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1. UVOD



Chromatografie je separacni analyticka fyzikalné chemicka metoda pro
separaci a analyzu smeési latek. Jejim zakladnim principem je rozdélovani
slozek smési mezi mobilni a stacionarni fazi. Chromatografické analyzy se
zpravidla pouzivaji pro slozité smési latek, které maji navzajem dosti podobné
chemické a fyzikalni vlastnosti a které by se jinymi metodami kvalitativné
a kvantitativné analyzovaly jen velmi obtizné, pokud by to vibec bylo mozné.
Vysledkem kvalitativni analyzy je zjisténi, jaké latky jsou ve smési obsazeny.
Kvantitativni analyza ukazuje na mnozstvi jednotlivych sloZzek ve smési.

Plynova chromatografie (GC) ma plynnou mobilni fazi, ktera unasi
analyty kolonou, které se zachycuji na stacionarni fazi. Pro metodu GC
je charakteristicka predevsim ucinna a rychla separace slozitych smési a prace
s malymi mnozstvimi vzorkl za pouZiti relativné jednoduché aparatury.

Moznost aplikaci plynové chromatografie je omezena na latky plynné,
latky snadno tékavé a latky tékavé po derivatizaci. PUvodné byla pouzita
v oboru biochemie pro analyzy mastnych kyselin a amind a pfi rozlicnych
analyzach plynd. Vyznamné uplatnéni naléza plynova chromatografie
v primyslu organickych syntéz. Derivatizace umoZniujici pfevést analyty
na tékave produkty umoznila S$irSi aplikace GC v lékafskych, biologickych
a biochemickych oborech (analyzy lipida, steroidl, aminokyselin v télnich
tekutinach). Standardné se pouziva ke sledovani kvality ovzdusi. Vyznamnou
aplikaci je urCeni stopovych mnozstvi pesticidd vpudé, ve vodach
a potravinach.

V této diplomové praci byla validovana metoda pro stanoveni obsahu
butan-1,3-diolu pomoci GC. Butan-1,3-diol se pouziva v chemickém primyslu
jako rozpoustédlo a nosi¢ aromatickych latek, k vyrob& umélych hmot
a tfaskavin. Pfidava se do nemrznoucich smési v chladi¢ich. Dale se pouZziva
v kosmetickych pFipravcich a vyskytuje se v pesticidech. Pro své antimikrobialni
ucinky je pridavan do Cdisticich prostfedkd. Prodluzuje uc€innost injek&nich
pFipravkl a zvySuje ucinnost rozpusténych uc€innych latek. DalSim ukolem bylo

stanovit obsah butan-1,3-diolu.***°



2. TEORETICKA CAST



2.1 Chromatografické metody

Chromatografie patfi mezi metody separacni, které umoznuji analyzu
smési. Vysledky analyzy se daji posuzovat z hlediska kvalitativniho nebo
kvantitativnino. Vzhledem k tomu, ze vétSina pfirodnich latek se vyskytuje
ve smésich, jsou tyto metody velmi Siroce vyuzivany.

Separace je proces, kdy dochazi k déleni analyzovanych slozek mezi
dvéma fazemi — stacionarni a mobilni. PFi pratoku mobilni faze ploSnou vrstvou
nebo kolonou dochazi mezi vzorky a stacionarni fazi k vzajemnym interakcim.
Na zakladé rizné afinity délenych slozek ke stacionarni fazi pak dochazi
k separaci. Latky, které se stacionarni fazi interaguji silngji, zastavaji zadrzeny
na koloné Ci v ploSe déle, zatimco latky se slabSimi interakcemi se eluuji

rychleji.>*

2.1.1 Rozdéleni chromatografickych metod

Chromatografické metody Ize rozdélit dle riznych kritérii.

1) podle charakteru mobilni faze
* plynova chromatografie — mobilni fazi je plyn, stacionarni faze
muze byt jak kapalina upevnéna na vhodném nosici tak pevna latka
» kapalinova chromatografie — mobilni fazi je kapalina, stacionarni
faze muze byt jak pevna latka tak kapalina s mobilni fazi
nemisitelnd nebo pouze omezené misitelna, upevnéna na vhodném
nosici
2) podle usporadani stacionarni faze
* kolonova chromatografie
o HPLC (vysokoucinna kapalinova chromatografie)
> GC (plynova chromatografie)
* plosné techniky
o PC (papirova chromatografie)

o TLC (tenkovrstva chromatografie)



3)

podle podstaty separa¢niho procesu

» adsorpéni chromatografie — podstatou je rizna schopnost slozek
poutat se na povrch stacionarni faze

* rozdélovaci chromatografie — podstatou je rdzna rozpustnost
slozek vzorku ve stacionarni fazi

* iontové vyménna chromatografie — podstatou separace je rlzna
afinita iontd vzorku k iontovyménnym skupinam iontoménice jakozto
stacionarni faze

* gelova chromatografie — analyty se separuji na zakladé velikosti
molekul, které nese mobilni faze a zachycuji se v porech
stacionarni faze (gelu). Molekuly vétSi nez poéry gelu se eluuji
z kolony rychleji bez zadrzeni.

« afinitni chromatografie — stacionarni faze je schopna vazat

ze vzorku urdité slozky, ke kterym ma Uzkou specifitu = afinitu.®*



2.2 Plynova chromatografie

Plynova chromatografie je citliva analytickd metoda s velkou separacni
ucinnosti. Pouziva se pro analyzu plynu a latek tékavych, které lze zahfanim
prevest na pary, aniz by se rozkladaly. VétSina léCiv se ale za zvySené teploty
rozklada a proto se prfed analyzou musi derivatizovat vhodnymi cCinidly
za vzniku tékavych derivatd analytu. Z tohoto hlediska se v analyze I|éCiv

mnohem &ast&ji vyuziva vysokouginné kapalinové chromatografie.*

2.2.1 Zakladni pojmy®’

Schéma chromatogramu: viz obr. €. 1

¢
A detektoru IT 2 —I[I
_ gM —IJ‘I |I I| -
M [ |latka 2
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Obr. ¢. 1: Popis chromatogramu

Retenéni objem Vi: objem mobilni faze, ktery musi projit kolonou, aby se

prislusny analyt dostal od pocatku ke konci separacni kolony
Retencni €as tg: Cas, za ktery se eluuje latka a je detekovana
Mrtvy €as ty (nékdy oznacovan tp): €as od nastfiku po detekci inertu (MF)

Redukovany retenc¢ni €as t'r: Cas detekce 1. latky redukovany o mrtvy Cas

t,thR —ty
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Hmotnostni distribuéni objem D, vyjadfuje kapacitu kolony, miru sorpce

analytu na koloné, téz se znaci jako kapacitni faktor k” nebo retenéni faktor k

c
D, =% nebo D, =
Cur Ly

kde
Cse  je mnozstvi rozpusténé latky ve stacionarni fazi

Cvr  je mnozZstvi rozpusténé latky v mobilni fazi

* obvyklé hodnoty Dy, se pohybuji mezi 2 az 10
* D < 2 — latka se malo sorbuje na koloné

* Dy > 10 — latka se eluuje pfilis pozdé

Zdanlivy pocet teoretickych pater N: vyjadfuje ucinnost kolony, kolona je
slozena z mnoha Usekd, tzv. teoretickych pater, kde dochazi k zadrzovani latek
a vytvareni tzv. eluénich zén analytu. Cim déle zistava analyt na kolong, tim
jsou vetsi eluCni zony analyzované latky. Velikost eluénich zén pak odpovida
Sifce pikd analytu.

« ¢im vice teoretickych pater, tim lépe, ale zavisi to na délce kolony
2
1:R
N =554+
Wy,

Wh je Sifka piku v jeho poloviné

kde

Vyskovy ekvivalent teoretického patra H: je umérny Sifce elu¢ni zény analytu

« ¢im mensSi vySka patra, tim lépe (analogicky k poctu teoretickych pater)

H=—
N

kde
L je délka kolony
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Faktor symetrie piku As: vyjadfuje miru
symetrie piku podle myslené svislé osy vedené

tim je analyza kvalitnéjsi.

WO ,05
2 d W s

A =

kde
Woos je Sifka piku v jeho 1/20
d je vzdalenost mezi kolmici spusténou z vrcholu piku a vzestupnou

Casti piku v jedné dvacetiné jeho vysky

* idealni hodnota As je 1,0, akceptovatelné jsou hodnoty 0,8 az 1,5
* As > 1,0 — dochazi k chvostovani (tailing), stava se Casto
u bazi v HPLC

* As < 1,0 — objevuje se tzv. fronting, stava se Castéji v GC

Selektivita kolony vyjadrena relativni retenci r: ukazuje na relativni separaci

dvou slozek, téz separacni faktor «

* Cim vétsi r, tim dale jsou v chromatogramu piky vzdaleny od sebe

Rozliseni Rs: vyjadiuje jak dobfe se separuji dvé po sobé eluujici se slozky
smési, kvalitni separace je az na zakladni linii

S
Whl + Wh2

_\/W.r—l. D,

"4 r 1+D,

R nebo

R =ucinnost - selektivita - kapacita

* teprve kdyz je hodnota Rs > 1,5, Ize hovofit 0 separaci na zakladni linii

12



Pomér signalu k Sumu S/N:

kde

S/N=T \

2H ]

ot o gl pel Mt M e Ih
v f LU LA A |

vySka piku odpovidajici dané latce na chromatogramu
pfedepsaného porovnavaciho roztoku mérena od vrcholu piku
k zakladni linii signalu, ktery se sleduje na vzdalenosti rovné
dvacetinasobku Sifky piku v poloviné jeho vySky

rozpéti Sumu zakladni linie na chromatogramu ziskané pfi slepé
zkouSce a zaznamenavané na vzdalenosti rovné dvacetinasobku
Sifrky piku v poloviné jeho vySky na chromatogramu pfedepsaného
porovnavaciho roztoku, pokud mozZno rovhomérné na obé strany

od mista, kde by se mél nachazet sledovany pik

Opakovatelnost vyjadrena jako relativni smérodatnad odchylka RSDy:

vyuziva se ke kvantitativnimu hodnoceni

kde

RSD,,

_100 2 (i-Y)°
B y n-1

jsou jednotlivé naméfené hodnoty

aritmeticky praimér namérenych hodnot

pocCet méreni
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2.2.2 Hlavni ¢éasti plynového chromatografu

2.2.2.1 Zakladni schéma plynového chromatografu (obr. €. 2)

Injektor vzorku
Regulétor pritoku ‘ ‘/\/\—‘
\.. Zapisovac (pocitac)
<l
Detektor
Nosny plyn Termostaty pro kolonu,

injektor a detektor

Obr. ¢. 2: Schéma plynového chromatografu

2.2.2.2. Nosny plyn

V plynové chromatografii je mobilni faze predstavovana nosnym plynem.
Jako nosné plyny se nejCastéji pouZivaji vodik, dusik, helium popf. argon.
Na rozdil od ostatnich separaCnich metod se nosny plyn neucastni slabych
interakci s analytem. PFi volbé nosného plynu se uvazuji nasledujici faktory:
viskozita, ucinnost, Cistota, reaktivita, typ pouzivaného detektoru a cena plynu.
Hlavnim problémem nosnych plynl je pfitomnost necistot interagujicich
s analytem nebo stacionarni fazi. Kritickymi necistotami jsou vodni para
a kyslik. Z tohoto duvodu se za zdroj nosného plynu umistuje Cistici zafizeni,
které zachycuje vlhkost a necCistoty v nosném plynu.

Uginnost kolony se da kvantifikovat pomoci vyskového ekvivalentu
teoretického patra. Zavislost vySkového ekvivalentu teoretického patra
na pramérné linearni rychlosti mobilni faze pro dany typ nosného plynu

zobrazuji van Deemterovy kfivky (obr. &. 3).8°
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Obr. ¢. 3: Zavislost vySkového ekvivalentu (H) na priamérné linearni rychlosti (u)

u nejpouZzivanéjSich nosnych plynt

2.2.2.3 Regulatory tlaku a pratoku

Jedna se o elektronické regulacni zafizeni, které slouzi k ovladani
prutoku a tlaku nosného plynu. Regulator prutoku zaru€uje konstantni pratok
plynu kolonou a detektorem bez ohledu na typ nosného plynu, teplotu
a rozméry kolony. Tlak je potom proménnou veli€inou a nastavi se automaticky
podle viskozity plynu, vnitfniho priméru kolony a délky kolony tak, aby prutok

kolonou byl konstantni.®

2.2.2.4 Injektor

Injektor je vstupem analyzované latky do plynového chromatografu.
Nastfik latky se nejCastéji provadi pomoci specialni injekéni stfikacky pres
septum, které oddéluje vnitrek injektoru od vnéjSiho prostoru. Soucasti injektoru
je sklenéna vlozka (liner), ve které dochazi vysokou teplotou k rychlému
odpareni vzorku a ke spravnému promichani par vzorku s nosnym plynem.
Mezi injektor a kolonu je zafazen déli€ toku (splitter), ktery umozfiuje vést jen
¢ast odpareného vzorku na kolonu (splitovaci pomér, split ratio).

Injektor musi splfovat nasledujici pozadavky:

» vzorek vstupujici na kolonu musi mit co nejmensi objem

» nesmi dojit k rozkladu vzorku v injektoru b&€hem odpareni

* nesmi dochazet k diskriminaci komponent vzorku

* signal rozpoustédla nesmi ovliviiovat plochu signalt analytd

15



Splitovani
Splitovani je technika nastfiku, pfi které je smés vzorku a nosného plynu
Vv injektoru rozdélena na dvé nestejné cCasti. MenSi Cast vstupuje na kolonu,

vetSi Cast odchazi do odpadu.

Splitovaci pomér (split ratio)
Splitovaci pomér zavisi na relativni velikosti pratoku splitovacim ventilem
a kolonou a Ize jej vypocitat podle nasledujiciho vztahu:

Splitovaci pomér = (pratok splitovacim ventilem+prutok kolonou)/pratok kolonou

Nastrik bez splitu (splitless injection)
Pfi této technice nastfiku jde cely objem injektoru pfimo na kolonu, aniz
by se rozdéloval. Pouziva se pfi stopové analyze nebo pro analyzu smési latek,

které se vyrazné lisi v bodu varu.®

2.2.2.5 Kolona

Kolona je umisténa v peci (oven), ktera je temperovana na urcitou
teplotu. Teplota je dulezita proménna v plynové chromatografii. Pokud je teplota
kolony béhem analyzy vzorku konstantni, jedna se o izotermalni analyzu.
Naproti tomu pro analyzu vzorku viceslozkovych smési latek s rozdilnymi body
varu je vhodné pouzit teplotniho gradientu. To znamena, Ze teplota kolony
béhem analyzy se bude ménit podle vytvofeného teplotni programu. Vyhodou
pouziti teplotniho gradientu je zlepSeni tvaru chromatografickych piku (zuzeni
signalu, vyssi citlivost) a vyrazné zkraceni doby analyzy.

V plynové chromatografii Ize pouzit dva typy kolon: naplfové kolony

a kapilarni kolony.

NaplInové kolony

Naplhové kolony jsou trubice naplnéné sorbenty nebo nosici
se zakotvenou kapalnou fazi. Jsou vyrobeny z oceli, skla apod. Vnitini praimér
kolony je 2 az4 mm, délka nejvySe 4 m. Maji vy3Si kapacitu nez kapilarni
kolony. Pfiklady naplni adsorbentd pro adsorp&ni chromatografii jsou silikagel
nebo oxid hlinity. Nosi¢e kapalné faze pro rozdélovaci chromatografii jsou na

bazi oxidu kfemicitého. Upravuji se tak, aby se pfi separaci neuplatiiovaly jejich
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adsorpéni schopnosti, protoZze separace slozek mezi nosnym plynem

a zakotvenou kapalnou fazi ma probihat pouze na principu rozdélovani.
Moderni u€inné naplfiové kolony o menSim vnitfnim priméru jsou

mikronaplfiové kolony, které obsahuji velmi malé Castice naplné. Diky tomu se

pfi stejné délce bézné naplhoveé kolony dosahuje vysSi ucinnosti separace.

Kapilarni kolony

Kapilarni kolony se vyrabéji z oceli nebo kfemenného skla a kvl
pevnosti jsou potazeny filmem polyimidu. Vnitfni prdmér Kkolony byva
0,2 az 0,75 mm. Délka se mlUze pohybovat od desitek do stovek metr(, pficemz
pro vétSinu analyz postacuje délka kapilary 30 m. Stacionarni faze je
rozprostifena na vnitfnich sténach kapilary.

Jsou 3 typy kapilarnich kolon viz obr. €. 4:

« WCOT (Wall Coated Open Tubular), kde nosiCem stacionarni faze je
vnitfni sténa kapilary.

* SCOT (Support Coated Open Tubular), maji na vnitfni sténé vrstvu
nosice se zakotvenou kapalinou.

* PLOT (Porous Layer Open Tubular), maji na vnitfni sténé tenkou vrstvu

porovitého materialu, napf. oxidu hlinitého, ktera slouzi jako adsorbent.

WCOT SCOT FLOT
stacionarni nosié a sorbent
faze stacionarmi

faze

Obr. ¢. 4: Prarezy jednotlivych typu kolon

Volba stacionarni faze je obvykle rozhodujici pro vybér vhodné kolony

pro nas vzorek. DuleZita je polarita separovanych slozek.>4%*0
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Priklady adsorbentd v plynové chromatografii
+ Aktivni uhli, grafitizované uhli — déleni plynl a lehkych uhlovodiki
» Silikagel — déleni anorganickych plynl a nizkovroucich kapalin
* Molekulova sita (krystalické hlinitokfemicitany) — déleni plynu
a leh¢&ich uhlovodiku
* Porézni polymery (vinylbenzenové kopolymery), tzv. Porapaky —
déleni nizkomolekularnich uhlovodikt, anorganickych plynd, alkohold,

estert a keton

Priklady kapalnych stacionarnich fazi v plynové chromatografii
» Carbowaxy (polyethylenglykoly) — polarni stacionarni faze
* Ucony (polypropylenglykoly) — polarni stacionarni faze
* Polyestery (napf. polyethylenglykoladipaty, —sukcinaty) — polarni
stacionarni faze
* Polysiloxany (napf.methylpolysiloxan SE-30) — Siroké rozmezi

polarity, jsou ¢asto pouzivané™®

2.2.2.6 Detektor

Detektor je zafizeni, které vysila signaly v zavislosti na pritomnosti slozky
v nosném plynu. Pfitomnost slozky je zjiStovana méfenim urcité vlastnosti plynu
prichazejiciho z kolony. Tato méfena vlastnost musi mit vztah k druhu
a koncentraci slozek vzorku (analyticka vlastnost).

Detektor musi mit dostate¢nou citlivost. Cim vy38i ma citlivost, je
schopny detekovat tim nizSi nejmensi postfehnutelny obsah slozky. Teplota
detektoru by méla byt vySSi nez je teplota plynu vychazejicich z kolony, aby se
zabranilo kondenzaci latek na sténach detektoru. Detektory jsou univerzalni

a selektivni.

Tepelné vodivostni detektor (TCD)

Tento typ je oblibeny pro svou univerzalnost. Nosny plyn proudi pfes
vlakno Zhavené konstantnim elektrickym proudem a ochlazuje ho na urcitou
teplotu. Pfitomnost slozky zméni tepelnou vodivost prostfedi kolem Zhaveného
vlakna a tim zméni vlakno svou teplotu. Zména teploty vyvola zménu

elektrického odporu vlakna. Obvykle se pracuje se dvéma vilakny. Pfes jedno
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proudi Cisty nosny plyn a pfes druhé proudi plyn z kolony. Porovnavaiji se jejich
elektrické odpory.

Pro pouziti je dulezita volba nosného plynu. Jeho tepelna vodivost se ma
co nejvice odliSovat od tepelné vodivosti analyzovanych slozek. Proto se dava
prednost vodiku a heliu pfed dusikem. Nejvice se pouziva pfi analyzach

anorganickych plyna a nizkomolekularnich organickych latek.

Plamenovy ionizaéni detektor (FID)

Tento detektor je nejpouzivanéjSim detektorem v plynové chromatografii.
Sestava z ocelové trysky, do které vstupuje smés nosného plynu, vodiku
a doplinkového plynu. Na Spicce mikrohofaku dochazi v proudu vzduchu ke
spaleni této smeési na ionty, které se sbiraji na polarizovanych elektrodach
a generuji proud, jenZz se zesiluje a pfedava na zapisovac. FID poskytuje
odezvu téméF na vSechny organické latky, pro uhlovodiky je odezva umérna
poCtu uhlikovych atomu v molekule. Nedetekuje anorganické latky

a z organickych latek nereaguje na formaldehyd a kyselinu mravenci.

Plamenovy ioniza¢ni detektor s alkalickym kovem (AFID)

Je modifikaci FID. Opét dochazi k ionizaci v kysliko-vodikovém plameni.
V tomto pfipadé je vSak veden pres prstenec soli alkalickych zemin. lonty
alkalického kovu se v plameni dostavaji do plynné faze a dobfe reaguji
s heteroatomy organickych latek, zejména s fosforem a dusikem. Je tedy

predevsim selektivni pro tyto typy sloucenin.

Bezplamenovy detektor s alkalickym kovem

Zdrojem iontu alkalického kovu je elektricky vyhfivana sil alkalického
kovu. Na jejim povrchu se plsobenim vysoké teploty spaluje vodik. Uvolnéna
energie ze spalovani nesta¢i na ionizaci uhlovodiku, postacuje vsSak
na specifické reakce s fragmenty obsahujicimi fosfor a dusik. Velka selektivita
a citlivost detektoru na tyto latky umoznuje detekci opiatli i latek pouzivanych

k dopingu.

19



Detektor elektronového zachytu (ECD)

Nosny plyn (dusik) je vlivem (-zafeni v detektoru ionizovan, ¢imz vznika
konstantni proud pomalych elektrond. Ty zachytavaji atomy halogenu
(elektronegativni atomy) a tim dochazi ke snizeni ionizaéniho proudu. Zdrojem
ionizujici energie je radioaktivni zafi¢ *H nebo °Ni. Detektor je velmi citlivy
na halogeny, nitroslouceniny, areny a slouceniny obsahujici fosfor, kyslik, siru
¢i olovo. Je tedy velmi vhodny pro stopovou analyzu pesticidd v Zivotnim

prostredi.

Fotoioniza€ni detektor (PID)

Princip tohoto detektoru je zaloZen na ionizaci organickych latek fotonem
ultrafialového zareni a nasledné detekci uvolnénych elektroni. Vhodnou volbou
vinové délky ultrafialového zareni se vyznamné ovlivni selektivita detektoru.
lonizuji se organicke latky, kyslik, amoniak ¢i sulfan. Je velmi citlivy (az 100 krat

vice nez FID).

Plamenofotometricky detektor (FPD)
Zde dochazi k aktivaci organickych latek obsahujicich fosfor nebo siru
v kysliko-vodikovém plameni. Aktivované latky emituji zarfeni, které je

detekovano.

Hmotnostni spektrometr (MS)

Principem tohoto detektoru je ionizace neutralniho atomu nebo molekuly
za vzniku iontl a jejich fragmentl. Ty jsou dale separovany a detekovany
na zakladé poméru m/z, kde m je hmotnost iontu a z je naboj iontu. Spojeni
GC-MS je nepostradatelné tam, kde provadime identifikace neznamych slozek
smési. Pro kazdou sloZzku se ziska jeji hmotnostni spektrum a porovnanim

jejiho spektra s knihovnou spekter v poéitadi ji Ize vétsinou identifikovat.>*°
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2.2.3 Hodnoceni latek pomoci GC

2.2.3.1 Kvalitativni analyza na zakladé retenénich dat

Kvalitativni analyzou vzorku rozumime urCeni slozeni vzorku, tj. ze
kterych sloZek se vzorek sklada. Zakladnim parametrem, kterym lze popsat
slozku v plynové chromatografii je jeji retenéni Cas, resp. redukovany reten¢ni
Cas. Retencni data analytu odrazi specifické interakce analytu se stacionarni
a mobilni fazi. Jelikoz tyto veliCiny jsou =zavislé na experimentalnich
podminkach (rozméry kolony, pritokova rychlost nosného plynu, teplota kolony,
tlakovy spad na koloné), nemizZeme srovnavat vysledky ziskané za riznych
experimentalnich podminek. Proto retencni data vyjadfujeme pomoci
specifickych reten¢nich objemd nebo srovnanim s retenénimi ¢asy standarda.

Specificky retenéni objem Vs je velmi prfesné definovana veli€ina
nezavisla na experimentalnich podminkach. K jejimu vypoctu vSak musime znat
mnoho parametri, které nejsou vzdy dostupné. Ztohoto dlvodu se
v kvalitativni analyze bé&ézné nepouziva.

Daleko rozSifenéjSim zplsobem je uziti retennich €asl R P¥i této
metodé se srovnava retencni Cas neznamé latky s reten¢nim Casem standardu.
Standard je latka, u které zname strukturu a predpokladame, ze neznama latka
je s ni identicka. Neznama latka i standard vSak musi byt méfeny za stejnych
chromatografickych podminek. Pokud se relativni €asy neznamé latky
i standardu shoduji a byly méfeny za stejnych chromatografickych podminek,
pak muzeme prohlasit obé latky za identické.

DalSi moznou identifikaci mizeme provadét na zakladé retencnich
indexd RI. Zde nepotfebujeme mit znamou latku (standard), naopak
porovhavame retencni Casy neznamé latky s urCitou latkou nebo skupinou
latek, které slouzi jako referentni latky. V tomto systému identifikace latek se
pak retencni Cas prepocitava na tzv. Kovatsuv retencni index, dle jména svého
autora. Neznama latka se tedy identifikuje na zakladé srovnani retenéniho
indexu s retencnimi indexy latek znamych z literatury. V Kovatsové indexovém
systému se retenCni data chemickych komponent naméfené za danych

chromatografickych podminek vztahuji na homologickou fadu n-alkand.
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Jednotlivym n-alkandm jsou pfifazeny hodnoty reten€nich indexud, které jsou
stonasobkem poctu uhlikovych atomu v jejich molekule.

Vypocet retenéniho indexu RI

logV,, —logVag,

RI, =100—9~ ,
IOgVRn+1 - IOgVRn

+100n

kde
V'rx je redukovany retencni objem vzorku
V'rn  je redukovany retenCni objem nejbliz8iho niZSiho n-alkanu
V'rn+1 j€ redukovany retenéni objem nejblizSiho vyssiho n-alkanu

n pocet atomu uhliku v nejbliz§im niz8im n-alkanu.

Misto redukovanych retenénich objemU Ize dosadit i redukované retencni
Casy, Cisté retenni objemy, specifické objemy nebo relativni retence.
Podminkou jsou stejné standardy.

Retencni index je charakteristicky pro danou latku, ale zavisi na
stacionarni fazi a teploté. Proto je vhodné uvadét tyto udaje jako horni a dolni
index. Plati, ze teplotni zavislost je vétSi pro polarni komponenty na polarnich
fazich ve srovnani s méné polarnimi latkami na nepolarnich fazich. V pfipadé
nepolarnich fazi je retencni index na teploté témeér nezavisly.

Jestlize maji standard a stanovovana latka rozdilné reten¢ni chovani, pak
Ize jednoznacné tvrdit, Ze jde o rlzna chemicka individua. Naopak shoda
retencnich dat jesté neni dukazem identity standardu a sledované latky. Teprve
kdyZ nastane retencni shoda se standardem dvakrat, tj. na stacionarnich fazich
rlizné polarity pfi rizné teploté, mizeme s vysokou pravdépodobnosti tvrdit, ze
jde o totozné latky.

Posledni moznosti identifikace latek je pouziti relativnich retencnich
Casu. Pri této metodé se retenéni ¢as analytu vztahuje na mrtvy €as ty nebo na
retencni €as urcité vhodné latky (standardu), kterd se pfidava do vzorku.
NejjednodusSim zpUsobem vyjadreni relativni retence je pomér redukovanych
retenCnich CasU slozky a standardu tr (redukovanych o mrtvy Cas ty).
S pouzitim relativnich retenénich ¢ast se pak eliminuje vliv délky kolony,

fluktuace prutoku, teploty apod. NejvétSim problémem je najit vhodny standard
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takovych vlastnosti, aby tvofil samostatny pik a relativni retence byla nejvySe
4.9|11

2.2.3.2 Kvantitativni analyza

Kvantitativni analyzou rozumime urCeni mnozstvi nebo koncentraci
jednotlivych sloZzek ve vzorku. VeliCinou charakterizujici mnozZstvi vzorku
proSlého detektorem je plocha ¢&i vySka chromatografického piku.
Za predpokladu linearni odezvy detektoru je plocha Ci vySka piku umeérna
mnozstvi latky. To umozZnuje urCovat mnozstvi €i koncentraci dané latky
v neznamém vzorku na zakladé pouziti vzorku dané latky o znamém mnozstvi
Ci koncentraci, tzv. standardu. Kvalita kvantitativni analyzy je predevsSim
ovlivnéna pfipravou vzorku, spravnou funkci pfistroje a kvalitou zpracovani dat,

s ¢imz také souvisi spravna volba kalibracni metody.

Kalibraéni graf
Jak jiz bylo feCeno, v oblasti linearni odezvy detektoru je plocha Ci vySka
piku umeérna mnozstvi latky. To znamena, Ze se stanovy zavislost plochy piku

dané latky na znamém mnozstvi €i koncentraci standardu a sestroji se pfislusny

graf.
KalibraCni pfimku Ize pak vyjadfit vzorcem:
y=a+b-x
kde
X je nezavisla proménna (= koncentrace standardu)
y je zavisla proménna (= odezva, plocha piku)
a je usek na ose y
b je smérnice pfimky

Kvantitativni vypocétové metody

1) metoda vnitfni normalizace

Touto metodou se urCuje obsah latek ve smésich, je-li poCet komponent
relativné nizky a vSechny komponenty jsou znamy. Bézné se pouziva pfi
rutinnich stanovenich. Mnozstvi urcité komponenty se vyjadfuje jako relativni

frakce z celku. To znamena, Ze v urCité smési je x % latky A, y % latky B,
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z % latky C atd. Vysledky pfi pouziti této metody nezavisi na pfesnosti objemu

pfi nastriku vzorku.

2) metoda absolutni kalibrace

Touto metodou se ur€uje absolutni koncentrace nebo absolutni mnozstvi
latky na zakladé kalibracni zavislosti. Na rozdil od pfedchozi metody je zde
kriticky objem nastfiku. Spravnost této metody tedy zavisi na dobré
reprodukovatelnosti  davkovanych objemd. Doporu€uje se  pracovat
S autosamplerem.

Neznamé mnozstvi vzorku lze vypocitat z rovnice

c, GC,
A A
kde
Cx neznama koncentrace stanovované latky X
Cs vzorek o znamé koncentraci latky X

Ax plocha piku stanovované latky X

As plocha piku odpovidajici latce X ve znamém vzorku

3) metoda vnitrniho standardu

Pfi této metodé se ke vzorku pfidava urcité mnozstvi znamé latky,
tzv. interni standard (IS). Tato latka nesmi byt pfitomna v pdvodnim vzorku,
nesmi reagovat s Zadnou slozkou vzorku, musi byt dobfe oddélena od vSech
slozek v puvodnim vzorku a musi se eluovat v blizkosti stanovované slozky.

Vyhodou metody je to, Ze neni tfeba znat pfesny objem nastfiku vzorku.
Navic, s pouzitim IS se eliminuje vliv zmén pracovnich podminek, protoZe jak
stanovovana slozka tak IS jsou t€mito zménami stejné ovlivnény.

Koncentrace slozky X ve vzorku lze vypocitat pomoci faktoru citlivosti
detektoru fx (response factor), ktery je potfeba stanovit kalibraci pro danou

komponentu a dany vnitini standard.
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Kalibraéni pfimka ma tvar

kde
Ax je plocha signalu analytu X ve standardnim roztoku
Ais je plocha signalu vnitiniho standardu ve standardnim roztoku
analytu X
fx je tzv. response factor detektoru
Cx je koncentrace standardniho roztoku analytu X
Cis je koncentrace vnitiniho standardu ve standardnim roztoku

analytu X

4) metoda standardniho pridavku

Pfi pouziti této metody se ke vzorku pfidava znamé mnozstvi
stanovované latky. Z plochy piku latky obsazené ve vzorku a plochy piku
po pfidani definovaného mnozstvi latky ke vzorku Ize vypocitat mnozstvi latky
v puvodnim vzorku. V zavislosti na typu komponenty se tento pfidavek muze
provést bud ve formé Cisté latky nebo jako roztok dané latky ve vhodném
rozpoustédle. Stanoveni mulze byt zalozeno na jednom nebo nékolika

pfidavcich znamého mnozZstvi analytu k neznamému vzorku.®**
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2.3 Validace analytickych metod

Validace je proces, pfi kterém se zjistuji dllezité charakteristiky metody.
Smyslem validace je dokazat, Ze vypracovana metoda je pro dany ucel vhodna.
Cilem validace je urcit podminky, za kterych je dany postup pouzitelny
a spolehlivy pfi opakovaném meéfeni ve stejné i jiné laboratofi, jednim Ci vice
pracovniky.

Validace se provadi vzdy pfi vyvoji nové metody, jestlize byla metoda
zménéna, byly provedeny zmeény v syntéze dané latky, zménilo se slozeni
finalniho produktu, ma-li se pracovat v jiné laboratofi, nebo se prokazuje
rovhocennost dvou metod. Zjisténé hodnoty validaénich parametr(
se zpracovavaji do valida¢niho protokolu, ktery musi obsahovat i patficnou
dokumentaci, napf. chromatogramy.

Analytické metody museji spliiovat urcité pozadavky, podle toho
ke kterému ucelu budou pouZity (tab. €. 1). Nejbéznéji provadime stanoveni:

* identifikace

» obsahu necistot (kvantita)

* limitniho mnozstvi necistot

* obsahu latky ve vzorku

Stanoveni Testovani necistot

Parametry Identifikace | kvantitativni | limitni Obsah
Spravnost - + - +
Pfesnost - opakovatelnost - + - +
Mezilehla presnost - + (1) - + (1)
Selektivita + + + +
Detekéni limit - - + -
Kvantitativni limit - + - -
Linearita - + - +
Rozsah - + - +
Robustnost - + - +

Tab. €. 1: Prehled testovanych validacnich parametrt podle ucelu stanoveni

(1)  neprovadi se, pokud je provedena reprodukovatelnost >
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2.3.1 Parametry validace

Spravnost (accuracy)

Spravnost vyjadfuje tésnost souhlasu mezi experimentalné namérenymi
hodnotami a spravnou (konvenc¢ni) hodnotou mérené veli€iny.

Spravnou hodnotu muzeme zjistit bud jinou nezavislou metodou
S overenou spravnosti, nebo musime pfipravit vzorek ze vSech slozek pfipravku
a presné definovaného standardu. Spravnost obvykle zjistujeme analyzou
nejméné Sesti vzorkd a vyjadifujeme ji jako rozdil spravné a ziskané hodnoty
nebo jako vytéznost R (recovery) v procentech.

R = (zjiténé mnozstvi LC/pfidané mnozstvi LC) - 100

Presnost (precision)

Pfesnost je mira shody vysledkl zjisténych pfi sérii méfeni stejného
homogenniho vzorku za stejnych podminek. Pfesnost se vyjadfuje jako relativni
smérodatna odchylka RSDs,. Podle podminek opakovani se rozliSuji 3 urovné
presnosti.

1) Opakovatelnost (repeatability)

Méfeni se opakuje stejnou metodou, za stejnych podminek, stejnym
pracovnikem, ve stejné laboratofi, na tomtéz pfistroji, se stejnymi Cinidly

v kratkém ¢asovém intervalu.

2) Mezilehla presnost (intermediate precision)
Metodu provadime v jedné laboratofi se stejnym vzorkem, ale v riznych

dnech, rliznymi pracovniky, na riznych pfistrojich s riznymi €inidly.
3) Reprodukovatelnost (reproducibility)

Metodu provadime za stejnych podminek jako v mezilehlé presnosti, ale

v rliznych laboratofich.
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Selektivita (specifity)

Selektivita je schopnost urcit spravné a pfesné danou latku v pfitomnosti
dalSich slozek, jako jsou napf. pomocné latky, necistoty z vyroby, rozkladné
produkty, zbytkova rozpoustédla atd. Vysledkem je porovnani chromatogramu

s a bez analyzované latky a samotného standardu.

Detekéni limit (limit of detection) LOD

Detekeni limit je nejmensi zjistitelné mnozstvi latky ve vzorku, které se
nestanovuje kvantitativné. Je vyjadfenim citlivosti metody. U instrumentalnich
detekovatelna oproti Sumu v zakladni linii s pomérem signalu k Sumu

s hodnotou 3. U neinstrumentalnich metod ji zjiStujeme experimentalné.

Kvantitativni limit (limit of quantitation) LOQ

Kvantitativni limit je nejmensi koncentrace léCiva, kterou jesté mizeme
kvantifikovat za danych podminek s akceptovatelnou pfesnosti a spravnosti.
Je téz parametrem citlivosti metody. Nékdy to mdze byt nejnizsi bod kalibraéni
kfivky. Vyjadfuje se jako koncentrace s pomérem signalu k Sumu s hodnotou
10.

Linearita (linearity)

Linearita je schopnost poskytovat vysledky pfimo umérné koncentraci
analyzované latky neboli rozmezi koncentraci, kde je linearni vztah koncentrace
analytu k odezvé detektoru. Stanovuje se minimalné pét riznych koncentraci
vzorku od 80% do 120%. Vysledek vyjadfuje korelacni koeficient r, ktery je pfi

linearni odezveé blizky 1.
Rozsah (range)

Rozsah se odvozuje z linearity. Je to koncentracni rozmezi, pfi kterém

muze byt metoda pouzivana za predpokladu pfesnosti, spravnosti a linearity.
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Robustnost (robustness)

Robustnost vyjadfuje miru kolisani jednotlivych parametrd analyzy na
vysledek hodnoceni. ZjisStujeme schopnost poskytovat spolehlivé vysledky i pfi
nechténych zménach analytickych podminek. U plynové chromatografie
testujeme napfiklad vliv zmény teploty kolony, nebo zmény rychlosti pritoku

mobilni faze na vysledky hodnoceni.

Test zpusobilosti (systém suitability test)

Test zpusobilosti analytického systému je dullezitou soucasti validace
analytickych metod. U instrumentalnich metod (pfedevSim separaCnich) neni
prakticky mozné definovat vSechny podminky, za kterych pouzita metoda bude
poskytovat spolehlivé vysledky. Proto pfi kazdém novém pouziti té které metody
se neopakuje cela validace, ale jsou definovana urcita kriteria, ktera musi byt
splnéna. Dfive provedena validace vSak stale plati. To se nazyva test

zpusobilosti analytického systému.>*?
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2.4 Butan-1,3-diol a jeho vlastnosti

2.4.1 Zakladni charakteristika, pouziti a rizika pro ¢lovéka

Zakladni charakteristika butan-1,3-diolu je shrnuta v tabulce €. 2.

Vlastnosti bezbarva, viskozni, hygroskopicka kapalina,

bez zapachu

Synonyma nazvu 1,3-Butylenglykol, 1,3-Dihydroxybutan,
Methyltrimethylenglykol

Sumarni vzorec C4H1002

Strukturni vzorec OH
HO/\/\

Molekulova hmotnost M, [g/mol] | 90,123

Rozpustnost misitelny s vodou, acetonem a etherem,

rozpustny v netuhnoucich smésich, ethanolu

a etheru
Hustota p? [g/cm?] 1,0053
Teplota tuhnuti t; [°C] -50
Teplota varu t, [°C] 207,5
Index lomu nZ’ 1,4410

Tab. ¢. 2: Zakladni charakteristika butan-1,3-diolu

Pouziva se jako rozpoustédlo a nosi¢ aromatickych latek (napf.
v tabaku), prostfedek k udrZovani vlhkosti v cigaretach, doutnicich a umélych
obalovych materialech. Je pouZivan v kosmetickych pfipravcich, ma hydratacni
ucinek v krémech. Dale se pouziva jako extrakéni prostiedek pro vyrobu
extraktd z rostlinnych ¢asti, k vyrobé umélych hmot a tfaskavin, pfidava se jako
nemrznouci smés do chladiCu. Vyskytuje se v pesticidech. Pro své
antimikrobialni ucinky je pfidavan do Cisticich prostfedkd. Prodluzuje uc€innost

injek&nich pfipravkd a zvySuje uc€innost rozpusténych ucinnych latek.
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Na rozdil od ethylenglykolu nepulsobi butan-1,3-diol hepatotoxicky ani
nefrotoxicky. Studie s 50% roztokem butan-1,3-diolu ukazala, Ze ani po delSim
uzivani nepusobi drazdivé a nevyvolava zadnou kozni reakci. Bylo potvrzeno,
Ze v koncentracich pouzivanych v kosmetickych pfipravcich je bezpecny. Jako
bezpecna hladina butan-1,3-diolu v krvi je uvadéna 1500 mg/kg télesné
hmotnosti. Dle mnoha studii na lidech bylo prokazano, ze butan-1,3-diol snizuje
hladinu glukézy v krvi. Dale bylo zjisténo, Ze télo z néj dokaze vyuzit energii (byl

podavan jako substituce $krobu).'3141%16.17.18.19.20.32
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2.4.2 Stanoveni butan-1,3-diolu

Metody stanoveni a materialy, ze kterych byl butan-1,3-diol ziskavan jsou shrnuty v tabulce €. 3.

latka material metoda derivatizace | derivatiza¢ni €inidlo | odkaz*
butan-1,3-diol roztok acetaldolu elektrolyticka redukce | N - 21
alkoholy vinny a jable¢ny ocet GC-MS A/N phenyl-acetyl chlorid | 22
vonneé latky zrajici tvrdy syr SPME-GC/MS N - 23
dioly krevni sérum/mo¢ GC N - 24
butan-1,3-diol plna krev/sérum GC/HPLC N - 25
dioly roztok diolu HPLC/MS A benzoylchlorid 26
ethylenglykol hovézi sérum SPME/HPLC A benzoylchlorid 27
ethylenglykol krevni sérum GC/IMS A perfluoroktanoyl 28
chlorid

dioly komplexy s kyselinou boritou | MS N - 29
dioly a jejich pFislusné | psi plazma GC/MS A TBDMS** 30
hydroxykyseliny

butan-1,3-diol roztok acido-bazicka titrace | N - 20
organické slouceniny rostlinné extrakty GC/MS N - 31

Tab. ¢. 3: Materialy a metody stanoveni butan-1,3-diolu z diolt a jinych organickych sloucenin

* odkaz na pouzitou literaturu

*%

terc-butyldimethylsilyl ether
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3. CiL PRACE
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Cilem této diplomové prace bylo provést validaci metody pro stanoveni

obsahu butan-1,3—diolu v substanci pomoci plynové chromatografie.
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4. EXPERIMENTALNI CAST
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4.1 Pouzity material

Chemikalie

* Butan-1,3-diol, Celanese Ltd, Texas, USA, obsah 99,83% (GC)
« Propylenglykol, Kulich, Hradec Kralové, Ceska Republika

* Methanol, Merck, Darmstadt, Némecko

Pristroje
* Analytické vahy, AND, Japonsko
* Plynovy chromatograf Shimadzu GC-2010, Japonsko
» Autosampler AOC-5000, Shimadzu, Japonsko
* PC s chromatografickym softwarem GC solution Ver. 2.30.00SU7,

Shimadzu, Japonsko

Chromatograficky material

» Chromatograficka kolona Supelcowax TM-10, Fused silica capillary

column, 30 m x 0,53 mm x 0,5 ym, Sigma-Aldrich, Ceska Republika

Pomucky

» Laboratorni sklo

« Mikrostfikacky Hamilton, Svycarsko
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4.2 Validace chromatografické metody

4.2.1 Priprava a nastrik vzorku

Nejprve byl pfipraven zasobni roztok vnitfniho standardu. Do odmérné
bariky o objemu 250 ml bylo navazeno pfiblizné 4,5 g propylenglykolu a zbytek
objemu doplnén methanolem. Do 100 ml odmérnych banék bylo navazeno
priblizné 150 mg butan-1,3-diolu. Pak bylo do kazdé banky pfidano 10 mi
pfipraveného vnitfniho standardu, doplnéno methanolem po rysku a promiseno.

Takto pfipraveny vzorek byl analyzovan.

Selektivita

Selektivita byla zjiStovana u vSech ftfi slozek vzorku, methanolu, vnitfniho
standardu a butan-1,3-diolu. Vzorek samotného butan-1,3-diolu byl pfipraven
stejnym zpusobem bez pfidani vnitfniho standardu (viz 4.2.1). Pro ziskani
vzorku vnitfniho standardu bylo do odmérné banky o objemu 100 ml
napipetovano 10 ml pfedem pfipraveného vnitfniho standardu (viz 4.2.1),

doplnéno po rysku methanolem a promichano.

Linearita
K méfeni linearity byly pfipraveny vzorky o koncentracich 80 az 120 %

odstupriované po deseti procentech. Od kazdé koncentrace byly vytvoreny dva

vzorky. MnoZstvi butan-1,3-diolu bylo navazeno dle tabulky (tab. €. 4). Pfesné

navazky jsou uvedeny v tab. €. 5.

Koncentrace [%] 80 |90 |100 |110 120

Navazka butan-1,3-diolu + 10 % [mg] | 120 | 135 | 150 | 165 | 180

Tab. ¢. 4: Mnozstvi butan-1,3-diolu odpovidajici danym koncentracim

Koncentrace [%] 80 90 100 110 120
Navazka €. 1 [g] | 0,1249 | 0,1356 | 0,1492 | 0,1636 | 0,1821
Navazka €. 2 [g] | 0,1214 | 0,1400 | 0,1488 | 0,1647 | 0,1819

Tab. ¢. 5: Navazky butan-1,3-diolu k hodnoceni linearity
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Presnost a spravnost
Byly pfipraveny vzorky o tfech rlznych koncentracich 80 %, 100 %
al1l20 %, od kazdé koncentrace $est vzorkd. Navazky butan-1,3-diolu
odpovidajici jednotlivym koncentracim jsou shodné s tabulkou C. 4. Presné
navazky jsou uvedeny v tab. €. 6.
Koncentrace [%)] 80 100 120
Navazka €. 1 [g] | 0,1180 | 0,1507 | 0,1782
Navazka €. 2 [g] | 0,1208 | 0,1521 | 0,1829
Navazka €. 3 [g] | 0,1206 | 0,1497 | 0,1837
Navazka €. 4 [g] | 0,1196 | 0,1506 | 0,1824
Navazka €. 5[g] | 0,1184 | 0,1533 | 0,1833
Navazka €. 6 [g] | 0,1193 | 0,1513 | 0,1801

Tab. ¢. 6: Navazky butan-1,3-diolu k hodnoceni pfesnosti a spravnosti

Mezilehla presnost

Obéma pracovniky bylo pfipraveno Sest vzorkl, které byly tfikrat
nastfiknuty na kolonu. Vysledky analyzy byly zpracovany t-testem. Do t-testu
byly dosazeny hodnoty z nasledujiciho vypoctu. Ze tfech nastfiki vzorku byla
vypoctena primérna hodnota pomért ploch butan-1,3-diolu a vnitiniho

standardu a vydélena pfisluSnou navazkou.

Robustnost
Vzorky byly pfipraveny opét stejnym zplsobem. Ménily se pouze
podminky méfeni, pratok nosného plynu, pocatecni teplota, kone¢na teplota

a prubéh gradientu.
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4.3 Stanoveni obsahu butan-1,3-diolu

Pro stanoveni obsahu butan-1,3-diolu byla zvolena metoda vnitiniho
standardu. Byly proméfeny Ctyfi vzorky, od kazdého dvé navazky. Kazdy vzorek
byl na kolonu nastfiknut tfikrat. Z vyhodnocenych ploch pikd vnitfniho standardu
a butan-1,3-diolu byly vypoc¢teny poméry ploch téchto latek. Primérné hodnoty
pomeérl ploch ze tfech nastfiki pak byly pouzity ve vzorci pro vypocet

koncentrace slozky (v nasem pfipadé butan-1,3-diolu) ve vzorku (viz 2.2.3.2).

0% = A\/z _A\/z'nls_k

kde
Ay;  plocha piku butan-1,3-diolu
Ais plocha piku propylenglykolu (1S)
Nyz navazka butan-1,3-diolu v gramech
Nis navazka propylenglykolu (IS)
k obsah butan-1,3-diolu ve standardu (99,83%)

4.3.1 Chromatografické podminky analyzy, priprava a nastrik

vzorku

Chromatografické podminky analyzy
Pro stanoveni obsahu butan-1,3-diolu byly stanoveny tyto
chromatografické podminky:

* Teplotni program: viz tab. €. 7

0 1
Rychlost stoupani teploty [°C/min] | _ 15
Teplota [°C] 110 | 150
Cas [min] 4,50 | 2,00
Celkovy ¢as analyzy [min] 9:17

Tab. €. 7: Nastaveni teplotniho programu analyzy
* Velikost nastfiku: 1 pl

» Celkovy pratok kolonou: 19,40 ml/min.
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* Linearni rychlost: 150,2 cm/s
* Split: 3,0

* Nosny plyn: H,

* Detektor: FID

* Teplota detektoru: 300 °C

uV(x1,000,000)
Chrorpdtogram

1.50+
1.254
1.00+
0.75+
0.50+
0.25+

0.00 L L Jk
0.0. o .110. C .2!0. o '3fo' o .410. o .5!0. C .GTO. o .7.0. o .8.0. s .9.0. o .min

Obr. ¢. 5: Chromatogram za standardnich podminek

Priprava a nastrik vzorku

Vzorky Dbyly pfipravovany stejnym postupem jako pfi validaci
chromatografické metody (viz 4.2.1).

Nejdfive byla kolona promyta methanolem. Dale byly nastfikovany série
vzorkl vzdy po tfech nastfikach. Mezi kazdou sérii se systém promyl
methanolem. Vzorky byly celkem cCtyfi. Pro kazdy vzorek byly pfipraveny dvé

navazky (tab. ¢. 8).

Stl1 | St2 | Vz1 | Vz2 | Vz3 | Vz4
Navazka &. 1 [g] | 0,1499 | 0,1520 | 0,1548 | 0,1553 | 0,1531 | 0,1494
Navazka ¢. 2 [g] 0,1497 | 0,1493 | 0,1486 | 0,1536

Tab. ¢. 8: Navazky butan-1,3-diolu ke stanoveni obsahu
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5. VYSLEDKY A DISKUZE
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5.1 Validace chromatografické metody

5.1.1 Selektivita

Byla provedena analyza vSech tfi slozek vzorku samostatné (methanolu,

propylenglykolu a butan-1,3-diolu), (obr. €. 6).

uV(x1,000,000)
{Chrpmatogram
1.25
1.00
0.754
0.50
0.254
0.(1)- lt L
U L P P L B S
1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 min

Obr. ¢. 6: Chromatogram jednotlivych sloZek vzorku
Cerveny chromatogram  Methanol

Cerny chromatogram Propylenglykol (IS)
Modry chromatogram Butan-1,3-diol

Z obrazku je patrné, Ze kazda z analyzovanych slozek se eluuje v jiném

Case. Vzajemné se neovliviuji a kazda latka muze byt pfesné a spravné

identifikovana.
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5.1.2 Linearita

Bylo méfeno pét ruznych koncentraci vzorkd v rozmezi 80 az 120 %,
od kazdé dva vzorky. Zavislost primérné hodnoty poméru ploch butan-1,3-diolu
a vnitfniho standardu ze tfech nastfiki na navazce butan-1,3-diolu ukazuje

obr. &. 7.

1,4

y = 6,516x - 0,0358
1.2 R? = 0,9992

1 /

0,8 po o
0,6

A 1,3-BD/A IS

0,4

0,2

O 1 1 1
0,1 0,125 0,15 0,175 0,2

navazka 1,3-BD [g]

Obr. ¢. 7: Zavislost plochy pikti na koncentraci butan-1,3-diolu pfi méreni

linearity

Z grafu i z matematického vyjadreni kfivky vyplyva, ze vztah mezi

koncentraci analytu a odezvou detektoru je linearni.
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5.1.3 Spravnost

Byly proméfeny tfi rizné koncentrace vzorku, 80 %, 100 % a 120 %.
Analyzou proslo Sest vzorku od kazdé koncentrace. Zavislost primérné hodnoty
poméru ploch butan-1,3-diolu a vnitftniho standardu ze tfech nastfiki

na navazce butan-1,3-diolu ukazuje obr. €. 8.

1.4

y = 6,5029x - 0,0424
1,2 R? = 0,9992

1
n /
S 0,8
a
0 -
:. 0,6
<
0,4
0,2
0 . . .
0,1 0,125 0,15 0,175 0,2

navazka 1,3-BD [g]

Obr. ¢. 8: Zavislost plochy pikt na koncentraci butan-1,3-diolu pfi méreni

presnosti a spravnosti

koncentrace | spravnost | SD RSD

80 % 98,97 0,0016| 0,2146
100 % 99,16 0,0014| 0,1528
120 % 99,25| 0,0035| 0,3116

Tab. ¢. 9: Vysledky spravnosti pro kaZzdou koncentraci (vztaZzeno na prumeér

hodnot ze Sesti vzorkd)

Po dosazeni poméru ploch 1,3-BD/IS do rovnice linearni regrese (viz

kapitola 5.1.2) byl vypocten obsah 1,3-BD ve vzorku. Pro hodnoceni spravnosti

byly vypocCtené hodnoty podéleny prislusnymi

navazkami

butan-1,3-diolu

a vynasobeny 100 % (viz tab. &. 9). Primérna hodnota vSech méfeni byla

99,13 %.
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5.1.4 Mezilehla presnost

Vysledky stanoveni obou pracovniki (prumérné hodnoty poméra ploch
butan-1,3-diolu a vnitfniho standardu z kazdého méfeni vydélené kazdou
jednotlivou navazkou) byly dosazeny do t-testu a vyhodnoceny. Byla zjisténa
shoda vysledkll méfeni mezi obéma pracovniky se spolehlivosti 0,95 a tim

prokazana mezilehla presnost validace (tab. €. 10).

zvolena spolehlivost: 0,95
_ Soubor o, | Soubor rozdil prameérd 0,023
gislo souboru 2 1 A<Au<B A -0,033
nazev souboru B 0,080
I N C<Ap c_ | -0022
rozsan 6 > Ap<D D 0,069
prumer 6,223 6,200

smér.odch. 0,030 0,052
s.0.priméru 0,012 0,023

a 6,192 6,135
b 6,255 6,264
c 6,199 6,150
d 6,248 6,249

Hypotéza "stfedni hodnota p (or) se nerovna stiedni hodnoté n (B)" prokazana | nebyla.
Hypotéza "stfedni hodnota u (o) je vétsi nez stfedni hodnota p (B)" prokazana | nebyla.

F-test:  neshoda rozptyll se spolehlivosti 0,95 prokazana | nebyla.

Tab. ¢. 10 : Vysledky T-testu

Pramérna hodnota souboru u musi splriovat tyto podminky: a<u>b, u>c, u<d

Hodnota rozdilu pramért Ay musi prochazet pres hodnotu 0
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5.1.5 Robustnost

Byl testovan vliv malych zmén chromatografickych podminek na retenéni

chovani butan-1,3-diolu a vnitiniho standardu — propylenglykolu. Byly ménény

tyto chromatografické podminky: prutok, pocateCni teplota, koneCna teplota

a strmost gradientu.

Zména prutoku

Bylo provedeno méfeni se tfemi rliznymi nastavenimi prutoku nosného

plynu. Vysledky ukazuje obr. €. 9.

uMx1,000,000)

1Chromatogrgm
1.00
0.75-
0.50
Sl .

1 J J

: ) S
0.00 ' J

20 30 40 50 60  min

Obr. ¢. 9: Zména pratoku nosného plynu
Modry chromatogram nastavena hodnota prdtoku 135 ml/min
Cerny chromatogram nastavena hodnota pratoku 150 ml/min

Cerveny chromatogram  nastavena hodnota pritoku 165 ml/min
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Zména pocatecni teploty gradientového programu

Pocate¢ni teplota byla ménéna o 5 °C. Nejprve byly méfeny vzorky
s pocatec¢ni teplotou 105 °C, poté se 110 °C a nakonec se 115 °C. Vysledky

jsou znazornény v obr. €. 10.

uMx1,000,000)

1.507 Chromatogram
1.254
1.00—5
0.754
0.50
0.254

- \ ' RN
0.00

] \ J \

“20 0 3o T 40 7 Tso 60 min

Obr. ¢. 10: Zména nastaveni pocCatecni teploty
Modry chromatogram nastavena pocatecni teplota na 105 °C
Cerny chromatogram nastavena pocatecni teplota na 110 °C

Cerveny chromatogram  nastavena poéateéni teplota na 115 °C
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Zména konecné teploty gradientového programu

uMx100,000)
1Chromatogram
7.54
5.0+
2.5+
X j t
lt h
' ] ' ' ' ' ] ' ' ' ' ] ' ' ' ' ] ' ' ' ' ] '
2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 min

Obr. ¢. 11: Zména nastaveni konecné teploty
Modry chromatogram nastavena konecna teplota na 145 °C
Cerny chromatogram nastavena konecna teplota na 150 °C

Cerveny chromatogram  nastavena konecéna teplota na 155 °C

Zména strmosti gradientu

uMx100,000)

{Chromatogram

7.54
5.0+

2.5+

_— |

' ] ' ' ' ' ] ' ' ' ' ] ' ' ' ' ] ' ' ' ' ] '
2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 min

Obr. ¢. 12: Zména nastaveni gradientu
Modry chromatogram nastaven gradient 10 °C/min
Cerny chromatogram nastaven gradient 15 °C/min

Cerveny chromatogram  nastaven gradient 20 °C/min
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Z chromatogramu je patrné, Zze retenni chovani ovlivnily nejvice zmény
poCateCni teploty a prutoku. Naopak zména konecné teploty a strmosti
gradientu reten¢ni chovani téméf neovlivnila. Na chromatogramu za
standardnich podminek je vidét, ze zmény chromatografickych podminek
analyzy (obr. €. 13). Proto reten¢ni chovani latek ovlivni pouze ty zmény, které
se projevi jiz na poCatku analyzy (pocCateCni teplota a prutok). V celkovém

pohledu na analyzu byly vSak i tyto zmény zanedbatelné.

uV(x1,000,000) C
Chrofrtogram Column Temp.(Setting)

1.504

-175.0
1.254

—150.0
1.00+

-125.0
0.757 —100.0
0.50+ -75.0
0.25+ -50.0

L k -25.0
0.00
T T T T T T T T T 0.0

0.0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 7.0 8.0 9.0 min

Obr. ¢. 13: Chromatogram analyzy za standardnich podminek
Ruzova kfivka oznacuje, vjaké fazi analyzy se projevi zmény

chromatografickych podminek.
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Ovérovani stability vzorku

V ramci robustnosti bylo provedeno ovérovani stability vzorku. Znamena

to, Ze vzorek je po danou dobu stabilni, zachovava si své vlastnosti a mize byt

tedy v analyze pouzivan po delSi dobu bez ztraty validity vysledka.

Vzorek byl proméfen Sestkrat v urCitych ¢asovych odstupech (tab. €. 11,

obr. €. 14).
t [hod] 0 20,5 68,5 92,5 116,5 188,5
A BD/A IS | 0,981267 | 0,983744 | 0,983744 | 0,977942 | 0,978856 | 0,976096
Tab. ¢. 11: Vysledky stability v urcitych ¢asech
1,1
1,05
1
n * . ¢ * * *
<
a 0,95
[11]
<
0,9
0,85
08 ; . .
0 50 100 150 200
t [hod]

Obr. ¢é. 14: Stabilita vzorku

Z obrazku je patrné, ze vzorek byl stabilni jesté za 188,5 hodiny

po pfipraveni. Mohl byt tedy vyuZivan k analyze i cely tyden, aniz by byla

ohroZena spravnost vysledku.
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5.2 Vyhodnoceni obsahu butan-1,3-diolu

K vyhodnoceni obsahu butan-1,3-diolu byla pouzita metoda vnitiniho
standardu. Pomoci GC byly zjistény plochy pikd butan-1,3-diolu a vnitiniho
standardu a vypocteny poméry téchto ploch. Primérné hodnoty poméru ploch

ze tfi nastfiku byly pouZzity na vypocet koncentrace butan-1,3-diolu ve vzorku.

SD RSD obsah St
Stl 0,0037 0,3882 6,3641
St2 0,0031 0,3188 |Obsah 1,3 BD |obsah 1,3 BD
Vz1l 1 0,0018 0,1822 99,35 99,40
Vzl 2 0,0034 0,3592 99,45
Vz2_ 1 0,0010 0,1038 99,76 99,77
Vz2 2 0,0011 0,1129 99,79
Vz3 1 0,0013 0,1356 99,87 99,78
Vz3 2 0,0012 0,1433 99,70
Vz4 1 0,0002 0,0229 99,54 100,03
Vz4 2 0,0024 0,2454 100,52

Tab. ¢. 12: Vysledky stanoveni obsahu butan-1,3-diolu (vztaZzeno na pramér

hodnot ze tii nastriku)

Vysledky obsahu butan-1,3-diolu ze C¢tyf vzorkl se pohybuji mezi
hodnotami 99,40 az 100,03 % (tab. ¢.12). Podle Food chemical codex
je pozadavek na obsah butan-1,3-diolu minimalné 99,0 %, tzn. Zze nami zjistény

obsah odpovida pozadavkim.
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6. ZAVER
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V této diplomové praci byla validovana metoda pro stanoveni obsahu
butan-1,3-diolu pomoci plynové chromatografie. Prace byla provedena na
plynovém chromatografu Shimadzu GC-2010. Jako nosny plyn byl pouzit vodik.
Stacionarni fazi tvofila chromatograficka kolona Supelcowax TM-10, Fused
silica capillary column, 30 m x 0,53 mm x 0,5 ym. Pritokova rychlost nosného
plynu byla 19,40 ml/min. Velikost nastfiku byla 1 yl. Split 1:3. K detekci
stanovovanych latek byl pouzit plamenoionizaCni detektor. Teplota detektoru
byla 300 °C, palivem byl vodik + synteticky vzduch a jako make-up dusik. Doba
trvani GC analyzy byla 9 minut a 17 vtefin.

Pro stanoveni obsahu butan-1,3-diolu ve vzorku byla pouzita metoda
vnitfniho standardu. Vnitfnim standardem byl propylenglykol. Jako rozpoustédlo
slouzil methanol. Vysledky stanoveni obsahu ze C¢tyf riznych vzorkd se
pohybuji mezi 99,40 az 100,03 %, coz odpovida pozadavkim dle Food
Chemical Codex, ktery stanovuje minimalni obsah butan-1,3-diolu 99,0 %.

Zvolena chromatograficka metoda byla validovana ovéfenim selektivity,
spravnosti, linearity, mezilehlé presnosti a robustnosti. V ramci robustnosti byly
ménény chromatografické podminky a to pocatecni a kone¢na teplota, rychlost

prutoku a strmost gradientu a byla ovéfena stabilita vzorku.
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ABSTRAKT

Diplomova prace
Vyuziti plynové chromatografie v kontrole Iéciv lII.

Barbora Sinaklova

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové,

Katedra farmaceutické chemie a kontroly léCiv

Plynova chromatografie je citliva analytickd metoda. Pro metodu GC
je charakteristicka predevsim ucinna a rychla separace slozitych smési a prace
s malymi mnozstvimi vzorku za pouZiti relativné jednoduché aparatury.

Butan-1,3-diol je latka, ktera se pouziva v chemickém primyslu jako
rozpoustédlo a nosiC aromatickych latek, k vyrobé umélych hmot a traskavin.
Prfidava se do nemrznoucich smési v chladiCich. Dale se pouziva
v kosmetickych pfipravcich a vyskytuje se v pesticidech. Pro své antimikrobialni
uCinky je pfidavan do CdCisticich prostfedkd. Prodluzuje ucinnost injekénich
pripravkd a zvysSuje ucinnost rozpusténych ucinnych latek. V diplomové praci
byla tato metoda vyuzita ke stanoveni obsahu butan-1,3-diolu a metoda byla
validovana.

Prace byla provedena na plynovém chromatografu Shimadzu GC-2010
s plamenoioniza¢nim detektorem. Jako nosny plyn byl zvolen vodik. Byla
pouzita chromatograficka kolona Supelcowax TM-10, Fused silica capillary
column, 30 m x 0,53 mm x 0,5 ym. Pro stanoveni obsahu byla vyuZita metoda
vnitfniho standardu. Byl zvolen propylenglykol pro své podobné retencni
vlastnosti a charakteristiku latky jakou ma butan-1,3-diol. Validace probéhla
oveérenim selektivity, spravnosti, linearity, mezilehlé prfesnosti a robustnosti.
V ramci robustnosti byly ménény chromatografické podminky (pocatecni
a konecna teplota, rychlost prutoku a strmost gradientu) a byla ovéfena stabilita

vzorku.
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ABSTRACT

Diploma thesis
Employment of gas chromatography in the field of drug analysis IIl.
Barbora Sinaklova

Charles Univerzity in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralove,

Department of Pharmaceutical Chemistry and Drug Control

The gas chromatography represents a sensitive analytic method.
Effective and fast separation of complicated compounds and manipulation with
small amounts of samples using a relatively simple equipment characterise the
GC method in particular.

Butan-1,3-diol is a substance used in chemical industry as a solvent and
a carrier of aromatic substances, or for plastics and explosives production. It is
added to antifreeze mixtures in radiatores. Another usage possibility constitute
cosmetic products, the substance also occurs in pesticides. Because of its
antimicrobial effects, butan-1,3-diol is added to cleansing articles. It extends the
effect of certain syringe articles and increases the effect of dissolved effective
substances. This method was used in this diploma thesis to determine the
volume of butan-1,3-diol and the method was validated.

The work was realized with gas chromatograph Shimadzu GC-2010 with
flame-ionization detector. Hydrogen was chosen as the carrier gas. Supelcowax
TM-10, Fused silica capillary column, 30 m x 0,53 mm x 0,5 ym was used. The
inner standard method was used for volume determination of butan-1,3-diol.
Propylenglycol was chosen as an inner standard for its similar retentive
properties and substance characteristics as butan-1,3-diol. Validation was
accomplished by checking specificity, accuracy, linearity, intermediate precision
and robustness. In terms of robustness, chromatographic conditions were
changed (e.g. the initial and final temperatures, the rate of flow and the rate of

gradient rise) and the sample stability was verified.
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