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Souhrn

Tato prace zpracovava téma Stanoveni obsahovych latek v lubrikacnim gelu metodou
plynové chromatografie a konkrétné se zabyva lubrika¢nim gelem Tea Tree Fantasy, ktery
obsahuje pfirodni substanci tea tree oil. TTO ma silné antiseptické, antimykotické a
protiplisiiové ucinky, a jeho dulezitou germicidni aktivni sloZkou je terpinen-4-ol. Prace je
rozdélena do osmi kapitol, hlavni ¢ast tvoii kapitoly 3 — 6. Tteti kapitola je vénovana
teoretick¢ Casti, ve které je podrobné popsana plynova chromatografie, jako metoda
vhodné pro stanoveni terpinen-4-olu v lubrikaénim gelu. Tato kapitola se také zabyva
validaci analytické metody a jednotlivymi valida¢nimi parametry. Dale tato kapitola
obsahuje charakteristiku lubrika¢niho gelu, tea tree oilu a terpinen-4-olu. Ve ctvrté
kapitole je vypracovana reSersSe metod jiz pouzitych pii stanoveni latky terpinen-4-olu.
Pata kapitola se vénuje experimentalni ¢asti a jsou v ni uvedeny vSechny chemikalie,
piistroje a podminky separace. Sestd kapitola popisuje vysledky a diskuze nejprve pii
vyvoji analytické metody, a nasledné pii testu vhodnosti chromatografického systému a
validaci metody. Smyslem této prace je tedy validace metody plynové chromatografie pii

stanoveni terpinen-4-olu v lubrika¢nim 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 Uvod

vvvvvv

Plynova chromatografie je jednou znejdilezitéjSich a nejpouzivanéjSich
chromatografickych metod a jeji vyhodou je jednoduchost, vysoka citlivost a velmi dobra
separacni u¢innost. Vyuziva se pii déleni, identifikaci a stanoveni vSech latek, které¢ lze
prevést bez rozkladu v plynnou fazi do teploty 400°C. Latky malo tékavé se upravuji
derivatizaci. Plynova chromatografie je metoda pracujici s malym mnozstvim vzorku a
nachazi velmi Siroké uplatnéni v odvétvi chemického, potravinarského a farmaceutického
pramyslu a také v elektroprimyslu, zdravotnictvi a ekologii. Ve farmacii slouzi ke

kontrole Cistoty, monitorovani obsahu 1é¢iv a také pro stanoveni obsahu éterickych olejt.

Lubrikac¢ni gel Tea Tree Fantasy obsahuje velice u¢innou ptirodni substanci tea tree
oil, jehoz charakteristickd vin¢ vznikd v duasledku pfitomnosti asi sta riznych
samostatnych slozek, pfedev§im monoterpent, terpenti, alkoholi a seskviterpent. Pro

prukaz téchto slozek je plynova chromatografie vhodna.

Pii vyvoji nové metody se provadi validace, coz je proces, kterym se zjistuji
dany ucel vhodna. Cilem validace je stanovit podminky, pii kterych je zkuSebni postup
pouzitelny. Je nutné zajistit stejnou spolehlivost ptfi opakovaném pouziti v jedné nebo 1
v ruznych laboratofich. Pracovni postup je chapan jako Uplny analyticky ptedpis, ktery
slouzi k reprodukovani celé analytické metody, proto musi obsahovat vSechny nezbytné

instrukce a musi byt dostatecné presny, podrobny a uplny.



2 Cil prace

Cilem této diplomové prace bylo stanoveni terpinen-4-olu v lubrikacnim gelu Tea
Tree Fantasy metodou plynové chromatografie. Vyvoj metody piedchazela dikladna
reSerSe metod jiz pouzitych pii stanoveni sledované latky. Po zhodnoceni ziskanych
poznatktli nasledoval vyvoj metody a poté ovéteni vhodnosti dané metody pro zamysleny
ucel. Podminky musi byt upraveny tak, aby metoda poskytovala sprdvné a presné

vysledky s dostate¢nou citlivosti.
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3 Teoreticka cast

3.1 Separacni metody

vvvvvv

pfevedeni vzorku do roztoku. Pfed vlastni analyzou je vétSinou nutné oddélit
stanovovanou slozku od ostatnich nebo oddé¢lit slozky, které stanoveni rusi. K tomuto
ucelu slouzi separace, kterou Ize definovat jako operaci, pii které se vzorek déli alespon
na dva podily riizného slozeni. Z uzsiho analytického hlediska je separace jednou z velmi
vyznamnych fazi analyzy, na které zavisi pfesnost a spolehlivost vysledku celé analyzy.
Od separacnich metod pozadujeme co nejdokonalejsi oddéleni dané slozky, a aby tato

slozka byla ve form¢ vhodné k méteni [1].

3.1.1 Rozdéleni separaénich metod

o Metody zaloZzené na rozdilech v rovnovazné distribuci sloZzek mezi dvé faze —

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

o Metody zalozené na rozdilech v rychlosti pohybu slozek — ultrafiltrace, dialyza,

elektroforéza, ultracentrifugace, aj.

Maximalni pocet slozek, které mohou byt separovany v jediné operaci, je tzv.
frakcionacni kapacita. Takové metody jako krystalizace, jednoducha extrakce, sublimace
mohou rozdélit vzorek pouze na dvé casti (frakcionaéni kapacita je 2). Plynova

chromatografie miize dosahnout frakcionac¢ni kapacity 100 a vice [1].



3.2 Chromatografické metody

Chromatografické metody maji velmi Siroké vyuziti. Je to predevSim proto, ze se
jedna o metody separacni, umoziujici analyzu smési a zaroven jejich kvalitativni i

kvantitativni hodnoceni [2].

Chromatografie vyuziva déleni analyzovanych latek mezi dvé faze, z nichz jedna je
stacionarni — nepohybliva a druhd mobilni — pohybliva. V pribéhu chromatografického
procesu dochazi k postupnému, mnohokrat opakovanému vytvareni rovnovaznych stavii
délenych latek mezi staciondrni a mobilni fazi. Pfi styku staciondrni i mobilni faze
s délenymi latkami dochazi k vzajemnym interakcim, které jsou zédkladnim predpokladem
pro jejich separaci. K separaci tedy dochazi na zdkladé rtizné afinity d€lenych latek ke

stacionarni a mobilni fazi [2].

3.2.1 Déleni podle pouzité techniky
o Kolonova: Stacionarni faze je umisténa v trubici.
o Papirova: Stacionarni faze je sou€asti chromatografického papiru.

o Tenkovrstva: Stacionarni faze je umisténa na pevném plochém podkladu (napf.

sklenéné desce nebo hlinikové folii) [3].

3.2.2 Déleni podle podstaty separac¢niho déje

o Adsorpcni chromatografie: Podstatou d€leni je rtizna schopnost slozek poutat se na

aktivni povrch sorbentu.

o Rozdélovaci chromatografie: O separaci rozhoduje odliSna rozpustnost slozek vzorku
ve staciondrni fazi (kapalina) a mobilni fazi (kapalina nebo plyn).

o lontove vymeénna chromatografie: O separaci rozhoduji rizné velké elektrostatické
ptitazlivé sily mezi funkénimi skupinami staciondrni faze (iontoménic) a ionty vzorku.

o Gelova permeacni chromatografie: Slozky se separuji podle velikosti na poérovité
stacionarni fazi (gelu); mensi molekuly vzorku se v podrech gelu zdrzuji déle

(molekulové sitovy efekt).

o Afinitni chromatografie: Stacionarni faze je schopna vazat ze vzorku pravé urcité

slozky, ke kterym ma tizce selektivni vztah (afinitu) [3].



3.2.3 Déleni podle skupenstvi stacionarni a mobilni faze

o Plynova chromatografie

Zkratka | Mobilni faize = Stacionarni fize
Adsorp¢ni plynova ’,
chromatografie GSC plyn pevna latka
Rozd¢lovaci plynova '
chromatografie GLC plyn kapalina

Tabulka 1 - Déleni plynové chromatografie podle skupenstvi fazi

o Kapalinova chromatografie

Zkratka | Mobilni faze | Stacionarni faze
Adsorpeni kapalinova LSC kapalina pevna latka
chromatografie
Rozdélovaci kapalinova LLC kapalina kapalina
chromatografie
Iontové vyménna IEC kapalina ontomenic
chromatografie (pufr)
Gelova permeacni .
chromatografic GPC gel kapalina
Papirova chromatografie PC kapalina kapalina
Tenkovrstva . .y
chromatografic TLC kapalina pevna latka

Tabulka 2 - Déleni kapalinové chromatografie podle skupenstvi fazi
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3.3 Plynova chromatografie

vvvvvv

Plynova chromatografie je jednou znejdilezitéjSich a nejpouzivanéjSich
chromatografickych metod. Mezi hlavni vyhody této metody patii jednoduchost, vysoka
citlivost a velmi vysokd separac¢ni G¢innost. Pfitom je mozné plynovou chromatografii
identifikovat a stanovit nejen plyny, ale také latky kapalné a pevné, které je mozné prevést

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

3.3.1 Princip separace latek

Roztok vzorku se nastiikne do vyhtivaného prostoru davkovace, kde se ihned vypari
a je unasen proudem nosné¢ho plynu do chromatografické kolony, kterd je umisténa
v termostatu. Na pocatku kolony se délené latky sorbuji ve stacionarni fazi, tj. rozpoustéji
se v zakotvené fazi (GLC) nebo se adsorbuji na pevny adsorbent (GSC) a poté se
desorbuji ¢istym nosnym plynem. Tento proces probihd mnohonasobné a nosny plyn unasi
délené latky. Latky vychazeji z kolony v poméru svych sorpcnich sil. Nejdiive vystupuji
latky, které se sorbuji mdlo (maji nejkratS$i eluéni Casy). Z kolony postupuji latky do
detektoru, kde se registruje signal, ktery odpovidd zméndm koncentrace v nosném plynu

vystupujicim z kolony [1].

3.3.2 Pracovni techniky

o FElucni metoda — jejim principem je vymyvani jednorazové davkovaného vzorku
nosnym plynem. Prvni z kolony vychdzi ta slozka, kterda se nejméné zachycuje na
stacionarni fazi. Cas, za ktery slozka vyjde z kolony, je pro ni charakteristicky a slouzi
k jeji identifikaci. Vysledkem je chromatogram tvofeny sérii elu¢nich kiivek neboli
pikl. Zaznamenava se signal z detektoru v zévislosti na ¢ase nebo na objemu proslého
nosného plynu. Tato technika je nejbéznéjsi. Stalé podminky jsou vhodné pro smési,
jejichz slozky se jen malo 1i§i svymi fyzikalnimi charakteristikami. Pfi velkych
odlisnostech se pouziva programova plynova chromatografie, v niz se béhem separace

meéni teplota nebo pratok nosného plynu [3].

o Frontalni metoda — je zalozena na kontinualnim ptivadéni vzorku do kolony. Nejdiive
z kolony vychazi latka, ktera se nejmén¢ zachycuje. Posledni z kolony vychazi smés
vzorku snosnym plynem o pivodnim slozeni. Metodu lze pouzit pro kontrolu

technickych procesi [3].
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o Wytésnovaci metoda — principem této metody je opét jednorazové davkovani vzorku do
proudu nosného plynu pied vstupem do kolony. Nosny plyn je ale sycen vytésitujicim
¢inidlem, coz jsou pary latky, kterd se v kolon¢ zadrzuje siln€ji nez kterakoli slozka
vzorku. Vytésiujici ¢inidlo konkuruje slozkdm vzorku pii sorpci na stacionarni fazi a
sune tyto slozky pied sebou. V kolon¢ se uspotadaji zony od nejméné se zadrzujici

slozky po vytésiujici ¢inidlo. Sitka zény je tmérna koncentraci dané slozky [3].

3.3.3 Schéma plynového chromatografu

kontrola teploty
nastiik
regulace tlaku — VZorku | detektor - FID

nosného plynu

hlavni ventil I I

I“ - v . v ’
zapisovad — integracni
software
kapilarni
kolona

termostat

zasobnik nosného

mikrolitrova
plvnu

e g chromatogram
infekcni strikacka =

Obrizek 1 - Plynovy chromatograf [4]

o Zasobnik nosného plynu — ukolem nosného plynu je unaset vzorek kolonou a vici jeho
slozkdm byt inertni. Nema tedy piimy vliv na separaci. Pfi vybéru plynu hraje roli
potieba netoxicity, bezpecnosti prace a nizsi ceny. Volba nosného plynu mize zalezet i
na druhu kolony a detektoru. Nej¢astéji pouzivanymi plyny jsou dusik, helium, argon a
vodik. Pfed vstupem do kolony se nosny plyn Cisti, susi a reguluje se jeho pratok a tlak
[3].

o Nastrik vzorku — davkovaci zatizeni musi umoznit rychlé vpraveni vzorku do kolony a
dobrou reprodukovatelnost davkovani 0,1 — 5 pl vzorku. Roztoky déavkujeme
injekénimi mikrostiikackami pfes pryzové septum nebo tzv. autosamplerem. Teplota
davkovaciho zafizeni musi byt o 50°C vyssi nez je teplota varu nejvyse vrouci slozky

obsazené ve vzorku. Zplynény vzorek je pak nosnym plynem unéasen do kolony [1].
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Metody nasttikovani [3]:

a) Do kolony (on column) — je to zakladni metoda u napliiovych kolon a u kapilarnich

kolon vétsi svétlosti (od 0,25 mm) s pouzitim jemné nastfikovaci jehly.

b) Pomoci délice toku (split injection) — pouziva se u kapilarnich kolon, protoze maji
malou kapacitu. Cast vzorku (zejména koncentrovaného) s nosnym plynem se pomoci
délice toku oddéli a do kolony se dostava jen definovany zlomek nastfikovaného

mnozstvi.

c) Bez délice toku (splitless injection) — tato metoda je vhodnd pro relativné velké
objemy, které¢ je nutno pouzit pro stopovou analyzu. Je zde vyuzito rozpoustédlo
s vy$$i teplotou varu, které kondenzuje a vytvari kapalny film v hlavé kolony, a v ném

jsou pohlceny vSechny analyty.

d) Koncentrator na pocatku kolony — je to metoda zachycovani vzorku ze vzduchu nebo
vodného roztoku na adsorbent, jako je porovity polymer nebo grafitizované saze.

Vzorek je pak termicky desorbovan piimo do kolony.
o Kolony

a) napliové — jedna se o trubice naplnéné sorbenty nebo nosi¢i pokrytymi kapalnou
fazi. Tyto kolony se zhotovuji z nerezové oceli nebo ze skla, maji primér 3-8 mm a

délku 1-5 m. Maji vyssi kapacitu nez kapilarni kolony.

b) kapilarni — vyuzivaji jako nosiCe stacionarni faze svou vnitini sténu. Tyto kolony

jsou obvykle z kemene, jejich vnitini praimér je mensi nez 0,5 mm a délka 20-100 m.

V metod¢ GSC je stacionarni fazi sorbent (aktivni uhli, silikagel, zeolit, aj.) a
vmetodé¢ GLC je stacionarni fazi kapalinovy film (polyethylenglykol,
polypropylenglykol, polyester, polysiloxan) zakotveny na inertnim nosi¢i (teflon,
silikagel, sklenéné kulicky, rizné druhy kiemelin). V ptipadé GSC je distribuce mezi
ob¢ heterogenni faze zalozena na adsorpci nebo sitovém efektu, v ptipadé GLC na
rozpousténi. V praxi nalézaji vétsi uplatnéni kapalné stacionarni faze [5].

Stacionarni kapaliny by mély byt teplotné stalé a malo tékavé. Mély by pevné ulpivat
na nosici, aby nedochazelo k jejich vymyvani z kolony. Volba stacionarni faze je
obvykle rozhodujici pro vybér vhodné kolony pro analyzovany vzorek. Dulezita je

polarita separovanych slozek. Nepolarni slouceniny jsou obvykle slozeny jen
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z uhlikovych a vodikovych atomti. Pro nejbéznéjsi analyzy smési alkanii pouZzijeme
nepolarni kapilarni kolony. K separacim polarnich molekul, které obsahuji na
uhlikovém fetézci jeden nebo vice atomi Cl, Br, F, N, O, P nebo S (alkoholy, aminy,
karboxylové kyseliny, estery, ethery, ketony, PCB, thioly), a polarizovatelnych
molekul, které obsahuji jednu nebo vice nasobnych vazeb mezi uhliky (alkeny, areny)

pouzijeme stfedné polarnich kolon [3].

Detektory — nosny plyn z kolony protéka detektorem, ktery reaguje na ptitomnost
analytu a vysila signal, ktery je zaznamenavan v zavislosti na ¢ase. Detektor sleduje
takovou vlastnost plynu zkolony, kterd zavisi na druhu a koncentraci slozek
(analytickd vlastnost). Musi mit dostateCnou citlivost (nizky detekéni limit) a jeho
odezva by méla byt linearni funkci obsahu analytu. Dllezitym pozadavkem je vysoka

selektivita pro stanovované analyty [3].

a) Tepeln¢ vodivostni detektor (TCD) — je univerzalni detektor. Nosny plyn proudi pies

vldkno Zhavené stadlym elektrickym proudem a ochlazuje je na urcitou teplotu.
Ptitomnost slozky zméni tepelnou vodivost prostiedi kolem zhaveného vlédkna, a tim
jeho teplotu a elektricky odpor. Pro pouziti je dilezitd volba nosného plynu. Jeho
tepelna vodivost se ma co nejvice odliSovat od tepelné vodivosti analyzovanych

slozek. Ma nizsi citlivost a detekéni limity jsou v ug analytu [3].

b) Plamenovy ioniza¢ni detektor (FID) — je velmi citlivy detektor. Molekuly plynu se

ionizuji v kyslikovodikovém plameni a vedou ioniza¢ni proud mezi elektrodami.
Nosny plyn se pied vstupem do hotdku misi s vodikem, vzduch je ptivadén z vnéjsku.
Ptitomnost slozky zvysi ionizaci a elektricky proud se zvétsi. Detekéni limity jsou v pg

analytu [3].
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Obrazek 2 - Plamenovy ionizacni detektor [6]

¢) Hmotnostni spektrometr (MS) — je univerzalni detektor s citlivosti az 10 pg. lonty
jsou analyzovany kvadrupdlovym analyzatorem nebo iontovou pasti. Principem MS je
ionizace neutralniho atomu ¢i molekuly za vzniku iontl a jejich fragmentt, které jsou

dale separovany a detekovany podle m/z (m - hmotnost iontu, z — naboj iontu) [2].

d) Detektor elektronového zachytu (ECD) — je selektivni pro elektronegativni skupiny
(halogeny, popt. nitrolatky). Principem méfeni je ionizace nosného plynu B zafenim za
vzniku ioniza¢niho proudu, tj. konstantniho proudu pomalych elektronti. Elektrony
jsou zachycovany elektronegativnimi atomy (halogeny) nebo skupinami

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

e) Termoionizacni detektor (TID) — je selektivni pfedev§im pro slouceniny obsahujici
ve své molekule dusik a fosfor. Dosahuje citlivosti 10 pg pro N a 1 pg pro P. Pracuje
na principu ionizace organickych latek v kyslikovodikovém plameni, ktery je veden

ptes prstenec soli alkalickych zemin [2].

f) Fotoioniza¢ni detektor (PID) - je univerzdlni pro organické latky a dosahuje
citlivosti 10 pg. PID je zalozen na principu ionizace organickych latek fotonem a

nasledné detekci uvolnénych elektront [2].

Termostat — Zajistuje dostateéné vysokou teplotu davkovace, kolony a detektoru, aby
byl vzorek udrzen v plynném stavu. Konstantni teplota je vyuZitelna, neliSi-li se

analyty pfili§ svymi teplotami varu. Je-li pfitomno Siroké spektrum slozek s rtiznymi
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teplotami varu, separace by byla Casové naro¢na. Teplota kolony se proto milize

programoveé ménit. Bézné se pracuje pii teplotach 50 — 300°C [3].

o Zapisovac, integracni software — Zpracovava signal z detektoru, zakresluje

chromatografickou kiivku a provadi jeji vyhodnoceni [3].

o Chromatogram

A slozka A

=0

§ start

fé inert

(]

3

® pik

5| zékladni

w —
linie

ty A< ig

ln

Obrazek 3 - Chromatograficky zaznam [3]

inert.....1atka, ktera se nezachycuje v koloné¢ (pohybuje se kolonou stejnou rychlosti
jako nosny plyn)

h......... vyska piku

Yo Sitka piku v zakladné

Yis......5itka piku v poloving vysky

tRecreenne retencni Cas, pro ktery plati tg =t; + t'r
tMeeeeeen mrtvy retencni ¢as (molekula setrvava v mobilni fazi)
t R redukovany retencni ¢as (molekula setrvava ve stacionarni fazi)

3.3.4 Kuvalitativni vyhodnoceni analyzy

Vr=tr *F VReweoeeeeeaann, retencni objem
TRevermeeereeenens retenéni ¢as
Forere objemova rychlost toku mobilni faze

16



Nejvyhodnéjsi postup identifikace slozky je porovnani retenc¢nich charakteristik

daného piku s udaji standardnich latek. Nejvhodnéj$i je metoda standardniho pifidavku a

provedeni druhé chromatografie [1].

3.3.5 Kvantitativni vyvhodnoceni analyzy

Kvantitativni zastoupeni slozky ve smési je za urcitych podminek dano plochou pod
pikem dané slozky. U symetrickych piki 1ze vyuZzit zplsob ptimého srovnani vysek piki

standardu (hs) a stanovované slozky (hy):
hy : hy=c: ¢

Obsah latky ve vzorku se zjistuje metodou vnéjsiho standardu (porovnani plochy
piku stanovované slozky s plochou piku standardu, chromatografovaného za stejnych
podminek) nebo metodou vnitiniho standardu (pfidavek presné znamého mnozstvi
standardni latky do analyzované smeési pfed chromatografii; standard i vzorek jsou

vystaveny stejnym vliviim, proto dochazi k jejich eliminaci) [1].

3.3.6 Vliv distribuéni konstanty na separaci

V koloné se neustdle béhem separace vytvaii a porusuje fazova rovnovaha mezi
mobilni a stacionarni fazi. Tento d¢j probihd nepfetrzité. Slozka ma pii ustaveni
rovnovahy ve stacionarni fazi koncentraci ¢s a v mobilni fazi ¢,,. Pomér téchto koncentraci
je videdlnim piipad€ konstantni a nazyva se distribucni konstanta Kp (charakterizuje
distribuci — rozd¢€leni slozky mezi ob¢ faze):

s
KD
C

m

Cim je hodnota distribu¢ni konstanty vyssi, tim je slozka vice vazana stacionarni fazi
a déle zadrZzovana v koloné€. Na nasledujicim obrazku je zndzornéna slozka, kterd ma Kp

vEtsi nez jedna [3].
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Obrazek 4 - Znazornéni pohybu zony slozky v koloné [3]

Pti oddé€lovani dvou slozek je nutné, aby se jejich distribu¢ni konstanty liSily.
Distribucni konstanta je zavisla na teploté. Je-li teplota konstantni, zavislost cs na cn, se
nazyva izoterma. U kapalnych staciondrnich fazi byva casto splnéna jednoducha linearni
zavislost. U tuhych staciondrnich fazi jsou izotermy bézné nelinearni. Tvar izotermy tUzce
souvisi stvarem piku, u linedrni izotermy je pik symetricky a u nelinearni byva
nesymetricky natazen na jednu stranu. Jednd se pak o pik s rozmytou frontou nebo o pik
chvostujici. V ptipadé chvostujiciho piku se ve stacionarni fazi G¢innéji vaze slozka, ktera
ma v mobilni fazi nizs§i koncentraci. Do detektoru vstupuje pozdéji, coz se na piku projevi
jako “chvost®. V ptipad¢ piku s rozmytou frontou se naopak ve staciondrni fazi zadrzuje
slozka s vy$$i koncentraci, proto se maximum piku opozd’'uje. Deformace pikii mivaji i

jiné pficiny a Casto souvisi s postupem pii davkovani [3].

linearni izoterma konkavni izoterma konvexni izoterma
A A
Cs CS CS
L‘ >
Cm C.‘TI Cm
RA R g A
P P> ——-
t t t
symetricky pik chvostujici pik pik s rozmytou frontou

Obrazek 5 - Souvislost tvaru piku s tvarem izotermy [3]
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3.3.7 Uéginnost separace

Ucinnost kolony charakterizuje jeji schopnost separovat slozky smési. Cim je kolona
Gginn&jsi, tim 1épe dokaze slozky smési od sebe oddélit. Uginnost kolony roste s po&tem
teoretickych pater n, coz je pomyslna cast kolony, ve které dochazi k ustaveni rovnovéhy
mezi mobilni a stacionarni fazi. Délka této casti se nazyva vySkovy ekvivalent

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

Pocet teoretickych pater lze urcit z Sitky piku v zdkladné¢ Y nebo z Sitky piku

v poloviné jeho vysky Y, a reten¢niho Casu tg:

P 2

n=l6*(—Rj
Y

/ 2

n=5,54*( R j
Yl/2

K rozsifovani zony v koloné¢, a tim k ristu vyskového ekvivalentu teoretického patra

vedou, podle van Deemterovy teorie, nasledujici d&je [3]:

o Turbulentni difuze (Hs) — hlavni vliv ma velikost a tvar ¢astic naplné¢ kolony a
rovnomeérnost jejich ulozeni. Molekuly mobilni faze protékaji kolem ¢éstic staciondrni
faze rtiznou cestou, nékteré piiméjsi, jiné méné. Dveé porovnavané molekuly se tedy za
ur¢itou dobu dostanou do jiné vzdalenosti, a tim se zéna slozky rozsifuje. Linearni

rychlost mobilni faze nema na tento d¢j vliv.

o Molekularni difuze (Hg) — nastava, kdyZz molekuly slozky pronikaji do mist nizsi
koncentrace, a tim rozsifuji svou zonu. Latky s vy$$sim difuznim koeficientem maji
vyraznéjsi rozsiteni zony. Ptispévek molekuldrni difuze nartsta s ¢asem, ktery slozka

stravi v koloné. Linearni rychlost mobilni faze je nepfimo timérna molekularni difuzi.

o Odpor proti prevodu hmoty (Hc) — zéavisi na hloubce proniknuti molekuly slozky do
stacionarni faze. Molekula, kterd pronikne do stacionarni faze hloub¢ji, se v ni zdrzi
déle nez ta, ktera ulpi na jejim povrchu, a tim dochazi k rozSifeni zony. Lineéarni

rychlost mobilni faze je pfimo umérna odporu proti pievodu hmoty.

Grafem zavislosti vySkového ekvivalentu teoretického patra na linearni rychlosti
mobilni faze je kfivka, v jejimz minimu je optimalni linearni rychlost. Prakticky se voli

takova rychlost mobilni faze, pti které je separace dostatecné ucinnéd a rychld, coz je
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rychlost o trochu vys$$i nez odpovida minimu kiivky bez vyrazné ztraty na uc¢innosti

Scparace.

Hﬂ’lJﬂ

Uopt u

Obrizek 6 - Zavislost uc¢innosti kolony na linearni rychlosti mobilni faze [3]
Na nasledujicim obrazku jsou zobrazeny zavislosti uc¢innosti kolony na linearni
rychlosti mobilni fidze pro jednotlivé nosné plyny. Nejvyssi linearni rychlost mé vodik a

jeho ktivka je velmi plocha, proto ma zména rychlosti maly vliv na H [3].

L - ? Dusik
mm
1,0
0:8 ’-'.—”' Helium
0,6 -
i Vodik
0,4 AR
0,2
o

10 20 30 40 50 60 70 80
u/cms’

Obrazek 7 - Vliv volby nosného plynu na ucinnost kapilarni kolony [3]

3.3.8 Vyuziti plynové chromatografie

Plynova chromatografie se vyuziva pti déleni, identifikaci a stanoveni vSech slozek,
které lze prevést bez rozkladu v plynnou fazi do teploty 400°C. Lze tedy analyzovat latky
plynné a zplynitelné latky kapalné a pevné o relativni molekulové hmotnosti do 400.
Latky malo tékavé se upravuji derivatizaci (prevedeni slozek na té¢kavé derivaty). Plynova

chromatografie nachazi velmi Siroké uplatnéni jak ve vyzkumnych, tak i provoznich
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laboratofich v odvétvich chemického, potravinaiského a farmaceutického prumyslu a také
v elektroprimyslu a zdravotnictvi [1]. Vyznamnou aplikaci je sledovani kvality ovzdusi a

urceni stopovych mnozstvi pesticidii v ptidé€, vodach a potravinach [5].

3.3.9 Derivatizace v plynové chromatografii

Je to metoda, pfi které se meéni chemické slozeni ptivodniho vzorku. Aplikuje se
tehdy, neni-li mozné vzorek piimo analyzovat. Ulelem derivatizace v plynové
chromatografii je obvykle odstranéni aktivnich vodikovych atomi (zlepSeni vlastnosti
analytd s ohledem na GC separa¢ni proces). Optimalni je odstranit v§echny aktivni vodiky
(-OH, -NH; skupiny) v jednom reak¢nim kroku. Nékdy byva cilem derivatizace v GC
zavedeni funkéni skupiny, vyuZzitelné pro selektivni detekei, do struktury separovaného
analytu. Podle uspofadani mizeme volit derivatizaci pted kolonou nebo na koloné. U
derivatizace pfed kolonou je k dispozici velky vybér derivatizacnich €inidel i pracovnich
podminek, ale nedostatkem je mnohdy pracnd a Casové naro¢nd prediprava vzorku a
dlouhy reakéni c¢as mezi slozkami vzorku a derivatizaénim cinidlem. Vyhodou
derivatizace na kolong je rychlost a jednoduchost, 1ze ji v§ak aplikovat pouze pro omezené

mnozstvi analytl i derivatiza¢nich ¢inidel [7].
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3.4 Validace analytické metody

vvvvvv

Validace analytické metody je proces, kterym se zjiStuji nejdalezitéjsi
charakteristiky metody se smyslem demonstrovat, ze vypracovana metoda je pro dany
ucel vhodnd. Cilem validace je stanovit podminky, pii kterych je zkuSebni postup
pouzitelny. Je nutné zajistit stejnou spolehlivost ptfi opakovaném pouziti v jedné nebo 1

v riiznych laboratofich [8].

Validace se provadi pfi vyvoji nové metody, pii zméné metody, pii pfenosu metody
do jiné laboratofe, nebo pii prukazu rovnocennosti dvou metod. Zjisténé hodnoty se
zpracovavaji do valida¢niho protokolu, ktery musi obsahovat také patiicnou dokumentaci

(pt. chromatogramy) [8].

Validace analytické metody je odd€leny tkon. Obecné je postup vyvoje metody
takovy, ze se nejprve definuji pozadavky na zkuSebni metodu, vyvine se metoda, najdou

se optimalni podminky a poslednim bodem je validace [9].

. "u"!;rvﬁj .metul:l!,r

LA
Optimalizace

v

P
Yalidacni protokol < @4 ~~~~~~~ VALIDACE +----# Rewvalidace
e 1|
Standardni operacni = A :
postup v )
Aplikace

Obrazek 8 - Schéma valida¢niho programu [11]

Pracovni postup (po vybéru dané metody) je chapan jako Uplny analyticky ptedpis,
ktery slouzi k reprodukovéani celé analytické metody, proto musi obsahovat vSechny
nezbytné instrukce a musi byt dostate¢né presny, podrobny a Gplny. Pracovni postup musi
obsahovat [10]:

o Stru¢nou charakteristiku — oblasti pouziti metody, princip, chemické reakce, analyt a
matrice, rozmezi obsahil stanovované slozky, jednotky.
o Roztoky, ¢inidla a pomocné chemikalie — jejich Cistota, Uprava, piiprava, stabilita a

koncentrace.
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o Standardni opera¢ni proceduru — mechanickd a chemickéd uprava vzorku, kalibrace,

méfeni, vypocty a hodnoceni.

Soucasné je nutné presné¢ definovat podminky, za kterych se md metoda pouzit.
Pokud maji byt vysledky spolehlivé pii kazdém pouziti metody, musi byt bud
jednoznaéné dany vSechny podminky, nebo musi byt uvedena kritéria, kterd musi byt
splnéna, aby bylo mozné urcity analyticky systém spolehlivé pouzit. Pfi kazdém dal$im
pouziti nové vyvinuté validované metody se uz jen testuji pravée tato kritéria. Tato kritéria
se obecn¢ nazyvaji test zpusobilosti analytického systému. Dvéma hlavnimi udaji testu
zpusobilosti jsou pozadavky na reprodukovatelnost chromatografického systému a na
rozliSeni dvou vybranych pika. Dale je mozné uddvat pozadavky na dal$i parametry, které
jsou dulezité pro konkrétni metodu: pocet teoretickych pater, asymetrie pikii, minimalni,
pfipadné i maximalni retencni ¢as nebo kapacitni pomér stanovované latky nebo také mez

detekce [9].

Validacni protokol se odvoldva na konkrétni valida¢ni program. Do valida¢niho
protokolu se zaznamenavaji vSechna méfeni, vypoCty 1 pomocné vypoCty, datum
jednotlivych zkousek, jméno zodpoveédného pracovnika a jména dalSich pracovniki, které

se na valida¢nim programu podileli. Vysledky a zavéry jsou jasné definované [10].

Podminky revalidace systému nejsou obecné definovatelné, protoze kazda zména
v celém analytickém systému vede vzdy k jeho revalidaci, musi byt vSak posouzena
individualné, jestli méa prokazatelny vliv na kone¢ny vysledek. V kladném ptipadé je
nutné provést revalidaci, kterd nemusi byt komplexni, ale pouze jako dil¢i krok
valida¢niho programu (napt. kalibrace, citlivost) stim, Ze musi byt zpétn¢ urcena
smérodatnad odchylka. Nékteré podminky, které¢ definuji nutnost revalidace, jsou déany jiz

ve validacnim programu [10].

3.4.1 Interni (vnitini) validace
Je to validace metody v ramci jedné laboratote [10].

o Pruzkumova validace — jejim cilem je stanovit na omezeném poctu vzorkl, zda
zvolena analytickd metoda je vhodnou metodou pro plnou validaci. Zaméfuje se na
vyhodnoceni validacnich parametrii jako je selektivita a robustnost, a na stanoveni

opakovatelnosti na omezeném poctu vzorkd.
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Plna validace — nésleduje po prizkumové validaci. Jejim cilem je demonstrovat
vhodnost metody k zamySlenému pouziti vyhodnocenim vSech pozadovanych

valida¢nich parametrd.

Validace pri prevodu metody — pouziva se pti zavedeni publikované validované
analytické metody. Zahrnuje stanoveni spravnosti laboratofe a opakovatelnosti.

vvvvvv

valida¢nich parametrli, opakovatelnost.

3.4.2 Externi (vnéjsi) validace

Tato validace zahrnuje interni validaci spole¢né s validaci metody srovnanim

vysledki metody z vice laboratofi (mezilaboratorni porovnavaci zkousky), a zahrnuje

vypocet reprodukovatelnosti metody [10].

Analytické metody musi spliiovat urc¢ité pozadavky, které vyplyvaji ze zamysleného

pouziti, a podle toho se ovétuji nésledujici validacni parametry [8]:

Identifikace Testovan.l ne.c1st’0t Testoval.u n.ec1s’t0t Obsah
- kvantitativni - kvalitativni

Presnost — ) n i n

opakovatelnost
Mf,zﬂehla ) n i N

presnost
Spravnost - + - +
Selektivita + + + +
Linearita - + - +
Rozsah - + - +
Detekéni limit - - + -
Kvantitativni
. . - + - _
limit

Robustnost - + - +

Tabulka 3 - Valida¢ni parametry

1
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3.4.3 Presnost (Precision)

Ptesnost je mira shody mezi jednotlivymi vysledky metody opakované ziskanymi
s jednim homogennim vzorkem. Vzorek se nezavisle Sestkrat analyzuje kompletnim
postupem vcetné piipravy vzorku. Presnost se vyjadiuje jako relativni smérodatné

odchylka. Podle podminek opakovani se rozlisuji nasledujici irovné [8]:

o Opakovatelnost (Repeatability) — metoda se opakuje stejnym zplsobem, se stejnymi

¢inidly, jednim pracovnikem a na tomtéz ptistroji

o Mezilehla presnost (Intermediate precision) — metoda se provadi s riznymi Cinidly,
analytiky 1 pfistroji, v rizny den, ale se stejnym zhomogenizovanym vzorkem a

v jedné laboratofi

o Reprodukovatelnost (Reproducibility) — metoda se provadi stejné jako u mezilehlé

ptfesnosti, ale v riznych laboratotich

3.4.4 Spravnost (Accuracy)

Spravnost je odchylka vysledku metody od spravné hodnoty. Spravna hodnota se
zjisti bud’ jinou, nezavislou metodou (jejiz spravnost je ovéfena) nebo analyzou
modelového vzorku (tj. placebo s pfidanym standardem nebo vzorek s pridavkem

standardni latky). Vyjadfuje se jako rozdil hodnot nebo jako vytéznost (recovery, R):

nalezend hodnota
recovery = — *100
spravna hodnota

Metodou standardniho pfidavku se nejprve prométi samotny vzorek, a poté vzorek,
do kterého bylo ptfiddno znamé mnozstvi standardu (stejného jako stanovovana latka).
Zvétseni plochy piku je pfimo umérné pfidanému mnozstvi standardu. VytéZnost se
vypocita:

i X g

recovery = L7 w100
Xo

) T mnozstvi stanovované latky po ptidavku
Xyunnnns mnozstvi stanovované latky ve vzorku
Xo......mnozstvi stanovované latky ve standardu pfidaném ke vzorku

Pokud se analyzuje modelovy vzorek, ptfidava se standardni latka v mnoZstvi menSim

i vét§im neZ je deklarovany obsah. SUKL pozaduje jen jednu hladinu, tedy stanoveni min.
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6 rtiznych modelovych vzorka s pfiblizné 100% obsahem stanovované latky. Standardni

latka se pridava méné nez 100%, aby se vysledek nedostal mimo kalibra¢ni kiivku [9].

3.4.5 Selektivita, specifita (Selectivity, Specificity)

Selektivita je schopnost metody zméfit spravné a specificky stanovovanou latku
v ptitomnosti jinych latek. To jsou napt. dalsi G€inné slozky u kombinovanych ptipravkd,
pomocné latky v placebu, necistoty z vyroby, rozkladné produkty, zbytkova rozpoustédla
nebo neznamé latky. Metoda pro stanoveni obsahu nesmi byt jinymi latkami rusena. U
stabilitu indukujici metody musi byt doloZeno uplné oddé¢leni rozkladnych produkta.
Selektivita se vyjadiuje jako rozdil mezi vysledky analyzy vzorku bez necistot, a vzorku
s pfidanymi rozkladnymi produkty, sloZzkami placeba nebo riiznymi necistotami.
V piipadé, Ze jsou necistoty nebo rozkladné produkty nezndmé nebo nedostupné,
selektivita se prokazuje jako vytéZnost standardniho ptidavku cisté latky k materidlu
obsahujicimu stalé mnozstvi jinych latek. SUKL nepozaduje &iselné doloZeni selektivity,
pozaduje piedlozeni naptf. chromatogramii placeba, znamych vedlejSich a rozkladnych
produkti nebo chromatogrami vzorkii po rozkladu teplem, svétlem, hydrolyzou, oxidaci

apod. [9].

3.4.6 Linearita (Linearity)

Linearita je schopnost metody davat vysledky pifimo umérné koncentraci
stanovované latky ve vzorku. V této souvislosti se dale uvadi rozsah (range), coz je
interval mezi dvéma hladinami koncentrace stanovované latky (v€etné nich), v némz je
latka stanovena s takovou pfesnosti, spravnosti a linearitou, jak dokladaji vysledky

validace.

Linearita analytické metody se dolozi bud’ graficky (zavislost vysledki na
koncentraci stanovované latky) nebo matematicky pomoci vysledkli linedrni regresni
analyzy (korelacni faktor, smérnice, y-tsek a chyby stanoveni vSech téchto hodnot).
SUKL pozaduje vyjadfeni linearity vrozmezi 50 — 150% deklarovaného obsahu a

stanoveni minimalné€ 5 riznych koncentraci standardni latky [9].

26



3.4.7 Detekéni a kvantitativni limit (Limit of Detection, Limit of

Quantitation)

Tyto limity vyjadiuji citlivost metody. Jsou to parametry nutné u metod pro
stanoveni necistot. Detek¢ni limit (LOD) je pro limitni testy, coZ jsou testy zjist'ujici jen,
jestli je latka nad nebo pod urcitou hranici. Je to nejnizsi detekovatelna koncentrace latky
nestanovované kvantitativné. Kvantitativni limit (LOQ) je pro kvantitativni stanoveni
spravnosti. U neinstrumentadlnich metod se hledaji tyto limity experimentalné, u

instrumentélnich metod se zjist'uji na zaklad¢é sumu [9].

3,3%
LOD = ’TS” Sheeereeenes smérodatna odchylka rozpéti Sumu
NG
5
S sklon kalibra¢ni kiivky
10*s
LOQ = .
0 S

3.4.8 Robustnost (Robustness)

Robustnost je mira reprodukovatelnosti vysledkil z analyzy jednoho homogenniho
vzorku v riznych laboratofich, riiznymi analytiky, na raznych pfistrojich a s riiznymi
¢inidly. Robustnost vyjadiuje schopnost metody davat spravné a piesné vysledky i pfi
mens$ich zménach pracovnich podminek. SUKL nepozaduje &iselné doloZeni robustnosti.
Je ale vhodné uvést v dokumentaci poznatky z vyvoje metody, tj. upozornit na podminky,
které mohou ovlivnit vysledky (vliv pH a teploty, stabilita vzorku v roztoku, vliv riiznych
Sarzi ¢inidel, vliv zmény kolony apod.). Obecné nelze pozadovat vSechny parametry u

kazdé metody, zélezi na pouzité metodé, jejim cili 1 vzorku, jenz je analyzovéan [9].

3.4.9 Smérodatna odchylka s,

Smérodatna odchylka charakterizuje rozptyleni jednotlivych hodnot x; okolo

praméru x:

4y (— 2 .
s, = —Z (x - X; ) V.......pocet stupnii volnosti
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Odhad hodnoty sy se mtlize pocitat pomoci rozpéti R, které je definovano jako rozdil
mezi nejmensi a nejvetsi hodnotou kvalitativniho znaku. Protoze je smérodatna odchylka
nahodna veli¢ina, nemiize byt poklddana za obecné platnou charakteristiku dané

analytické metody a musi byt specifikovéana:

o pro piesné¢ specifikovany pracovni postup bez sebemensich odchylek, v hodnoté sy
musi byt zahrnuty vSechny zdroje variability, tedy i ty, které plynou z pracovniho
postupu (rozklad vzorku, rozpousténi, extrakce, fedéni, kone¢né instrumentalni
méfeni), v ptipadé jakékoli zmény v pracovnim postupu se musi hodnota smérodatné

odchylky revalidovat

o musi byt urena z dostatecné velkého poctu vzorkid téhoz materidlu, smérodatna

odchylka plati pro danou koncentra¢ni hladinu a material

o nesmi se ur¢ovat z jedné ovétovaci série, ale z dlouhodobého méfeni [10]
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3.5 Lubrikaéni gel Tea Tree Fantasy
Vyrobce: Herbacos-Bofarma s.r.o.
SloZeni lubrikaéniho gelu:

o Carbopol 940

o Glycerin

o CA 24 (max. 0,20%)

o Hydroxid sodny

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

o Briliant Blue C.I. 42090

o Tartrazin E C.I. 19140

o Voda ¢isténa

Obrazek 9 - Lubrika¢ni gel [12]

3.5.1 Tea tree oil

Tea tree oil je velice ucinnad ptirodni substance,
ktera se ziskava destilaci listd z australského ¢ajovniku
Melaleuca alternifolia. Rod Melaleuca patii do celedi
myrtovitych. Esencidlni olej se nachazi prevazné

v listech v malych olejovych Zlazkach, které pti roztirani

praskaji a uvoliuji rychle prchavy olej. Charakteristicka

nelalewca lencadendra (L) L

Obrazek 10 - Melaleuca alternifolia viné vznikd v disledku pfitomnosti asi 100 rtznych
il samostatnych slozek, pfedev§im monoterpend, terpend,
alkoholii a sesquiterpent. Tyto slozky se prokazuji plynovou chromatografii, ale ne
vSechny byly dosud chemicky definovany. Obsah jednotlivych slozek zévisi na dobé&

sklizng€, na kvalité ptidy, na podnebi a na zkusenostech s destilaci [13].

Tea tree oil mé velmi Siroké spektrum vyuziti, ma silné antiseptické, antimykotické a
protiplisiové ucinky. Pouziva se pii radikalni 1é¢bé kvasinkovych onemocnéni a
plisiiovych onemocnéni nohou, nehtl a kiize. Déle je G€inny na akné, opary, afty, zdncty

dasni, kozni vyrazky, lupy, bolesti v krku a riizna onemocnéni hornich cest dychacich.
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TTO nedrazdi pokozku, neni toxicky, neposkozuje buiiky tkdni a nemd zadné vyznamné
vedlejsi ucinky. Je kosmeticky velmi vhodny, protoze je bezbarvy a ma ptijemnou Cistou

vini [14].

Dulezita germicidni aktivni slozka Tea tree oleje je terpinen-4-ol. Jiné slozky oleje se
chovaji jako synergika (usnadnuji vstiebani do pokozky), rozpoustédla atd. Obsah

terpinen-4-olu v TTO je vice nez 30% [15].

3.5.2 Terpinen-4-ol
o Synonymum: 4-Methyl-1-(1-methylethyl)-3-cyclohexen-1-ol
o Molekularni vzorec: CoH;50
o M=154,249
o Vzhled: bezbarva nebo svétle Zluta kapalina
o Bod varu: 212°C HO
o Bod vzniceni: 79 —92°C
o Hustota: 0,929 glem’ Obrizek 11 - Strukturni vzorec terpinen-4-olu [16]
o Stabilita: stabilni, hotlavy, nemisitelny se silnymi oxida¢nimi ¢inidly
o Rozpustnost: velmi malo rozpustny ve vod¢; rozpustny v alkoholu, propylenglykolu a

olejich [16],[171,[18]

3.5.3 Lékopisna definice gelu

Gel je tvofen tekutinami, které gelovati za ptitomnosti vhodnych gelotvornych latek.

o Hydrofobni gel (oleogel) je piipravek, jehoz zédklad je obvykle tvofen tekutym

parafilmem s polyethylenem nebo mastnymi oleji tvoficimi gel s koloidnim oxidem
kfemic¢itym nebo hlinitym nebo zine¢natym mydlem.

o Hydrofilni gel (hydrogel) je piipravek, jehoz zaklad obvykle tvofi voda, glycerol

nebo propylenglykol tvorfici gel s vhodnou gelotvornou latkou, jako je Skrob, derivaty

celulosy, karbomery a kifemicitany hotecnato-hlinité [19].
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4 ResSerse

Vyvoji metody piedchazi resSerSe metod jiz pouzitych pii stanoveni sledované latky a

vyhodnoceni nalezenych podminek, které mohou byt podle potieby upraveny.

4.1 Plynova chromatografie

Pomoci plynové chromatografie byla provedena analyza terpinen-4-olu v TTO. Tea
tree oil je v lubrikaénim gelu obsazen v mnozstvi max. 0,1%. Byla vyvinuta metoda pro
kvantitativni stanoveni terpinen-4-olu s pouzitim FID detektoru a vodiku jako nosného
plynu. Déle byla vyvinuta metoda pro kvalitativni stanoveni s pouzitim MS detektoru a

helia jako nosného plynu. V nasledujici tabulce jsou porovnany podminky téchto metod

[20].

GC Hewlett Packard 5890 | Hewlett Packard 6890
Detektor FID MS

Nosny plyn vodik helium

Pritok 45 cm/s 36 cm/s

Typ kolony kapilarni kapilarni

Délka kolony 60 m 30,3 m

Primér kolony 0,25 mm 0,25 mm
Tloust’ka filmu 0,2 pm 0,25 pm
Teplota injektoru | 250°C 250°C

Teplota kolony 60°C (1min) — 250°C | 250°C

Teplota detektoru | 300°C 150°C — 280°C
Nastrik 1wl 1w
Rozpoustédlo ethanol ethanol

Vnitini standard | n-tridecan n-tridecan

Split 1:50 1:50

Tabulka 4 - ReSer§e GC

31




4.2 Vysokoucinna tenkovrstva chromatografie

Metoda HPTLC byla vyvinuta a validovdna pro stanoveni TTO v kosmetickych
pripravcich. Koncentrace TTO byla stanovena analyzou obsahu terpinen-4-olu, coz je
hlavni slozka tea tree oilu. Vyhodou této metody je soucasné stanoveni vice vzorkl
v kratkém cCase, mens$i spotfeba rozpoustédel, nizSi cena analyzy, neomezeny vybér
mobilni faze. Tato metoda spliiuje jednoduchost, citlivost, pfesnost a spravnost a je

vhodna pro stanoveni TTO v kosmetickych ptipravcich [21].

Piistroj CAMAG

Rozpoustédlo ethanol

Stacionarni faze | silikagel ukotveny na hlinikovém plisku

Mobilni faze toluen : ethylacetat (85:15)

Vizualizace anisaldehydem a néasledné zahtati na 105°C po dobu 15 min.
Detekce denzitometricka

VInova délka 366 nm

Cas analyzy 45 min.

Teplota 25+2°C

Tabulka 5 - ReSer§e HPTLC

o Priprava vzorku: Byly odvaZeny 2 g ptipravku a pfidano 100 ml ethanolu. Smés byla
umisténa po dobu 10 minut do ultrazvukové 14zn¢ a nasledné centrifugovana 5 minut
pti rychlosti 3000 otacek/min. Poté byl 1 ml supernatantu rozpustén v 10 ml ethanolu a

davkovan na TLC kolonu.
o Stanoveni obsahu: V TTO byl stanoven obsah terpinen-4-olu 40 + 1,2%.
o Presnost: sg =4,99%

o Spravnost: Byly proméfeny roztoky s ptidavkem 25, 50 a 75% obsahu terpinen-4-olu.
Vytézek byl vice nez 99%.

o Linearita: Byly proméfeny kalibracni roztoky v rozmezi koncentraci 100 — 900ng.

Korela¢ni koeficient kalibra¢ni kivky byl 0,9949.
o Limit detekce: LOD = 60ng

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

Byla provedena studie propustnosti klize pro roztok TTO, kterd vyuziva terpinen-4-
ol, jako hlavni slozku TTO. Pro kvantitativni stanoveni terpinen-4-olu byla vyuzita

metoda HPLC a pro kvalitativni stanoveni metoda GC [22].

o Kvantita

HPLC Merck Hitachi La Chrom
Mobilni faze acetonitril : voda (55:45)
Délka kolony 150 mm

Pramér kolony 4,6 mm

Nastrik 30 pl

Priitokova rychlost 1,3 ml/min.

Teplota 25°C

Detektor UV - VIS

VInova délka 200 nm

Tabulka 6 - ReserSe HPLC, absorpce roztoku TTO

o Kbvalita
GC Agilent 6890
Detektor MS 5973
Délka kolony 30 m
Vnitini primér kolony | 0,25 mm
Tloust’ka filmu 0,25 um
Nastrik 1 ul
Split 50:1

Tabulka 7 - ReSerSe GC, absorpce roztoku TTO
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Také byla s vyuzitim plynové chromatografie studovdna propustnost kiizi TTO

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

GC Carlo Erba MFC 500
Detektor MS Finnigan MAT 4500
Nosny plyn helium

Pritok 2 ml/min.

Typ kolony kapilarni

Délka kolony 30 m

Primér kolony 0,25 mm

Tloust’ka filmu 0,25 um

Napli silikagel

Teplota injektoru 250°C

Teplota kolony 42°C (2,5min.) — 300°C
Teplota detektoru 300°C

Nastrik 1l

Rozpoustédlo n-hexan

Vnitini standard tridecan

Split 1:10

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

Dale byla vyvinuta a validovana metoda plynové chromatografie pro stanoveni p-
cymenu v TTO s pouzitim terpinen-4-olu jako vnitfniho standardu. p-Cymen je v TTO

obsazen v mnozstvi 0,5 — 12%. Tato metoda spliluje piesnost, spravnost, linearitu a

citlivost [24].

GC Perkin Elmer
Detektor FID

Nosny plyn vodik
Pritok 36 ml/min
Typ kolony napliova
Stacionarni faze aktivni uhli
Délka kolony 20 m
Primér kolony 6 mm
Tloust’ka kolony 0,25 mm
Teplota injektoru 220°C
Teplota kolony 100°C
Teplota detektoru 220°C
Nastrik 1,5l
Rozpoustédlo hexan

Vhnitini standard

terpinen-4-ol

Split

6:01

Tabulka 9 - ReSerSe GC, terpinen-4-ol jako vnitini standard
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4.5 Vysledky reserse

4.5.1 Vybér metody

Pfi vypracovavani reSerSe bylo zjisténo, Ze nejCastéji pouzivanou metodou pro

stanoveni terpinen-4-olu je plynovéa chromatografie.

4.5.2 Teplota injektoru, kolony a detektoru

Nejprve byly nastaveny teploty, které byly pouzity v GC, ktera vyuziva terpinen-4-ol
jako wvnitini standard, tzn. teplota injektoru 220°C, teplota kolony 100°C a teplota
detektoru 220°C. Byla provedena analyza, kterd zaznamenala velmi maly pik terpinen-4-

olu. Proto byla teplota kolony zvysSena na 200°C. Tyto teploty byly vyhovujici.

4.5.3 Rozpoustédlo

Jako prvni bylo provedeno rozpousténi v hexanu. Vzhledem k nevhodnym
vlastnostem pro rozpousténi gelu (viz nize), a také vzhledem k vysoké cené¢ rozpoustédla,

byla vyzkousena i extrakce do jiného rozpoustédla.

4.5.4 Vnitini standard

Pti studii byl nalezen jako vnitini standard pouze tridecan, a ten nebyl k dispozici.

Proto bylo otestovano n¢kolik jinych standardl (viz nize).

4.5.5 Zpracovani vzorku

Pii zpracovani vzorku byl ¢astecné vyuzit postup, ktery je uveden u metody HPTLC,
ale kvili nedostate¢nému odstfedéni byly upraveny centrifugaéni podminky. Cas byl
prodlouzen na 10 min. a rychlost 6000 ota¢ek/min. Vysledné zpracovani lubrika¢niho gelu
je tedy nasledujici:

o Do centrifuga¢ni zkumavky bylo odvazeno pfiblizné 1,5 g lubrikacniho gelu a ptidano
10 ml rozpoustédla s vnitinim standardem. Smés byla umisténa po dobu 10 minut do
ultrazvukové 14zng, po uplynuti této doby byla smés centrifugovdna 10 minut pfi
rychlosti 6000 otacek/min. Poté byl supernatant filtrovan pies nylonovy filtr a nasledné

davkovan na kolonu.
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5 Experimentalni ¢ast

5.1 Analyticky postup

5.1.1 Vzorek, standardy, chemikalie

Lubrikacni 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
B-Citronellol 99%, Sigma-Aldrich

Lavandulol, Fluka

Bornyl Acetate 97%, Sigma-Aldrich

Geraniol 98%, Sigma-Aldrich

Carvacrol, Fluka

Hexan 96%, Riedel de Maén

Methanol Chromasolv, Sigma-Aldrich

5.1.2 Pristroje, podminky separace

(o]

Plynovy chromatograf GC — 17A, Shimadzu:

Autoinjektor: AOC — 201, Shimadzu

Teplota: 220°C
Nastiik: 1 pl

Kolona: Alltech-AT-624

Teplota: 200°C

Typ kolony: napliova

Stacionarni faze: poly[(fenyl)(kyanopropyl)dimethyl]siloxan
Tloustka filmu: 1,8 um

Nosny plyn: Helium

Pratok: 28 cm/s

D¢élka kolony: 30 m

Primér kolony: 0,32 mm
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Detektor: FID
o Teplota: 220°C

Ultrazvuk Bandelin Sonorex Digitec DT 52
Centrifuga Hettich M 10, Schoeller EBA 21

Nylonovy filtr Valuprep 0,45 pm
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6 Vysledky a diskuze
6.1 Vyvoj analytické metody

6.1.1 Teoreticky vypocet obsahu terpinen-4-olu v lubrikaénim gelu

o v lubrika¢nim gelu je max. 0,1% Tea Tree............... 0,1g TTO ve 100g LG
o navazka lubrikacniho gelu je 1,5g.....ccccccvevvienninnnnn. 0,0015g TTO v 1,5¢ LG
o v Tea Tree je asi 40% terpinen-4-olu.............ccc.... 0,6mg terpinen-4-oluv 1,5g LG

6.1.2 Volba vnitiniho standardu

o Do plynového chromatografu bylo nastfiknuto nékolik standardi rozpusténych
v hexanu. Podle reten¢niho ¢asu byl vybran nejvhodnéjsi vnitini standard k terpinen-4-

olu. Retencni Cas terpinen-4-olu byl 4,11 min.

Vnitini standard Retenc¢ni ¢as [min.]
Eugenol 99% 6,86
Farnesol 95% >10
B-Citronellol 99% 4,33
Lavandulol 3,83
Bornyl Acetate 97% 5,23
Geraniol 98% 4,67
Carvacrol 5,99

Tabulka 10 - Reten¢ni ¢asy standardi

> Jako vnitini standard byl zvolen geraniol.

6.1.3 Stanoveni koncentrace vnitiniho standardu

o Byl pfipraven koncentrovany roztok geraniolu v hexanu a postupnym zfed’ovanim byla

stanovena vhodna koncentrace (vysky pikl se téméf shodovaly).

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

Byly vyzkouSeny extrakce do riiznych rozpoustédel s pouzitim dvou typl
centrifugacnich zkumavek. Lubrika¢ni gel byl zpracovan postupem, ktery uvadi kapitola
¢. 4.5.5 a nésledné nastiiknut na kolonu plynového chromatografu. Zaroven byl prométen
standard terpinen-4-olu. Z pomért ploch piki vzorku a standardu byl vypocitan obsah

terpinen-4-olu v LG.

Je znamo, ze lubrikacni gel obsahuje maximalné 0,1% TTO a tea tree oil obsahuje
minimalné 30% terpinen-4-olu. Neni tedy zndmo, kolik pfesné terpinen-4-olu obsahuje
lubrikacni gel. Nejvhodnéjsi je proto zpiisob extrakce, kterym byl ziskan obsah terpinen-4-

olu v LG vice nez 0,030%.

o Hexan: Do centrifuga¢ni zkumavky bylo odvazeno ptiblizné 1,5 g lubrika¢niho gelu,
pfidano 10 ml vnitiniho standardu geraniolu v hexanu a pfikryto parafilmem. Smés
byla umisténa na 10 minut do ultrazvukové lazn¢ a nasledné centrifugovana 10 minut
pti rychlosti 6000 otacek/min. Supernatant byl piefiltrovan ptes nylonovy filtr a
davkovan na kolonu.

Ak % px100

c= Ais =0,0286%
A,

AIS

Ay plocha piku vzorku

As.......... plocha piku standardu

Al plocha piku vnitiniho standardu Obrézek 12 - Centrifugadni
Mg navazka standardu zkumavka [25]

M.......... navazka vzorku

Foii, faktor korekce

VA ziedéni

>  Vzhledem k povaze rozpoustédla doSlo k protrzeni parafilmu a k uniku latek.
Néslednou plynovou chromatografii byl prokazdn obsah terpinen-4-olu v LG
0,0286%, coz je nizky obsah. Hexan tedy s pouzitim této centrifugacni

zkumavky neni vhodny.
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(0]

Hexan: Byly pouzity centrifugacni zkumavky se Sroubovym uzavérem, postup

ptipravy vzorku zlstal stejny.

A
A—V *m, *F*100
c=-—"- =0,0244%
A s
AIS
> Gel se zdrzoval v konickém dnu, proto ziejmé

probéhla nedostate¢na extrakce. Plynovou
Obrizek 13 - Centrifugacni

chromatografii byl prokdzan obsah terpinen-4- zkumavka se Sroubovym
uzavérem [25]

olu v LG 0,0244%, coz je opét hodnoceno jako

nizky obsah. Hexan tedy neni vhodny ani s pouzitim téchto zkumavek.

Methanol: Dale byla vyzkousena extrakce do methanolu s pouzitim normadlnich
centrifugacnich zkumavek. Do centrifuga¢ni zkumavky bylo odvazeno pfiblizné 1,5 g
lubrika¢niho gelu, pridano 10 ml vnitiniho standardu geraniolu v methanolu a ptikryto
parafilmem. Smés byla umisténa na 10 minut do ultrazvukové ldzné¢ a nasledné
centrifugovana 10 minut pii rychlosti 6000 otdcek/min. Supernatant byl ptefiltrovan
ptes nylonovy filtr a ddvkovan na kolonu.

A m * F*100

c= Ais =0,0432%
A

AIS

>  Plynovou chromatografii byl stanoven obsah terpinen-4-olu v LG 0,0432%.
Nejvhodngjsi je zptsob extrakce, kterym je ziskdn obsah terpinen-4-olu v LG
vice nez 0,030%. Extrakce do methanolu tuto podminku spliiuje, je tedy pro

lubrikac¢ni gel vhodna.
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6.1.5 Vysledné podminky

o Detektor: FID

o Nosny plyn: helium

o Teplota injektoru: 220°C

o Teplota kolony: 200°C

o Teplota detektoru: 220°C

o Rozpoustédlo: methanol
o Vnitini standard: geraniol

6.1.6 Priprava vzorku

Do centrifuga¢ni zkumavky bylo odvazeno piiblizn¢ 1,5 g lubrikacniho gelu a
pfidano 10 ml vnitiniho standardu geraniolu v methanolu o koncentraci ¢ = 0,8 mg/10 ml.
Smés byla umisténa po dobu 10 minut do ultrazvukové lazné€, po uplynuti této doby byla
smés centrifugovdna 10 minut pfi rychlosti 6000 otdcek/min. Poté byl supernatant

filtrovan ptes nylonovy filtr a nasledné davkovan na kolonu.
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6.2 Test vhodnosti chromatografického systému

6.2.1 Uginnost chromatografické kolony (poéet pater N)

o N=5,545* (tR/Wo,os)2 tReveeeeennn. retencéni ¢as
Wo,05......8itka piku v poloviné vysky
Analyzovand latka | tg [min] | Wyos [min] N N
3,993 0,047 40603
Terpinen-4-ol 3,993 0,040 55265 50378
3,993 0,040 55265
Tabulka 11 - U¢innost chromatografické kolony
>  Pozadavek: N > 1500 VYHOVUJE
6.2.2 Asymetrie chromatografického piku (T)
o T=Wqp/2f Wo1.....8itka piku ve vzdalenosti 5% vysky piku
foveeene, mensi Cast usecky Wypi, kterd vznikne

protnutim usecky kolmici spusténou z vrcholu

piku
Analyzovana latka T T
1,18
Terpinen-4-ol 1,0 1,06
1,0

Tabulka 12 - Asymetrie chromatografického piku

> Pozadavek: T < 1,2 VYHOVUJE

6.2.3 Rozliseni chromatografickych piku (Rij)

o Rj=2|tgi-trj] / (Wi + W) W......... Sitka piku na zakladné
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Hodnocené latky R;j; _”
21,63
Analyzovana latka a latka pred:
21,63 21,63
methanol — terpinen-4-ol
21,63
6,44
Analyzovana latka a latka za:
6,90 6,75
terpinen-4-ol - geraniol

6,90

Tabulka 13 - RozliSeni chromatografického piku

>  Pozadavek: R;; > 1,5 VYHOVUJE

6.2.4 Opakovatelnost

Do plynového chromatografu byl opakované déavkovan roztok terpinen-4-olu
v methanolu o koncentraci 0,6 mg/10 ml s vnitinim standardem geraniolem o koncentraci
0,8 mg/10ml. Z poméri ploch pikii terpinen-4-olu a geraniolu byla vypocitadna smérodatna

odchylka.

nastrik A¢[mV*s] | Ag [mV*s] AdAq
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

Ao, plocha piku terpinen-4-olu

Agociiiiis plocha piku geraniolu
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Pocet:

Prumeér:;

Smérodatna odchylka:

>

Pozadavek: sg < 1%
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6.3 Validace analyticke metody

6.3.1 Presnost

%

Postupem, ktery uvadi kapitola ¢. 5.2.6, byly paralelné¢ pfipraveny roztoky
lubrikaéniho gelu a nésledné analyzovany v plynovém chromatografu. Pomeéry ploch piki
terpinen-4-olu a geraniolu byly pfepocteny na navazku 1,5000g gelu, a znich byla

vypocitana smérodatna odchylka.

m [g] nastrik A¢ [mV*s] Ag [mV*s] AdA, )_C y
1 16,5529 33,7689 0,4902
1,4973 2 9,5654 19,3946 0,4932 | 0,5039 | 0,5048
3 15,6720 29,6718 0,5282
1 11,0700 21,4338 0,5165
1,4904 2 23,3755 47,2360 0,4949 | 0,4901 0,4933
3 13,4380 29,2902 0,4588
1 11,5076 25,0722 0,4590
1,5028 2 17,7753 32,8863 0,5405 | 0,5218 | 0,5208
3 10,0091 17,6909 0,5658
1 15,3606 33,4557 0,4591
1,5161 2 11,7195 22,4977 0,5209 | 0,4921 0,4869
3 8,0483 16,2127 0,4964
1 13,6125 25,9922 0,5237
1,5036 2 11,4247 25,9159 0,4408 | 0,5167 | 0,5155
3 10,8969 18,6057 0,5857
1 15,8961 31,1921 0,5096
1,5215 2 8,7371 18,5469 0,4711 0,5327 | 0,5252
3 10,2606 16,6217 0,6173
Tabulka 15 - PFesnost
100 ORUSURR navazka lubrika¢niho gelu
Ao, plocha piku terpinen-4-olu
Agoiiiin, plocha piku geraniolu
AT primér A/A,
2SO pfepocet X na navazku 1,5000g
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-
o Plepodet na navazku 1,5000g y = 23000~

m
o Pocet: n==6
o Primér: ¥ =0,5078
o Smérodatné odchylka: s=0,0154
sr= 3,03 %
> Pozadavek: sg (%) <5% VYHOVUJE

6.3.2 Spravnost

Byla pouzita metoda standardniho ptidavku. Nejprve byl zméfen roztok standardu
terpinen-4-olu o ¢ = 0,6 mg/10 ml. Dale byly analyzovany roztoky vzorku lubrikacniho
gelu, do kterych bylo pfiddno znamé mnoZstvi standardu terpinen-4-olu. Tyto roztoky
byly ptipraveny postupem, ktery uvadi kapitola 5.2.6, pouze bylo ptidano 0,6 mg terpinen-
4-olu. Poméry ploch pikt terpinen-4-olu a geraniolu byly piepocteny na navazku 1,5000 g
gelu, z nich byl vypocitan obsah terpinen-4-olu v lubrikaénim gelu po piidavku. Z téchto

hodnot byla vypocitana vytéznost R;, a z jednotlivych vytéZznosti smérodatna odchylka.
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mlg] | nastiik | A [mV*s] | A [mV*s] | AJA, X y
1 35,9559 31,8491 1,1289
1,4943 2 24,4784 19,5200 1,2540 | 1,1308 | 1,1351
3 38,7709 38,4023 1,0096
1 14,8060 11,9760 1,2363
1,5457 2 22,0912 20,5970 1,0725 1,1608 | 1,1265
3 39,4005 33,5729 1,1736
1 27,1271 21,5819 1,2569
1,4967 2 27,7376 26,4366 1,0480 | 1,1317 | 1,1342
3 26,3567 24,1735 1,0903
1 19,5422 16,1573 1,2095
1,5284 2 38,0901 33,0130 1,1538 1,1494 | 1,1280
3 29,3299 27,0361 1,0848
1 27,0661 25,0423 1,0808
1,5082 2 19,5444 16,3012 1,1990 | 1,1027 | 1,0967
3 25,4090 24,7076 1,0282
1 26,0303 24,8473 1,0476
1,5170 2 17,6001 13,7079 1,2839 | 1,1394 | 1,1266
3 24,6303 22,6622 1,0868
Tabulka 16 - Spravnost
100 ORUSURRR navazka lubrika¢niho gelu
Areiieieeieene, plocha piku terpinen-4-olu
Ageviiiiiini plocha piku geraniolu
X, primér A/A,
/2T PO piepocet )_C na navazku 1,5000g
o Pocet n==6
o Primér: y=11171
o Smeérodatna odchylka: s=0,0177
sr= 1,58 %
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xi _xv %k

o VytéZnost: R, = 100
Xo
Kivveerrreerreennns mnozstvi terpinen-4-olu zméteném po pridavku
ﬂ *m, * F *100
xi — 1S
A e
AIS
Xyeerneernveeneees mnozstvi terpinen-4-olu ve vzorku zjisténém pfi piesnosti
:;1V *m, *F*100
x, =—=5 =0,0324%
Ay s
AIS
Xevreerereeernes mnozstvi terpinen-4-olu ve standardu piidaném ke vzorku
X, = = : =0,0389%
14 0,01
y Xi [%o] 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 - Spravnost, vytéZnost
o Pocet: n==6
o Primér: R, =101,41%
o Smérodatna odchylka: s =2,2747
SR = 2,24 %

> Pozadavek: R; v intervalu 100+5% VYHOVUJE
SR (%) <5% VYHOVUJE
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Voltage [mV]

6.3.3 Selektivita

Chromatogram standardu terpinen-4-olu s vnitinim standardem geraniolem v

Obrazek 14 - Chromatogram standardu

methanolu
z 2]
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Chromatogram lubrika¢niho gelu Tea Tree Fantasy s vnitinim standardem
geraniolem v methanolu
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4,58 geraniol

4,41

Obrazek 15 - Chromatogram lubrika¢niho gelu
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6.3.4 Linearita

Bylo pfipraveno Sest kalibracnich roztoka standardu terpinen-4-olu v methanolu
v rozmezi koncentraci 0,3 mg/10 ml az 0,9 mg/10 ml, coz odpovida 50 — 150%
deklarovaného obsahu. Kalibra¢ni roztoky obsahovaly wnitini standard geraniol o

koncentraci 0,8 mg/10 ml. Zavislost A/A, kalibrac¢nich roztokti na jejich koncentraci byla

vyhodnocena metodou linearni regrese.

¢ [mg/10 ml] nastrik A¢ [mV*s] Ag [mV*s] AdA, )_C

1 5,1268 17,1273 0,2993

0,3 2 8,0988 23,8286 0,3399 0,3136
3 4,7190 15,6395 0,3017
1 5,7790 15,7146 0,3677

0,4 2 7,2699 19,8889 0,3655 0,3691
3 7,4861 20,0126 0,3741
1 5,7895 13,2439 0,4371

0,5 2 10,0348 22,0275 0,4555 0,4744
3 14,9068 28,0892 0,5307
1 8,9556 15,0287 0,5959

0,6 2 12,6388 20,0584 0,6301 0,6046
3 12,7187 21,6340 0,5879
1 12,6219 18,8022 0,6713

0,7 2 15,5419 21,7066 0,7160 0,6960
3 26,3973 37,6801 0,7006
1 20,4126 25,9212 0,7875

0,8 2 15,0980 19,0346 0,7932 0,7900
3 13,5667 17,1893 0,7893
1 23,7516 27,4836 0,8642

0,9 2 15,9090 18,5752 0,8565 0,8672
3 27,5335 31,2607 0,8808

Tabulka 18 - Linearita

51




Kalibracni krivka terpinen-4-olu

0,9
0,8 |
0,7
I 0,6 | )/
0,5 -

0,4

0,3 T T T T T |
0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9

c [mg/10 ml]

Obrazek 16 - Kalibraé¢ni kiivka terpinen-4-olu

| Regresni funkce: y = kx + q

| pocet bodii: n =7

Parametry regresni ptimky a odhady jejich smérodatnych odchylek

smernice k = 0,973 + 0,036
absolutni ¢len qg = 0,004 + 0,022
koeficient korelace R = 0,997

rezidualni odchylka Srez = 0,0188

Zavislost y na x byla prokdzana na hladin€ vyznamnosti 0,001

> Pozadavek: R > 0,99 VYHOVUJE

6.3.5 Detekcni a kvantitativni limit

Tyto limity byly stanoveny na zéklad¢ Sumu. V okoli piku terpinen-4-olu byla
zméiena nejvétsi kladna (1) a nejvétsi zaporna (r) amplituda Sumu, a z tohoto rozpéti byla

vypocitana smérodatna odchylka s,.
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leva strana r e r —
4,261 4,295
4,222 | 4,224 4,265 | 4,265
4,189 4,235
prava strana r 4,260 r 4,230
4,332 4,375
4,287 | 4,296 4,320 | 4,334
4,268 4,306
Tabulka 19 - Detekéni a kvantitativni limit
S (r =r") _ 4,260 —4,230 — 0,006
5
3 3 * *
o Detekéni limit: LOD == S 3,370,006 =0,0203mg /10ml = 2,03mg /1
S 0,973
S sklon kalibra¢ni kiivky (smérnice) = 0,973
10 % *
o Kvantitativni limit: LOQ = Y 100,006 =0,0617mg /10ml = 6,17mg /1

S
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7 Zaver

Piedlozena diplomova prace se zabyvala vyvojem metody pro stanoveni
terpinen-4-olu v lubrikacnim gelu. Nejprve byla provedena reserse, ve které bylo zjisténo,
ze nejastéji pouzivanou metodou pro stanoveni této latky je plynovd chromatografie
s pouzitim FID nebo MS detektoru. Vysledky reserSe byly vyuzity pfi vyvoji metody a
podle potieby upraveny.

Byla vyzkousena extrakce do dvou raznych rozpoustédel a s pouzitim dvou typt
centrifugacnich zkumavek. Vzhledem k vlastnostem lubrika¢niho gelu bylo nejvhodné;si
rozpousténi do methanolu. Podle reten¢niho ¢asu byl k terpinen-4-olu zvolen vnitini
standard geraniol. Lubrikacni gel byl zpracovan pomoci ultrazvukové 14zné a nasledné
odstiedén na centrifuze. Stanoveni bylo provedeno na plynovém chromatografu s FID
deteket. Byla pouzita napliova kolona se staciondrni fazi
poly[(fenyl)(kyanopropyl)dimethyl]siloxan a heliem jako nosnym plynem. Teplota
injektoru byla 220°C, teplota kolony 200°C a teplota detektoru 220°C.

Test vhodnosti chromatografického systému prokazal, Zze metoda spliuje
pozadovanou ucinnost kolony, asymetrii a rozliSeni chromatografickych piki a také
opakovatelnost. Vyhodnoceni pfesnosti a spravnosti bylo provedeno pomoci smérodatné
odchylky. Pii méfeni spravnosti byla pouzita metoda standardniho ptfidavku. Pro
selektivitu SUKL nepozaduje &iselné dolozeni, proto je ptedlozen chromatogram
standardu terpinen-4-olu a chromatogram lubrikacniho gelu. Linearita je dolozena jak
graficky kalibra¢ni kiivkou, tak matematicky vysledky linearni regresni analyzy. Detek¢ni
a kvantitativni limity byly stanoveny na zékladé¢ Sumu. Validace metody ukdzala, Ze
navrzend metoda ma dostateCnou presnost, spravnost, selektivitu a linearitu. Vyvinuta

metoda je tedy vhodna pro stanoveni G¢inné latky terpinen-4-olu v lubrika¢nim gelu.
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8.2 Seznam zkratek

ECD
FID
GC
GLC
GPC
GSC

HPLC

HPTLC

IEC
LG

LLC

LOD
LOQ
LSC
MS
PC
PID
SUKL
TCD
TID
TLC

TTO

Electron Capture Detector (detektor elektronového zachytu)

Flame lonization Detector (plamenovy ioniza¢ni detektor)

Gas Chromatography (plynova chromatografie)

Gas-liquid Chromatography (rozdélovaci plynova chromatografie)
Gel Permeation Chromatography (gelova permeacni chromatografie)
Gas-solid Chromatography (adsorpcni plynova chromatografie)

High Performance Liquid Chromatography

(vysokoucinna kapalinova chromatografie)

High Performance Thin Layer Chromatography

(vysokoucinna tenkovrstva chromatografie)
Ion Exchange Chromatography (iontové-vymeénna chromatografie)
lubrikacni gel

Liquid-liquid Chromatography

(rozd€lovaci kapalinova chromatografie)

Limit of Detection (limit detekce)

Limit of Quantitation (limit kvantifikace)

Liquid-solid Chromatography (adsorp¢ni kapalinova chromatografie)
Mass Spectrometry (hmotnostni spektrometrie)

Paper Chromatography (papirovéa chromatografie)

Photo Ionization Detector (fotoioniza¢ni detektor)

Statni Gstav pro kontrolu 1é¢iv

Thermal Conductivity Detector (tepelné vodivostni detektor)
Thermionic lonization Detector (termoioniza¢ni detektor)
Thin Layer Chromatography (tenkovrstva chromatografie)

Tea Tree Oil
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