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1. TEORETICKA CAST

1.1 Cil prace

Pfedkladana diplomova prace se zabyva optimalizaci stanoveni thymolu pomoci
uhlikové pastové elektrody.

Thymol se vyskytuje nejen v léCivech, ale i v b&Zné dostupnych extraktech
zrostlin a dalSich pripravcich. Z tohoto divodu je nutné vyvinout metody jeho
stanoveni v nizkych koncentracich.

Cilem této prace bylo nalezeni podminek pro DPV a HPLC stanoveni thymolu

na uhlikovych pastovych elektrodach a dosaZeni co nejniZii meze detekce.



1.2 Thymol

1.2.1 Vlastnosti a vyskyt thymolu

Cesky 1ékopis’
HO Hy Je to 2-isopropyl-5-methylfenol.
H.C Sumarni vzorec je CioH,40.
3
Molarni hmotnost je 150,22 g.mol’.
CH,
Vlastnosti

Bezbarvé krystaly. Je velmi téZce rozpustny ve vodé, velmi snadno rozpustny
v 96% ethanolu a etheru, snadno rozpustny v silicich a mastnych olejich, mirné

rozpustny v glycerolu. Rozpousti se ve zfedénych roztocich alkalickych hydroxidi.

Zkousky totoZnosti
Zdkladni sestava zkousek: B
Alternativni sestava zkousek: A, C a D, viz Obecné zasady (1. 2).
A. Teplota tani (2.2.14). 48 °C az 52 °C.
B. Infradervené absorp&ni spektrum(2.2.24) zkou$ené latky se shoduje se spektrem
thymolu CRL.
C. 0,2 g se zahtatim rozpusti ve 2 ml hydroxidu sodného zFedéného RS, ptida se
0,2 ml chloroformu R a zahtiva se na vodni 1azni; vznikne fialové zbarveni.
. Asi 2 mg se rozpusti v 1 ml kyseliny octové bezvodé R, ptida se 0,15 ml kyseliny

sirové R a 0,05 ml kyseliny dusi¢né R; vznika modrozelené zbarveni.



Zkousky na Cistotu

Vzhled roztoku. 1,0 g se rozpusti v 10 ml hydroxidu sodného zredéného RS.
Roztok neopalizuje intenzivnéji nez porovnavaci suspenze IV (2.2.1) a neni zabarven
intenzivnéji nez porovnavaci barevny roztok Cs (2.2.2, Metoda II)

Kysele reagujici latky. K 1,0 g ve 100 ml kuZelové zabrousené barice se
sklenénou zatkou se pfida 20 ml vody R. Vati se aZ do Gplného rozpusténi zkousené
latky, ochladi se, baitka se uzavfe a intenzivné se 1 min protfepava. Pfida se nékolik
krystalid zkousené latky pro vyvolani krystalizace, intenzivné se 1 min protfepava a pak
se zfiltruje. K 5 ml filtratu se ptida 0,05 ml dervené methylové RS a 0,05 ml hydroxidu
sodného 0,01 mol.I'" RS; vznikne Zluté zbarveni.

PFibuzné litky. Provede se plynova chromatografie (2.2.28).

Zkouseny roztok. 0,100 g se rozpusti v 96% ethanolu R a zfedi se jim na 10,0 ml.
Porovnavaci roztok (a). 1 ml zkouSeného roztoku se ziedi 96% ethanolem R na 100 ml.
Porovnavaci roztok (b). 1 ml porovnavaciho roztoku (a) se zfedi 96% ethanolem R na
10 ml.

Porovnavaci roztok (c). 5 ml porovnavaciho roztoku (b) se zfedi 96% ethanolem R na
10 ml.

Chromatograficky postup se obvykle provadi za pouziti:

- sklenéné nebo ocelové kolony délky 4 m a vnitintho priméru 2 mm napinéné
kiemelinou pro plynovou chromatografii R impregnovanou smési vhodnou pro
déleni volnych mastnych kyselin,

- dusiku pro chromatografii R jako nosného plynu pfi pritokové rychlosti
30 ml.min'l,

- plamenoioniza€niho detektoru.

Teplota kolony se udrzuje na 80 °C, teplota vstfikovaciho prostoru na 250 °C a

teplota detektoru na 300 °C.

Nasttikne se oddélené po 1 pl kazdého roztoku. Po 2 min se zvysi teplota kolony
rychlosti 8 °C.min™" na 240 °C, pfi ni? se udrfuje 15 min. Zkousku Ize hodnotit, jestlize
na chromatogramu porovnavaciho roztoku (b) je pomér signalu k Sumu nejméné 5. Na

chromatogramu zkouseného roztoku soudet ploch piki, kromé hlavniho piku, neni vétsi
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nez plocha hlavniho piku na chromatogramu porovnavaciho roztoku (a) (1,0 %).
Nepftihlizi se k pikim, jejichz plocha je mensi nez plocha hlavniho piku na
chromatogramu porovnavaciho roztoku (c).

Zbytek po odpareni. 2,00 g se odpati na vodni lazni a pak se 1 h susi v susarné
pti 100 °C az 105 °C; zbytek vazi nejvyse 1,0 mg (0,04%).

Uchovavani

V dobie uzavienych obalech chranén pied svétlem.
Vlastnosti a vyskyt thymolu

Thymol ma antibakterialni’, antioxidatni® a dezinfekéni ucinky.* Je obsaZen
v mnoha bylinich, se kterymi se b&€Zné¢ setkavame. Pro ptfiklad lze uvést Dobromysl
obecnou, kterou jako kofeni zndme pod oznaéenim oregano. Nat' dobromyslu obsahuje
asi 0,2-1,5 % silice (hlavné thymolu, cymolu a karvakrolu).? Dalsi bylinou je Tymian
obecny, hlavni slozkou jeho silice je thymol, ktery je G¢innym antiseptikem, slouZi
zejména v zubnim lékafstvi, pfi vyrob€ past a ustnich vod, jako prostfedek odstrariujici
zépach. Je viak toxicky a poskozuje §titnou Zlazu.’ V neposledni fad& lze uvést
Matetidousku uzkolistou, ktera se diky obsahu silic, pfedevdim thymolu, dava jako
obklad proti plisiiovym onemocnénim kize.” Studovanou latku ale obsahuji i pom&mg
jedovaté rostliny naptiklad Vrati¢ obecny’ nebo Rojovnik bahenni, ktery ma omamné a
psychotropni uginky®. Vrati¢ se diky obsahu uginnych latek pouZival k vypuzeni
stfevnich parazitt a k vyvolani potratu, dnes jiZ se od jeho poZivani upustilo kvtili jeho
toxicits.’
Studovana latka se také pfidava do lokélnich antiseptik dutiny ustni a hitanu, kde ni¢i
mnohé typy bakterii a n€které druhy kvasinek. Jako zastupce téchto 1é¢iv 1ze jmenovat
Hexoraletten N® (Parke-Davis, SRN) a Septolete® D (Krka, Slovinsko). Thymol se také
nachazi v halothanu, anestetickém plynu, kam se ptidava jako stabilizator.”

Dal3imi ptipravky, které thymol obsahuji jsou rizné dopliiky stravy, esencidlni
oleje, &aje a rostlinné extrakty, naptiklad Vincentka® sirup (é¢ivé vody, Luhatovice).
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Thymol ale nalezneme i v medu, kam se dostane pfi jeho upravé proti parazitim
(Klestik véeli).®

Silice rostlin se pouzivaji pfi aromaterapiich jako tzv. esencidlni oleje, jednou
z alternativ jak je extrahovat je bezrozpoustédlova mikrovinna extrakce (SFME), coz je
kombinace suché destilace a mikrovinného ohfevu. Tato metoda ma velkou vyhodu
oproti b&zné destilaci vtom, Ze pripadnad nasledujici analyza nevyZaduje Zzadné

piedb&zné kroky jako je &isténi nebo odstran&ni rozpoustédla.’

Thymol se jako chemické latka vyuZiva i samostatng€, napiiklad jako Géinny
prostiedek pfi dezinfekci historickych materialii plynovanim. Jako vypafovaci fungicid
je vhodny pro objekty, u nichZ se neprojevi ptipadna barevna zména (tfislo€inéné usné a
dfevo). Po dezinfekci thymolem je nutné nékteré materialy, zejména pergameny, vétrat.*

Studovana latka se dale pridava pii baleni Hroznového vina do ochranné
atmosféry. Pridavek 0,5 ml eugeniku, thymolu nebo mentholu do baleni ochrani plody
pfed mikroby a spolu s vyuZzitim ochranné atmosféry zvysi kvalitu vina pfi del$im
skladovani.'

Dtive thymol nalézal uplatnéni i v analytické chemii a to v polarografické
analyze pro konzervovani roztokt Zelatiny. Zasobni roztoky Zelatiny se asto kazily a

byvaly napadany plisnémi, proto se do n&j pFidévalo malé mnoZstvi thymolu."!

1.2.2 Metody stanoveni thymolu

Thymol patfi k fenolim, které jsou vysoce toxické a proto je jejich analyza
v nizkych koncentracich velmi dilezita. BohuZel je analyza t&chto slou¢enin kvili jejich
vysoké polarité¢ obtizna. Extrakce fenolickych sloudenin z vody rozpoudtédlem je
zvlasté obtizna a vytéZek neni uspokojivy. Bylo testovano mnoho riznych metod, které
se daji pouzit na rychlou on-line analyzu, pfedev$im vodnych vzorkd. Naptiklad HPLC
Ize vyuzit pro piimé méfeni fenolickych sloucenin, ale detekéni limity jsou pomé&rné
vysoké, okolo 100 pg.I' (cit. 12)
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Thymol se naléza v jidle i farmaceutikach, proto bylo publikovano mnoho
metod, které popisuji stanoveni thymolu v riznych matricich. Uvddim pouze né&které

metody a oblast jejich pouZziti.

V komer¢nich farmaceutickych formach se thymol, fenol, chlorkresol a
chlorxylenol stanovuje RP-HPLC, a to dvéma zplisoby. Prvnim je derivatizace pied
kolonou pomoci 1-fluor-2, 4-dinitrobenzenu, ktery slouzi jako UV-znackovaé. Vzniklé
ethery jsou po separaci detegovany pfi 292 nm. Druha procedura zahrnuje on-line
fotochemickou konverzi po prichodu vzorku kolonou. Detekce probihd na
fluorescenénim a UV diodovém poli."

V halothanu se thymol stanovuje pomoci HPLC-UV’, stejnou metodu stanoveni
Ize vyuzit pti analyze oleje z ¢erného kminu. K extrakci je pouzita pfedklonka Cs a za
ni nasleduje RP-HPLC a detekce pti 254 a 294 nm."

Thymol a karvakrol v oleji z ¢erného kminu autofi stanovili diferen¢ni pulsni
voltametrii. Tyto dva isopropylfenoly neseparovali, stanovili jejich celkové mnoZstvi.
Jako pracovni elektrodu pouzili diskovou elektrodu ze skelného uhliku a nejlepSich
vysledki dosahli méfenim v methanolickém roztoku, ve kterém udrzovali stalé pH

pomoci Sorensenova pufru. Limit detekce stanovili na 0,04 pg.ml’. (cit. 15)

Dal$im ze zptsobu stanoveni thymolu je SPME-GC-FID. Tento zpisob detekce
je velmi citlivy a selektivni, Ize jim stanovit thymol v fadech ng.I", coZ je koncentrace
thymolu v lidské plazmé& po poZiti latek, které ho obsahuji. Z lidské plasmy se thymol
po enzymatickém roz$tépeni jeho sulfatu extrahuje technikou SPME a analyzuje se
plynovou chromatografii s plamenové ioniza¢nim detektorem. Mez stanovitelnosti
(LOQ) ¢&ini 8,1 ng.ml™. (cit. 16)

Thymol se plynovou chromatografii s plamenové ioniza¢nim detektorem stanovuje také
v medu a véelim vosku. K izolovani latek, o které se zajimame, slouzi mikroextrakce

tuhou fazi, extrakce kapalina-kapalina nebo destilace.® 7 Dalsim zpisobem detekce pfi
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pouziti plynové chromatografie je MS, takto se stanovuje thymol a jemu podobné latky

nalézajici se v extraktech rostlin.'®

Pro analyzu rostlinnych extraktli se dodnes jako srovnavaci metoda uziva
tenkovrstva chromatografie. Srovnani modernich metod tenkovrstvé chromatografie pro
tuto problematiku nabizi ¢lanek Comparison of planar chromatographic methods (TLC,

OPLC, AMD) applied to essential oils of wild thyme and seven chemotypes of thyme. "
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1.3 Uhlikova pastova elektroda

Uhlikové pastové elektrody (CPE) patfi ke zvlastni skupin€ heterogennich
elektrod. Jsou tvofeny uhlikovou pastou, coz je smés pfipravena z uhlikového prasku a
vhodného kapalného pojiva. Tato smés se plni do elektrodového téla. Pres veskeré
vyhody jsou tyto elektrody uzivany pfedevsim pro voltametrii, nicmén€ je lze pouzit i
pfi amperometrii, coulometrii a potenciometrii. Hlavnim diivodem, pro¢ jsou uhlikové
pastové elektrody tak populérni, je, Ze se snadno pfipravuji, a to za velmi nizké naklady.
Tyto elektrody se daji vyuZit pro anorganickou i organickou elektroanalyzu i analyzu
I6&iv a jejich matabolickych rezidui v biologickych materialech 22!

Uhlikova pastova elektroda byla vyvinuta R. N. Adamsem na pfelomu 50. a 60.

let minulého stoleti. Pivodné méla suspenze uhlikového prasku a kapaliny nahradit
rtutovou elektrodu. Tento systém byl nepouZiteny, ale ukazalo se, Ze hust$i smé&s téchto
latek ma zajimavé vlastnosti a Ize ji v elektrochemii s vyhodou vyuzit.”*
Po tomto objevu do$lo k pomalému vyvoji CPE k €emuz vyrazn€ pfispél i strach
z toxicity rtuti. V poloviné 60. let minulého stoleti do3lo k vyvoji modifikovanych past,
které nalezly v pozdé&j$i dobé nejvyraznéj§i uplatnéni. Zpisobii modifikace past je
mnoho, d4 se modifikovat grafitovy prasek, pojivo ale i jen povrch elektrody.?

Nemodifikovana pasta je pfipravena pouze ze dvou sloZek, a to z uhlikového
prasku a kapalného pojiva. Uhlik je vétSinou ve formé& spektroskopického grafitu nebo
podobnych materialii a pojivo, tedy pastovaci kapalina, je lipofilni organicka kapalina.
K dal$im vlastnostem uhlikového prasku patii to, Ze by jeho &astice mé€ly mit danou
velikost, Cistotu i sorp&ni schopnost. Naproti tomu pojivo by mélo byt malo tékavé,
nemisitelné s vodnymi roztoky a mélo by byt chemicky i elektrochemicky inertni. Ob&
tyto slozky nepochybn& ovliviiuji elektrochemické chovani CPE jako celku.?!

Zpusobt, jak pfipravit pastu, je mnoho. Jednim z nich je homogenizace za
pomoci tfeci misky a tlou¢ku, daldim je homogenizace v porcelanové odpafovaci
misce.?! P¥i na$i praci se osvddiila pFiprava pasty v odpafovaci misce homogenizaci

tloutkem. Homogenizace je pomérné zdlouhavy proces, vyZaduje nejen trpélivost, ale i
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trochu sily tak, aby se pastovaci kapalina co nejlépe propojila s uhlikovym praskem.
Tato smés se plni do téla elektrody, tak, aby nevznikly vzduchové bubliny a pasta byla
v celém objemu téla elektrody. Naplnéna elektroda se nenechava volné na vzduchu,
protoZe zvolna vysycha. Mezi méfenimi se elektroda pfechovava ponofena koncem do
destilované vody.”

V soucdasné dob€ je vyuziti uhlikovych past pomémé rozsitené. Uhlikové pasty
maji ve vét§in€ uZivanych elektrolyti potencidlovy rozsah cca -1,5 V az +1,0 V vs. SKE

v zavislosti na pH prostfedi.”
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2. EXPERIMENTALNI CAST

2.1 Pouzité chemikailie

Studovana latka:

Thymolum (Tamda a. s., Olomouc)

Zasobni roztok o koncentraci 1.10° mol.I' byl pFipraven rozpuiténim piesné
odvazeného mnozZstvi latky v methanolu (p.a., Lach-Ner, Neratovice). Roztoky o
niz§ich koncentracich byly ptfipravovany piesnym fedénim zasobniho roztoku
methanolem. VSechny roztoky byly uchovavany vtemnu v chladni¢ce za konstantni

teploty S °C.

Pro ptipravu mobilnich fazi byl pouzit methanol (p.a., Lach-Ner, Neratovice).
K ptipravé vodnych roztokii a mobilnich fazi byla pouZivana deionizovana voda

(Millipore Q-plus System, Millipore, USA).

Brittonovy-Robinsonovy tlumivé roztoky** o ptisluiném pH (déle jen BRP) byly
pfipraveny smisenim vodného roztoku hydroxidu sodného (p.a., Lachema Brno)
o koncentraci 0,2 mol.I" s roztokem, ktery obsahoval kyselinu boritou (p.a., Lachema
Brno), kyselinu fosfore¢nou (85%, p = 1,71 g.ml’, p.a., Lachema Brno) a kyselinu
octovou (98%, p = 1,06 g.ml", p.a., Lach-Ner, Neratovice), kazdou o koncentraci
0,04 mol.I"'. Pomoci pH metru byl nejprve p¥ipraven tlumivy roztok o ptiblizném pH,
ktery byl zfedén deionizovanou vodou v poméru 1:4 (v/v). Pfesné pH bylo po té
zméfeno pH metrem. Tento zfedény tlumivy roztok je v daldim textu oznalen jako

zt. BRP.
Mobilni faze byla ptipravena smisenim zf. BRP a methanolu 1:9 (v/v). Z roztoku

byl odstranén vzduch pomoci ultrazvukové &isti€ky. V textu uvedené hodnoty pH jsou
hodnoty pH vodné sloZky mobilni faze pfed smichdnim a methanolem.
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Uhlikovad pasta byla pfipravena homogenizovanim 250 mg mikrokuli¢ek
skelného uhliku (primér 0,4-12 um, Alpha Aesar, USA) a 90 pl mineralniho oleje
(Fluka Biochemika, Svycarsko) v odpafovaci misce. Hotova smés byla nap&chovana do
teflonového téla elektrody.

Uhlikova pasta byla ztéla elektrody vytlatovana pomoci nerezového pistu. Aktivni

plocha elektrody byla obnovovana otfenim vihkym filtratnim papirem.
Reélné vzorky:

Septolete® D (Krka, Slovinsko)
Matetidouskovy sirup s vitaminem C (Dr. Miiller Pharma, Hradec Kralové)
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2.2 Pouzité pFistroje

Méieni HPLC

Pumpa: vysokotlakéd pumpa HPP5001 (Laboratorni pfistroje, Praha)
Nasttik byl proveden injekéni stfikackou o objemu 2 ml
Dévkovaci smy¢ka: LCI 30 o objemu 20 pl (Laboratorni ptistroje, Praha)
Kolona: Lichrospher® RP-18, 100 (5 pm), 125x4 mm (Lichro CART)
Elektrochemicky detektor: Amperometricky detektor ADLC 2 (Laboratoni
pfistroje, Praha) pracoval v ttielektrodovém zapojeni:

- pracovni elektroda: Uhlikova pastova elektroda (teflonové télo,
nerezovy pist, kruhova aktivni plocha o priiméru 3 mm)

- referentni elektroda: argentchloridova elektroda s 2 mol.I' KCL

- pomocna elektroda: platinova pliskova elektroda
Programové vybaveni: CSW 1.7 (DataApex Ltd.) pracujici v prostiedi Windows
95 (Microsoft)

pH metr
Digitalni méfici pfistroj Conductivity and pH meter 4220 (Jenway, UK)
s kombinovanou sklenénou elektrodou (PCH 2411)

Spektrofotometr:

PU 8800 (Philips, UK) s pouzitim kfemennych kyvet o tloustce 1 mm

Odstranéni vzduchu;:

ultrazvukova Cisticka PS 02000A (Powersonic, USA)

Voltametricka mé&feni
Eko-Tribo polarograf (Polaro—Senzors, Praha) pracujici v tfielektrodovém

zapojeni:
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- pracovni elektroda: Uhlikova pastova elektroda (teflonové télo,
nerezovy pist, kruhova aktivni plocha o primé&ru 1 mm)

- referentni elektroda: nasycena argentchloridova elektroda

- pomocna elektroda: platinova dratkova elektroda
Programové vybaveni: Polar Pro verze 4 (Polaro—Senzors, Praha) pracujici

v prostiedi Windows 95 (Microsoft).
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2.3 Pracovni postupy

2.3.1 Stalost zasobniho roztoku thymolu

Stalost zasobniho roztoku studované latky o koncentraci 1.10° mol.I' byla
studovana spektrofotometricky. Absorp&ni spektrum bylo méfeno v kfemennych

kyvetach proti methanolu v rozmezi vinovych délek 200 az 700 nm.

2.3.2 HPLC stanoveni s elektrochemickou a UV detekci

Byl méfen roztok thymolu v methanolu, davkovano bylo 20 pl. Méfeni bylo
provedeno v netermostatované kolon& Lichrospher® (Merck), pritok mobilni fize
o daném sloZeni byl 0,5 ml.min™".

UV detekce thymolu probihala pfi 276 nm, coZ je absorpéni maximum této latky .
Mrtvy ¢&as kolony byl uréen nastfikem vodného roztoku dusi€nanu sodného
o koncentraci 1.10° mol.I", ktery byl detegovan pfi 230 nm.

Elektrochemicky detektor typu wall-jet byl zapojen sériov€ za UV detektor. Viechny tfi
elektrody byly umistény v mobilni fazi a k povrchu pracovni byl pomoci kapilary
ptiveden proud mobilni faze z kolony. VSechny kfivky byly promé&feny nejméné t¥ikrat.

K uréeni optimalnich podminek stanoveni byl davkovan roztok o koncentraci
1.10* molI' thymolu v methanolu. Byly zméfeny hydrodynamické voltamogramy
tj. zavislosti vysky &i plochy piku na potencidlu vioZeném na elektrodu. Méfeni bylo
uskutednéno pfi pH 2,5; S a 7. Volba rozsahu pH je zaloZena na moZznostech kolony,
kter4 neumoZiiuje pouziti v zasadité oblasti. VloZeny potencial byl v rozmezi +0,5 V az
+1,5 V.

Kalibra¢ni zavislosti byly proméfeny v koncentraénim rozmezi 1.10* az
2.107 mol.I" thymolu v methanolu a zpracovény metodou linearni regrese. Meze

detekce Lp (molLI') byly stanoveny jako mnoZstvi analytu poskytujici signal, jehoZ
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vyska je rovna trojnasobku absolutni hodnoty Sumu S/N = 3. Ziskané hodnoty useki
kalibradnich zavislosti byly otestovany studentovym t-testem®, zda se na hladin&

pravdépodobnosti a = 0,05 statisticky vyznamné nelidi od nuly.

2.3.3 Voltametrické stanoveni

Meéfeni bylo provedeno ve voltametrické nadobce, ktera obsahovala roztoky
o dané koncentraci thymolu v 10% methanolu. K danému objemu zasobniho roztoku
thymolu v methanolu bylo pfidano takové mnoZstvi methanolu, aby roztok obsahoval
vzdy 10 % methanolu. Roztok byl dopinén po rysku (10 ml) BRP o daném pH.
Meéfeni bylo provedeno metodou DPV s uhlikovou pastovou elektrodou jako pracovni
elektrodou pfi vkladaném napéti 0 az +1200 mV s rychlosti polarizace 20 mV.s™', vyska
pulsu byla nastavena na 50 mV a $itka pulsu na 80 ms. Pfed kazdym méfenim byla
klidova doba 10 s.

Pti optimalizaci podminek bylo proméfeno rozmezi pH 2 az 12.

Za optimdlnich podminek byly proméfeny koncentraéni zavislosti od

1.10* mol.I" thymolu o optimalnim pH k niz$im koncentracim.
Pfi studiu vlivu doby akumulace na vy$ku piku thymolu metodou AdS DPV byla
adsorpce provadéna v michaném roztoku pfi potencidlu akumulace 0 mV a koncentraci

5.10”7 mol.I"' thymolu.

Vsechny kfivky ve viech méfenich byly proméfeny alespori tfikrat.
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2.4 PouZité vzorce

Vypodet retenéniho faktoru®

k=tR_tM

L

Vypodet poétu teoretickych pater’®

Interval spolehlivosti’’

x+R-K,
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3. VYSLEDKY A DISKUSE

3.1 Studium stilosti zisobniho roztoku thymolu pomoci

spektrofotometre

Absorpéni spektrum roztoku thymolu o koncentraci 1.10° mol.I' naméfené

v rozmezi vinovych délek 200 az 700 nm viz Obr. 3.1

DYt
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200
Obr. 3.1 UV/VIS absorpéni spektrum thymolu o koncentraci 1.10° mol.I’ m&feno

v 1mm kfemenné kyveté proti methanolu.
Z absorpéniho spektra vyplyva, Ze zméfené absorpéni maximum thymolu
% a rovna se 276 nm. PH této vlnové délce byla

odpovida dostupnym informacim®
méfena absorbance zasobniho roztoku thymolu, naméfené hodnoty viz Tab. 3.1.

Z téchto hodnot vyplyva, Ze zasobni roztok o koncentraci 1.10° mol.l" thymolu
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v methanolu je pfi uchovavani v chladni¢ce za teploty 5 °C a v temnu staly nejméné

3,5 mésice.

Tab. 3.1 Stalost zasobniho roztoku o koncentraci 1.10” mol.I' thymolu v methanolu pfi

vinové délce 276 nm.

t (dny) 0 7 15 30 60 95 108

A (AU) 0,230 0,228 0,230 0,227 0,228 0,229 0,227

% - 100,9 100,0 100,9 99,5 100,0 100,4 99,5
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3.2 HPLC stanoveni s UV a elektrochemickou detekci

3.2.1 Optimalizace podminek
Vliv pH mobilni fize na reten¢ni charakteristiky

K nalezeni optimédlnich podminek bylo méfeni provedeno s mobilni fazi o pH
2,5; 5 a 7 s pritokem 0,5 ml.min™'. K detekci byl pouzit UV/VIS detektor pfi vinové
délce 276 nm. Mrtvy ¢as kolony byl uréen naddvkovanim vodného roztoku dusi¢nanu
sodného o koncentraci 1.10° mol.I"', ktery byl detegovan p¥i 230 nm. Mrtvy &as byl
1,41 min. Vysledky méfeni retennich charakteristik jsou shrnuty v Tab. 3.2 a
v grafické forme jsou uvedeny na Obr. 3.2 a 3.3.

Z vysledki méfeni je patrné, ze pH mobilni faze nema téméf zadny vliv na
reten¢ni charakteristiky. Pocet teoretickych pater neni vysoky, ale cilem méteni nebyla

separace, takZe tato skute¢nost neni problémem.

Tab. 3.2 Vliv pH mobilni faze na reten¢ni charakteristiky thymolu (davkovano 20 pl
roztoku o koncentraci 1.10* moll' thymolu v methanolu, mobilni fize zf. BRP
o daném pH : methanolu 1 : 9(v/v) , 0,5 ml.min”', kolona Lichrospher® RP-18,
100-5 pm, 125 x 4 mm, UV detekce pfi 276 nm)

pH IR (mm) Wi (mm) k N

2,5 3,03 0,15 1,15 2392
5,0 3,00 0,14 1,13 2548
7,0 2,98 0,14 1,12 2477
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Obr. 3.2 Zavislost retenéniho faktoru thymolu na pH mobilni faze (davkovano 20 pl
roztoku o koncentraci 1.10* mol.I' thymolu v methanolu, mobilni faze zf. BRP
o daném pH : methanol 1 : 9 (v/v) , 0,5 ml.min™', kolona Lichrospher® RP - 18,
100 — 5 pm, 125 x 4 mm, UV detekce pti 276 nm)

3000 -

2500 -

2000

<z, 1500

1000
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Obr 3.3 Zavislost poctu teoretickych pater kolony na pH mobilni faze (davkovano 20 pl
roztoku o koncentraci 1.10* mol.I' thymolu v methanolu, mobilni fize zf. BRP
o daném pH : methanol 1 : 9 (v/v) , 0,5 ml.min", kolona Lichrospher® RP - 18,
100 — 5 pm, 125 x 4 mm, UV detekce pfi 276 nm)
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Hydrodynamické voltamogramy

K optimalizaci stanoveni je nutné znat nejen optimalni pH, ale i optimalni
potencial pracovni elektrody. Ten se uréil pomoci hydrodynamickych voltamogrami
tj. zavislosti vysky ¢&i plochy piku na potencidlu vkladaném na elektrodu. Méfeni bylo
provedeno pro pH mobilni faze 2,5; 5 a 7. Hodnoty potenciali pracovni elektrody byly
v rozmezi +0,5 V az +1,5 V. Davkovén byl roztok o koncentraci 1.10* mol.I'' thymolu
v methanolu. Hydrodynamické voltamogramy thymolu jsou uvedeny na Obr.3.4 a 3.5.

Jako optimalni podminky stanoveni thymolu pro dal3i méteni byly vyhodnoceny
potencial +1,1 Va pH mobilni faze 7, chromatogram pfi téchto podminkich je

znazornén na Obr.3.6.

plocha piku (nA.

0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6

potencial (V)
Obr. 3.4 Hydrodynamické voltamogramy thymolu vyhodnocené zploch pikt
(davkovano 20 pl roztoku o koncentraci 1.10* molI" thymolu v methanolu, mobilni

faze zf. BRP o daném pH : methanol 1 : 9 (v/v)), 0,5 ml.min™, kolona Lichrospher® RP
— 18, 100 — 5 um, 125 x 4 mm, elektrochemicka detekce na CPE)
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Obr. 3.5 Hydrodynamické voltamogramy thymolu vyhodnocené z vysek piki
(davkovano 20 pl roztoku o koncentraci 1.10* mol.I' thymolu v methanolu, mobilni
®

faze zf. BRP o daném pH : methanol 1 : 9 (v/v) ), 0,5 ml.min"', kolona Lichrospher
RP - 18, 100 — 5 um, 125 x 4 mm, elektrochemicka detekce na CPE)
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Obr. 3.6. Chromatogram thymolu pii +1,1 Va pH = 7 (amperometricka detekce na
CPE, davkovano 20 pl roztoku o koncentraci 1.10* molI' thymolu v methanolu,
mobilni faze zf. BRP : methanol 1 : 9 (v/v) ), 0,5 mLmin", kolona Lichrospher®

RP - 18, 100 — 5 um, 125 x 4 mm)
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3.2.2 Kalibrad¢ni zavislosti

Zjisténé optimalni podminky tzn. +1,1 V a pH mobilni faze rovno 7 byly vyuzity
pro zméfeni kalibraénich zavislosti thymolu v methanolu. Davkovano bylo 20 ul
roztoku thymolu v methanolu. Méfeni probihalo za podminek uvedenych v kapitole

2.3.2.

Spektrofotometricka detekce

UV detekce probihala p¥i 276 nm. Prom&feny byly koncentrace v rozmezi 8.10°7
az 1.10* mol.I'', niz§i koncentrace jiz nebylo mozné vyhodnotit.

Zméfené Kkalibrani zavislosti byly zpracovany metodou linearni regrese,
vyhodnoceni bylo provedeno z ploch i vy$ek pikii. Vypodtené parametry kalibra¢nich
zavislosti jsou uvedeny v Tab. 3.3 a 3.4. Celkové kalibraéni kfivky vyhodnocené
z ploch resp. vySek pikid jsou na Obr. 3.7 a 3.8.. Z naméfenych udaji je patrné, Ze
kalibraéni kfivky jsou linearni v celé méfené oblasti, druha mocnina korela¢nich
koeficientli se pohybuje v rozmezi hodnot 0,9992 az 1,0000. Na Obr. 3.9 a 3.10 jsou
znazornény kalibraéni k¥ivky v celém koncentraénim rozmezi v logaritmické formé,
tato data prokazuji linearitu zavislosti, protoZe hodnota jejich smérnic je blizka jedné.
Otestovanim usekti na hladiné pravdépodobnosti a = 0,05, bylo zjisténo, Ze se
statisticky neli§i od nuly.

Mez detekce, ktera byla vypoétena jako koncentrace odpovidajici trojnasobku
absolutni hodnoty Sumu, byla 6,7.107 mol.I'.

Tab. 3.3 Parametry kalibra¢nich zavislosti thymolu pro HPLC stanoveni se
spektrofotometrickou detekci pfi 276 nm — vyhodnoceno z ploch piki.

Koncentra¢ni Smérnice Usek 5
rozmezi (mol.I'") (AU.s.L.mol™) (mAU.s) R

2.10° - 1.10% 12072 +6,00 0,9999

8.10" - 1.10° 13091 -3,08 0,9992
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Parametry logaritmické zavislosti plochy piku na koncentraci roztoku thymolu:

smérnice : 1,05, usek : +7,30, R* = 0,9965.

Tab. 3.4 Parametry kalibraénich zavislosti thymolu pro HPLC stanoveni se

spektrofotometrickou detekci pfi 276 nm — vyhodnoceno z vysek pika

Koncentra¢ni Smérnice Usek "
rozmezi (mol.I"") (AU.s.L.mol™) (mAU.s) R

2.10° - 1.107 1319 +1,04 1,0000

8.107 - 1.10° 1362 -0,02 0,9992

Parametry logaritmické zavislosti vySky piku na koncentraci roztoku thymolu:

smérnice : 1,00, Gsek : +6,14, R? = 0,9994.

ST N
1

—
1

plocha piku (AU.s)
=
(> <]

0,6
0,4
0,2
0 . 1 v . :
0 20 40 60 80 100 120

koncentrace (10'6 mol.l'l)

Obr. 3.7 Kalibraéni zavislost thymolu vyhodnocena z ploch pikii v koncentraénim
rozmezi 8.107 a2 1.10* mol.I" pro UV detekci pti 276 nm (davkovéano 20 ul roztoku
thymolu v methanolu, mobilni faze zf. BRP o pH = 7 : methanol 1 : 9 (v/v),
0,5 mLmin™, kolona Lichrospher® RP - 18, 100 -5 pum, 125 x 4 mm)
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Obr. 3.8 Kalibra¢ni zavislost thymolu vyhodnocend z vySek piki v koncentraénim
rozmezi 8.107 a2 1.10™* mol.I" pro UV detekci pti 276 nm (davkovano 20 pl roztoku
thymolu v methanolu, mobilni faze zf. BRP o pH = 7 : methanol 1 : 9 (V/v),
0,5 ml.min"', kolona Lichrospher® RP - 18, 100 — 5 pm, 125 x 4 mm)
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Obr. 3.9 Kalibraéni zavislost thymolu v logaritmické formé& vyhodnocena z ploch piki
v koncentraénim rozmezi 8.107 a2 1.10™ mol.I" pro UV detekei p¥i 276 nm (davkovano

20 pl roztoku thymolu v methanolu, mobilni faze zf. BRP o pH = 7 : methanol
1:9 (v/v), 0,5 ml.min™, kolona Lichrospher® RP — 18, 100 — 5 um, 125 x 4 mm)
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Obr. 3.9 Kalibraéni zavislost thymolu v logaritmické form¢ vyhodnocena z vysek piki
v koncentraénim rozmezi 8.107 az 1.10™ mol.I"' pro UV detekci pti 276 nm (davkovano
20 pl roztoku thymolu v methanolu, mobilni faze zf. BRP o pH = 7 : methanol
1:9(v/v), 0,5 ml.min"', kolona Lichrospher® RP - lﬁ, 100 — 5 pm, 125 x 4 mm)
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Elektrochemicks detekce

Zaroveri se spektrofotometrickou detekci byla provadéna i elektrochemicka
detekce za pouziti uhlikové pastové elektrody jako pracovni elektrody. Na tuto
elektrodu byl vloZen optimalni pracovni potencidl +1,1 V. U mobilni faze bylo
nastaveno pH = 7, které je optimalni pro stanoveni thymolu. Proméfovano bylo
koncentraéni rozmezi 4.107 az 1.10™ mol.lI", niZ$i koncentrace jiZ nebylo moZné
vyhodnotit.

Zméfené kalibraéni zavislosti byly zpracovany metodou linearni regrese,
vyhodnoceni bylo provedeno z ploch i vySek piki. Parametry zavislosti viz Tab. 3.5 a
3.6. Celkové kalibra¢ni kiivky vyhodnocené z ploch resp. vysek piku viz Obr. 3.11 a
3.12. Z naméfenych udaju je patrné, Ze kalibraéni kiivky jsou linearni v celé zmétfené
oblasti, druha mocnina korelaénich koeficienti se pohybuje v rozmezi hodnot 0,9917 az
1,0000. Na Obr. 3.13 a 3.14 jsou znazornény kalibra¢ni kfivky v celém koncentra¢nim
rozmezi v logaritmické formé, tato data prokazuji linearitu zavislosti, protoZe hodnota
jejich smérnic je blizkd jedné. Otestovanim utsekii na hladin€é pravdépodobnosti
a = 0,05, bylo zjisténo, Ze se statisticky vyznamé nelisi od nuly.

Mez detekce, ktera byla vypodtena jako koncentrace odpovidajici trojnasobku
absolutni hodnoty Sumu, byla 2,9.10”7 mol.I".

Porovnaji-li se meze detekce pro spektrofotometrickou a elektrochemickou

metodu detekce, je zfejmé, Ze detekci na uhlikové pastové elektrodé bylo dosaZeno

lep8ich vysledku.
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Tab. 3.5 Parametry kalibra¢nich zavislosti thymolu pro HPLC stanoveni s

amperometrickou detekci na CPE — vyhodnoceno z ploch pikd.

Koncentra¢ni Smérnice Usek

2
rozmezi (mol.I'") (pA.s.l.mol™) (nA.s) R
2.10° - 1.10" 62076 27,93 0,9999
2.10%-1.10° 62549 -1,98 0,9988
4.107-1.10° 56011 -3,63 0,9957

Parametry logaritmické zavislosti plochy piku na koncentraci roztoku thymolu:

smérnice : 1,04, usek : +7,97, R* = 0,9988.

Tab. 4.4. Parametry kalibradnich zavislosti thymolu pro HPLC stanoveni se
amperometrickou detekci na CPE — vyhodnoceno z vy3ek piki

Koncentraéni Smérnice Usek ,
rozmezi (mol.I"") (pA.s..mol™) (nA.s) R
2.10° - 1.10* 5767 +2,00 1,0000
2.10%-1.10° 5810 -0,08 0,9984
4.107 - 1.10° 5390 +0,02 0,9917

Parametry logaritmické zavislosti vysky piku na koncentraci roztoku thymolu:
smérmnice : 1,01, tsek : +6,81, R* = 0,9996.
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Obr. 3.11 Kalibra¢ni zavislost thymolu vyhodnocena z ploch pikid v koncentra¢nim
rozmezi 4.107 az 1.10* mol.I" pro amperometrickou detekci na CPE pti potencialu
+1,1 V (mobilni faze zf. BRP o pH = 7 : methanol 1 : 9 (v/v), 0,5 ml.min", davkovano
20 pl roztoku thymolu v methanolu, kolona Lichrospher® RP — 18, 100 — 5 um,
125 x 4 mm)
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Obr. 3.12 Kalibracni zavislost thymolu vyhodnocena z vySek pikd v koncentraénim
rozmezi 4.107 az 1.10* mol.I"' pro amperometrickou detekci na CPE pf#i potencialu
+1,1 V (mobilni faze zf. BRP o pH = 7 : methanol 1 : 9 (v/v), 0,5 ml.min", davkovano
20 pl roztoku thymolu v methanolu, kolona Lichrospher® RP — 18, 100 — 5 pm,
125 x 4 mm)

38



3,5 A
3 -
2
(="
o 2,5
=
[
Q .
B 2
o0
=
],5 7 g
1
0,5 T T T T T 1
-6,5 -6 -5,5 -5 -4,5 -4 -3,5

log koncentrace

Obr. 3.13 Kalibra¢ni zavislost thymolu v logaritmické formé vyhodnocena z ploch piki
v koncentra¢nim rozmezi 4.107 a% 1.10™ mol.I'' pro amperometrickou detekci na CPE
pii potencidlu +1,1 V (davkovano 20 pl roztoku thymolu v methanolu, mobilni faze
zi. BRP o pH = 7 : methanol 1 : 9 (v/v), 0,5 ml.min”, kolona Lichrospher® RP - 18,
100 — 5 pm, 125 x 4 mm)
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Obr. 3.14 Kalibra¢ni zavislost thymolu v logaritmické formé& vyhodnocena z vysek piki
v koncentraénim rozmezi 4.10” az 1.10* molL.I'' pro amperometrickou detekci na CPE
pti potencialu +1,1 V (davkovano 20 pl roztoku thymolu v methanolu, mobilni faze
zi. BRP o pH = 7 : methanol 1 : 9 (v/v), 0,5 ml.min”, kolona Lichrospher® RP — 18,
100 — 5 pm, 125 x 4 mm)
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3.2.3 Opakovatelnost méfeni s uhlikovou pastovou elektrodou pro metodu HPLC

Za optimalnich podminek méfeni byla zji§téna opakovatelnost méfeni
elektrochemické detekce. Davkovano bylo 20 ul roztoku o koncentraci 1.10* mol.I”
thymolu v methanolu v intervalech jedné minuty. Vysledky jsou zaznamenidny a
vyhodnoceny do Tab. 3.7 a zaznam chromatogramu je na Obr. 3.15.

Stanovené relativni smérodatné odchylky byly 1,8 % pro plochu piku a 4,7 % pro vysku
piku.

Tab. 3.7 Opakovatelnost méfeni elektrochemické detekce (davkovano 20 ul roztoku
o koncentraci 1.10* mol.I" thymolu v methanolu, potencial na CPE +1,1 V, mobilni
faze: zt. BRP o pH = 7 : methanol 1 : 9 (v/v), 0,5 ml.min”', kolona Lichrospher®
RP - 18, 100 -5 um, 125 x 4 mm)

pik plocha piku (nA.s)  vySka piku (nA)
1 5373 399
2 5539 399
3 5500 415
4 5349 391
5 5320 363
6 5514 398
7 5520 405
8 5576 384
9 5452 367
10 5282 427
pramér 5442 395
S 98 19
Sr 1,8 % 4,7 %
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Obr.3.15 Chromatogram opakovatelnosti méteni elektrochemické detekce (davkovano
20 pl roztoku o koncentraci 1.10* molI"' thymolu v methanolu, potencial na CPE
+1,1 V, mobilni faze: zf. BRP o pH = 7 : methanol 1 : 9 (v/v), 0,5 mlLmin"', kolona
Lichrospher® RP - 18, 100 -5 pm, 125 x 4 mm)

42



3.3 Voltametrické stanoveni thymolu

3.3.1 DPYV stanoveni

Vliv pH na voltametrické chovani thymolu

Vliv pH na voltametrické chovéani thymolu pfi diferenéni pulsni voltametrii na
uhlikové pastové elektrodé byl sledovan v prostfedi BRP o pH vrozmezi 2 az 12.
Voltametrické kfivky byly naméfeny za podminek uvedenych v kapitole 2.3.3.
Koncentrace studované latky byla 1.10 mol.l".

Ziskané kiivky jsou zobrazeny na Obr. 3.16. Zavislosti vysky a potencidlu piku
na pH jsou uvedeny v Tab. 3.8. Z naméfenych dat je patrné, Ze potencial piku (E,)
thymolu se s rostoucim pH posunuje k negativnéj$im hodnotdm. Zavislost polohy piku
na pH lze vyjadfit vztahem E, (mV) = -50,3pH + 900,5, druhd mocnina korela&niho
koeficientu je 0,9957, pifi¢emzZ tento vztah byl vypoditdn metodou linedrni regrese.
Vyska pikt se vyrazn¢ neméni.

Pro méfeni koncentraénich zavislosti bylo vybrano pH = 4.

Tab. 3.8 Zavislost vysky piku (I,) a potencidlu piku (E,) na pH BRP pro thymol
o koncentraci 1.10™ mol.I"'. Mé&feno metodou DPV na CPE.

pH 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Iy

1464 1553 1533 1648 1626 1543 1486 1576 1359 1427 1600
(nA)
Ep

817 756 1701 627 588 542 498 449 396 361 298

(mV)
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Obr. 3.16 DP voltamogramy thymolu o koncentraci 1.10* molI" v prostfedi BRP

o pH 12 (k. 12) a2 pH 2 (k. 2)
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Koncentra&ni zdvislost thymolu

Koncentraéni zavislosti thymolu byly proméfeny v prosttedi BRP o pH 4
v rozmezi koncentrace 1.10* az 2.107 mol.I", niz8i hodnoty koncentrace jiz nebylo
mozné vyhodnotit. Kfivky byly zaznamenany v potencidlovém rozsahu +0 mV az
+1000 mV. Za t&chto podminek byla dosaZena mez detekce 2.107 mol.I".

Kalibra¢ni kfivku v celém méfeném koncentraénim rozmezi viz na Obr. 3.17 a
jeji logaritmickou formu viz Obr. 3.18. Jak je zfejmé z parametrii logaritmické
kalibraéni k¥ivky (smérnice byla rovna 0,787) i z Obr. 3.17, kalibra¢ni kifivka thymolu
v prostfedi BRP o pH = 4 neni v celém rozsahu koncentraci linearni. Jednotlivé fady
kalibraéniho rozmezi v3ak lze prolozit pfimkou, parametry kalibratnich zavislosti
jednotlivych fadd jsou uvedeny Tab. 3.9. Druha mocnina korela¢niho koeficientu se
pohybuje v rozmezi 0,9903 az 0,9961.

Vybrané DP voltamogramy jsou zobrazeny na Obr. 3.19.

Tab. 3.9 Parametry kalibracnich zavislosti stanoveni thymolu metodou DPV na CPE

v prostfedi BRP o pH = 4

Koncentraéni Smérnice Usek )
rozmezi (mol.I"") (mA.L.mol™) (nA) R
2.10° - 1.107 12,83 258,1 0,9903
2.10°-1.10° 21,30 26,2 0,9961
2.107-1.10° 40,92 3,4 0,9944

Parametry logaritmické zavislosti vy$ky piku na koncentraci roztoku thymolu:

smérnice : 0,787, usek : +6,33, R? = 0,9985.
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Obr. 3.17 Zavislost vysky piku (f,) DP voltamogramu thymolu na jeho koncentraci

v rozmezi 1.10™ a2 2.107 mol.I", m&teno v BRP o pH = 4
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Obr. 3.18 Kalibra¢ni zavislost thymolu v logaritmické formé v koncentraénim rozmezi

1.10* a2 2.107 mol.I", m&feno metodou DPV v BRP o pH =4
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Obr. 3.19 DP voltamogramy thymolu vBRP o pH 4, c¢ (thymol) = 0 (ki. 1),

1.107 (kt. 2), 1.10° (ki. 3), 1.10” (k. 4) a 1.10™* mol.I'" (k&. 5)
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3.3.2 Studium akumulace thymolu na uhlikové pastové elektrodé

Pii snaze o snizeni meze detekce byla vyzkou$ena metoda AdS DPV. Nejprve
byla proméfena zavislost akumulace thymolu v michaném roztoku o koncentraci
5.107 mol.I' v 10% methanolu a v prosttedi BRP o pH 4 na dob& akumulace,

naméfenou zavislost ukazuje Obr. 3.20

I, (nA)
&

0 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

Lace (S)

Obr. 3.20 Zavislost vysky piku () thymolu o koncentraci 5.107 molI" v prostedi
BRP o pH 4 na dob€ akumulace (), méfeni probihalo metodou AdS DPV pii

potencialu akumulace 0 V. Podil methanolu v méfeném vzorku byl 10%.

Jak je patrné z Obr. 3.20, dochéazi jen k velmi malé akumulaci thymolu na
povrchu uhlikové pastové elektrody, proto byla zméfena zavislost akumulace thymolu
o koncentraci 5.10”7 mol.I"' na dob& akumulace v prostiedi BRP o pH 7 a 12. Namé&fené

hodnoty ukazuji Obr. 3.21 a 3.22.
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Obr. 3.21 Zavislost vysky piku (J,) thymolu o koncentraci 5.107 mol.I" v prostredi
BRP o pH 7 na dob& akumulace (#,.;), méfeni probihalo metodou AdS DPV pii

potencidlu akumulace 0 V. Podil methanolu v méteném vzorku byl 10 %.
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Obr. 3.22 Zavislost vy¥ky piku (I,) thymolu o koncentraci 5.107 molI" v prostedi
BRP o pH 12 na dob¢ akumulace (#,.), méfeni probihalo metodou AdS DPV pfi

potencidlu akumulace 0 V. Podil methanolu v méfeném vzorku byl 10 %.
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Jak je z obrazkii 3.21 a 3.22 patrné, tak ani pfi téchto podminkach se akumulace
thymolu neprojevila vyrazn€. Nejvy3$i narist proudu piku byl zaznamenén pti pH 7.

Na povrch uhlikové pastové elektrody se také adsorbuje methanol, ktery tak
mlze konkurovat thymolu, proto byla dal§i méfeni provedena v roztocich, které
obsahovaly 1 % methanolu (Obr. 3.23) a 5 % methanolu (Obr.3.24), opét v prostiedi
BRP o pH 7.

I, (nA)
=

O T T T T 1
0 100 200 300 400 500

t acc (8)

Obr. 3.23 Zavislost vysky piku (J,) thymolu o koncentraci 5.107 moll" v prostfedi
BRP o pH 7 na dob&€ akumulace (#.), méfeni probihalo metodou AdS DPV pii

potencialu akumulace 0 V. Podil methanolu v méfeném vzorku byl 1 %.
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Obr. 3.24 Zavislost vysky piku (I,) thymolu o koncentraci 5.107 mol.I'' v prostfedi
BRP o pH 7 na dob&€ akumulace (), méfeni probihalo metodou AdS DPV pfi

potencidlu akumulace 0 V. Podil methanolu v méfeném vzorku byl 5 %.

Z obrazkti 3.23 a 3.24 je patrné, Ze ani tato zmé€na podminek stanoveni
nenapomohla ke zlepseni dosahovanych vysledki. Proto byly jako nejvyhodnéj$i
podminky stanoveni pro zméfeni kalibratnich kfivek thymolu metodou AdS DPV
stanoveny: doba akumulace 300 s, prostiedi BRP o pH 7 a 10% podil methanolu. Bylo
proméfeno rozmezi koncentraci 1.10° a2 2.107 mol.I" thymolu, u niZ3ich koncentraci
se piky jiz nedaly vyhodnotit, takZe se nepodafilo sniZit mez detekce. Kalibra¢ni kfivka
byla vyhodnocena metodou linearni regrese, kfivku ukazuje Obr. 3.25 a jeji parametry

jsou vyhodnoceny v Tab. 3.10. Pfiklady voltamogrami zobrazuje Obr. 3.26.
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Tab. 3.10 Parametry kalibra¢ni zavislosti stanoveni thymolu metodou AdS DPV
v prostiedi BRP o pH 7, doba akumulace 300 s, podil methanolu 10 %, potencial
akumulace 0 V.

Koncentra¢ni Smérnice Usek

R2
rozmezi (mol.I"") (mA.L.mol™) (nA)

2.107-1.10° 30,3 1,36 0,9965

35 1
30 1
25 1
20 1 .
15 -
10 -

I, (nA)

O T T T T T 1
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

¢ (pmol.™)
Obr. 3.25 Zavislost vysky piku (J,) na koncentraci thymolu v prostfedi BRP o pH 7,
méfeni probihalo metodou AdS DPV pfi potencidlu akumulace 0 V a dobé akumulace

300 s. Podil methanolu v mé&feném vzorku byl 10 %, koncentraéni rozmezi 1.10° a2

2.107 molL.I"!
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Obr. 3.26 Piiklady AdS DP voltamogramii thymolu v prostiedi BRP o pH 7, potencial
akumulace 0 V a doba akumulace 300 s. Podil methanolu v mé&feném vzorku byl 10 %,
kiivka 1 - koncentrace 6.107 mol.I'', k¥ivka 2 - koncentrace 4.107 moll' a kfivka

3 - koncentrace 2.10”7 mol.I"!
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3.3.3 Opakovatelnost méFeni na uhlikové pastové elektrodé pro metodu DPV

V prostfedi BRP o pH 4 a pfi obsahu methanolu 10% se métila opakovatelnost
metody. Koncentrace thymolu byla 1.10° mol.I', podminky stanoveni odpovidaji
popisu z kapitoly 2.3.3. Méfeni bylo provedeno desetkrat po sob&, pfiemZz mezi
jednotlivymi méfenimi byl obnoven povrch CPE, k tomu poslouzila doba 10 s navic.
Vysledky méteni jsou uvedeny Tab. 3.11. Stanovena relativni smérodatna odchylka je

3,11 %.

Tab 3.11 Opakovatelnost méfeni thymolu metodou DPV v prostfedi BRP o pH 4 a
10 % methanolu, koncentrace thymolu byla 1.10° mol.I', povrch elektrody byl

obnovovan

pik I, (nA)

1 12,06

2 11,31

3 12,35

4 11,74

3 11,93

6 11,75

7 12,63

8 11,67

9 11,81

10 11,78
prumér 11,90
S 0,370
Sr 3,11%
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3.4 Stanoventi realnych vzorki

3.4.1 Stanoveni thymolu v Septolete® D

Stanoveni obsahu thymolu v pastilkach Septolete® D bylo provedeno pomoci
HPLC s elektrochemickou detekci.
Vyrobce uvadi, Ze jedna pastilka obsahuje 0,6 mg thymolu.

Vliv koncentrace methanolu v mobilni fizi

Tabletka Septolete® D byla rozpusténa v 10 ml 90% a 10% methanolu. Tento
zakaleny roztok byl piefiltrovan (filtra¢ni papir ¢. 389), ukazalo se, Ze filtrace zakaleni
neodstranila, proto se roztok s rozpusténou tabletou nechal pfes noc dekantovat. Takto
ustaleny roztok se jiZ podafilo zfiltrovat. Tento postup se opakoval vZdy pfi rozpusténi
tabletky. Davkovano bylo 20 ul éirého roztoku.

Mobilni faze byla sloZena ze zf. BRP o pH 7 a methanolu, pouzity obsah
methanolu byl 90 % a 70 %. Byla pouZita kolona Lichrospher® RP — 18, 100 — 5 um,
125 x 4 mm a jako detektor poslouzila uhlikova pastova elektroda s vloZenym

potencidlem +1,1 V.

Pro srovnani jsou na Obr. 3.27, 3.28, 3.29 a 3.30 uvedeny chromatogramy se
vSemi kombinacemi podminek stanoveni. Jako nejvyhodnéj$i byl vyhodnocen podil
methanolu v mobilni fazi 90 % a rozpusténi tablety Septolete® D v 90% roztoku

methanolu.
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Obr. 3.27 Chromatogram stanoveni thymolu v tabletce Septolete® D rozpuiténé v
10 ml 90% methanolu, amperometrickd detekce na CPE pfi vioZzeném potencialu
+1,1 V, davkovano 20 pl roztoku, mobilni faze zf. BRP o pH 7 : methanol 1 : 9 (v/v),
0,5 ml.min", kolona Lichrospher® RP — 18, 100 — 5 um, 125 x 4 mm)
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Obr. 3.28 Chromatogram stanoveni thymolu v tabletce Septolete® D rozpusténé
v 10 ml 10% methanolu ve vod€, amperometrickd detekce na CPE pfi vioZzeném
potencidlu +1,1 V, davkovano 20 pl roztoku, mobilni faze zf. BRP o pH 7 : methanol
1:9(v/v),0,5 ml.min', kolona Lichrospher®RP — 18,100 -5 pm, 125 x 4 mm
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Obr. 3.29 Chromatogram stanoveni thymolu v tabletce Septolete® D rozpusténé
v 10 ml 90% methanolu ve vod€, amperometricka detekce na CPE pfi vloZeném
potencialu +1,1 V , davkovano 20 pl roztoku, mobilni faze zi. BRP o pH 7 : methanol

3:7(vv), 0,5 ml.min”', kolona Lichrospher®RP — 18,100 -5 pm, 125 x 4 mm
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Obr. 3.30 Chromatogram stanoveni thymolu v tabletce Septolete® D rozpuiténé
v 10 ml 10% methanolu ve vodé, amperometrickd detekce na CPE pfi vioZeném
potencialu +1,1 V, davkovano 20 pl roztoku, mobilni faze zf. BRP o pH 7 : methanol
3:7(vv), 0,5 ml.min!, kolona Lichrospher®RP — 18,100 -5 pm, 125 x 4 mm
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Vliv obsahu mentholu na stanoveni thymolu

Tabletky Septolete® D obsahuji kromé thymolu i menthol, ktery je mu
strukturou podobny. Proto bylo metodou HPLC s elektrochemickou detekci ovéteno,
zda pfitomnost mentholu v pastilkach neovliviluje stanoveni, tzn. zda se menthol
neoxiduje na CPE ve stejny retenéni ¢as jako thymol.

Vyrobce udava, e v jedné tabletce Septolete® D je obsaZeno 1,2 mg mentholu.
To znamena, Ze pfi rozpusténi tablety v 10 ml 90% methanolu ve vodé je koncentrace
mentholu 7,69. 10* mol.I".

Pro zji$téni vlivu mentholu na stanoveni thymolu byl pfipraven roztok mentholu
o koncentraci 7,68.10™ mol.I"' v 90% methanolu ve vodé. Davkovéno bylo 20 pl tohoto
roztoku, mobilni fazi byl zf. BRP o pH 7 smethanolem vpoméru 1 : 9 (v/v),
0,5 mlmin", m&eni probéhlo na kolon& Lichrospher® RP — 18, 100 — 5 pm,
125 x 4 mm. Detekce byla uskute€néna na uhlikové pastové elektrodé pfi vioZzeném
potencialu +1,1 V. "

Mg&#enim bylo potvrzeno, ¥e obsah mentholu v pastilkach Septolete® D nema
Zadny vliv na stanoveni thymolu. Po naddvkovani roztoku mentholu do HPLC systému
nedo$lo v nasledujicich 20 min k objeveni se Zadného signalu na CPE. Z toho lze
usuzovat, Zze na uhlikové pastové elektrodé nedochézi pfi vioZeném potencidlu +1,1 V

k oxidaci mentholu.
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Stanoveni obsahu thymolu v pastilkach Septolete® D

Stanoveni obsahu thymolu prob&hlo metodou HPLC s elektrochemickou detekci
na CPE pfi vloZeném potencidlu +1,1 V na koloné& Lichrospher® RP — 18, 100 — 5 um,
125 x 4 mm. Davkovano bylo 20 ul roztoku, ktery byl ptipraven piefiltrovanim roztoku
tablety rozpusténé ve 100 ml 90% methanolu ve vodé€. Jako mobilni fiaze byla pouzita
smés zf. BRP o pH 7 a methanolu v poméru 1:9 (v/v), 0,5 ml.min™".

Mnozstvi thymolu bylo stanoveno metodou standardniho pfidavku. Ten byl
proveden pomoci nové pfipraveného roztoku thymolu o koncentraci 1,238.10% mol.I"
v methanolu. Ptidavek byl proveden do 10 ml pitvodniho roztoku a €inil 32 ul. Byly
provedeny 2 standardni ptidavky. MnoZstvi thymolu v tabletce bylo vypo¢itano pomoci
metody linearni extrapolace. Na Obr. 3.31 jsou zndzornény chromatogramy stanoveni
thymolu v tabletkach Septolete® D bez pridavku a s prvnim i druhym p¥idavkem.

Naméfené hodnoty jsou uvedeny v Tab. 3.12

Tab. 3.12 Stanoveni thymolu v tabletce Septolete® D metodou standardniho pridavku,
metoda HPLC s amperometrickou detekci na CPE pfi vloZzeném potencidlu  +1,1 V,
provedeny 2 standardni ptidavky o objemu 32 pl s koncentraci 0,01238 mol.I" thymolu

v methanolu.

latkové mnoZstvi

plocha piku
¢. pridavku ptidaného thymolu.10’
(nA.s)
(mol)
0 0 3008
1 3,9616 5742
2 7,9232 8190

59



700 -
600 -
500 -
400 -
300
200 -
100 H

proud (nA)

¢as (min)
Obr. 3.31 Chromatogramy stanoveni thymolu v tabletce Septolete® D (tableta byla
rozpusténa ve 100 ml 90% methanolu ve vodé€, na standardni pridavky bylo odméfeno
vzdy 10 ml, amperometrickd detekce na CPE pfi vloZzeném potencidlu +1,1 V,
davkovano 20 pl roztoku, mobilni faze zf. BRP o pH 7 : methanol 1 : 9 (v/v),
0,5 ml.min', kolona Lichrospher® RP - 18, 100 — 5 pm, 125 x 4 mm, kfivka 1 — 0 ml
pFidaného thymolu, k¥ivka 2 — p¥idano 32 pl thymolu o koncentraci 0,01238 mol.I"
v methanolu, kfivka 3 — ptidano 64 pl thymolu o koncentraci 0,01238 mol.l"!

v methanolu)

V tabletce bylo zji§t€no 0,7 mg thymolu. Pro zkvalitnéni vysledku byly
proméfeny jesté 4 tabletky. Porovnani naméfenych dat u vSech péti tabletek je uvedeno
v Tab.3.13. Z naméfenych hodnot byl vypo&itan interval spolehlivosti'.

V jedné tabletce Septolete® D je (0,699 + 0,023) mg thymolu. Tento vysledek se
nepiekryva s hodnotou, kterou udava vyrobce. Ale v dostupnych informacich o tomto
lé¢ivu vyrobce nikde neudava svij interval spolehlivosti, ¢i néjakou odchylku, proto
nelze s jistotou tvrdit, Ze se hodnota obsahu thymolu naméfend metodou HPLC

s amperometrickou detekci neda srovnat.
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Tab. 3.13 Stanoveni thymolu v p&ti tabletkach Septolete® D, metoda me&feni HPLC

s amperometrickou detekci na CPE pfi vloZeném potencialu +1,1 V

plocha piku  mnoZstvi thymolu

tableta
(nA.s) (mg)
1 1504 0,702
2 1496 0,698
3 1474 0,688
4 1460 0,681
5 1557 0,727
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3.4.2 Stanoveni thymolu v MateFidouskovém sirupu

Stanoveni koncentrace thymolu v sirupu bylo provedeno pomoci HPLC

s elektrochemickou detekci. Vyrobce obsah thymolu neuvadi.

Stanoveni thymolu prob&hlo metodou HPLC s elektrochemickou detekci na CPE
pii vloZzeném potencidlu +1,1 V.Pouzita byla kolona Lichrospher® RP — 18,
100 — 5 um, 125 x 4 mm. Davkovano bylo 20 ul roztoku, ktery byl pfipraven nafedénim
0,5 ml sirupu do 10 ml 90% methanolem. Jako mobilni faze byla pouzita smés zf. BRP
o pH 7 a methanolu v pom&ru 1:9 (v/v), 0,5 ml.min™.

Koncentrace thymolu byla stanovena metodou standardniho ptidavku. Ten byl
proveden pomoci roztoku thymolu o koncentraci 1.10” molL.I' v methanolu. P¥idavek
byl proveden do 10 ml roztoku sirupu v 90% methanolu a €inil 100 pl. Byly provedeny
2 standardni pfidavky. Koncentrace thymolu v sirupu byla vypoé&itana pomoci metody
linedrni extrapolace. Na Obr. 3.32 jsou znazornény chromatogramy Matefidouskového
sirupu bez pridavku a s prvnim i druhym pfidavkem. Pro ilustraci je na Obr. 3.33

zaznamenan cely chromatogram sirupu. Naméfené hodnoty jsou uvedeny v Tab. 3.14.
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Obr. 3.32 Detail chromatogramu stanoveni Matetfidouskového sirupu (0,5 ml sirupu
bylo vzdy nafedéno na 10 ml 90% methanolem ve vodé€, amperometricka detekce na
CPE pfi viozeném potencidlu +1,1 V , ddvkovano 20 pul roztoku, mobilni faze zf. BRP
o pH 7 : methanol 1 : 9 (v/v), 0,5 ml.min, kolona Lichrospher® RP - 18, 100 — 5 um,
125 x 4 mm, ktivka 1 — 0 ml ptidaného thymolu, kfivka 2 — pfidano 100 pl thymolu
o koncentraci 1.10° mol.I' v methanolu, k¥ivka 3 — ptidano 200 pl thymolu

o koncentraci 1.10° mol.I" v methanolu)
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Obr. 3.33 Chromatogram stanoveni thymolu v Matefidouskovém sirupu (0,5 ml sirupu
bylo nafedéno na 10 ml 90% methanolem ve vod€, amperometricka detekce na CPE pfi
vlozeném potencidlu +1,1 V, davkovano 20 pul roztoku, mobilni faze
zi. BRP o pH 7 : methanol 1 : 9 (v/v), 0,5 ml.min"!, kolona Lichrospher® RP - 18,
100 — 5 um, 125 x 4 mm)



Tab. 3.14 Stanoveni thymolu v Matefidouskovém sirupu metodou standardniho
ptidavku, méfeni HPLC s amperometrickou detekci na CPE pfi vloZeném potencidlu
+1,1 V, provedeny 2 standardni pfidavky o objemu 100 pul s koncentraci 1.10” mol.I"

thymolu v methanolu

latkové mnozstvi

; plocha piku
¢. pridavku ptidaného thymolu.10
(nA.s)
(mol)
0 0 545
1 1 975
2 2 1611

Koncentrace thymolu v ddvkovaném vzorku byla 9,59.10® mol.I"'. Koncentrace
thymolu v Matefidouskovém sirupu je 1,92.10* molL.I"'. Tuto hodnotu nelze porovnat

s daty od vyrobce, nebot’ ten je neuvadi.
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4. ZAVER

Byla ovéfena stalost zasobniho roztoku 1.10° mol.I' thymolu v methanolu,
ktery je pfi uchovavani v chladniéce za teploty 5 °C a vtemnu staly nejméné
3,5 mésice. Z absorpéniho spektra vyplyva, Ze zméfené absorpéni maximum thymolu

odpovida dostupnym informacim?® a rovna se 276 nm.

Byla proméfena zavislost reten¢nich charakteristik thymolu na pH mobilni faze
vreverznim chromatografickém systému schemicky védzanym oktadecylem s UV
spektrofotometrickou detekci ptfi 276 nm. Z vysledki mé&feni vyplynulo, Ze pH mobilni

faze nema téméf zadny vliv na reten¢ni charakteristiky.

Byla prostudovédna zavislost odezvy amperometrického detektoru s uhlikovou
pastovou elektrodou na vioZzeném potencidlu a pH mobilni faze.
Byly nalezeny optimalni podminky pro stanoveni thymolu na CPE: potencial +1,1 V a
pH mobilni faze 7. Mez detekce byla 2,9.107 mol.I'. Mez detekce pro stanoveni
thymolu s UV detekci pfi 276 nm, byla 6,7.107 mol.I'. Porovnaji-li se meze detekce
pro spektrofotometrickou a elektrochemickou metodu detekce, je zfejmé, ze detekci na
uhlikové pastové elektrodé bylo dosaZeno lep$ich vysledkd.
Za optimalnich podminek méfeni byla zjisténa opakovatelnost méteni elektrochemické
detekce. Stanovené relativni smérodatné odchylky byly 1,8 % pro plochu piku a 4,7 %
pro vysku piku.

Byly vyhodnoceny optimalni podminky pro stanoveni thymolu diferenéni pulsni
voltametrii na uhlikové pastové elektrodé. Optimalni bylo prostfedi BRP o pH 4. Pfi
tomto stanoveni bylo dosaZeno meze detekce 2.107 mol.I"' (0,03 pg.mI™). V literatute
nalezneme podobné stanoveni metodou DPV na diskové elektrod€ ze skelného uhliku,
autofi v3ak stanovovali celkovou sumu isopropylmethylfenoli. Limit detekce byl

0,04 pg.ml™ (cit. 15) Vysledky jsou srovnatelné.
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Byl provéien vliv doby akumulace na vy$ku piku thymolu pro metodu AdS DPV
a jako optimalni podminky byly stanoveny: doba akumulace 300 s, prostfedi BRP
o pH 7 a 10% podil methanolu. Nedochéazelo k téméf Zadné akumulaci a nepodaftilo se
sniZit mez detekce.
V prosttedi BRP o pH 4 a pfi obsahu methanolu 10 % byla naméfena opakovatelnost
stanoveni thymolu metodou DPV. Stanovena relativni smérodatnd odchylka byla

3,11 %.

Vyvinuta metoda stanoveni thymolu vysokouéinnou kapalinovou chromatografii
za pouziti detekce na uhlikovych pastovych elektrodach byla vyuzita pfi stanoveni
obsahu thymolu v pastilkdch Septolete® D a v Matetidouskovém sirupu. MnoZstvi
thymolu v jedné pastilce bylo (0,699 + 0,023) mg, vyrobce udava, Ze v jedné tabletce je
0,6 mg thymolu, ale neudava Zadné rozmezi hodnot, ¢i chybu stanoveni. Proto nelze
vysledky porovnat. Koncentrace thymolu v sirupu byla 1,92.10* mol.I", tato hodnota se

nedé porovnat s daty od vyrobce, ten je totiz neudava.
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