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Abstrakt

Tato prace se zabyva stanovenim karvakrolu vsissneugenolem a thymolem
pomoci HPLC s elektrochemickou detekci. Jako pnacalektroda byla pouZzita
uhlikova pastova elektroda. K separaci byly pouzikalona Kromasil-C18,
250x4,6 mm. Pro srovnani byla jeSvedle elektrochemické detekce pouzita UV
spektrofotometricka detekcefipvinové délce 275 nm. Byly stanoveny optimalni
podminky separace: mobilni faze sloZzena z acetlonir fosfor&énanového pufru
v poneru 60:40, optimalni pH pufru bylo pH 4. Jako optimdpotencial pracovni
elektrody pi elektrochemické detekci byl nalezen potencial 1+1,. Na zé&klad
ziskanych informaci byly progheny kalibr&ni zavislosti, ze kterych byly zji&ty meze
stanovitelnosti. Mez stanovitelnosti pro karvakugla 9,6- 10" mol dm pii pouZiti UV

spektrofotometrické detekce a 4,030l dm™ pii pouZiti elektrochemické detekce.
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Abstract

This thesis deals with determination of a mixtafecarvacrol with thymol and
eugenol by HPLC with electrochemical detection.©arpaste electrode was used as
the working electrode. The separation was performedromasil-C18, 250x4,6 mm
column. For the comparison, UV spectrophotomedgtection at 275 nm was used
besides electrochemical detection. Optimal semaratonditions were found: mobile
phase consisting of acetonitrile and phosphateebuiff ratio 60:40, the optimal buffer
pH was pH 4. As the optimum potential of workingattode during electrochemical
detection, potential +1.1 V was found. Under thetaoled optimal conditions,
calibration dependences were measured. Limit oftifization for carvacrol was found
to be 9,6-10 mol dm™® using UV spectrophotometric detection and 4,0% ol dnmi®

using electrochemical detection.
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SeznanpouZzitych zkratek

A absorbance

AU jednotky absorbance

c molarni koncentrace

C.AS. Chemical Abstract Services

CPE uhlikova pastova elektroda

E potencial

ED elektrochemicka detekce

GC plynova chromatografie

FID plamenovy ionizéni detektor

HPLC vysokodinna kapalinova chromatografie

I elektricky proud

k reteréni faktor

Lp mez detekce

Lo mez stanovitelnosti

M, relativni molarni hmotnost

MS hmotnostni spektrometrie

pPKa zaporny logaritmus disociai konstanty
P rozdlovaci koeficient n-oktanol/voda
Ri2 rozliSeni pik

R korel&ni koeficient

tr retergni ¢as

tm mrtvy ¢as kolony

UV/VIS ultrafialova a viditelna oblast spektra
w Sitka piku i zakladrg

W12 Sitka piku v polovig vysky



1.TEORETICKA CAST

1.1 Cil prace

Eugenol, thymol a karvakrol jsou s@sti esencialnich olejostlin. Vyskytuji
se vV l€ivech, extraktech zrostlin, dalSichtigravcich a maji vyznam jako
antibakterialni latky. Proto je zapebi nalézt vhodné podminky uningici jejich
stanoveni v nizkych koncentracich a komplikovanyettricich.

Cilem této bakaidké prace bylo stanoveni karvakrolu ve ésmspolu
s eugenolem a thymolem pomoci HPLC. Nejprve bylpo#ebi nalézt vhodné
podminky separace $si eugenolu, thymolu a karvakrolu pomoci HPLC. Dedetato
prace zabyvala nalezenim vhodnych podminek pro trelddemickou detekci

studovanych latek na uhlikové pastoveé elektmdiosazeni co nejnizSi meze detekce.



1.2 Vlastnosti terpeni

Terpeny pat do velmi rozsahléridy uhlovodiki a jsou primarni sloZkou
esencialnich ol@jrostlin. Rostlinné terpenoidy jsou pouzivangyazié kvali svému
aroma, jsou pouzivany ke konzervaci a do kosmetitkyipravki. Vyznamnou roli
hraji v bylinné 1€ébé¢ a v sodasné dob jsou zkoumany pro své antibakterialni,
protinadorové a dalSi ¢inky vyuzitelné v lékestvi. Nekteré terpeny fsobi jako
regulatory rostlinného tstu a jsou vyznamnymi zpraéstkovateli vzajemné
komunikace mezi rostlinami a hmyzem. Terpenyspivaji nap. k vani skdice,

hiebiku, citronu nebo zazvoru?

1.3 Eugenol

1.3.1 Vlastnosti a vyskyt eugenolu

Eugenol ma dezinfeéki a antibakterialni dinky.® Vyskytuje se v kterych
bylinach, se kterymi se u nagZo¢ setkdvame. Proifklad Ize uvéstelricek obecny.
Pro medicinské dely slouzi kvetouci nat které obsahuji nejvysSi podil éterickych
oleji — eugenol, kafr a cineol. Dikyipobeni obsazenych éterickych alejochazi ke
zmirrgni zarkti a uvolréni kieci, bylina pisobi také antibakteri&n DalSi bylinou je
hiebickovec kdenny, jedna se o d&ou rostlinu s protiz&stlivymi a analgetickymi
acinky. Obsazeny eugenol funguje jako lokalni andsiet a zaroveé vykazuje
antiseptické vlastnosti. DalSimi bylinami, které sabuji eugenol jsou nap
mateidouska obecna, dobromysl obe¢hékaicovnik cejlonsky’

1.3.2 Stanoveni eugenolu podi&eského Iékopist
Vlastnosti:

Bezbarva nebo stle Zluta¢ira kapalina, na vzduchu tmavnouci, vyrazného
pachu po febicku. Je prakticky nerozpustny ve wgdsnadno rozpustny v 70%
ethanolu, prakticky nerozpustny v glycerolu, mis§es kyselinou octovou, s 96%
ethanolem, s etherem, s mastnymi oleji a s diatddinanem.

Zkousky totoznosti:

A. Provede se tenkovrstva chromatografie za pouztkyl s vrstvou
silikagelu 54 pro TLC R.
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ZkouSeny roztol0 ul se rozpusti v 96% ethanolu radi se jim na 25 ml.

Porovnavaci roztok50 pl eugenolu CRL se rozpusti v 96% ethanolu a

ziedi se jim na 25 ml.

Na vrstvu se nanese aiehe po 5 pl obou roztak a vyviji se srési
objemovych dit ethylacetatu R a toluenu R (10 + 90) po drdze 5 ¢
Vrstva se ususi v proudu studeného vzduchu a p@zseuv ultrafialovém
swtle pri 254 nm. Vrstva se pasgka anisaldehydem RS a susSi se 10 niin p
100 °C az 105 °C.

Ptibuzné latky=-stanovi se plynovou chromatografii

ZkouSeny roztoKL,00 g se rozpusti v ethanolu Riadi se jim na 5, 0 ml.
Porovnavaci roztok (a). 1,0 ml zkouSeného roztekaedi ethanolem R na 100,0 ml.

Porovnavaci roztok (b). 50 mg vanilinu R se rozpust,0 ml zkouSeného roztoku a

ziedi se ethanolem R na 5 ml.

Chromatograficky postup se obvykle provadi za pduzi

- kiemenné kapilarni kolony délky 30 m a ¥niho p&iméru 0,25 mm s vnitim
povrchem pokrytym polyfenylmethylsiloxanem R (tl6k& filmu 0,25um)

« helia pro chromatografii R jako nosného plyrfugeiatokove rychlosti 1 ml/min

« plamenoionizaéniho detektoru

« deéliciho porreru 1 : 40

Nastikne se po 1 pl zkouSeného roztoku a porovnavaoitbki (a) a (b). Zkousku Ize
hodnotit, jestlize na chromatogramu porovnavac@maku (b) je relativni reténi ¢as
vanilinu vzhledem k eugenolu nejméri,1. Vypa@ita se obsah ifbuznych latek
v procentech z ploch pikna chromatogramu zkouSeného roztoku metodourninit
normalizace. Nefhlizi se k pikm rozpoustdla a k pikm s plochou mensi nez
0,05nasobek plochy hlavniho piku na chromatograratoymavaciho roztoku (a).
Obsah pibuznych latek s relativnim retémim ¢asem ¥tSim nez 2,0 vzhledem
k hlavnimu piku neni&si nez 1,0 %; obsah jinycltipuznych latek neni&si nez 0,5

%; celkovy obsahifbuznych latek neni&si nez 3,0 %.
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1.4 Karvakrol a thymol
1.4.1 Vyskyt a vlastnosti

Karvakrol a thymol jsou ifbuzné latky, a proto se vyskytuji pohroraatfaji
antibakterialni a antiseptick&iaky.® Jsou obsaZzeny v mnoha bylinach, se kterymi se
bézre setkavame. Proffklad Ize uvést dobromysl obecnou.tN#obromyslu obsahuje
0,2 — 1,5 % silice, f@devsim karvakrol, thymol a 1,8-cineol, které padjaraveni,
uvoliuji kiece a @indSeji celkové uklidni. Déle Ize uvést matelousku obecnou.
Materidouska je vyznamnym prdstlkem proti kasli. Kvetouci faobsahuje éterické
oleje, které nii choroboplodné zarodky a uvioli kiece. Jejich hlavni slozky
predstavuje thymol a karvakrol a dapji je jeS¢ saponiny. Thymol a karvakrol
potladuji riast bakterii, viti i hub, ¢ini tak kratky proces s nejbr¢jSimi pivodci
infekénich onemoceni dychacich ce$tThymol je navic &inné antiseptikum, uplatje
se v zubnim lékatvi, @i vyrobé past a ustnich vod, jako prieiek odstraujici
zdpach. Ve velkych davkach je vSak toxicky, poSkezstitnou Zlazu. Karvakrol
miZeme dale nalézt niapr saturejce zahradriehiicku obecnéngi kminu®

DalSimi gipravky, které karvakroki thymol obsahuji jsouizné dophky
stravy, ¢aje a rostlinné extrakty. Karvakrol a thymol takéoif slozky masti,

pouZzivanych p revmatismu
1.4.2 Stanoveni thymolu podi€ eského lékopisa

Vlastnosti:

Bezbarvé krystaly. Je velmizce rozpustny ve veéd velmi snadno rozpustny
v 96% ethanolu a v etheru, snadno rozpustny vidili@ mastnych olejich, min
rozpustny v glycerolu. Rozpousti se wedtnych roztocich alkalickych hydroxid

Pribuzné latky: -provede se plynova chromatografie
ZkouSeny roztold,100 g se rozpusti v lihu 96% Riadi se jim na 10,0 ml.
Porovnavaci roztok (a). 1 ml zkouSeného roztokeiasei lihem 96% R na 100 ml.

Porovnavaci roztok (b). 1 ml porovnavaciho rozt@use redi lihem 96% R na 10 ml.
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Porovnavaci roztok (c). 5 ml porovnavaciho rozt@kuse #edi lihem 96% R na 10 ml.
Chromatograficky postup se obvykle provadi za pduzi

« sklerené nebo ocelové kolony délky 4 m a ¥niho paméru 2 mm napléné
kiemelinou pro plynovou chromatografii R impregnovarsmesi vhodnou pro
déleni volnych mastnych kyselin

« dusiku pro chromatografii R jako nosného plyni gratokové rychlosti 30
ml/min

+ plamenoionizaéniho detektoru

Teplota kolony se udrzuje na 80 °C, teplotaikevaciho prostoru na 250 °C a teplota
detektoru na 300 °C.

Nastikne se odélen¢ po 1 ul kazdeho roztoku. Po 2 min se zvySi teplkakony
rychlosti 8 °C/min na 240 °Cyimiz se udrzuje 15 min. ZkouSku Ize hodnotit,ljést
na chromatogramu porovnavaciho roztoku (b) je gasignélu k Sumu nejmérb. Na
chromatogramu zkouseného roztokutploch pik, kroms hlavniho piku, neni&sSi
nez plocha hlavniho piku na chromatogramu porowifearoztoku (a) (1,0 %).
Nepihlizi se k pikm, jejichz plocha je menSi neZz plocha hlavniho pika

chromatogramu porovnévaciho roztoku (c).

1.5 Metody stanoveni eugenolu, karvakrolu a thymolu

Eugenol, karvakrol a thymol jsou derivaty monoésip které maji vyznam
v [ékarstvi. Studované latky mohou byt izolovarigmymi metodami, nap lisovanim,

destilaci s vodni parou nebo extrakci do organickékpousidia?

Studované latky se nachazeji v potravinach i fasutkach, proto bylo
publikovano mnoho metod, které popisuji jejich stami v fiznych matricich. Ke
stanoveni studovanych latek se pouzivada instrumentalnich metod, map
spektrometrickéa elektrochemické nad kterymi ov&emipvladaji metody sepatai,

piedevsim chromatografické. Mezi nejpouzigjdh chromatografické metody pat

plynova chromatograffe® a vysokodinna kapalinova chromatograffé®. K detekci
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studovanych latek v plynové chromatografii je mozpéuzit nap. hmotnostni
detektol® & plameno¥ ionizasni detektot’®. Piehled vybranych praci zabyvajicich se

stanovenim studovanych latek je uveden v tab.1.1.

Tab.1.1 Prehled vybranych praci zabyvajicich se stanovenigemalu, karvakrolu a

thymolu.
analyt metoda mez detekce & (g) citace
eugenol HPLC 1-10° 11
UV detekce)r= 280 nm
eugenol GC - 9
detektor: FID
eugenol IR-spektrometrie - 7
eugenol GC-MS 0,02-10 15
karvakrol, thymol HPLC karvakrol: 0,02- 10 14
UV detekcepr=283 nm thymol: 0,15-10°
karvakrol,thymol, HPLC karvakrol: 0,02- 17 (220 nm)
UV detekcepr=220 nm 0,12-10° (283 nm) 13
ar=283 nm thymol: 0,02-10° (220 nm)
0,10-10° (283 nm)
karvakrol, thymol HPLC karvakrol: 10- 10 12
ED detekce thymol: 14-10°
karvakrol, thymol GC karvakrol: 0,23- 10 10
detektor: FID thymol: 1,87-10°
karvakrol, thymol diferetni pulsni 0,04-10° 8
voltametrie
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1.6 Uhlikova pastova elektroda

Uhlikové pastové elektrody (CPE) jsowZzbé a Siroce uZivany v séasné
elektrochemii a umatuji detekci oxidovatelnych i redukovatelnych latek vodném
i nevodném progedi. CPE jsou v moderni elektroanalyze vyuzivéaiegevsim pro své
atraktivni vlastnosti, spojené s variabilitou voligjich slozeni, kdy zvla§tmodifikace
chemickymi ¢i biologickymi ¢inidly vyznamré zvySuje selektivitu i citlivost
elektrochemickych metod stanoveni organickych rganickych analyt.'®

CPE jsou tveéeny uhlikovou pastou. Uhlikova pasta j@ppmvena ze dvou
slozek, a to z uhlikového prasku a vhodného kapalm@ojiva. Uhlik niize byt ve
formé spektroskopického grafitéi skelného uhliku. Pojivo je lipofilni organicka
kapalina (nap parafinovy¢i silikonovy olej). Uhlikovy praSek by &h mit danou
velikost¢astic,cistotu i sorgni schopnost. Pojivo by &o byt malo Ekave, nemisitelné
s vodnymi roztoky a #o by byt chemicky i elektrochemicky inertHi*® Uhlikovou
pastu Ize snadno modifikovat fimichanim vhodného modifikatoru. Zgohi
modifikace je mnoho, da se modifikovat uhlikovy el pojivo, ale i povrch
elektrody™

V naSem fipact byla pasta fipravena homogenizaci feti misce. Tato sés
se plni do d&la elektrody tak, aby nevznikly vzduchové bublinypasta byla v celém
objemu ¢la elektrody. Napléna elektroda se nenechava wolma vzduchu, protoze
zvolna vysycha. Mezi #tenim se elektroda iechovava ponend koncem do
destilované vody. Vyhodou CPE je niZSi zbytkovyyatca snadnd obnova povrchu

vymenou pasty>#
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2.EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Frehled studovanych latek

Eugenol(99%, Janssen Chimica, Belgie)
systematicky nazev: 2-methoxy-4-allylfenol
C10H120; CH-0 =

C.A.S¢islo: 97-53-0

M, = 164,20 HO:QN

log P =2,204 + 0,235

pKs= 10,29 + 0,18

Karvakrol (98%, Sigma-Aldrich, Mmecko)

systematicky nazev: 5-isopropyl-2-methylfenol
Ci10H140

C.A.S&islo: 499-75-2 OH
M, = 150, 217

log P = 3,281 + 0,204

pKa= 10,37 £ 0,10

Thymol (Thymolum, Tamda a.s., Olomouc)

systematicky nazev: 2-isopropyl-5-methylfenol

CHs
Ci0H140
C.A.S¢islo: 89-83-8
Mr = 150, 22 OH
log P = 3,281 + 0,204
H;C CHsy

pKa=10,59 + 0,10

Zasobni roztokyechto latek o koncentraci 1-1T0mol dni® byly pripraveny
rozpusénim pesrt odvazeného mnozstvi dané latky v methandiluacetonitrilu.

Roztoky o nizSich koncentracich byly ziskadggmymiedénim zasobnich roztdk
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2.2 Reagencie
- acetonitril (gradient grade, Lichrosolv, Merckémecko)
- methanol (for HPLC, Lach-Ner, Neratovice)
- hydrogenfosforénan sodny (p.a., Lachema a.s., Neratovice)
- kyselina fosforéna (p.a., Lach-Ner, Neratovice)
- hydroxid sodny (p.a., Lach-Ner, Neratovice)
- dusknan draselny (p.a., Lachema n.p., Brno)
- mineralni olej (Fluka Biochemika, Svycarsko)
- mikrokuli¢ky skelného uhliku (Alpha Aesar, USA)
- deionizovana voda (Millipore Q-plus systém, Millieo USA)

Mobilni faze byly gipraveny smisenim ifsluSnych objemovych dil vodné
slozky a methanoluci acetonitrilu. pH mobilni faze bylo upravovano pach
fosforetnanového pufru. Pufr byl tven 0,01 mol df hydrogenfosforgnanem
sodnym, jehoz pH bylo upraveno na pozadovanou hadkancentrovanou kyselinou
fosforetnou¢i 0,2 mol dm® hydroxidem sodnym.

Uhlikova pasta byla fjpravena homogenizovanim 250 mg mikrokek ze
skelného uhliku a 100l mineralniho oleje. Uhlikova pasta byla sepovana doda

elektrody - bylo pouZito teflonovélo o piméru 2 mm s nerezovym pisteh.
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2.3 Pouzité fFistroje
HPLC systém
- vysokotlakéa pumpa BetalO (Ecom, Praha)
- davkovaci smika o objemu 2@u
- kolona: Kromasil-C18, 250x4,6 mm
- UV spektrofotometricky detektor Saphire 800 (B¢draha)
-amperometricky detektor ADLC 2 (Laboratorniigtroje Praha), ktery pracoval
v tiielektrodovém zapojeni s pouzivanymi elektrodami:
-pracovni uhlikova pastova elektroda
-referentni argentochloridové elektroda s 3 mol‘thoztokem KClI
-pomocna platinova elektroda

- programové vybaveni: Clarity 2.3. (Data Apexali)

pH metr
- digitalni metici pristroj Conductivity and pH meter 4330 (Jenway, UK)

spektrofotometr
- Agilent 8453 Diode-Array Spectrophotometr (Nizozgmi

voltametrické miteni

- pristroj Eco-Tribo Polarograph (PolaroSensors, Praha)

18



2.4 Pouzité vzorce

R, = Z(tr,z _tr,l)
2
W, + W,
W ¥
tM
Ri2..ooevn.r... rozliseni
trn, b b ool retertni ¢asy
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2.5 Pracovni postupy

2.5.1 Stélost z&sobnich roztak

Stalost zasobnich roztibko koncentraci 1-I8 mol dm® byla studovéana
spektrofotometricky. Absotmi spektrum bylo freno v 1 mm kemennych kyvetach
proti acetonitrilu v rozmezi vinovych délek 190530 nm.

2.5.2 Optimalizace separace

Separace analytbyla provadna na netermostatované katorK detekci byla
pouzita pouze UV detekcetipvinové délce 275 nm. Mrtvgas kolony byl uten
nastikem vodného roztoku KN§o koncentraci 1- I® mol dn>. Byly m&teny roztoky
jednotlivych latek o koncentraci 1.-T0omol dnm® a sn#s &chto latek o koncentraci
1-10* mol dm?® kazdé latky. Mieni bylo provedeno se studovanymi latkami
rozpusénymi v roztoku o stejném slozZeni jako mobilni fajesmés methanolu nebo

acetonitrilu a fosforgnanového pufru.

2.5.3 Elektrochemicka detekce

Amperometricky detektor byl séridvzapojen za UV spektrofotometricky
detektor a pracoval ¥ielektrodovém zapojeni v us@aani wall-jet. VSechnytit
elektrody byly ponteny v gepadové nadobce s mobilni fazi.

Pri optimalizaci elektrochemické detekce byly poubiy@ptimalni podminky
separace, tedy mobilni faze tead acetonitrilem a fosfaneanovym pufrem o pH 4
v poneru 60:40.

Hydrodynamické voltamogramy danych latek byly p&seny pomoci nasku
smssi téchto latek o koncentraci 1-TOmol dm. VloZeny potencial byl +0,5 V aZ
+1,4V.

2.5.4 Voltametrické néreni

M¢teni bylo provedeno ve voltametrické nadobce, daékigyly pondeny
vSechny it elektrody — pracovni uhlikova pastova elektrodagferentni
argentochloridova elektroda a pomocna platinovételda. Nadobka obsahovala
roztok dané latky o koncentraci 1-10mol dm® pripraveny vhodnym rednim

zasobniho roztoku dané latky pomoci acetonitriiosfore&enanového pufru o daném
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pH v pongru 60:40 (V/V). Méfeni bylo provedeno metodou DCVi pychlosti skenu
20 mV s* a vkladaném potencialu 0 az 1400 mV. Bylo pteno rozmezi pH 2 a7 7.

2.5.5 Kalibraé¢ni zavislosti

Kalibrasni zavislosti byly prorésieny v koncentrénim rozmezi 1- Id mol dni®
az 2-10° mol dm® smssi eugenolu, karvakrolu a thymolu v acetonitrilubgly
zpracovany metodou linearni regrese. Byly ptmny pomoci UV spektrofotometrické

i amperometrické detekce za optimalnich podminphlrsee.
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3. VYSLEDKY A DISKUZE

3.1 Spektrofotometrické studium stalosti zasobnichoztoki

Absorgni spektrum zasobnich roziokeugenolu, thymolu a karvakrolu o
koncentraci 1- 18 mol dm™ v acetonitrilu bylo rsfeno v rozmezi vinovych délek 190
az 500 nm (viz.obr. 3.1).fPabsorgnich maximech studovanych latek jsme sledovali
jejich stalost, nagtené hodnoty jsou shrnuty v tab.3.1. Z géenych dat vyplyva, ze

z&sobni roztoky eugenolu, karvakrolu a thymolw jstalé nejmén74 dni.

0,45

A (AU)

0,35 |

0,25 |

0,15 -

0,05 |

-0,05

200 250 300 350 400 450 500

vinova délka (nm)

Obr. 3.1 UV/VIS absorgni spektrum eugenolu (1), karvakrolu (2) a thym¢@R)
o koncentraci 1-I8 mol dm™ v acetonitrilu (ndfeno v 1 mm kemennych kyvetach

proti acetonitrilu).
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Tab.3.1 Stalost zasobnich roztbkstudovanych latek o koncentraci 1-3énol dm™

v acetonitrilu nitfené i vinovych délkach absogpich maxim.

eugenol £=282 nm)

karvakrol (A=275 nm)

thymol (A=276 nm)

fdny) | A (AU) % A (AU) % A (AU) %
0 0,341 100,0 0,274 100,0 0,212 100,0
5 0,347 101,8 0,281 102,6 0,213 100,5
11 0,349 102,3 0,277 101,1 0,223 105,2
31 0,341 100,0 0,279 101,8 0,211 99,5
51 0,329 96,5 0,284 103,6 0,215 101,4
74 0,352 103,2 0,293 106,9 0,222 104,7
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3.2 Optimalizace separace
3.2.1 Vliv pH mobilni faze

Prvnim krokem fi optimalizaci separace eugenolu, thymolu a kamiakbylo
zjisténi vhodného pH vodné slozky mobilni faze. Byly pedemy hodnoty pH 2,5; 4
a 6. Mefeni bylo provadno v mobilni fazi methanol a fosfamanovy pufr o daném pH
v poneru 80:20 (V/V).

V kazdé mobilni fazi byly nastieny chromatogramy jednotlivych latek a jejich
smssi v methanolu o koncentraci 172mol dm™®. Mrtvy ¢as kolony 1,717 min byl
uréen pomoci natiku vodného roztoku KN®o koncentraci 1- I8mol dm™.

Reterni ¢casy a kapacitni faktoryfipjednotlivych pH mobilni faze jsou shrnuty
v tab.3.2. Z vysledk m¢ieni je patrné, Ze pH mobilni faze nema ¢&adny vliv na

retertni charakteristiky studovanych latek.

Tab.3.2 Vliv pH mobilni faze na reteémi charakteristiky eugenolu, karvakrolu a
thymolu (davkovano 20ul roztoku jednotlivych latek a jejich sf® o

¢ = 1-10' mol dm® v methanolu, mob.faze methanol a foséonovy pufr o daném
pH v pongru 80:20, kolonakKromasil-C18, 250x4,6 mmUV detekce 275 nm).

eugenol karvakrol thymol
pH t'r (min) k t", (min) k t", (min) k
2,5 2,29 1,33 3,99 2,33 4,14 2,41
4 2,24 1,31 3,94 2,31 4,11 2,38
6 2,26 1,32 3,94 2,31 4,10 2,37

24



3.2.2 Vliv koncentrace acetonitrilu

Pfi separaci studovanych latek pro¥ad s pouzitim methanolu, jako
organickeho modifikatoru mobilni faze, nedoslo kd#eni vSech latek ve sfsi. Proto
byl testovan jako modifikator acetonitril.

DalSim krokem § optimalizaci separace bylo nalezeni optimalnitisatu
acetonitrilu v mobilni fazi. Mieni bylo provadno v mobilni fazi sloZzené z acetonitrilu
a fosforénanového pufru o pH 4 v pamu 80:20, 70:30, 60:40, 50:50 (V/V). Ostatni
podminky byly stejné jako v pododdile 3.2.1.

RozliSeni stoupd se snizujicim se obsahem acehlonible zérove se
prodluZzuje doba analyzy. V présti mobilni faze slozené z acetonitrilu
a fosforénanového pufru v poénu 80:20 (V/V) nedosSlo k separaci karvakrolu
a thymolu. V prostdi mobilni faze o poénu acetonitrilu a fosfokganového pufru
70:30 (V/IV) doslo ke zlepSeni separace, ale k dakomu oddleni latek nedoSlo.
NejlepSiho rozéeni latek bylo dosazeno v préestli mobilni faze o poénu acetonitrilu
a fosforénanoveho pufru 50:50 (V/V), tato mobilni faze sak/& dalSimu r&eni
nepouzivala zivodu dlouhé doby trvani analyzy. Kompromisu mezzlis@nim
separovanych latek a dobou trvani analyzy bylo Zkrsa v prosedi mobilni faze
tvorené acetonitrilem a fosfahreanovym pufrem v pogmnu 60:40 (V/V). Proto byla tato
mobilni faze zvolena jako optimalni a byl&a pi provagna vSechna dalSi dteni.
Chromatogram zgfeny za optimalnich podminek je znazamn na obr. 3.3.

Ziskané retamni ¢asy a kapacitni faktory pro studované latky jsotnsty
vtab. 3.3. Grafické znazami zavislosti kapacitnich faktbrstudovanych latek na

obsahu acetonitrilu v mobilni fazi je znazémo na obr. 3.2.
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Tab. 3.3 Vliv obsahu acetonitrilu v mobilni fazi na retenm charakteristiky eugenolu,
karvakrolu a thymolu. Kolona Kromasil-C18, 250x4y8n, davkovano 2@l roztoku
smesi v mobilni fazi o c=1-1d mol dm™, mobilni faze acetonitril a fosforeanovy

pufr o pH 4 v pislusném porru, UV detekce i 275 nm.

eugenol karvakrol thymol
acetonitril : t," (min) k t,”(min) k t;"(min) k
fosf. pufr
(VIV)
80:20 1,54 0,91 2,25 1,31 2,38 1,38
70:30 2,19 1,28 2,56 2,06 3,82 2,22
60:40 3,76 2,19 6,51 3,79 7,11 4,13
50:50 591 3,44 11,22 6,54 12,52 7,29
8
k
6 L
4 L
2 L
0
40 50 60 70 80 90

pomérné zastoupeni acetonitrilu

Obr. 3.2 Zavislost kapacitniho faktoru eugenob)(karvakrolu ¢) a thymolu @&) na
obsahu acetonitrilu v mobilni fazi. Kolona KromaGil8, 250x4,6 mm, davkovano
20l roztoku sndsi v mobilni fazi o c¢=1-I0 mol dm?® mobilni faze acetonitril
a fosforénanovy pufr o pH 4 vijisluSném poréru, UV detekce H 275 nm.
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A(mAU)

t(min)

Obr. 3.3 Chromatogram s#si eugenolu (1), karvakrolu (2) a thymolu (3) &amy za
optimalniho obsahu acetonitrilu v mobilni fazi. Koh Kromasil-C18, 250x4,6 mm,
davkovano 20ul roztoku sngsi v mobilni fazi o c%-10* mol dnmi®, mobilni faze

acetonitril a fosforenanovy pufr o pH 4 v podénu 60:40 (V/V), UV detekce ip275 nm.
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3.3 Vliv pH na odezvu CPE

Fakt, Ze pH mobilni faze neowviiuje separéni parametry studovanych latek,
ndm umo#uje pizpasobit pH mobilni fdze z hlediska optimélnich podekiretekce.
Pro zrychleni a zjednoduSeni prace byla k prozkainvéivu pH na odezvu CPE
pouzita DC voltametrie. Vliv pH na voltametrické ostni eugenolu, karvakrolu a
thymolu byl sledovan v pragtdi acetonitrilu a fosfosmanového pufru o pH v rozmezi
2 az 7 smichané vpam 60:40 (V/V). Voltametrické #vky byly namgieny za
podminek uvedenych v pododdile 2.5.4. Koncentratedosanych latek byly
1-10* mol dm’®.

Ziskané voltametrickéikky jednotlivych latek jsou znazogny na obr. 3.4,
3.5 a 3.6. Zavislost vysky piku jednotlivych latel pH fosforénanového pufru je
znézorgna na obr. 3.7.

Pro n&feni koncentrénich zavislosti bylo zvoleno pH = 4. Je to z tofieatiu,

Ze @i pH = 4 poskytuji karvakrol a thymol maximalni ade.

2500

I (nA)
2000

1500

1000

500

-500

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
E (mV)

Obr. 3.4 DC voltamogramy eugenolu o ¢ = 1-16nol dm® v prostedi acetonitrilu
a fosforénanového pufru o pH v rozmezi 2 az 7 v pam60:40 (V/V).Cisla Kivek

odpovidaji hodnotam pH.
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Obr. 3.5 DC voltamogramy karvakrolu o ¢ = 17#0nol dn®v prostedi acetonitrilu
a fosforénanového pufru o pH v rozmezi 2 az 7 v pam60:40 (V/V).Cisla Kivek
odpovidaji hodnotam pH.
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Obr. 3.6 DC voltamogramy thymolw ¢ = 1-10* mol dm™ v prostedi acetonitrilu
a fosforénanového pufru o pH v rozmezi 2 az 7 v pam60:40 (V/V).Cisla Kivek

odpovidaji hodnotam pH.
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Obr. 3.7 Grafické znazorni zavislosti vySky piku eugenolw), karvakrolu ()
a thymolu &) na pH. Méifeno DC voltametrii v progtdi fosforégnanoveho pufru o pH
v rozmezi 2 az 7. Vkladany potenciél 0 az +1400 mV.
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3.4 Hydrodynamické voltamogramy

Optimalni elektrochemické det@k podminky byly ziskany na zakkad
promeieni hydrodynamickych voltamogra@njednotlivych latek, tedy zavislosti vySky
piku na potencialu vkladaném na elektrodu. Hydradyické voltamogramy eugenolu,
thymolu a karvakrolu byly &feny @i podminkach nalezenychiipoptimalizaci
separace, tedy mobilni faze teoa acetonitrilem a fosfameanovym pufrem o pH 4
v poneru 60:40 (V/V).

Prongrovany byly hodnoty vkladaného potencialu v rozme¥b V az +1,4 V.
Davkovan byl roztok sisi eugenolu, karvakrolu a thymolu v acetonitrilkancentraci
1-10* mol dm’®,

Ziskané hydrodynamické voltamogramy pro jednotlétky jsou ukazany na
obr. 3.8. Jako optimalni potenciél byl vyhodnocexepcial +1,1 V, kde jiz vSechny
latky dosahly maximalni odezvy, ale jgiedosSlo ke zvySeni proudového pozadi.

950
wska piku
(nA)

750

550 |-

350 |

150

-50

04 0,6 038 1 1.2 14
EV

Obr. 3.8 Hydrodynamické voltamogramy eugenol),(karvakrolu @), thymolu (A)
a pozadi ff). Kolona Kromasil-C18, 250x4,6 mm, davkovano [#0roztoku sngsi
v mobilni fazi o c=1-1¢ mol dm?,

0 pH 4 v pondru 60:40 (V/V).

mobilni faze acetonitril a fosfateanovy pufr
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3.5 Kalibra¢ni zavislosti
3.5.1 Spektrofotometricka detekce

Spektrofotometricka detekce bylac¢iena @i 275 nm. Byly pronsieny
kalibrasni zavislosti studovanych latek v koncentren rozmezi 1-10 mol dm* aZ
2-10" mol dm’.

Zmetené kalibrani zavislosti byly zpracovany metodou linearni esgr.
Parametry zavislosti jednotlivych latek ziskané odmocenim z ploch a vySek pfik
z nangrenych chromatograin jsou shrnuty vtab. 3.4 a 3.5. DosaZzené meze
stanovitelnostiLo a meze detekcép, které byly stanoveny jako mnozstvi analytu
poskytujici signal, jehoz vyska je rovna desetib&sd@i trojnasobku absolutni hodnoty
Sumu jsou uvedeny v tab. 3.6. Absolutni hodnotawsiyla 0,012 mAU. Kalibréni
kiivky vyhodnocené z ploch, resp. vySekipikpiislusném koncentéaim rozmezi jsou
znazorrny na obr. 3.9 a 3.10. Série chromatogiamesi studovanych latek, kde je
znazorrn pokles pik se snizujici se koncentraci je zobrazena na obt. 3

Kalibratni zavislosti jsou linearni v celédiiené oblasti koncentraci. Koréfd
koeficienty se pohybuji v intervalu 0,9981 az ®39NejnizSi meze stanovitelnosti
bylo dosaZeno u karvakrolu tj. 9,6-1@nol dm®, naopak nejvy$si meze stanovitelnosti

bylo dosaZeno u thymolu, tj. 1,37 2@nol dm™,

Tab.3.4 Parametry kalibfmich zavislosti pro jednotlivé latky stanovené HPEE
spektrofotometrickou detekci vyhodnocené z vySeku.piKolona Kromasil-C18,
250x4,6 mm, davkovano 20 roztoku sndsi v mobilni fazi, mobilni faze acetonitril a

fosforeinanovy pufr o pH 4 v po#énu 60:40 (V/V), UV detekce ip275 nm.

koncentraéni smeérnice usek
analyt rozsah (mol dn®)  (mAU mol dm™) (mAU) korelaéni
koeficient
eugenol 1-10-2-10" 1,72-16 +0,07 0,9993
karvakrol 1.10%2.107 1,25-18 +0,11 0,9992
thymol 1-10%2.10" 9,19-16 +0,04 0,9992
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Tab. 3.5 Parametry kalibraich zavislosti pro jednotlivé latky stanovené HP&E
spektrofotometrickou detekci vyhodnocené z plochku.piKolona Kromasil-C18,
250x4,6 mm, davkovano 2d roztoku sndsi v mobilni fazi, mobilni faze acetonitril

a fosforénanovy pufr o pH 4 v po#énu 60:40 (V/V), UV detekce ip275 nm.

koncentraéni smérnice usek korelaéni

analyt rozsah (mol dm® (mAU s moldmi®)  (mAU s) koeficient
eugenol 1-10-2-10" 1,51-16 +1,2 0,9992
karvakrol 1-10%2-10 1,46-16 +1,7 0,9993
thymol 1-10%2-10" 1,24-16 +0,6 0,9981

Tab. 3.6 Meze stanovitelnosti a meze detekce eugenoluakasiu a thymolu zjigné
ze stanoveni¢thto latek pomoci HPLC se spektrofotometrickou kigte Kolona
Kromasil-C18, 250x4,6 mm, davkovano @gDroztoku smdsi v mobilni fazi, mobilni
faze acetonitril a fosfosmanovy pufr o pH 4 v podénu 60:40 (V/V), UV detekceip
275 nm.

analyt mez stanovitelnostiLo (mol dm™)  mez detekcd p (mol dm™)
eugenol 7,1-10 2,1-10"
karvakrol 9,6-10 2,9-107

thymol 1,3-10° 3,9-10’
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Obr. 3.9 Kalibra¢ni kiivky eugenolu ¢), karvakrolu ¢) a thymolu &) vyhodnocené
zploch pik v koncentranim rozmezi 8-I0 a7 2-10° moldm® Kolona
Kromasil-C18, 250x4,6 mm, davkovano @gDroztoku smdsi v mobilni fazi, mobilni
faze acetonitril a fosfotmanovy pufr o pH 4 v po#énu 60:40 (V/V), UV detekce ip
275 nm.
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Obr. 3.10 Kalibraéni kiivky eugenolu ¢), karvakrolu ) a thymolu @) vyhodnocené
zvydek pik v koncentranim rozmezi 8-18 a? 2-10° mol dm™. Kolona
Kromasil-C18, 250x4,6 mm, davkovano gDroztoku sngsi v mobilni fazi, mobilni
faze acetonitril a fosfotmanovy pufr o pH 4 v po#énu 60:40 (V/V), UV detekce ip
275 nm.
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Obr. 3.11 Série chromatograimsnisi o koncentracich 1-1%) 2-10°, 4-10° 6-10°
8-10° mol dm. Kolona Kromasil-C18, 250x4,6 mm, davkovano2@oztoku sndsi
v mobilni fazi, mobilni faze acetonitril a fosféreanovy pufr o pH 4 v po#énu 60:40
(V/IV), UV detekce p 275 nm.
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3.5.2 Elektrochemické detekce

Spolu se spektrofotometrickou detekci byly pé&eny i kalibr&ni zavislosti
za pouziti elektrochemické detekce. Elektrochemid&tekce probihalaippotencialu
pracovni elektrody +1,1 V. Praifeny byly kalibra&ni zavislosti v rozmezi koncentraci
1-10* mol dm™® aZ 2-10" mol dm>. Namstené kalibrani zavislosti byly zpracovany
metodou linearni regrese.

Parametry zavislosti jednotlivych latek ziskan&ognocenim z ploch a vySek
piki z nangfenych chromatograin jsou shrnuty vtab. 3.7 a 3.8. Zfisé meze
stanovitelnostlLg a meze detekcles pro jednotlivé latky jsou uvedeny v tab. 319 a
Lp byly stanoveny jako mnoZstvi analytu poskytujigjnél, jehoz vyska je rovna
desetinasobkui trojnasobku absolutni hodnoty Sumu. Absolutni faid Sumu byla
0,016 nA. Kalibréni kiivky vyhodnocené z ploch, resp. vySek tpilk prisluSném
koncentrgnim rozmezi jsou znazamy na obr. 3.12 a 3.13. Série chromatogram
smesi studovanych latek, kde je znazormokles piku se snizZujici se koncentraci, je
zobrazena na obr. 3.14.

Kalibratni zavislosti jsou linearni v celédiené oblasti koncentraci. Koréfd
koeficienty se pohybuji v intervalu 0,9913 az @89NejnizSi meze stanovitelnosti
bylo dosazeno u thymolu, tj. 5,37 f0nol dni® naopak nejvy3si meze stanovitelnosti
bylo dosaZeno u eugenolu, tj. 2,130l dn3. Meze stanovitelnosti ziskané pomoci

elektrochemického detektoru jsotilgizné o fad nizSi nez ip pouziti UV detekce.

Tab. 3.7 Parametry kalibrnich zavislosti pro jednotlivé latky stanovené HPLC
s elektrochemickou detekcfippotencidlu +1,1 V vyhodnocené z vySek ipilkolona
Kromasil-C18, 250x4,6 mm, davkovano gDroztoku sngsi v mobilni fazi, mobilni

faze acetonitril a fosfosmanovy pufr o pH 4 v po#nu 60:40 (V/V).

koncentraéni smérnice usek korelaéni

analyt rozsah (mol dm®)  (nA mol dm™) (nA) koeficient
eugenol 1-1d-2-107 8,04-10 -15,0 0,9921
karvakrol 1.10%2-107 3,98-16 6,7 0,9916
thymol 1.10%2.107 3,03-16 5,1 0,9913
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Tab. 3.8 Parametry kalibrnich zavislosti pro jednotlivé latky stanovené HPLC
s elektrochemickou detekctigpotencialu +1,1 V vyhodnocené z ploch jilKolona
Kromasil-C18, 250x4,6 mm, davkovano gDroztoku sngsi v mobilni fazi, mobilni

faze acetonitril a fosfosmanovy pufr o pH 4 v po#nu 60:40 (V/V).

koncentraéni smérnice usek korelaéni

analyt rozsah (mol dm®)  (nA s mol dni®) (nA's) koeficient
eugenol 1-10-2-10" 8,27-10 -141 0,9941
karvakrol 1.-10%-2-107 5,12-10 -85 0,9946
thymol 1-10%2.10" 4,64-16 -65 0,9928

Tab. 3.9Meze stanovitelnosti a meze detekce eugenolu, keoltaa thymolu zjisiné
ze stanoveniéthto latek pomoci HPLC s elektrochemickou deteki¢i gmtencialu
+1,1 V. Kolona Kromasil-C18, 250x4,6 mm, davkovaR0 pul roztoku snési v mobilni

fazi, mobilni faze acetonitril a fosfaneanovy pufr o pH 4 v poinu 60:40 (V/V).

analyt mez stanovitelnosti lg (mol dm™) mez detekce b (mol dm™)
eugenol 2,1-18 6,1-10°
karvakrol 4,0-10 1,2-10°

thymol 5,3-10° 1,6-10°
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Obr.3.12 Kalibracni kiivky eugenolu ¢), karvakrolu ¢) a thymolu (&) vyhodnocené
zvySek pik v koncentranim rozmezi 8-I8 az 2-10" mol dm®. Kolona

Kromasil-C18, 250x4,6 mm, davkovano @gDroztoku smdsi v mobilni fazi, mobilni
faze acetonitril a fosfotmanovy pufr o pH 4 v podénu 60:40 (V/V), elektrochemicka
detekce @ potencialu +1,1 V.
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Obr.3.13 Kalibracni kiivky eugenolu ¢), karvakrolu ¢) a thymolu (&) vyhodnocené
zploch pikk v koncentranim rozmezi 8-I0 az 2-10° moldm?® Kolona

Kromasil-C18, 250x4,6 mm, davkovano @gDroztoku smdsi v mobilni fazi, mobilni
faze acetonitril a fosfotmanovy pufr o pH 4 v podénu 60:40 (V/V), elektrochemicka
detekce @ potencialu +1,1 V.
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Obr.3.14 Série chromatograinsmssi o koncentracich 1-1%) 8-107, 6-107, 4-107,
2-107 v mol dm®. Kolona Kromasil-C18, 250x4,6 mm, davkovano #0roztoku
smési v mobilni fazi, mobilni faze acetonitril a fosédnanovy pufr o pH 4 v po#énu
60:40 (V/V), elektrochemicka detekc#& potencialu +1,1 V.
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4. Zaver

Bylo prostudovano chromatografické chovani euggnkdrvakrolu a thymolu.
Dale byly prondieny zavislosti retamich charakteristik vSech studovanych latek na pH
mobilni faze a na obsahu acetonitrilu v mobilni.faz

Byly nalezeny optiméalni podminky HPLC separacésraugenolu, karvakrolu
a thymolu s pouzitim spektrofotometrické detekcebiimi faze tvéena acetonitrilem
a fosforénanovym pufrem o pH 4 vpamu 60:40 (V/V), detekce probihalatip
275 nm. Za d&chto podminek byly nadéiieny kalibr&ni zavislosti, ze kterych byly
zjistény meze stanovitelnosti a meze detekce.

Pri elektrochemické detekci byla jako pracovni ele#tr pouZzita uhlikova
pastova elektroda. Byla prostudovana zavislost gdezvy na pH a na vloZzeném
potencialu. Mieni probihalo za optimalnich podminek separaceo Jgitimalni
potencial byl pouzit potencial +1,1 V, vkladany peacovni elektrodu. Zag&thto
podminek byly narteny Kkalibr&ni zavislosti, ze kterych byly zji§ty meze
stanovitelnosti a meze detekce. &gt meze stanovitelnosti jednotlivych latek pro oba
zpusoby detekce jsou shrnuty vtab. 4.1. Ve srovnani spektrofotometrickym
detektorem jsou meze stanovitelnosti ziskané ponetelitrochemického detektoru

priblizné otad nizsi.

Tab.4.1 Prehled dosazenych mezi stanovitelnosti eugenolwakaslu a thymolu
s pouzitim spektrofotometrické a elektrochemickéeklee. Kolona Kromasil-C18,
250x4,6 mm, davkovano 20 roztoku sndsi, mobilni faze acetonitril a fosfaneanovy
pufr o pH 4 v poriru 60:40 (V/V), UV detekceip275 nm, ED p potencialu pracovni

uhlikové pastové elektrody +1,1 V.

mez stanovitelnosti lg (mol dm™)

analyt spektrofotometricka detekce elektrochemickaletekce
eugenol 7,1-10 2,1-10°
karvakrol 9,6-10 4,0-10°

thymol 1,3-10° 5,3-10°
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