zhodnocení získaných 

poznatků následoval vývoj metody a poté ověření vhodnosti dané metody pro zamýšlený 

účel. Podmínky musí být upraveny tak, aby metoda poskytovala správné a přesné 

výsledky s dostatečnou citlivostí. 
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3 Teoretická část 

3.1 Separační metody 

Stanovení jedné složky ve složitějším vzorku obvykle není možné provést přímo po 

převedení vzorku do roztoku. Před vlastní analýzou je většinou nutné oddělit 

stanovovanou složku od ostatních nebo oddělit složky, které stanovení ruší. K tomuto 

účelu slouží separace, kterou lze definovat jako operaci, při které se vzorek dělí alespoň 

na dva podíly různého složení. Z užšího analytického hlediska je separace jednou z velmi 

významných fází analýzy, na které závisí přesnost a spolehlivost výsledku celé analýzy. 

Od separačních metod požadujeme co nejdokonalejší oddělení dané složky, a aby tato 

složka byla ve formě vhodné k měření [1]. 

3.1.1 Rozdělení separačních metod 

o Metody založené na rozdílech v rovnovážné distribuci složek mezi dvě fáze – 

chromatografie, destilace, sublimace, extrakce, frakční krystalizace, aj. 

o Metody založené na rozdílech v rychlosti pohybu složek – ultrafiltrace, dialýza, 

elektroforéza, ultracentrifugace, aj. 

Maximální počet složek, které mohou být separovány v jediné operaci, je tzv. 

frakcionační kapacita. Takové metody jako krystalizace, jednoduchá extrakce, sublimace 

mohou rozdělit vzorek pouze na dvě části (frakcionační kapacita je 2). Plynová 

chromatografie může dosáhnout frakcionační kapacity 100 a více [1]. 
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3.2 Chromatografické metody 

Chromatografické metody mají velmi široké využití. Je to především proto, že se 

jedná o metody separační, umožňující analýzu směsí a zároveň jejich kvalitativní i 

kvantitativní hodnocení [2]. 

Chromatografie využívá dělení analyzovaných látek mezi dvě fáze, z nichž jedna je 

stacionární – nepohyblivá a druhá mobilní – pohyblivá. V průběhu chromatografického 

procesu dochází k postupnému, mnohokrát opakovanému vytváření rovnovážných stavů 

dělených látek mezi stacionární a mobilní fází. Při styku stacionární i mobilní fáze 

s dělenými látkami dochází k vzájemným interakcím, které jsou základním předpokladem 

pro jejich separaci. K separaci tedy dochází na základě různé afinity dělených látek ke 

stacionární a mobilní fázi [2]. 

3.2.1 Dělení podle použité techniky 

o Kolonová: Stacionární fáze je umístěna v trubici. 

o Papírová: Stacionární fáze je součástí chromatografického papíru. 

o Tenkovrstvá: Stacionární fáze je umístěna na pevném plochém podkladu (např. 

skleněné desce nebo hliníkové folii) [3]. 

3.2.2 Dělení podle podstaty separačního děje 

o Adsorpční chromatografie: Podstatou dělení je různá schopnost složek poutat se na 

aktivní povrch sorbentu. 

o Rozdělovací chromatografie: O separaci rozhoduje odlišná rozpustnost složek vzorku 

ve stacionární fázi (kapalina) a mobilní fázi (kapalina nebo plyn). 

o Iontově výměnná chromatografie: O separaci rozhodují různě velké elektrostatické 

přitažlivé síly mezi funkčními skupinami stacionární fáze (iontoměnič) a ionty vzorku. 

o Gelová permeační chromatografie: Složky se separují podle velikosti na pórovité 

stacionární fázi (gelu); menší molekuly vzorku se v pórech gelu zdržují déle 

(molekulově sítový efekt). 

o Afinitní chromatografie: Stacionární fáze je schopna vázat ze vzorku právě určité 

složky, ke kterým má úzce selektivní vztah (afinitu) [3]. 
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3.2.3 Dělení podle skupenství stacionární a mobilní fáze 

o Plynová chromatografie 

 Zkratka Mobilní fáze Stacionární fáze 
Adsorpční plynová 

chromatografie GSC plyn pevná látka 

Rozdělovací plynová 
chromatografie GLC plyn kapalina 

Tabulka 1 - Dělení plynové chromatografie podle skupenství fází 

o Kapalinová chromatografie 

 Zkratka Mobilní fáze Stacionární fáze 
Adsorpční kapalinová 

chromatografie LSC kapalina pevná látka 

Rozdělovací kapalinová 
chromatografie LLC kapalina kapalina 

Iontově výměnná 
chromatografie IEC kapalina 

(pufr) iontoměnič 

Gelová permeační 
chromatografie GPC gel kapalina 

Papírová chromatografie PC kapalina kapalina 

Tenkovrstvá 
chromatografie TLC kapalina pevná látka 

Tabulka 2 - Dělení kapalinové chromatografie podle skupenství fází 
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3.3 Plynová chromatografie 

Plynová chromatografie je jednou z nejdůležitějších a nejpoužívanějších 

chromatografických metod. Mezi hlavní výhody této metody patří jednoduchost, vysoká 

citlivost a velmi vysoká separační účinnost. Přitom je možné plynovou chromatografií 

identifikovat a stanovit nejen plyny, ale také látky kapalné a pevné, které je možné převést 

bez rozkladu do plynného stavu (asi do 400°C) [1]. 

3.3.1 Princip separace látek 

Roztok vzorku se nastříkne do vyhřívaného prostoru dávkovače, kde se ihned vypaří 

a je unášen proudem nosného plynu do chromatografické kolony, která je umístěna 

v termostatu. Na počátku kolony se dělené látky sorbují ve stacionární fázi, tj. rozpouštějí 

se v zakotvené fázi (GLC) nebo se adsorbují na pevný adsorbent (GSC) a poté se 

desorbují čistým nosným plynem. Tento proces probíhá mnohonásobně a nosný plyn unáší 

dělené látky. Látky vycházejí z kolony v poměru svých sorpčních sil. Nejdříve vystupují 

látky, které se sorbují málo (mají nejkratší eluční časy). Z kolony postupují látky do 

detektoru, kde se registruje signál, který odpovídá změnám koncentrace v nosném plynu 

vystupujícím z kolony [1]. 

3.3.2 Pracovní techniky 

o Eluční metoda – jejím principem je vymývání jednorázově dávkovaného vzorku 

nosným plynem. První z kolony vychází ta složka, která se nejméně zachycuje na 

stacionární fázi. Čas, za který složka vyjde z kolony, je pro ni charakteristický a slouží 

k její identifikaci. Výsledkem je chromatogram tvořený sérií elučních křivek neboli 

píků. Zaznamenává se signál z detektoru v závislosti na čase nebo na objemu prošlého 

nosného plynu. Tato technika je nejběžnější. Stálé podmínky jsou vhodné pro směsi, 

jejichž složky se jen málo liší svými fyzikálními charakteristikami. Při velkých 

odlišnostech se používá programová plynová chromatografie, v níž se během separace 

mění teplota nebo průtok nosného plynu [3]. 

o Frontální metoda – je založena na kontinuálním přivádění vzorku do kolony. Nejdříve 

z kolony vychází látka, která se nejméně zachycuje. Poslední z kolony vychází směs 

vzorku s nosným plynem o původním složení. Metodu lze použít pro kontrolu 

technických procesů [3]. 
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o Vytěsňovací metoda – principem této metody je opět jednorázové dávkování vzorku do 

proudu nosného plynu před vstupem do kolony. Nosný plyn je ale sycen vytěsňujícím 

činidlem, což jsou páry látky, která se v koloně zadržuje silněji než kterákoli složka 

vzorku. Vytěsňující činidlo konkuruje složkám vzorku při sorpci na stacionární fázi a 

sune tyto složky před sebou. V koloně se uspořádají zóny od nejméně se zadržující 

složky po vytěsňující činidlo. Šířka zóny je úměrná koncentraci dané složky [3]. 

3.3.3 Schéma plynového chromatografu 

 
Obrázek 1 - Plynový chromatograf [4] 

o Zásobník nosného plynu – úkolem nosného plynu je unášet vzorek kolonou a vůči jeho 

složkám být inertní. Nemá tedy přímý vliv na separaci. Při výběru plynu hraje roli 

potřeba netoxicity, bezpečnosti práce a nižší ceny. Volba nosného plynu může záležet i 

na druhu kolony a detektoru. Nejčastěji používanými plyny jsou dusík, helium, argon a 

vodík. Před vstupem do kolony se nosný plyn čistí, suší a reguluje se jeho průtok a tlak 

[3]. 

o Nástřik vzorku – dávkovací zařízení musí umožnit rychlé vpravení vzorku do kolony a 

dobrou reprodukovatelnost dávkování 0,1 – 5 μl vzorku. Roztoky dávkujeme 

injekčními mikrostříkačkami přes pryžové septum nebo tzv. autosamplerem. Teplota 

dávkovacího zařízení musí být o 50°C vyšší než je teplota varu nejvýše vroucí složky 

obsažené ve vzorku. Zplyněný vzorek je pak nosným plynem unášen do kolony [1]. 
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Metody nastřikování [3]: 

a) Do kolony (on column) – je to základní metoda u náplňových kolon a u kapilárních 

kolon větší světlosti (od 0,25 mm) s použitím jemné nastřikovací jehly. 

b) Pomocí děliče toku (split injection) – používá se u kapilárních kolon, protože mají 

malou kapacitu. Část vzorku (zejména koncentrovaného) s nosným plynem se pomocí 

děliče toku oddělí a do kolony se dostává jen definovaný zlomek nastřikovaného 

množství. 

c) Bez děliče toku (splitless injection) – tato metoda je vhodná pro relativně velké 

objemy, které je nutno použít pro stopovou analýzu. Je zde využito rozpouštědlo 

s vyšší teplotou varu, které kondenzuje a vytváří kapalný film v hlavě kolony, a v něm 

jsou pohlceny všechny analyty. 

d) Koncentrátor na počátku kolony – je to metoda zachycování vzorku ze vzduchu nebo 

vodného roztoku na adsorbent, jako je pórovitý polymer nebo grafitizované saze. 

Vzorek je pak termicky desorbován přímo do kolony. 

o Kolony 

a) náplňové – jedná se o trubice naplněné sorbenty nebo nosiči pokrytými kapalnou 

fází. Tyto kolony se zhotovují z nerezové oceli nebo ze skla, mají průměr 3-8 mm a 

délku 1-5 m. Mají vyšší kapacitu než kapilární kolony. 

b) kapilární – využívají jako nosiče stacionární fáze svou vnitřní stěnu. Tyto kolony 

jsou obvykle z křemene, jejich vnitřní průměr je menší než 0,5 mm a délka 20-100 m. 

V metodě GSC je stacionární fází sorbent (aktivní uhlí, silikagel, zeolit, aj.) a 

v metodě GLC je stacionární fází kapalinový film (polyethylenglykol, 

polypropylenglykol, polyester, polysiloxan) zakotvený na inertním nosiči (teflon, 

silikagel, skleněné kuličky, různé druhy křemelin). V případě GSC je distribuce mezi 

obě heterogenní fáze založena na adsorpci nebo sítovém efektu, v případě GLC na 

rozpouštění. V praxi nalézají větší uplatnění kapalné stacionární fáze [5]. 

Stacionární kapaliny by měly být teplotně stálé a málo těkavé. Měly by pevně ulpívat 

na nosiči, aby nedocházelo k jejich vymývání z kolony. Volba stacionární fáze je 

obvykle rozhodující pro výběr vhodné kolony pro analyzovaný vzorek. Důležitá je 

polarita separovaných složek. Nepolární sloučeniny jsou obvykle složeny jen 
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z uhlíkových a vodíkových atomů. Pro nejběžnější analýzy směsí alkanů použijeme 

nepolární kapilární kolony. K separacím polárních molekul, které obsahují na 

uhlíkovém řetězci jeden nebo více atomů Cl, Br, F, N, O, P nebo S (alkoholy, aminy, 

karboxylové kyseliny, estery, ethery, ketony, PCB, thioly), a polarizovatelných 

molekul, které obsahují jednu nebo více násobných vazeb mezi uhlíky (alkeny, areny) 

použijeme středně polárních kolon [3]. 

o Detektory – nosný plyn z kolony protéká detektorem, který reaguje na přítomnost 

analytu a vysílá signál, který je zaznamenáván v závislosti na čase. Detektor sleduje 

takovou vlastnost plynu z kolony, která závisí na druhu a koncentraci složek 

(analytická vlastnost). Musí mít dostatečnou citlivost (nízký detekční limit) a jeho 

odezva by měla být lineární funkcí obsahu analytu. Důležitým požadavkem je vysoká 

selektivita pro stanovované analyty [3]. 

a) Tepelně vodivostní detektor (TCD) – je univerzální detektor. Nosný plyn proudí přes 

vlákno žhavené stálým elektrickým proudem a ochlazuje je na určitou teplotu. 

Přítomnost složky změní tepelnou vodivost prostředí kolem žhaveného vlákna, a tím 

jeho teplotu a elektrický odpor. Pro použití je důležitá volba nosného plynu. Jeho 

tepelná vodivost se má co nejvíce odlišovat od tepelné vodivosti analyzovaných 

složek. Má nižší citlivost a detekční limity jsou v μg analytu [3]. 

b) Plamenový ionizační detektor (FID) – je velmi citlivý detektor. Molekuly plynu se 

ionizují v kyslíkovodíkovém plameni a vedou ionizační proud mezi elektrodami. 

Nosný plyn se před vstupem do hořáku mísí s vodíkem, vzduch je přiváděn z vnějšku. 

Přítomnost složky zvýší ionizaci a elektrický proud se zvětší. Detekční limity jsou v pg 

analytu [3]. 



 15

 

Obrázek 2 - Plamenový ionizační detektor [6] 

c) Hmotnostní spektrometr (MS) – je univerzální detektor s citlivostí až 10 pg. Ionty 

jsou analyzovány kvadrupólovým analyzátorem nebo iontovou pastí. Principem MS je 

ionizace neutrálního atomu či molekuly za vzniku iontů a jejich fragmentů, které jsou 

dále separovány a detekovány podle m/z (m - hmotnost iontu, z – náboj iontu) [2]. 

d) Detektor elektronového záchytu (ECD) – je selektivní pro elektronegativní skupiny 

(halogeny, popř. nitrolátky). Principem měření je ionizace nosného plynu β zářením za 

vzniku ionizačního proudu, tj. konstantního proudu pomalých elektronů. Elektrony 

jsou zachycovány elektronegativními atomy (halogeny) nebo skupinami 

(nitroskupiny). Tento detektor dosahuje citlivosti 1 pg [2]. 

e) Termoionizační detektor (TID) – je selektivní především pro sloučeniny obsahující 

ve své molekule dusík a fosfor. Dosahuje citlivosti 10 pg pro N a 1 pg pro P. Pracuje 

na principu ionizace organických látek v kyslíkovodíkovém plameni, který je veden 

přes prstenec solí alkalických zemin [2]. 

f) Fotoionizační detektor (PID) - je univerzální pro organické látky a dosahuje 

citlivosti 10 pg. PID je založen na principu ionizace organických látek fotonem a 

následné detekci uvolněných elektronů [2]. 

o Termostat – Zajišťuje dostatečně vysokou teplotu dávkovače, kolony a detektoru, aby 

byl vzorek udržen v plynném stavu. Konstantní teplota je využitelná, neliší-li se 

analyty příliš svými teplotami varu. Je-li přítomno široké spektrum složek s různými 
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teplotami varu, separace by byla časově náročná. Teplota kolony se proto může 

programově měnit. Běžně se pracuje při teplotách 50 – 300°C [3]. 

o Zapisovač, integrační software – Zpracovává signál z detektoru, zakresluje 

chromatografickou křivku a provádí její vyhodnocení [3]. 

o Chromatogram 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

inert.....látka, která se nezachycuje v koloně (pohybuje se kolonou stejnou rychlostí 

jako nosný plyn) 

h..........výška píku 

Y..........šířka píku v základně 

Y1/2......šířka píku v polovině výšky 

tR..........retenční čas, pro který platí tR = tM + t´R 

tM.........mrtvý retenční čas (molekula setrvává v mobilní fázi) 

t´R.........redukovaný retenční čas (molekula setrvává ve stacionární fázi) 

3.3.4 Kvalitativní vyhodnocení analýzy  

VR = tR * F VR...............retenční objem 

 tR.................retenční čas 

 F.................objemová rychlost toku mobilní fáze 

Obrázek 3 - Chromatografický záznam [3] 
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Nejvýhodnější postup identifikace složky je porovnání retenčních charakteristik 

daného píku s údaji standardních látek. Nejvhodnější je metoda standardního přídavku a 

provedení druhé chromatografie [1]. 

3.3.5 Kvantitativní vyhodnocení analýzy  

Kvantitativní zastoupení složky ve směsi je za určitých podmínek dáno plochou pod 

píkem dané složky. U symetrických píků lze využít způsob přímého srovnání výšek píků 

standardu (hs) a stanovované složky (hx): 

hx : hs = cx : cs 

Obsah látky ve vzorku se zjišťuje metodou vnějšího standardu (porovnání plochy 

píku stanovované složky s plochou píku standardu, chromatografovaného za stejných 

podmínek) nebo metodou vnitřního standardu (přídavek přesně známého množství 

standardní látky do analyzované směsi před chromatografií; standard i vzorek jsou 

vystaveny stejným vlivům, proto dochází k jejich eliminaci) [1]. 

3.3.6 Vliv distribuční konstanty na separaci 

V koloně se neustále během separace vytváří a porušuje fázová rovnováha mezi 

mobilní a stacionární fází. Tento děj probíhá nepřetržitě. Složka má při ustavení 

rovnováhy ve stacionární fázi koncentraci cs a v mobilní fázi cm. Poměr těchto koncentrací 

je v ideálním případě konstantní a nazývá se distribuční konstanta KD (charakterizuje 

distribuci – rozdělení složky mezi obě fáze): 

m

s
D c

c
K  

Čím je hodnota distribuční konstanty vyšší, tím je složka více vázána stacionární fází 

a déle zadržována v koloně. Na následujícím obrázku je znázorněna složka, která má KD 

větší než jedna [3]. 
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Obrázek 4 - Znázornění pohybu zóny složky v koloně [3] 

Při oddělování dvou složek je nutné, aby se jejich distribuční konstanty lišily. 

Distribuční konstanta je závislá na teplotě. Je-li teplota konstantní, závislost cs na cm se 

nazývá izoterma. U kapalných stacionárních fází bývá často splněna jednoduchá lineární 

závislost. U tuhých stacionárních fází jsou izotermy běžně nelineární. Tvar izotermy úzce 

souvisí s tvarem píku, u lineární izotermy je pík symetrický a u nelineární bývá 

nesymetricky natažen na jednu stranu. Jedná se pak o pík s rozmytou frontou nebo o pík 

chvostující. V případě chvostujícího píku se ve stacionární fázi účinněji váže složka, která 

má v mobilní fázi nižší koncentraci. Do detektoru vstupuje později, což se na píku projeví 

jako “chvost“. V případě píku s rozmytou frontou se naopak ve stacionární fázi zadržuje 

složka s vyšší koncentrací, proto se maximum píku opožďuje. Deformace píků mívají i 

jiné příčiny a často souvisí s postupem při dávkování [3]. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Obrázek 5 - Souvislost tvaru píku s tvarem izotermy [3] 
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3.3.7 Účinnost separace 

Účinnost kolony charakterizuje její schopnost separovat složky směsi. Čím je kolona 

účinnější, tím lépe dokáže složky směsi od sebe oddělit. Účinnost kolony roste s počtem 

teoretických pater n, což je pomyslná část kolony, ve které dochází k ustavení rovnováhy 

mezi mobilní a stacionární fází. Délka této části se nazývá výškový ekvivalent 

teoretického patra H, pro který platí H = L / n (L je délka kolony) [3]. 

Počet teoretických pater lze určit z šířky píku v základně Y nebo z šířky píku 

v polovině jeho výšky Y1/2 a retenčního času tR: 
2

*16 ⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛=

Y
tn R  

2

2/1

*54,5 ⎟⎟
⎠

⎞
⎜⎜
⎝

⎛
=

Y
tn R  

K rozšiřování zóny v koloně, a tím k růstu výškového ekvivalentu teoretického patra 

vedou, podle van Deemterovy teorie, následující děje [3]: 

o Turbulentní difuze (HA) – hlavní vliv má velikost a tvar částic náplně kolony a 

rovnoměrnost jejich uložení. Molekuly mobilní fáze protékají kolem částic stacionární 

fáze různou cestou, některé přímější, jiné méně. Dvě porovnávané molekuly se tedy za 

určitou dobu dostanou do jiné vzdálenosti, a tím se zóna složky rozšiřuje. Lineární 

rychlost mobilní fáze nemá na tento děj vliv. 

o Molekulární difuze (HB) – nastává, když molekuly složky pronikají do míst nižší 

koncentrace, a tím rozšiřují svou zónu. Látky s vyšším difuzním koeficientem mají 

výraznější rozšíření zóny. Příspěvek molekulární difuze narůstá s časem, který složka 

stráví v koloně. Lineární rychlost mobilní fáze je nepřímo úměrná molekulární difuzi. 

o Odpor proti převodu hmoty (HC) – závisí na hloubce proniknutí molekuly složky do 

stacionární fáze. Molekula, která pronikne do stacionární fáze hlouběji, se v ní zdrží 

déle než ta, která ulpí na jejím povrchu, a tím dochází k rozšíření zóny. Lineární 

rychlost mobilní fáze je přímo úměrná odporu proti převodu hmoty. 

Grafem závislosti výškového ekvivalentu teoretického patra na lineární rychlosti 

mobilní fáze je křivka, v jejímž minimu je optimální lineární rychlost. Prakticky se volí 

taková rychlost mobilní fáze, při které je separace dostatečně účinná a rychlá, což je 
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rychlost o trochu vyšší než odpovídá minimu křivky bez výrazné ztráty na účinnosti 

separace. 

 

 

 

 

 
 

 

 
Obrázek 6 - Závislost účinnosti kolony na lineární rychlosti mobilní fáze [3] 

Na následujícím obrázku jsou zobrazeny závislosti účinnosti kolony na lineární 

rychlosti mobilní fáze pro jednotlivé nosné plyny. Nejvyšší lineární rychlost má vodík a 

jeho křivka je velmi plochá, proto má změna rychlosti malý vliv na H [3]. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Obrázek 7 - Vliv volby nosného plynu na účinnost kapilární kolony [3] 

3.3.8 Využití plynové chromatografie 

Plynová chromatografie se využívá při dělení, identifikaci a stanovení všech složek, 

které lze převést bez rozkladu v plynnou fázi do teploty 400°C. Lze tedy analyzovat látky 

plynné a zplynitelné látky kapalné a pevné o relativní molekulové hmotnosti do 400. 

Látky málo těkavé se upravují derivatizací (převedení složek na těkavé deriváty). Plynová 

chromatografie nachází velmi široké uplatnění jak ve výzkumných, tak i provozních 
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laboratořích v odvětvích chemického, potravinářského a farmaceutického průmyslu a také 

v elektroprůmyslu a zdravotnictví [1]. Významnou aplikací je sledování kvality ovzduší a 

určení stopových množství pesticidů v půdě, vodách a potravinách [5]. 

3.3.9 Derivatizace v plynové chromatografii 

Je to metoda, při které se mění chemické složení původního vzorku. Aplikuje se 

tehdy, není-li možné vzorek přímo analyzovat. Účelem derivatizace v plynové 

chromatografii je obvykle odstranění aktivních vodíkových atomů (zlepšení vlastností 

analytů s ohledem na GC separační proces). Optimální je odstranit všechny aktivní vodíky 

(-OH, -NH2 skupiny) v jednom reakčním kroku. Někdy bývá cílem derivatizace v GC 

zavedení funkční skupiny, využitelné pro selektivní detekci, do struktury separovaného 

analytu. Podle uspořádání můžeme volit derivatizaci před kolonou nebo na koloně. U 

derivatizace před kolonou je k dispozici velký výběr derivatizačních činidel i pracovních 

podmínek, ale nedostatkem je mnohdy pracná a časově náročná předúprava vzorku a 

dlouhý reakční čas mezi složkami vzorku a derivatizačním činidlem. Výhodou 

derivatizace na koloně je rychlost a jednoduchost, lze ji však aplikovat pouze pro omezené 

množství analytů i derivatizačních činidel [7]. 
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3.4 Validace analytické metody 

Validace analytické metody je proces, kterým se zjišťují nejdůležitější 

charakteristiky metody se smyslem demonstrovat, že vypracovaná metoda je pro daný 

účel vhodná. Cílem validace je stanovit podmínky, při kterých je zkušební postup 

použitelný. Je nutné zajistit stejnou spolehlivost při opakovaném použití v jedné nebo i 

v různých laboratořích [8]. 

Validace se provádí při vývoji nové metody, při změně metody, při přenosu metody 

do jiné laboratoře, nebo při průkazu rovnocennosti dvou metod. Zjištěné hodnoty se 

zpracovávají do validačního protokolu, který musí obsahovat také patřičnou dokumentaci 

(př. chromatogramy) [8]. 

Validace analytické metody je oddělený úkon. Obecně je postup vývoje metody 

takový, že se nejprve definují požadavky na zkušební metodu, vyvine se metoda, najdou 

se optimální podmínky a posledním bodem je validace [9]. 

 
Obrázek 8 - Schéma validačního programu [11] 

Pracovní postup (po výběru dané metody) je chápán jako úplný analytický předpis, 

který slouží k reprodukování celé analytické metody, proto musí obsahovat všechny 

nezbytné instrukce a musí být dostatečně přesný, podrobný a úplný. Pracovní postup musí 

obsahovat [10]: 

o Stručnou charakteristiku – oblasti použití metody, princip, chemické reakce, analyt a 

matrice, rozmezí obsahů stanovované složky, jednotky. 

o Roztoky, činidla a pomocné chemikálie – jejich čistota, úprava, příprava, stabilita a 

koncentrace. 
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o Standardní operační proceduru – mechanická a chemická úprava vzorku, kalibrace, 

měření, výpočty a hodnocení. 

Současně je nutné přesně definovat podmínky, za kterých se má metoda použít. 

Pokud mají být výsledky spolehlivé při každém použití metody, musí být buď 

jednoznačně dány všechny podmínky, nebo musí být uvedena kritéria, která musí být 

splněna, aby bylo možné určitý analytický systém spolehlivě použít. Při každém dalším 

použití nově vyvinuté validované metody se už jen testují právě tato kritéria. Tato kritéria 

se obecně nazývají test způsobilosti analytického systému. Dvěma hlavními údaji testu 

způsobilosti jsou požadavky na reprodukovatelnost chromatografického systému a na 

rozlišení dvou vybraných píků. Dále je možné udávat požadavky na další parametry, které 

jsou důležité pro konkrétní metodu: počet teoretických pater, asymetrie píků, minimální, 

případně i maximální retenční čas nebo kapacitní poměr stanovované látky nebo také mez 

detekce [9]. 

Validační protokol se odvolává na konkrétní validační program. Do validačního 

protokolu se zaznamenávají všechna měření, výpočty i pomocné výpočty, datum 

jednotlivých zkoušek, jméno zodpovědného pracovníka a jména dalších pracovníků, které 

se na validačním programu podíleli. Výsledky a závěry jsou jasně definované [10]. 

Podmínky revalidace systému nejsou obecně definovatelné, protože každá změna 

v celém analytickém systému vede vždy k jeho revalidaci, musí být však posouzena 

individuálně, jestli má prokazatelný vliv na konečný výsledek. V kladném případě je 

nutné provést revalidaci, která nemusí být komplexní, ale pouze jako dílčí krok 

validačního programu (např. kalibrace, citlivost) s tím, že musí být zpětně určena 

směrodatná odchylka. Některé podmínky, které definují nutnost revalidace, jsou dány již 

ve validačním programu [10]. 

3.4.1 Interní (vnitřní) validace 

Je to validace metody v rámci jedné laboratoře [10]. 

o Průzkumová validace – jejím cílem je stanovit na omezeném počtu vzorků, zda 

zvolená analytická metoda je vhodnou metodou pro plnou validaci. Zaměřuje se na 

vyhodnocení validačních parametrů jako je selektivita a robustnost, a na stanovení 

opakovatelnosti na omezeném počtu vzorků. 
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o Plná validace – následuje po průzkumové validaci. Jejím cílem je demonstrovat 

vhodnost metody k zamýšlenému použití vyhodnocením všech požadovaných 

validačních parametrů. 

o Validace při převodu metody – používá se při zavedení publikované validované 

analytické metody. Zahrnuje stanovení správnosti laboratoře a opakovatelnosti. 

o Retrospektivní validace – používá se, pokud existují již dříve naměřená data získaná za 

stejných podmínek. Tato validace umožní vyhodnotit jeden z nejdůležitějších 

validačních parametrů, opakovatelnost. 

3.4.2 Externí (vnější) validace 

Tato validace zahrnuje interní validaci společně s validací metody srovnáním 

výsledků metody z více laboratoří (mezilaboratorní porovnávací zkoušky), a zahrnuje 

výpočet reprodukovatelnosti metody [10]. 

Analytické metody musí splňovat určité požadavky, které vyplývají ze zamýšleného 

použití, a podle toho se ověřují následující validační parametry [8]: 

 Identifikace Testování nečistot 
- kvantitativní 

Testování nečistot 
- kvalitativní Obsah 

Přesnost – 
opakovatelnost - + - + 

Mezilehlá 
přesnost - +1 - +1 

Správnost - + - + 

Selektivita + + + + 

Linearita - + - + 

Rozsah - + - + 

Detekční limit - - + - 

Kvantitativní 
limit - + - - 

Robustnost - + - + 

Tabulka 3 - Validační parametry 

1 neprovádí se, je-li provedena reprodukovatelnost 
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3.4.3 Přesnost (Precision) 

Přesnost je míra shody mezi jednotlivými výsledky metody opakovaně získanými 

s jedním homogenním vzorkem. Vzorek se nezávisle šestkrát analyzuje kompletním 

postupem včetně přípravy vzorku. Přesnost se vyjadřuje jako relativní směrodatná 

odchylka. Podle podmínek opakování se rozlišují následující úrovně [8]: 

o Opakovatelnost (Repeatability) – metoda se opakuje stejným způsobem, se stejnými 

činidly, jedním pracovníkem a na tomtéž přístroji 

o Mezilehlá přesnost (Intermediate precision) – metoda se provádí s různými činidly, 

analytiky i přístroji, v různý den, ale se stejným zhomogenizovaným vzorkem a 

v jedné laboratoři 

o Reprodukovatelnost (Reproducibility) – metoda se provádí stejně jako u mezilehlé 

přesnosti, ale v různých laboratořích 

3.4.4 Správnost (Accuracy) 

Správnost je odchylka výsledku metody od správné hodnoty. Správná hodnota se 

zjistí buď jinou, nezávislou metodou (jejíž správnost je ověřena) nebo analýzou 

modelového vzorku (tj. placebo s přidaným standardem nebo vzorek s přídavkem 

standardní látky). Vyjadřuje se jako rozdíl hodnot nebo jako výtěžnost (recovery, R): 

100*cov
hodnotasprávná
hodnotanalezenáeryre =  

Metodou standardního přídavku se nejprve proměří samotný vzorek, a poté vzorek, 

do kterého bylo přidáno známé množství standardu (stejného jako stanovovaná látka). 

Zvětšení plochy píku je přímo úměrné přidanému množství standardu. Výtěžnost se 

vypočítá: 

100*cov
0x
xx

eryre vi −=  

xi........množství stanovované látky po přídavku 

xv.......množství stanovované látky ve vzorku 

x0......množství stanovované látky ve standardu přidaném ke vzorku 

Pokud se analyzuje modelový vzorek, přidává se standardní látka v množství menším 

i větším než je deklarovaný obsah. SÚKL požaduje jen jednu hladinu, tedy stanovení min. 
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6 různých modelových vzorků s přibližně 100% obsahem stanovované látky. Standardní 

látka se přidává méně než 100%, aby se výsledek nedostal mimo kalibrační křivku [9]. 

3.4.5 Selektivita, specifita (Selectivity, Specificity) 

Selektivita je schopnost metody změřit správně a specificky stanovovanou látku 

v přítomnosti jiných látek. To jsou např. další účinné složky u kombinovaných přípravků, 

pomocné látky v placebu, nečistoty z výroby, rozkladné produkty, zbytková rozpouštědla 

nebo neznámé látky. Metoda pro stanovení obsahu nesmí být jinými látkami rušena. U 

stabilitu indukující metody musí být doloženo úplné oddělení rozkladných produktů. 

Selektivita se vyjadřuje jako rozdíl mezi výsledky analýzy vzorku bez nečistot, a vzorku 

s přidanými rozkladnými produkty, složkami placeba nebo různými nečistotami. 

V případě, že jsou nečistoty nebo rozkladné produkty neznámé nebo nedostupné, 

selektivita se prokazuje jako výtěžnost standardního přídavku čisté látky k materiálu 

obsahujícímu stálé množství jiných látek. SÚKL nepožaduje číselné doložení selektivity, 

požaduje předložení např. chromatogramů placeba, známých vedlejších a rozkladných 

produktů nebo chromatogramů vzorků po rozkladu teplem, světlem, hydrolýzou, oxidací 

apod. [9]. 

3.4.6 Linearita (Linearity) 

Linearita je schopnost metody dávat výsledky přímo úměrné koncentraci 

stanovované látky ve vzorku. V této souvislosti se dále uvádí rozsah (range), což je 

interval mezi dvěma hladinami koncentrace stanovované látky (včetně nich), v němž je 

látka stanovena s takovou přesností, správností a linearitou, jak dokládají výsledky 

validace. 

Linearita analytické metody se doloží buď graficky (závislost výsledků na 

koncentraci stanovované látky) nebo matematicky pomocí výsledků lineární regresní 

analýzy (korelační faktor, směrnice, y-úsek a chyby stanovení všech těchto hodnot). 

SÚKL požaduje vyjádření linearity v rozmezí 50 – 150% deklarovaného obsahu a 

stanovení minimálně 5 různých koncentrací standardní látky [9]. 
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3.4.7 Detekční a kvantitativní limit (Limit of Detection, Limit of 
Quantitation) 

Tyto limity vyjadřují citlivost metody. Jsou to parametry nutné u metod pro 

stanovení nečistot. Detekční limit (LOD) je pro limitní testy, což jsou testy zjišťující jen, 

jestli je látka nad nebo pod určitou hranicí. Je to nejnižší detekovatelná koncentrace látky 

nestanovované kvantitativně. Kvantitativní limit (LOQ) je pro kvantitativní stanovení 

obsahu nečistot, a je to nejnižší koncentrace látky stanovitelná s přijatelnou přesností a 

správností. U neinstrumentálních metod se hledají tyto limity experimentálně, u 

instrumentálních metod se zjišťují na základě šumu [9]. 

S
s

LOD n*3,3
=    sn..........směrodatná odchylka rozpětí šumu 

      
5

)( −+ −
=

rrsn  

      S...........sklon kalibrační křivky 

S
s

LOQ n*10
=  

3.4.8 Robustnost (Robustness) 

Robustnost je míra reprodukovatelnosti výsledků z analýzy jednoho homogenního 

vzorku v různých laboratořích, různými analytiky, na různých přístrojích a s různými 

činidly. Robustnost vyjadřuje schopnost metody dávat správné a přesné výsledky i při 

menších změnách pracovních podmínek. SÚKL nepožaduje číselné doložení robustnosti. 

Je ale vhodné uvést v dokumentaci poznatky z vývoje metody, tj. upozornit na podmínky, 

které mohou ovlivnit výsledky (vliv pH a teploty, stabilita vzorku v roztoku, vliv různých 

šarží činidel, vliv změny kolony apod.). Obecně nelze požadovat všechny parametry u 

každé metody, záleží na použité metodě, jejím cíli i vzorku, jenž je analyzován [9]. 

3.4.9 Směrodatná odchylka sx 

Směrodatná odchylka charakterizuje rozptýlení jednotlivých hodnot xi okolo 

průměru x : 

( )∑
=

−=
An

i
ix xxs

1

21
ν

   ν.......počet stupňů volnosti 
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Odhad hodnoty sx se může počítat pomocí rozpětí R, které je definováno jako rozdíl 

mezi nejmenší a největší hodnotou kvalitativního znaku. Protože je směrodatná odchylka 

náhodná veličina, nemůže být pokládána za obecně platnou charakteristiku dané 

analytické metody a musí být specifikována: 

o pro přesně specifikovaný pracovní postup bez sebemenších odchylek, v hodnotě sx 

musí být zahrnuty všechny zdroje variability, tedy i ty, které plynou z pracovního 

postupu (rozklad vzorku, rozpouštění, extrakce, ředění, konečné instrumentální 

měření), v případě jakékoli změny v pracovním postupu se musí hodnota směrodatné 

odchylky revalidovat 

o musí být určena z dostatečně velkého počtu vzorků téhož materiálu, směrodatná 

odchylka platí pro danou koncentrační hladinu a materiál 

o nesmí se určovat z jedné ověřovací série, ale z dlouhodobého měření [10] 
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3.5 Lubrikační gel Tea Tree Fantasy 

Výrobce: Herbacos-Bofarma s.r.o. 

Složení lubrikačního gelu: 

o Carbopol 940 

o Glycerin 

o CA 24 (max. 0,20%) 

o Hydroxid sodný 

o Tea Tree Oil (max. 0,10%) 

o Briliant Blue C.I. 42090 

o Tartrazin E C.I. 19140 

o Voda čištěná 
      Obrázek 9 - Lubrikační gel [12] 

3.5.1 Tea tree oil 

Tea tree oil je velice účinná přírodní substance, 

která se získává destilací listů z australského čajovníku 

Melaleuca alternifolia. Rod Melaleuca patří do čeledi 

myrtovitých. Esenciální olej se nachází převážně 

v listech v malých olejových žlázkách, které při roztírání 

praskají a uvolňují rychle prchavý olej. Charakteristická 

vůně vzniká v důsledku přítomnosti asi 100 různých 

samostatných složek, především monoterpenů, terpenů, 

alkoholů a sesquiterpenů. Tyto složky se prokazují plynovou chromatografií, ale ne 

všechny byly dosud chemicky definovány. Obsah jednotlivých složek závisí na době 

sklizně, na kvalitě půdy, na podnebí a na zkušenostech s destilací [13]. 

Tea tree oil má velmi široké spektrum využití, má silné antiseptické, antimykotické a 

protiplísňové účinky. Používá se při radikální léčbě kvasinkových onemocnění a 

plísňových onemocnění nohou, nehtů a kůže. Dále je účinný na akné, opary, afty, záněty 

dásní, kožní vyrážky, lupy, bolesti v krku a různá onemocnění horních cest dýchacích. 

Obrázek 10 - Melaleuca alternifolia 
[14] 
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TTO nedráždí pokožku, není toxický, nepoškozuje buňky tkání a nemá žádné významné 

vedlejší účinky. Je kosmeticky velmi vhodný, protože je bezbarvý a má příjemnou čistou 

vůni [14]. 

Důležitá germicidní aktivní složka Tea tree oleje je terpinen-4-ol. Jiné složky oleje se 

chovají jako synergika (usnadňují vstřebání do pokožky), rozpouštědla atd. Obsah 

terpinen-4-olu v TTO je více než 30% [15]. 

3.5.2 Terpinen-4-ol 

o Synonymum: 4-Methyl-1-(1-methylethyl)-3-cyclohexen-1-ol  

o Molekulární vzorec: C10H18O 

o M = 154,249 

o Vzhled: bezbarvá nebo světle žlutá kapalina 

o Bod varu: 212°C 

o Bod vznícení: 79 – 92°C 

o Hustota: 0,929 g/cm3 

o Stabilita: stabilní, hořlavý, nemísitelný se silnými oxidačními činidly 

o Rozpustnost: velmi málo rozpustný ve vodě; rozpustný v alkoholu, propylenglykolu a 

olejích [16],[17],[18] 

3.5.3 Lékopisná definice gelu 

Gel je tvořen tekutinami, které gelovatí za přítomnosti vhodných gelotvorných látek. 

o Hydrofobní gel (oleogel) je přípravek, jehož základ je obvykle tvořen tekutým 

parafilmem s polyethylenem nebo mastnými oleji tvořícími gel s koloidním oxidem 

křemičitým nebo hlinitým nebo zinečnatým mýdlem. 

o Hydrofilní gel (hydrogel) je přípravek, jehož základ obvykle tvoří voda, glycerol 

nebo propylenglykol tvořící gel s vhodnou gelotvornou látkou, jako je škrob, deriváty 

celulosy, karbomery a křemičitany hořečnato-hlinité [19]. 

Obrázek 11 - Strukturní vzorec terpinen-4-olu [16] 
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4 Rešerše 

Vývoji metody předchází rešerše metod již použitých při stanovení sledované látky a 

vyhodnocení nalezených podmínek, které mohou být podle potřeby upraveny. 

4.1 Plynová chromatografie 

Pomocí plynové chromatografie byla provedena analýza terpinen-4-olu v TTO. Tea 

tree oil je v lubrikačním gelu obsažen v množství max. 0,1%. Byla vyvinuta metoda pro 

kvantitativní stanovení terpinen-4-olu s použitím FID detektoru a vodíku jako nosného 

plynu. Dále byla vyvinuta metoda pro kvalitativní stanovení s použitím MS detektoru a 

helia jako nosného plynu. V následující tabulce jsou porovnány podmínky těchto metod 

[20]. 

GC Hewlett Packard 5890 Hewlett Packard 6890 
Detektor FID MS 
Nosný plyn vodík helium 
Průtok 45 cm/s 36 cm/s 
Typ kolony kapilární kapilární 
Délka kolony 60 m 30,3 m 
Průměr kolony 0,25 mm 0,25 mm 
Tloušťka filmu 0,2 μm 0,25 μm 
Teplota injektoru 250°C 250°C 
Teplota kolony 60°C (1min) → 250°C 250°C 
Teplota detektoru 300°C 150°C → 280°C 
Nástřik 1 μl 1 μl 
Rozpouštědlo ethanol ethanol 
Vnitřní standard n-tridecan n-tridecan 
Split 1 : 50 1 : 50 

Tabulka 4 - Rešerše GC 
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4.2 Vysokoúčinná tenkovrstvá chromatografie 

Metoda HPTLC byla vyvinuta a validována pro stanovení TTO v kosmetických 

přípravcích. Koncentrace TTO byla stanovena analýzou obsahu terpinen-4-olu, což je 

hlavní složka tea tree oilu. Výhodou této metody je současné stanovení více vzorků 

v krátkém čase, menší spotřeba rozpouštědel, nižší cena analýzy, neomezený výběr 

mobilní fáze. Tato metoda splňuje jednoduchost, citlivost, přesnost a správnost a je 

vhodná pro stanovení TTO v kosmetických přípravcích [21]. 

Přístroj CAMAG 
Rozpouštědlo ethanol 
Stacionární fáze silikagel ukotvený na hliníkovém plíšku 
Mobilní fáze toluen : ethylacetát (85:15) 
Vizualizace anisaldehydem a následné zahřátí na 105°C po dobu 15 min. 
Detekce denzitometrická 
Vlnová délka 366 nm 
Čas analýzy 45 min. 
Teplota 25 ± 2°C 

Tabulka 5 - Rešerše HPTLC 

o Příprava vzorku: Byly odváženy 2 g přípravku a přidáno 100 ml ethanolu. Směs byla 

umístěna po dobu 10 minut do ultrazvukové lázně a následně centrifugována 5 minut 

při rychlosti 3000 otáček/min. Poté byl 1 ml supernatantu rozpuštěn v 10 ml ethanolu a 

dávkován na TLC kolonu. 

o Stanovení obsahu: V TTO byl stanoven obsah terpinen-4-olu 40 ± 1,2%. 

o Přesnost: sR = 4,99% 

o Správnost: Byly proměřeny roztoky s přídavkem 25, 50 a 75% obsahu terpinen-4-olu. 

Výtěžek byl více než 99%. 

o Linearita: Byly proměřeny kalibrační roztoky v rozmezí koncentrací 100 – 900ng. 

Korelační koeficient kalibrační křivky byl 0,9949. 

o Limit detekce: LOD = 60ng 

o Limit kvantifikace: LOQ = 100ng 
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4.3 Studie absorpce TTO kůží 

Byla provedena studie propustnosti kůže pro roztok TTO, která využívá terpinen-4-

ol, jako hlavní složku TTO. Pro kvantitativní stanovení terpinen-4-olu byla využita 

metoda HPLC a pro kvalitativní stanovení metoda GC [22]. 

o Kvantita 

HPLC Merck Hitachi La Chrom 
Mobilní fáze acetonitril : voda (55:45) 
Délka kolony 150 mm 
Průměr kolony 4,6 mm 
Nástřik 30 μl 
Průtoková rychlost 1,3 ml/min. 
Teplota 25°C 
Detektor UV – VIS 
Vlnová délka 200 nm 

Tabulka 6 - Rešerše HPLC, absorpce roztoku TTO 

o Kvalita 

GC Agilent 6890 
Detektor MS 5973 
Délka kolony 30 m 
Vnitřní průměr kolony 0,25 mm 
Tloušťka filmu 0,25 μm 
Nástřik 1 μl 
Split 50 : 1 

Tabulka 7 - Rešerše GC, absorpce roztoku TTO 
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Také byla s využitím plynové chromatografie studována propustnost kůží TTO 

obsaženého v masti, krému a v gelu [23]. 

GC Carlo Erba MFC 500 
Detektor MS Finnigan MAT 4500 
Nosný plyn helium 
Průtok 2 ml/min. 
Typ kolony kapilární 
Délka kolony 30 m 
Průměr kolony 0,25 mm 
Tloušťka filmu 0,25 μm 
Náplň silikagel 
Teplota injektoru 250°C 
Teplota kolony 42°C (2,5min.) → 300°C 
Teplota detektoru 300°C 
Nástřik 1 μl 
Rozpouštědlo n-hexan 
Vnitřní standard tridecan 
Split 1 : 10 

Tabulka 8 - Rešerše GC, absorpce TTO v masti, krému, gelu 
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4.4 Terpinen-4-ol jako vnitřní standard 

Dále byla vyvinuta a validována metoda plynové chromatografie pro stanovení p-

cymenu v TTO s použitím terpinen-4-olu jako vnitřního standardu. p-Cymen je v TTO 

obsažen v množství 0,5 – 12%. Tato metoda splňuje přesnost, správnost, linearitu a 

citlivost [24]. 

GC Perkin Elmer 
Detektor FID 
Nosný plyn vodík 
Průtok 36 ml/min 
Typ kolony náplňová 
Stacionární fáze aktivní uhlí 
Délka kolony 20 m 
Průměr kolony 6 mm 
Tloušťka kolony 0,25 mm 
Teplota injektoru 220°C 
Teplota kolony 100°C 
Teplota detektoru 220°C 
Nástřik 1,5 μl 
Rozpouštědlo hexan 
Vnitřní standard terpinen-4-ol 
Split 6 : 01 

Tabulka 9 - Rešerše GC, terpinen-4-ol jako vnitřní standard 
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4.5 Výsledky rešerše 

4.5.1 Výběr metody 

Při vypracovávání rešerše bylo zjištěno, že nejčastěji používanou metodou pro 

stanovení terpinen-4-olu je plynová chromatografie. 

4.5.2 Teplota injektoru, kolony a detektoru 

Nejprve byly nastaveny teploty, které byly použity v GC, která využívá terpinen-4-ol 

jako vnitřní standard, tzn. teplota injektoru 220°C, teplota kolony 100°C a teplota 

detektoru 220°C. Byla provedena analýza, která zaznamenala velmi malý pík terpinen-4-

olu. Proto byla teplota kolony zvýšena na 200°C. Tyto teploty byly vyhovující. 

4.5.3 Rozpouštědlo 

Jako první bylo provedeno rozpouštění v hexanu. Vzhledem k nevhodným 

vlastnostem pro rozpouštění gelu (viz níže), a také vzhledem k vysoké ceně rozpouštědla, 

byla vyzkoušena i extrakce do jiného rozpouštědla. 

4.5.4 Vnitřní standard 

Při studii byl nalezen jako vnitřní standard pouze tridecan, a ten nebyl k dispozici. 

Proto bylo otestováno několik jiných standardů (viz níže). 

4.5.5 Zpracování vzorku 

Při zpracování vzorku byl částečně využit postup, který je uveden u metody HPTLC, 

ale kvůli nedostatečnému odstředění byly upraveny centrifugační podmínky. Čas byl 

prodloužen na 10 min. a rychlost 6000 otáček/min. Výsledné zpracování lubrikačního gelu 

je tedy následující: 

o Do centrifugační zkumavky bylo odváženo přibližně 1,5 g lubrikačního gelu a přidáno 

10 ml rozpouštědla s vnitřním standardem. Směs byla umístěna po dobu 10 minut do 

ultrazvukové lázně, po uplynutí této doby byla směs centrifugována 10 minut při 

rychlosti 6000 otáček/min. Poté byl supernatant filtrován přes nylonový filtr a následně 

dávkován na kolonu. 
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5 Experimentální část 

5.1 Analytický postup 

5.1.1 Vzorek, standardy, chemikálie 

• Lubrikační gel Tea Tree Fantasy, Herbacos-Bofarma s.r.o. 

• Terpinen-4-ol, Herbacos-Bofarma s.r.o. 

• Eugenol 99%, Sigma-Aldrich 

• Farnesol 95%, mixture of isomers, Sigma-Aldrich 

• β-Citronellol 99%, Sigma-Aldrich 

• Lavandulol, Fluka 

• Bornyl Acetate 97%, Sigma-Aldrich 

• Geraniol 98%, Sigma-Aldrich 

• Carvacrol, Fluka 

• Hexan 96%, Riedel de Maën 

• Methanol Chromasolv, Sigma-Aldrich 

5.1.2 Přístroje, podmínky separace 

o Plynový chromatograf GC – 17A, Shimadzu: 

Autoinjektor: AOC – 20i, Shimadzu 

• Teplota: 220°C 

• Nástřik: 1 μl 

Kolona: Alltech-AT-624 

• Teplota: 200°C 

• Typ kolony: náplňová 

• Stacionární fáze: poly[(fenyl)(kyanopropyl)dimethyl]siloxan 

• Tloušťka filmu: 1,8 μm 

• Nosný plyn: Helium 

• Průtok: 28 cm/s 

• Délka kolony: 30 m 

• Průměr kolony: 0,32 mm 
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Detektor: FID 

• Teplota: 220°C 

o Ultrazvuk Bandelin Sonorex Digitec DT 52 

o Centrifuga Hettich M 10, Schoeller EBA 21 

o Nylonový filtr Valuprep 0,45 μm 
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6 Výsledky a diskuze 

6.1 Vývoj analytické metody 

6.1.1 Teoretický výpočet obsahu terpinen-4-olu v lubrikačním gelu 

o v lubrikačním gelu je max. 0,1% Tea Tree...............0,1g TTO ve 100g LG 

o navážka lubrikačního gelu je 1,5g.............................0,0015g TTO v 1,5g LG 

o v Tea Tree je asi 40% terpinen-4-olu........................0,6mg terpinen-4-olu v 1,5g LG 

6.1.2 Volba vnitřního standardu 

o Do plynového chromatografu bylo nastříknuto několik standardů rozpuštěných 

v hexanu. Podle retenčního času byl vybrán nejvhodnější vnitřní standard k terpinen-4-

olu. Retenční čas terpinen-4-olu byl 4,11 min. 

Vnitřní standard Retenční čas [min.] 

Eugenol 99% 6,86 

Farnesol 95% > 10 

β-Citronellol 99% 4,33 

Lavandulol 3,83 

Bornyl Acetate 97% 5,23 

Geraniol 98% 4,67 

Carvacrol 5,99 

Tabulka 10 - Retenční časy standardů 

 Jako vnitřní standard byl zvolen geraniol. 

6.1.3 Stanovení koncentrace vnitřního standardu 

o Byl připraven koncentrovaný roztok geraniolu v hexanu a postupným zřeďováním byla 

stanovena vhodná koncentrace (výšky píků se téměř shodovaly). 

 Koncentrace geraniolu je 0,8 mg/10 ml. 
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6.1.4 Volba rozpouštědla 

Byly vyzkoušeny extrakce do různých rozpouštědel s použitím dvou typů 

centrifugačních zkumavek. Lubrikační gel byl zpracován postupem, který uvádí kapitola 

č. 4.5.5 a následně nastříknut na kolonu plynového chromatografu. Zároveň byl proměřen 

standard terpinen-4-olu. Z poměrů ploch píků vzorku a standardu byl vypočítán obsah 

terpinen-4-olu v LG. 

Je známo, že lubrikační gel obsahuje maximálně 0,1% TTO a tea tree oil obsahuje 

minimálně 30% terpinen-4-olu. Není tedy známo, kolik přesně terpinen-4-olu obsahuje 

lubrikační gel. Nejvhodnější je proto způsob extrakce, kterým byl získán obsah terpinen-4-

olu v LG více než 0,030%. 

o Hexan: Do centrifugační zkumavky bylo odváženo přibližně 1,5 g lubrikačního gelu, 

přidáno 10 ml vnitřního standardu geraniolu v hexanu a přikryto parafilmem. Směs 

byla umístěna na 10 minut do ultrazvukové lázně a následně centrifugována 10 minut 

při rychlosti 6000 otáček/min. Supernatant byl přefiltrován přes nylonový filtr a 

dávkován na kolonu. 
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AV..........plocha píku vzorku 

AS..........plocha píku standardu 

AIS.........plocha píku vnitřního standardu 

ms..........navážka standardu 

ms..........navážka vzorku 

F............faktor korekce 

z............zředění 

 Vzhledem k povaze rozpouštědla došlo k protržení parafilmu a k úniku látek. 

Následnou plynovou chromatografií byl prokázán obsah terpinen-4-olu v LG 

0,0286%, což je nízký obsah. Hexan tedy s použitím této centrifugační 

zkumavky není vhodný. 

Obrázek 12 - Centrifugační 
zkumavka [25] 
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o Hexan: Byly použity centrifugační zkumavky se šroubovým uzávěrem, postup 

přípravy vzorku zůstal stejný. 
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  Gel se zdržoval v kónickém dnu, proto zřejmě 

proběhla nedostatečná extrakce. Plynovou 

chromatografií byl prokázán obsah terpinen-4-

olu v LG 0,0244%, což je opět hodnoceno jako 

nízký obsah. Hexan tedy není vhodný ani s použitím těchto zkumavek. 

o Methanol: Dále byla vyzkoušena extrakce do methanolu s použitím normálních 

centrifugačních zkumavek. Do centrifugační zkumavky bylo odváženo přibližně 1,5 g 

lubrikačního gelu, přidáno 10 ml vnitřního standardu geraniolu v methanolu a přikryto 

parafilmem. Směs byla umístěna na 10 minut do ultrazvukové lázně a následně 

centrifugována 10 minut při rychlosti 6000 otáček/min. Supernatant byl přefiltrován 

přes nylonový filtr a dávkován na kolonu. 
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 Plynovou chromatografií byl stanoven obsah terpinen-4-olu v LG 0,0432%. 

Nejvhodnější je způsob extrakce, kterým je získán obsah terpinen-4-olu v LG 

více než 0,030%. Extrakce do methanolu tuto podmínku splňuje, je tedy pro 

lubrikační gel vhodná. 

Obrázek 13 - Centrifugační 
zkumavka se šroubovým 
uzávěrem [25] 
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6.1.5 Výsledné podmínky 

o Detektor:    FID 

o Nosný plyn:    helium 

o Teplota injektoru:   220°C 

o Teplota kolony:    200°C 

o Teplota detektoru:   220°C 

o Rozpouštědlo:    methanol 

o Vnitřní standard:   geraniol 

6.1.6 Příprava vzorku 

Do centrifugační zkumavky bylo odváženo přibližně 1,5 g lubrikačního gelu a 

přidáno 10 ml vnitřního standardu geraniolu v methanolu o koncentraci c = 0,8 mg/10 ml. 

Směs byla umístěna po dobu 10 minut do ultrazvukové lázně, po uplynutí této doby byla 

směs centrifugována 10 minut při rychlosti 6000 otáček/min. Poté byl supernatant 

filtrován přes nylonový filtr a následně dávkován na kolonu. 
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6.2 Test vhodnosti chromatografického systému 

6.2.1 Účinnost chromatografické kolony (počet pater N) 

o N = 5,545 * (tR/W0,05)2  tR............retenční čas 

W0,05......šířka píku v polovině výšky 

Analyzovaná látka tR [min] W0,05 [min] N N  

Terpinen-4-ol 

3,993 0,047 40603 

50378 3,993 0,040 55265 

3,993 0,040 55265 

Tabulka 11 - Účinnost chromatografické kolony 

 Požadavek: N > 1500  VYHOVUJE 

6.2.2 Asymetrie chromatografického píku (T) 

o T = W0,01/2f   W0,01.....šířka píku ve vzdálenosti 5% výšky píku 

f.............menší část úsečky W0,01, která vznikne 

protnutím úsečky kolmicí spuštěnou z vrcholu 

píku 

Analyzovaná látka T T  

Terpinen-4-ol 

1,18 

1,06 1,0 

1,0 

Tabulka 12 - Asymetrie chromatografického píku 

 Požadavek: T < 1,2  VYHOVUJE 

6.2.3 Rozlišení chromatografických píků (Rij) 

o Rij = 2 |tRi - tRj| / (Wi + Wj) W.........šířka píku na základně 
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Hodnocené látky Rij ijR  

Analyzovaná látka a látka před: 

methanol – terpinen-4-ol 

21,63 

21,63 21,63 

21,63 

Analyzovaná látka a látka za: 

terpinen-4-ol - geraniol 

6,44 

6,75 6,90 

6,90 

Tabulka 13 - Rozlišení chromatografického píku 

 Požadavek: Rij > 1,5  VYHOVUJE 

6.2.4 Opakovatelnost 

Do plynového chromatografu byl opakovaně dávkován roztok terpinen-4-olu 

v methanolu o koncentraci 0,6 mg/10 ml s vnitřním standardem geraniolem o koncentraci 

0,8 mg/10ml. Z poměrů ploch píků terpinen-4-olu a geraniolu byla vypočítána směrodatná 

odchylka. 

nástřik At [mV*s] Ag [mV*s] At/Ag 

1 13,7424 19,1262 0,7288 

2 14,0110 18,9024 0,7231 

3 8,2653 11,4307 0,7231 

4 9,1424 12,6157 0,7247 

5 15,6112 21,4980 0,7262 

6 13,9244 18,9154 0,7361 

7 14,2747 19,4345 0,7345 

8 11,8023 15,9996 0,7377 

9 11,5700 15,9082 0,7273 

10 13,5126 18,7103 0,7222 

Tabulka 14 - Opakovatelnost 

 At....................plocha píku terpinen-4-olu 

Ag...................plocha píku geraniolu 



 45

o Počet:      n = 10 

o Průměr:      7302,0=x  

o Směrodatná odchylka:    s = 0,0070 

sR = 0,92 % 

 Požadavek: sR < 1%   VYHOVUJE 
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6.3 Validace analytické metody 

6.3.1 Přesnost 

Postupem, který uvádí kapitola č. 5.2.6, byly paralelně připraveny roztoky 

lubrikačního gelu a následně analyzovány v plynovém chromatografu. Poměry ploch píků 

terpinen-4-olu a geraniolu byly přepočteny na navážku 1,5000g gelu, a z nich byla 

vypočítána směrodatná odchylka. 

m [g] nástřik At [mV*s] Ag [mV*s] At/Ag x  y 

1,4973 

1 16,5529 33,7689 0,4902 

0,5039 0,5048 2 9,5654 19,3946 0,4932 

3 15,6720 29,6718 0,5282 

1,4904 

1 11,0700 21,4338 0,5165 

0,4901 0,4933 2 23,3755 47,2360 0,4949 

3 13,4380 29,2902 0,4588 

1,5028 

1 11,5076 25,0722 0,4590 

0,5218 0,5208 2 17,7753 32,8863 0,5405 

3 10,0091 17,6909 0,5658 

1,5161 

1 15,3606 33,4557 0,4591 

0,4921 0,4869 2 11,7195 22,4977 0,5209 

3 8,0483 16,2127 0,4964 

1,5036 

1 13,6125 25,9922 0,5237 

0,5167 0,5155 2 11,4247 25,9159 0,4408 

3 10,8969 18,6057 0,5857 

1,5215 

1 15,8961 31,1921 0,5096 

0,5327 0,5252 2 8,7371 18,5469 0,4711 

3 10,2606 16,6217 0,6173 
Tabulka 15 - Přesnost 

m.....................navážka lubrikačního gelu 
At....................plocha píku terpinen-4-olu 
Ag....................plocha píku geraniolu 
x ....................průměr At/Ag 
y......................přepočet x  na navážku 1,5000g 



 47

o Přepočet na navážku 1,5000g   
m

xy *5000,1
=  

o Počet:      n = 6 

o Průměr:      5078,0=y  

o Směrodatná odchylka:     s = 0,0154 

sR= 3,03 % 

 Požadavek: sR (%) < 5%   VYHOVUJE 

6.3.2 Správnost 

Byla použita metoda standardního přídavku. Nejprve byl změřen roztok standardu 

terpinen-4-olu o c = 0,6 mg/10 ml. Dále byly analyzovány roztoky vzorku lubrikačního 

gelu, do kterých bylo přidáno známé množství standardu terpinen-4-olu. Tyto roztoky 

byly připraveny postupem, který uvádí kapitola 5.2.6, pouze bylo přidáno 0,6 mg terpinen-

4-olu. Poměry ploch píků terpinen-4-olu a geraniolu byly přepočteny na navážku 1,5000 g 

gelu, z nich byl vypočítán obsah terpinen-4-olu v lubrikačním gelu po přídavku. Z těchto 

hodnot byla vypočítána výtěžnost Ri, a z jednotlivých výtěžností směrodatná odchylka. 



 48

 

m [g] nástřik At [mV*s] Ag [mV*s] At/Ag x  y 

1,4943 

1 35,9559 31,8491 1,1289 

1,1308 1,1351 2 24,4784 19,5200 1,2540 

3 38,7709 38,4023 1,0096 

1,5457 

1 14,8060 11,9760 1,2363 

1,1608 1,1265 2 22,0912 20,5970 1,0725 

3 39,4005 33,5729 1,1736 

1,4967 

1 27,1271 21,5819 1,2569 

1,1317 1,1342 2 27,7376 26,4366 1,0480 

3 26,3567 24,1735 1,0903 

1,5284 

1 19,5422 16,1573 1,2095 

1,1494 1,1280 2 38,0901 33,0130 1,1538 

3 29,3299 27,0361 1,0848 

1,5082 

1 27,0661 25,0423 1,0808 

1,1027 1,0967 2 19,5444 16,3012 1,1990 

3 25,4090 24,7076 1,0282 

1,5170 

1 26,0303 24,8473 1,0476 

1,1394 1,1266 2 17,6001 13,7079 1,2839 

3 24,6303 22,6622 1,0868 

Tabulka 16 - Správnost 

m.....................navážka lubrikačního gelu 

At....................plocha píku terpinen-4-olu 

Ag...................plocha píku geraniolu 
x ...................průměr At/Ag 

y.....................přepočet x  na navážku 1,5000g 

o Počet:      n = 6 

o Průměr:      1171,1=y  

o Směrodatná odchylka:     s = 0,0177 

sR= 1,58 % 
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 y xi [%] Ri [%] 

1 1,1351 0,0725 103,08 

2 1,1265 0,0720 101,80 

3 1,1342 0,0724 102,83 

4 1,1280 0,0721 102,06 

5 1,0967 0,0701 96,92 

6 1,1266 0,0720 101,80 

Tabulka 17 - Správnost, výtěžnost 

o Počet:      n = 6 

o Průměr:      41,101=iR % 

o Směrodatná odchylka:    s = 2,2747 

sR = 2,24 % 

 Požadavek: Ri v intervalu 100±5% VYHOVUJE 

  sR (%) < 5%   VYHOVUJE 
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6.3.3 Selektivita 

Chromatogram standardu terpinen-4-olu s vnitřním standardem geraniolem v 
methanolu 
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Obrázek 14 - Chromatogram standardu 

Chromatogram lubrikačního gelu Tea Tree Fantasy s  vnitřním standardem 
geraniolem v methanolu 

Obrázek 15 - Chromatogram lubrikačního gelu 
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6.3.4 Linearita 

Bylo připraveno šest kalibračních roztoků standardu terpinen-4-olu v methanolu 

v rozmezí koncentrací 0,3 mg/10 ml až 0,9 mg/10 ml, což odpovídá 50 – 150% 

deklarovaného obsahu. Kalibrační roztoky obsahovaly vnitřní standard geraniol o 

koncentraci 0,8 mg/10 ml. Závislost At/Ag kalibračních roztoků na jejich koncentraci byla 

vyhodnocena metodou lineární regrese. 

c [mg/10 ml] nástřik At [mV*s] Ag [mV*s] At/Ag x  

0,3 

1 5,1268 17,1273 0,2993 

0,3136 2 8,0988 23,8286 0,3399 

3 4,7190 15,6395 0,3017 

0,4 

1 5,7790 15,7146 0,3677 

0,3691 2 7,2699 19,8889 0,3655 

3 7,4861 20,0126 0,3741 

0,5 

1 5,7895 13,2439 0,4371 

0,4744 2 10,0348 22,0275 0,4555 

3 14,9068 28,0892 0,5307 

0,6 

1 8,9556 15,0287 0,5959 

0,6046 2 12,6388 20,0584 0,6301 

3 12,7187 21,6340 0,5879 

0,7 

1 12,6219 18,8022 0,6713 

0,6960 2 15,5419 21,7066 0,7160 

3 26,3973 37,6801 0,7006 

0,8 

1 20,4126 25,9212 0,7875 

0,7900 2 15,0980 19,0346 0,7932 

3 13,5667 17,1893 0,7893 

0,9 

1 23,7516 27,4836 0,8642 

0,8672 2 15,9090 18,5752 0,8565 

3 27,5335 31,2607 0,8808 

Tabulka 18 - Linearita 
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K alibrační křivka  terpinen‐4‐olu
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0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

c  [mg/10  ml]

 

Obrázek 16 - Kalibrační křivka terpinen-4-olu 

 
 Regresní funkce :      y   =   k x  +  q     
        
 počet bodů:               n  = 7       
        
 Parametry regresní přímky a odhady jejich směrodatných odchylek  
  směrnice   k    = 0,973 ± 0,036   
absolutní člen   q    = 0,004 ± 0,022   

        
  koeficient korelace R    = 0,997     
  reziduální odchylka srez = 0,0188     

   Závislost y na x byla prokázána na hladině významnosti 0,001 

 Požadavek: R > 0,99  VYHOVUJE 

6.3.5 Detekční a kvantitativní limit 

Tyto limity byly stanoveny na základě šumu. V okolí píku terpinen-4-olu byla 

změřena největší kladná (r+) a největší záporná (r-) amplituda šumu, a z tohoto rozpětí byla 

vypočítána směrodatná odchylka sn. 
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levá strana r+  +r r-  −r  
 4,261 

4,224 

4,260 

4,295 
4,265 

4,230 

 4,222 4,265 
 4,189 4,235 
pravá strana r+  r-  
 4,332 

4,296 
4,375 

4,334  4,287 4,320 
 4,268 4,306 

Tabulka 19 - Detekční a kvantitativní limit 
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7 Závěr 

Předložená diplomová práce se zabývala vývojem metody pro stanovení 

terpinen-4-olu v lubrikačním gelu. Nejprve byla provedena rešerše, ve které bylo zjištěno, 

že nejčastěji používanou metodou pro stanovení této látky je plynová chromatografie 

s použitím FID nebo MS detektoru. Výsledky rešerše byly využity při vývoji metody a 

podle potřeby upraveny. 

Byla vyzkoušena extrakce do dvou různých rozpouštědel a s použitím dvou typů 

centrifugačních zkumavek. Vzhledem k vlastnostem lubrikačního gelu bylo nejvhodnější 

rozpouštění do methanolu. Podle retenčního času byl k terpinen-4-olu zvolen vnitřní 

standard geraniol. Lubrikační gel byl zpracován pomocí ultrazvukové lázně a následně 

odstředěn na centrifuze. Stanovení bylo provedeno na plynovém chromatografu s FID 

detekcí. Byla použita náplňová kolona se stacionární fází 

poly[(fenyl)(kyanopropyl)dimethyl]siloxan a heliem jako nosným plynem. Teplota 

injektoru byla 220°C, teplota kolony 200°C a teplota detektoru 220°C. 

Test vhodnosti chromatografického systému prokázal, že metoda splňuje 

požadovanou účinnost kolony, asymetrii a rozlišení chromatografických píků a také 

opakovatelnost. Vyhodnocení přesnosti a správnosti bylo provedeno pomocí směrodatné 

odchylky. Při měření správnosti byla použita metoda standardního přídavku. Pro 

selektivitu SÚKL nepožaduje číselné doložení, proto je předložen chromatogram 

standardu terpinen-4-olu a chromatogram lubrikačního gelu. Linearita je doložena jak 

graficky kalibrační křivkou, tak matematicky výsledky lineární regresní analýzy. Detekční 

a kvantitativní limity byly stanoveny na základě šumu. Validace metody ukázala, že 

navržená metoda má dostatečnou přesnost, správnost, selektivitu a linearitu. Vyvinutá 

metoda je tedy vhodná pro stanovení účinné látky terpinen-4-olu v lubrikačním gelu. 
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8.2 Seznam zkratek 

ECD   Electron Capture Detector (detektor elektronového záchytu) 

FID   Flame Ionization Detector (plamenový ionizační detektor) 

GC   Gas Chromatography (plynová chromatografie) 

GLC  Gas-liquid Chromatography (rozdělovací plynová chromatografie) 

GPC   Gel Permeation Chromatography (gelová permeační chromatografie) 

GSC   Gas-solid Chromatography (adsorpční plynová chromatografie) 

HPLC High Performance Liquid Chromatography 

(vysokoúčinná kapalinová chromatografie) 

HPTLC High Performance Thin Layer Chromatography 

(vysokoúčinná tenkovrstvá chromatografie) 

IEC   Ion Exchange Chromatography (iontově-výměnná chromatografie) 

LG   lubrikační gel 

LLC Liquid-liquid Chromatography 

(rozdělovací kapalinová chromatografie) 

LOD  Limit of Detection (limit detekce) 

LOQ  Limit of Quantitation (limit kvantifikace) 

LSC   Liquid-solid Chromatography (adsorpční kapalinová chromatografie) 

MS   Mass Spectrometry (hmotnostní spektrometrie) 

PC   Paper Chromatography (papírová chromatografie) 

PID   Photo Ionization Detector (fotoionizační detektor) 

SÚKL  Státní ústav pro kontrolu léčiv 

TCD   Thermal Conductivity Detector (tepelně vodivostní detektor) 

TID   Thermionic Ionization Detector (termoionizační detektor) 

TLC   Thin Layer Chromatography (tenkovrstvá chromatografie) 

TTO   Tea Tree Oil 
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