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Abstrakt

V teoretické casti je popsana metoda HPLC a jeji komponenty. Dale jsou uvedeny

zékladni informace o analytu, konkrétné€ o chovani zlata a jeho reaktivite.

V experimentalni ¢asti je popsan postup optimalizace slozeni mobilni faze v systému
HILIC na dvou stacionarnich fazich, konkrétné na kolonach Luna NH, (5 um, 100 A,
2 x 250 mm) a XBridge Amide (3,5 um, 2,1 x 150 mm).

Nejlepsi chromatogramy byly zaznamenany na koloné¢ Luna NH> v mobilni fazi o
slozeni 94 % ACN a 6 % 5,0 mmol-dm™ HCl a jejiho priitoku 0,4 ml-min™'. Pro kolonu XBridge
Amide byly nejvhodnéjsi podminky méfeni pii slozeni mobilni faze 94 % ACN a 6 %
10,0 mmol-dm™ HCl a jejiho priitoku 0,7 ml-min™'. Nésledn& byla za téchto podminek ovéfena
opakovatelnost méfeni, kterd byla vyhodnocena z 10 opakovanych davkovani roztoku
tetrachlorozlatitanu o koncentraci 1,0 mmol-dm™ ve 100% ACN. Opakovatelnost
neposkytovala stejné vysledky, a proto byla hledana pficina. Ovéteni funkénosti davkovace a
detektoru pii odpojené koloné vysla v poradku. Po opakovaném pfipojeni kolony bylo zjisténo,
Ze pficina je prave zde, z divodu pouZiti mobilni faze obsahujici HCI a dale jiz nebylo mozné
s kolonou pracovat. Nebylo tedy mozné zm¢éfit kalibraéni roztoky a urcit mez detekce a mez

stanovitelnosti pro zvolené experimentalni podminky.
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Abstract

The theoretical part describes the HPLC method and its components. The following are

basic information about the analyte, specifically about the behavior of gold and its reactivity.

The experimental part describes the procedure of optimizing the composition of the
mobile phase in the HILIC system on two stationary phases, namely on Luna NH> columns

(5 um, 100 A, 2 x 250 mm) and XBridge Amide (3.5 pm, 2.1 x 150 mm).

The best chromatograms were recorded on a Luna NH> column in a mobile phase
composed of 94% ACN and 6% 5.0 mmol-dm™ HCI and its flow rate 0.4 ml-min’'. For the
XBridge Amide column, the most suitable measurement conditions were a mobile phase
composition of 94% ACN and 6% 10.0 mmol-dm= HCI and a flow rate of 0.7 ml-min’".
Subsequently, the repeatability of the measurements was verified under these conditions, which
was evaluated from 10 repeated injections of a tetrachloroaurate solution of a concentration of
1.0 mmol-dm™ in 100% ACN. Repeatability did not give satisfactory results, so the reason was
looked for. Verification of the functionality of the injector and detector with the column
disconnected was successful. After reconnecting the column, it was found that the cause was
right here, due to the use of a mobile phase containing HCI and it was no longer possible to
work with the column. Therefore, it was not possible to measure the calibration solutions and
determine the limit of detection and the limit of determination for the selected experimental

conditions.
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Seznam zkratek a symboli

AAS — atomova absorp¢ni spektrometrie (atomic absorption spectrometry)
ACN — acetonitril

CE-ICP-MS — kapilarni elektroforéza s detekci pomoci hmotnostni spektrometrie s indukéné
vazanym plazmatem (capillary electrophoresis-inductively coupled plasma-mass
spectrometry)

C8 — oktylovy uhlikaty fetézec

C18 — oktadecylovy uhlikaty fetézec

C30 — triakontylovy uhlikaty fetézec

Fy— objemovy pritok (flow rate)

GC — plynova chromatografie (gas chromatography)

H — vyskovy ekvivalent teoretického patra (height equivalent to a theoretical plate)
HCI — kyselina chlorovodikova

HILIC — hydrofilni interakcni kapalinova chromatografie (hydrophilic interaction liquid
chromatography)

HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie (high-performance liquid chromatography)

ICP-MS — hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem (inductively coupled
plasma mass spectrometry)

k — reten¢ni faktor (retention factor)
Kp ;- distribu¢ni konstanta
L — délka separacni kolony (length of the column)

LC-ICP-MS — kapalinova chromatografie s detekci pomoci hmotnostni spektrometrie s
induk¢né vazanym plazmatem (liquid chromatography—inductively coupled plasma mass
spectrometry)

LOD — mez detekce (limit of detection)

M, — relativni molekulovd hmotnost

MeOH — methanol

n — pocet teoretickych pater (number of theoretical plates)

NPHPLC — chromatografie s normalnimi fazemi (normal-phase high-performance liquid
chromatography)

R, , —rozliSeni dvou latek

7y » — relativni retence



RPHPLC — chromatografie s obracenymi fazemi (reversed-phase high-performance liquid
chromatography)

tr — elucni ¢as (retention time)
tr — redukovany &as
THF — tetrahydrofuran

UHPLC — ultra-ti¢inna kapalinova chromatografie (ultra-high-performance liquid
chromatography)

UV — ultrafialové (ultraviolet)

V’r— elucni objem (retention volume)

Vy — redukovany objem

wi,— polovi¢ni Sitka piku (peak width at half height)

2

w; — Sitka piku (peak width)



Cil préace

Cilem této bakalarské prace byla optimalizace experimentalnich podminek pro analyzu
tetrachlorozlatitanu draselného hydrofilni interakéni kapalinovou chromatografii se

spektrofotometrickou detekei.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Zakladni informace

Chromatografie je separacni proces, pii némz se latky déli mezi 2 vzajemné nemisitelné
faze, prvni je mobilni faze (pohyblivd) a druha je stacionarni faze (nepohybliva). Latky se dé¢li
na zaklad¢ interakci mezi vzorkem, mobilni a staciondrni fazi, jako je naptiklad adsorpce,
rozpousténi, iontovd vymeéna a jiné. Vzorek je unasen mobilni fazi pies stacionarni fazi, ktera
se slozkami vzorku interaguje a v zavislosti na tom jsou jednotlivé slozky vzorku vice ¢i méné
zpomalovany. Vzorek je poté rozdélen na jednotlivé slozky. Chromatograficka separace se déli

podle tcelu na 2 typy:

a. Preparativni chromatografie — izolace Cistych slozek ze smési

b. Analyticka chromatografie — d€leni latek proto, aby mohly byt analyticky stanoveny

V obou typech separace je dulezité dosahnout co nejlepsiho rozdéleni. U preparativni
chromatografie je zddouci mit co nejvétsi vytézek Cistych latek a u analytické chromatografie
je dulezité, aby analytické parametry jako je citlivost, spravnost a reprodukovatelnost byly co

nejlepsi. [1]

1.2 Historie az soucasnost

Dnesni podoba vysokoucinné kapalinové chromatografické (HPLC) metody m4 historii
u kolonové¢ kapalinové chromatografie. Tato metoda ma dlouhou historii a ve svém klasickém
sloupcovém provedeni byla pouzivana az do poloviny 60. let 20. stoleti. Mobilni faze se
pohybovala pouze gravitaci, v té dobé jesté bez pouZiti tlaku, a pritoky byly v fadech mililitrii
za minutu. Separace nebyly dostatecné U¢inné a analyzy trvaly dlouho. Klasickd sloupcova
kapalinova chromatografie se ale stale pouziva pro separaci jednoduchych smési. Pokud
nesta¢i a ktémto ucelim slouzi dnes jiz velmi dominujici vysokouc¢innd kapalinova
chromatografie. Pfi vyvoji HPLC byly vyuzity poznatky z plynové chromatografie (GC), ktera
je vyvojove starSi a poskytovala vysoce ucinné separace. VétSi ucinnost HPLC zajistuje
staciondrni faze s malymi pravidelnymi Casticemi o stejné velikosti, kterymi je kolona
homogenné vyplnéna. Kapalna mobilni faze je zde pohdnéna vysokym tlakem pomoci cerpadla,
od toho se odviji Casto pouzivany ndzev vysokotlaka kapalinova chromatografie. Vzorek je

davkovan v analytické HPLC v malém mnoZstvi, fddové mikrolitrech. Proto je nutné pouZit
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k detekei citlivé detektory, které umoziuji kontinualni monitorovani latek na vystupu z kolony.

Signal z detektoru je poté zpracovan pocitacem. [2]

HPLC ma velkou vyhodu v Siroké oblasti pouzitelnosti: miizeme stanovovat ionty, latky

polarni i nepolarni, malo tékavé, tepelné nestabilni i vysokomolekularni. [2]

V HPLC je mobilni fazi kapalina. Separace slozek je zavisla na interakci se stacionarni

fazi, ale také na pouzité mobilni fazi. Jak dlouho stravi analyt v mobilni nebo ve stacionarni

fazi zavisi na afinit¢ analytu ke kazdé z nich. [3]

Podle mechanismu separace nebo typu stacionarni faze mizeme délit HPLC na: [4]

N o R w =

Rozdélovaci chromatografii

Adsorp¢ni chromatografii

Iontovou [iontoveé vyménnou] chromatografii
Vylucovaci chromatografii

Afinitni chromatografii

Chirélni chromatografii

Hydrofilni interakéni kapalinovou chromatografii (HILIC)

Rozd¢lovaci chromatografie — je nejvice pouzivany typ ve vysokouc¢inné kapalinové
chromatografii. Stacionarni 1 mobilni faze jsou kapaliny, které jsou vzajemné
nemisitelné. Tento typ chromatografie mizeme jesteé délit na chromatografii na kapalné
fazi a chromatografii na chemicky vazané fazi. OdliSnost mezi nimi je ve zplsobu,
jakym je stacionarni faze ukotvena na nosici. U prvniho typu je to fyzikéalni adsorpci a
u druhého typu je chemicky vazana. [4] Chemicky véazané faze, a hlavné nepolarni
reverzni faze, jsou v dneSni dob& nejvice pouzivanymi staciondrnimi fazemi ve
vysokou¢inné kapalinové chromatografii. Vyhody chromatografie na chemicky
vazanych fazich jsou: A. stanoveni analytd se Sirokym rozsahem polarity, B. velka
nabidka pouZitelnych fazi, C. lze pouzivat levné mobilni faze, D. v mddu obracenych
fazi je jednodussi, rychlejsi a reprodukovatelné€jsi v porovnani s médem normalnich

fazi, E. moZnost pouZiti na biologické systémy. [2]

Adsorp¢ni chromatografie — zde je dalezitym procesem interakce molekul s povrchem
adsorbentu, tedy s pevnou stacionarni fazi. Tato interakce by neméla byt ptilis silné, aby
adsorpce byla reverzibilni a molekuly nemély dlouhé retencéni casy. Selektivita

adsorpéni kolony je dana silou mezimolekulovych interakci délenych slozek
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s adsorbentem a s elu¢nim Cinidlem. Tyto sily se daji ovlivnit zménou chemické povahy
a koncentraci aktivnich center na povrchu adsorbentu nebo slozenim a koncentraci

mobilni faze. Jako adsorbenty se nejcastéji pouzivaji silikagel nebo alumina. [5]

Iontové vyménna chromatografie — jako stacionarni faze se nejcastéji pouziva
iontoménicova pryskyfice, kterou je naplnéna kolona, a iontové vyménné skupiny této
stacionarni faze jsou prevedeny do formy ,,protiiontu E. Analyt obsahujici ionty se
stejnym nabojem jako protiiont E se naddvkuje do kolony, zde probéhne vymeéna iontd,
kdy se vzorek navaze na pryskyfici a protiiont E se uvolni pry¢ z iontoménicové kolony.
Kolona je pak promyvéana roztokem obsahujicim protiiont E a ionty ze vzorku jsou
posouvany dolti ve sloupci stacionarni faze v kolong. Posun je selektivni proces s ionty
pohybujicimi se riznymi rychlostmi ve sloupci, a pravé tato selektivita je klicovym

faktorem uspéchu iontové vymeny jako metody iontové separace. [6]

Vylucovaci chromatografie — déli molekuly na zdkladé€ jejich velikosti. Molekuly jsou
ruzn¢ zpozdovany na zaklad¢é pronikani do por staciondrni faze, kterd je tvoiena
poréznim gelem. Malé molekuly pronikaji hloubé&ji do pért a maji vyssi retencni
hodnoty nez molekuly velké, které do port nepronikaji a jsou undseny mobilni fazi
rychleji ven z kolony. Vylucovaci chromatografie se od jinych typl chromatografii
odliSuje tim, Ze se zde neuplatiluji chemické a fyzikalni interakce mezi analyty a
stacionarni fazi, tedy, Ze se neustavuje rovnovaha a molekuly se déli pouze na zakladé

molekulové sitového efektu. [4]

Afinitni chromatografie — vyuZiva biologické specifity, a tedy interakce mezi biologicky
aktivni latkou (napftiklad proteinem) a ligandem. Vhodny ligand se chemicky zakotvi
na nerozpustny inertni nosi¢, kterym je plnéna separacni kolona. Na takto pfipravené
stacionarni fazi budou zadrZzovany jen takové biologicky aktivni latky, které maji
dostatecné velkou afinitu k ligandu a ostatni latky kolonou projdou bez zadrZeni.
Specificky vazanou latku Ize poté z kolony uvolnit elu¢nim rozpoustédlem, dojde
k disociaci komplexu analyt — ligand, tedy k uvolnéni vazané latky z vazby s ligandem.
Vyuziti afinitni chromatografie je témét vsSude, kde ligand specificky interaguje

s biomolekulou. [7]

Chiralni chromatografie — se vyuziva pro déleni molekul chiralnich latek. Molekuly
chirdlni latky maji stejné chemické sloZeni, ale v prostorovém uspofadani jsou si

navzajem svymi zrcadlovymi obrazy. Takové molekuly jsou oznacovany jako
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enantiomery dané chiralni latky (z feckého slova ,,cheiro* oznacujici ruku, protoze jsou
jako par rukou). Chromatografickou separaci enantiomerti 1ze dosahnout riznymi
zpusoby, ale vzdy je nutné pouzit né¢jaky druh chiralniho diskriminatoru nebo selektoru.
Chiralni aditivum v mobilni fazi a chiralni stacionarni faze jsou 2 typy selektorti. Tyto
selektory musi mit také chirdlni charakter, aby mohly odlisné interagovat s ptisluSnymi
enantiomery. Jeden enantiomer poté vice interaguje (napf. pfitazlivé sily ve formé
vodikovych vazeb, n-vazeb a dipdlil) se selektorem nez druhy a tim se od sebe déli.

Chirélni HPLC je idealni pro piipravu optickych izomert ve velkém méfitku. [§]

7. HILIC — tato chromatografickd technika vyuziva polarni stacionarni fazi v kombinaci
s vodné-organickou mobilni fazi, kterd obsahuje vice nez 50 % organického
rozpoustédla ve vodé, nejCastéji acetonitrilu v rozsahu 80-98 %. Tento typ
chromatografie poskytuje dostateCnou retenci siln¢ polarnim sloucenindm, kterym
nabizi jinou selektivitu oproti chromatografii s obracenymi fazemi. Vyhodami HILIC
v porovnani s reverzni chromatografii jsou pro analyzu polarnich latek méné viskozni
mobilni faze (vysoky podil organické slozky acetonitrilu), a hlavné vynikajici vhodnost
pro spojeni s hmotnostni spektrometrii. Metoda HILIC naSla uzitecné uplatnéni u
malych polarnich latek jako jsou 1é¢iva, toxiny a dalsi, ale 1 u velkych biomakromolekul,

napiiklad glykoproteind. [9]

1.3 Instrumentace

U vysokotcinné kapalinové chromatografie se pouzivaji mald zrna sorbentu (okolo
3 — 10 um), aby doslo k u¢inné separaci. Takto maléd zrna sorbentu kladou odpor pohybujici se
mobilni fazi a aby bylo dosazeno dostatecné velkych pritokd, je nutné pracovat pfi tlaku v fadu

vvvvvv

chromatografie. [4]

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf se sklad4 ze zasobniku mobilni faze, pumpy,
davkovaciho zafizeni, separacni kolony, detektoru a vyhodnocovaciho zafizeni. Schéma

kapalinového chromatografu je znazornéno na Obr. 1.
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Obr. 1 — Schéma kapalinového chromatografu

(Zdroj: P. Coufal. HPLC [online]. Praha, 1996 [cit. 2021-4-18]. Dostupné z:
http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/hplc.html)

Zasobniky mobilni faze

HPLC pfistroje maji 1 ¢i vice zasobniki na mobilni fazi, které jsou o objemu
0,5 — 2.5 litru. Casto se u téchto zasobnikil vyskytuji i zafizeni na odstrafiovani rozpusténych
plynt a prachu z kapalin, protoZze by mohly zplsobovat nepiesnosti v méfeni. Odplynéni
mobilni faze se provadi ve vakuu, pomoci probublavani inertnim plynem (nej€astéji dusikem)
nebo ultrazvukem. SloZeni mobilni fdze ze zasobniku mize byt konstantni, pak hovofime o
izokratické eluci, nebo se mize béhem separace meénit slozeni mobilni faze a poté hovoifime o
gradientové eluci. Gradientova eluce mlize zvySovat u¢innost separace. SmeSovaci zafizeni
(smé&Sovaci ventily) fidi sloZzeni mobilni faze, protoze jsou k nému pfivadény kapaliny ze
zasobnikl a nasledné jsou zde miSeny v pomérech na poZadovanou smés a dale mizZe tyto

poméry meénit v pritbéhu separace. [4]

Cerpadla
U vysokoucinné kapalinové chromatografie se pouZzivaji vysokotlaké cerpadla a jsou na

n¢ kladeny vcelku naro¢né pozadavky:

1. vystupni tlaky musi byt v rozmezi 1-100 MPa pro HPLC a 100-200 MPa pro UHPLC

(ultra vysokot¢inna kapalinova chromatografie)

14



2. zména prutoku mobilni faze musi byt mozna v rozmezi 0,1-10 ml
3. pratok mobilni faze musi byt bezpulsni

4. musi byt vyrobeny z odolného materialu (nerezova ocel, titan)

5. vnitini objem Cerpadel musi byt co nejmensi

wewvr

Vysokotlaké ¢erpadla jsou délena do 2 skupin podle toho, jestli pracuji pfi konstantnim tlaku
nebo pii konstantnim objemovém priutoku. Obé dvé skupiny funguji na principu vytlatovani
mobilni faze ze zasobniku (pistem ¢i membranou). Stézejni rozdil mezi nimi je ve zpiisobu
dosazeni pohybu pistu. U prvni skupiny, kterd pracuje s konstantnim tlakem je pouZzivan tlak
bud’ plynu nebo hydraulické kapaliny na pist. U druhé skupiny, ktera pracuje s konstantnim
objemovym prutokem, se pouziva k posunu pistu mechanicky pohon. V modernich HPLC
ptistrojich se pouzivaji dvé pistova Cerpadla, kterd pracuji tak, aby byl zajistén bezpulzni a

konstantni pratok mobilni faze. [10]
Davkovaci zafFizeni

Nejcastéjsim davkovacim zatfizenim u HPLC je Sesticestny déavkovaci ventil s
davkovaci smyckou. Davkovaci smycky muzeme meénit podle objemu, ktery potfebujeme
nadavkovat, zhruba od 1 do 100 pl. Davkovani je reprodukovatelné a u mnoha pfistroju je i
automatizované. Tyto automatické davkovace nastiikuji vzorky z naddobek, které jsou sefazeny

v autosampleru. [4]
Kolony

U HPLC se pouzivaji nejcastéji naplnové kolony. Kvili riznym pozadavkiim existuji
kolony rtiznych délek, vnitfnich pramért, typl sorbentti a velikosti ¢astic naplni. Pro pfevaznou
¢ast analyz jsou kolony vyrobeny z nerezové oceli. Kolony, které se vyuZivaji k analytickym
ucelim, jsou celkem kratké, okolo 10, 15 az 25 cm, s vnitinim primérem 2 az 4,6 mm.
K rychlym separacim jsou vhodné kratké kolony okolo 3 cm. Pro dosaZeni vysoké ucinnosti se
pouzivaji kolony s velmi malym vnitinim primérem 1-2 mm a délkou 25-50 cm. Pro ochranu
kolony jsou Casto pouzivany tzv. ptedkolony. Ty jsou umisténé bud’ mezi cCerpadlem a

davkovacim zafizenim nebo mezi davkovacim zafizenim a kolonou. [3]
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Detektory

Na detektory u HPLC jsou kladeny nasledujici pozadavky: 1. maly vnitini objem 2.

stabilni a reprodukovatelny signal 3. linearni zavislost signalu detektoru na koncentraci analytu

4. vysoka citlivost 5. nizkd mez detekce 6. nizky Sum signalu a signal bez driftu [2]

Detektory pro HPLC by mély byt selektivni pro stanovované latky a malo citlivé pro

mobilni fazi. Detektor by mél zvladnout tlak mobilni faze a udrzet tésnost. Nejcastéji

pouzivanymi detektory v HPLC jsou fotometricky, refraktometricky, fluorescencni a

elektrochemicky. [3]

1.

Fotometricky detektor je nejpouzZivanéjSim detektorem a pracuje v UV nebo viditelné
oblasti elektromagnetického zareni. Patii k selektivnim detektorim, ale daji se pouzit u
90 % aplikaci. Detektory, které pracuji v celé oblasti UV spektra, musi obsahovat jesté
monochromator. [11]

Refraktometricky detektor je zaloZzen na méfeni zmény mezi indexem lomu eluatu a
¢isté mobilni faze. Pokud se v eluatu nachazi stanovovana latka, zaznamena se vychylka
signalu. Tento detektor je malo citlivy, ale ndhradou za to je univerzalni. Pozor si
musime dat na udrzovani konstantni teploty béhem méteni. [3]

Fluorescen¢ni detektor ma omezené pouziti, protoze je vysoce selektivni. Funguje na
principu fluorescence. Latka, ktera obsahuje ve své molekule fluorofor, ma schopnost
absorbovat UV zéfeni, tim se elektrony v molekule dostanou na vyssi energetickou
hladinu a kdyZ se elektrony vraci zpét do zakladniho energetického stavu, tak vyzari
zareni, které ma delsi vlnovou délku nez budici UV zafeni. Toto zafeni se mgéii
fotonasobicem, ktery prevadi signdl na elektricky proud. Fluorescencni detektor
muzeme 1 kombinovat s fotometrickym detektorem. [12]

Elektrochemicky detektor patii mezi selektivni detektory. Métime bud’ vodivost latky
nebo elektricky proud, ktery odpovida oxidaci nebo redukci latky. Jsou pomérné vysoce
citlivé. Pracovni elektroda ma rtizné slozeni podle potfeby oxidace ¢i redukce. Pro
oxidaci latky vyuZivame napfiiklad elektrodu z uslechtilého kovu a pro redukei latek

rtutovou elektrodu. [2]

1.4 Vybér stacionarni a mobilni faze

NejcCastéji vyuzivanym typem/mddem vysokoucinné kapalinové chromatografie je

HPLC na reverznich fazich (RPHPLC) a na normalnich fazich (NPHPLC). V RPHPLC je
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stacionarni faze nepolarni nebo slabé polarni v porovnani s pouzitou polarni mobilni fazi.
Nejcastéjsi volbou je silikagelovy nebo polymerni nosi¢ s chemicky zakotvenou fazi C18.
Pokud potfebujeme snizit retenci, tak pouzijeme stacionarni fazi s kratSimi uhlikovymi fetézci
napt. C8, naopak ke zvyseni retence pouzijeme jako stacionarni fazi delsi uhlikovy fetézec napf.
C30. Mobilni faze je tedy polarni. Je slozena z vody a misitelného organického rozpoustédla
(modifikatoru), z dvodu sniZzeni polarity a zvySeni elu¢ni sily. Muizeme pouZzit mnoho
organickych rozpoustédel misitelnych s vodou, ale nejcasteji pouzivané jsou tyto tfi: acetonitril
(ACN), methanol (MeOH) a tetrahydrofuran (THF). Eluce latek probiha podle klesajici
polarity. Prvni eluuji nejvice hydrofilni latky (polarni) a posledni nejvice hydrofobni latky
(nepolarni). V NPHPLC je stacionarni faze naopak polarni. Nejbézné&jsi stacionarni fazi je
silikagel a silikagel s chemicky navdzanymi skupinami (napt. diol-, kyano— nebo amino-).
Mobilni faze je nepoldrni. Je slozend zalkanu a misitelného poldrniho rozpoustédla
(modifikatoru), ktery zvysSuje elu¢ni silu. Stale se z velké €asti jako mobilni faze pouziva hexan,
ale je Casto nahrazovan, z divodu obav z jeho dlouhodobé toxicity, napf. isoheptanem nebo
cyklohexanem. Déle byla z téchto diivodl navrzena tzv. zelena chemicka rozpoustédla, ktera
chrani Zivotni prostiedi. Nej€astéji pouzivanymi modifikatory jsou: chloroform, ethylacetat,
dichlormethan a isopropanol. Separované latky zde eluuji podle zvySujici se polarity. Prvni

eluuji nejvice hydrofobni latky (nepolarni) a posledni nejvice hydrofilni latky (polarni). [13]
Mobilni faze

Volba mobilni faze je dilezitym faktorem k GspéSné separaci. V idedlnim ptipad¢ by

rozpoustédla jako mobilni faize méla mit tyto vlastnosti: [14]

1. Dobré rozpustnost slozek vzorku
Nekorozivni pro komponenty HPLC

Vysoka Cistota, nizké naklady

Eall

Nizka viskozita, toxicita a hoflavost

Rozpoustédla jsou vybirana podle HPLC separacniho modu, analytu, typu staciondrni
faze a typu detekce. Bud’ miiZeme pouZit ¢ista rozpoustédla jako je voda, methanol, acetonitril
atd. nebo smési rozpoustédel. Neékdy jsou pfidavany do mobilni faze rizné ptisady jako napf.
soli, kyseliny nebo zasady, které poskytuji nebo udrzuji urc¢ité pH. Probiha-li separace s jednim
rozpoustédlem nebo se smési rozpoustédel o stejném slozeni, pak hovoiime o izokratické eluci.
Pokud se slozeni mobilni faize béhem separace méni, poté se jednd o gradientovou eluci.

Gradienty se Casto ziskavaji smichanim dvou rozpoustédel o rozdilném sloZeni, takzvany
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binarni gradient. Smichdni vice rozpoustédel (ternarni ¢i kvartérni gradient) neni bézné.
Schopnost mobilni faze eluovat latku rychleji ve srovnani s jinymi rozpoustédly je nazyvana
jako ,.elucni sila“. Povaha mobilni fdze ma vliv i na dal$i parametry HPLC jako je napft. volba

detektoru. [15]
Stacionarni faze

Volba typu stacionarni faze, velikosti Castic staciondrni faze a rozmért kolony jsou
monolitické naplné. V monolitickych kolondch je CcCastice nahrazena jednim kusem
makropérezniho materidlu. Existuji jak organické (pf. polystyren), tak anorganické (pt. na bazi
oxidu kiemicitého) monolitické stacionarni faze. Hlavnimi vyhodami pouziti téchto
stacionarnich fazi jsou: snadnda pfiprava, snizeny odpor proudéni kapaliny a rychlejsi ptenos
hmoty. Nevyhodou je, Ze maji mensi Skalu pouzitelnych stacionarnich fazi. U organickych
monoliti chybi mezopory a z toho ditvodu jsou vhodné pro separaci velkych molekul. Naopak
monolity oxidu kiemic¢itého mezopory obsahuji a ty jsou vhodné pro rychlou separaci malych
molekul. Casticové stacionarni faze jsou nejbézngji silikagelové, tvofené z poréznich &astic
oxidu kemi¢itého. Céstice mohou byt bud’ plné porézni nebo povrchové porézni. Povrchové
porézni ¢astice ma neporézni jadro a porézni povrchovou vrstvu. Po vyvoji a zkoumani bylo
zjiSténo, ze maji lepSi ucinnost nez plné porézni Castice. Diky zvySeni efektivity miZeme na
povrchové poréznich Casticich provadét velmi rychlé analyzy bez generace vysokych protitlakt
pii prutoku mobilni faze kolonou naplnéné témito casticemi. Bohuzel podobné jako u
monolitickych stacionarnich fazi je komercni dostupnost téchto stacionarnich fazi omezena.
Nejcetnéjsi jsou v praxi stale pln€ porézni napln€. Soucasnost nam v HPLC vytvaii novy trend
a to miniaturizace, tedy mensi velikosti ¢astic a mensi rozmeéry kolon, z ¢ehoz vyplyva pouziti
mensich pritokd mobilni faze a mensi ddvkované objemy vzorki, coz snizuje finan¢ni naklady
provadénych analyz, spotiebu pouzitych chemikalii a jednodus$§i mozZnost propojeni

s hmotnostni detekci. [16]
1.5 Vyhodnocovani dat

Chromatogram

Detektor umistény na konci aparatury za kolonou vytvari signal, ktery je umérny typu a
koncentraci analytu. Zaznam signalu detektoru v zavislosti na cCase analyzy nebo

spotfebovaného objemu mobilni fize nazyvame chromatogram a zény vzorku se v ném
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zobrazuji jako piky. Podle polohy piku na x-ové ose mizeme kvalitativn€ urcit analyt a podle

plochy piku kvantitativné¢ mnozstvi. [4] Na Obr. 2 vidime ukézkovy chromatogram.
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Obr. 2 — Schéma chromatogramu
trj— retencni cas analytu j, ty — mrtvy retencni cas, w; — Sirka piku analytu j pri zakladné,
Wi — Sitka piku analytu j v poloviné jeho vysky
(Zdroj: P. Coufal. HPLC [online]. Praha, 1996 [cit. 2021-4-18]. Dostupné z:
http://web.natur.cuni.cz/~pcoufal/hplc.html)

Retenéni charakteristiky

Veliciny, které kvalitativn€ popisuji analyzovanou latku v ur¢itém chromatografickém
modu, jsou eluéni Cas (zr) a eluéni objem (V). Elu¢ni Cas je doba od nastfiku vzorku do
zaznamenani maxima piku. Stejn¢ tak elucni objem, je celkovy objem mobilni faze, ktery
protekl od nastfiku vzorku kolonou po maximum piku. Tyto 2 veli€iny jsou navzajem propojeny
vztahem s objemovym pritokem (Fu), coZ je objem mobilni faze protekly kolonou za ¢asovou

jednotku.
Vg =tgr " Fuy (D

Déle jsou pak veli¢iny elucni as a elu¢ni objem vyjadiené pomoci souctu mrtvych cast

¢1 mrtvych objemt a redukovanych ¢asu ¢1 objemi podle rovnic (2) a (3).
tg = tg +ty (2)
Ve = Vg + Vi 3)
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Mrtvy &as (tu) je doba, kterou analyt stravi v mobilni fézi, a redukovany ¢as (tz) je
doba, kterou analyt stravi ve stacionarni fazi. Analogicky pak s objemem, kdy za dobu mrtvého

casu proteCe kolonou mrtvy objem (Vi) a za dobu redukovaného casu protece kolonou

redukovany objem (V).

Dalsi veli¢ina dulezita k popisu reten¢niho chovani analytu je retencni faktor (k).
Reten¢ni faktor vyjadiuje, kolikrat je vétSi latkové mnozstvi analytu ve staciondrni fazi
v porovndni s mobilni fazi a z chromatogramu pak uré¢ime retencni faktor podle uvedeného

vzorce. [11]

k = VR=VM _ tR7tm _ V_zle _ i 4)

VM tm Vm tm

Uc¢innost

Mirou ucinnosti separace je v chromatografii tzv. teoretické patro. S tim je spojen i tvar
eluéni kiivky. Sitka elu¢ni kiivky (w) je pro vypocet ucinnosti klicova a je zavisla na difazi
neboli na difuznim rozSifovani zon. U¢innost je nizsi se Sirsi elucni kiivkou, a tudiz s vétsi

difuzi a naopak. Vypocet poctu teoretickych pater n udava vztah: [11]

2
2
n=16- (t—) = 5,545 - (t—> (5)
Wj 1%

Pokud zname délku separacni kolony L, miizeme vypocitat i vySkovy ekvivalent

teoretického patra H podle vztahu: [11]
L
H=- (6)

Utinna separace je charakterizovana vysokym poétem teoretickych pater n a tedy nizkou

hodnotou vyskového ekvivalentu teoretického patra H.
RozliSeni

Hlavnim cilem chromatografie je ziskat co nejlepsi rozdé€leni latek (pikti) v daném case.
Rozdéleni latek je bud’ Uplné, Castecné nebo nedokonalé, ale tento stav musime vyjadfit
kvantitativné. Proto byla zavedena veliCina tzv. rozliSeni R, (relativni separace dvou latek).

RozliSeni dvou latek (zde oznaceny jako i a j) miizeme z chromatogramu spocitat podle vztahu:

[11]

R1,2 = —_ (7)



Pokud je hodnota rozliSeni mensi nez 1, tak piky nejsou rozdéleny. Dostatecného
rozliSeni analyti dosahujeme pii hodnoté 1,5. VEtsi rozliSeni je zbytecné a nezadouci, protoze
prodluzuje dobu analyzy. U symetrickych pikli postacuje pro kvantitativni vyhodnocovani i

hodnota rozliSeni rovna 1. [11]

Faktory ovlivitujici rozliSeni 1ze rozdélit na —faktor selektivity, faktor kapacity a faktor
ucinnosti. Zvétsenim téchto faktorti Ize dosahnout lepsiho rozliSeni. Pti vyjadieni rozliseni

pomoci vyse uvedenych faktora plati rovnice:
1 r,-1 k
Rip=— 2= ——-\n (8)

7’1‘2—1

1. Faktor selektivity (Fso; =

)

T1,2

Selektivita v chromatografii je dana volbou stacionarni a mobilni faze. Dé€leni latek
Je tedy zaloZeno praveé na selektivité. Ta je vyjadiena hodnotou relativni retence (71 ,), ktera
zavisi na poméru hodnot redukovanych objemul nebo retenénich faktort ¢i distribu¢nich
konstant.

@ _Kp1 _ ks (9)
Vr2 Kp2 k2

T2 =
Hodnota rozliSeni mize byt tedy ovlivnéna: zménou mobilni faze, zménou

stacionarni faze, zménou obou fazi zaroven nebo zménou rychlosti toku mobilni faze.

. _ 1
2. Faktor kapacity (Fyqp = —1+k1)

Podle vztahu (8) je patrné, ze se vzristajici hodnotou retenéniho poméru se bude
zvétSovat i rozliSeni a naopak. Retencni faktor mize byt ovlivnén: mnoZzstvim stacionarni

faze v kolong&, zménou stacionarni nebo mobilni faze (stejné jako u faktoru selektivity) €1

zménou separacni teploty.
3. Faktor u¢innosti (Fy: = vn)

RozliSeni analytd je podle vzorce (8) pfimo umérné druhé odmocniné poctu
teoretickych pater (n). Faktor uc€innosti je ovlivnitelny pomoci: délky kolony (pii delsi
koloné pocet teoretickych pater stoupd), rychlosti mobilni faze ¢i velikosti casteek

sorbentu a separacni teplotou. [11]
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1.6 Zlato

1.6.1 Zékladni informace

Zlato je zluty, leskly, meékky a obzvlasté staly prvek. Jeho vlastnosti v kovovém stavu
(Au’) jsou znamy uz od stfedovéku. Jeho nizka reaktivita s kyslikem, sirou nebo
koncentrovanymi bazemi ¢i kyselinami umoziuji jeho Siroké vyuziti. Rozpousti se pouze
v lucavce kralovské za vzniku chloridu zlatitého (AuCl3) a v nadbytku kyseliny chlorovodikové

vznika kyselina tetrachlorozlatita (H[AuCl,]) podle rovnic [10] a [11].
Au+ 3 HCL + HNO5 — AuCl; + NO + 2 H,0 (10)
Au+ 4 HCL+ HNO5 > H[AuCl,] + NO + 2 H,0 (11)

Naopak zlato snadno reaguje s halogeny. S bromem reaguje uz pfi laboratorni teploté
za vzniku bromidu zlatného i bromidu zlatitého, dale s chlorem, se kterym reaguje teprve az pii
zvySené teploté bud’ do 150 °C, kdy vzniké chlorid zlatity nebo mezi 150-250 °C za vzniku
chloridu zlatného. Radé&ji nez pfimo s halogeny, reaguje zlato s roztoky halogenii v jejich

bezkyslikatych kyselinach, jak je vidét z rovnice (12). [17]
2Au+2HCl+3Cl, - 2 H[AuCl,] (12)

Tato specificka reaktivita vede k biologicky aktivnim roztokiim zlata. Tyto piipravky se
pouzivaji pii 1é¢be artritidy nebo riznych druht rakoviny. Pokud je kyselina tetrachlorozlatita
(H[AuCl,]) uvedena do piitomnosti silného redukéniho ¢inidla (napf. tetrahydridoboritanu
sodného — NaBHj) a stabilizatoru (napf. citratu sodného), ma schopnost tvofit nanocastice. [18]

Dalsi fyzikaln¢ chemické vlastnosti zlata jsou shrnuty v Tabulce 1. [17]
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Tabulka 1: Fyzikdlné chemické vlastnosti zlata a jeho umisteni v periodické soustave prvku

cesky nazev Zlato
latinsky nazev Aurum
anglicky nazev Gold
chemicka znacka Au
protonové Cislo 79
relativni atomova hmotnost 196,97
perioda 6

skupina I.B
zatazeni pirechodné kovy
oxidacni stavy -IL I IIL, V
teplota tani [°C] 1064
teplota varu [°C] 2808
hustota [g-cm™] 19,32
hustota pii teploté tani [g-cm™] | 17,31
elektronegativita 2,54

1.6.2 Stanoveni zlata

Pro kvantifikaci zlata lze vyuzit riizné analytické metody — od nejsnadnéji pouzitelné
spektrofotometrické metody po ultra-specifickou hmotnostni spektrometrii. Spektrofotometrie
ve viditelné oblasti spektra je jednou znejjednodusSich metod kvantifikace zlata. Pro
kvantifikaci zlata pod rozsahem umol-dm™ je ICP-MS (hmotnostni spektrometrie indukéné
vazan¢ plazmy) jedinou moznou analytickou metodou. ICP-MS je obvykle spojena se
separacnimi metodami konkrétné kapalinovou chromatografii (LC-ICP-MS) nebo kapilarni
elektroforézou (CE-ICP-MS). Piimé nebo nepiimé stanoveni zlata s vyuZzitim téchto metod
casto vede k analytickym problémtm kvili interferencim mezi slozkami autentického vzorku
a citlivosti metody. Proto se vyZaduji kroky ptfedupravy vzorku k zajisténi opakovatelnosti a
reprodukovatelnosti vysledkii a k dosazeni potfebné meze kvantifikace. BohuZel zatim
neexistuje zadna snadno pouzitelna analyticka metoda, kterd by zajistila dostate¢nou citlivost

pro kvantifikaci zlata v riznych pfevazné vodnych vzorcich. Prehled analytickych metod
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pouzivanych pro stanoveni zlata viontové form¢ nebo ve form¢ nanocastic je uveden

v Tabulce 2. [18']

Tabulka 2: Prehled analytickych metod kvantifikace zlata

Metoda LOD [umol-dm3]
Spektrofotometrie 90,00
Fluorimetrie 1,52 - 10
LC-ICP-MS 2,60 - 10
CE-ICP-MS 5,00 - 102
AAS 0,61

1.6.3 Vyuziti zlata

Zlato mize byt vyuzito v mnoha riiznych odvétvich. Zndme ho piedevsim z vyroby
Sperkd, k pozlacovani predmétii z méné uslechtilych kovii nebo u zubnich implantatt. Déle se
vyuziva v potravindistvi jako barvivo. Zlato se vyuziva i v riznych slitinach. Bud ve
Sperkafstvi jako zlato mnoha barev (napft. slitina zlata s médi je Cervené zlato nebo s niklem
jako bilé zlato) nebo v kosmickém primyslu, kdy slitina zlata s indiem utésiiuje sklenéné

okenni otvory. Tetrachlorozlatitan sodny (Na[AuCl,]) se vyuziva ve fotografickém odvétvi.

[19]

1V publikaci [18] jsou sjednoceny rizné metody z vicero zahrani¢nich publikaci do
nasledujici tabulky.
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2 Experimentalni ¢ast

2.1 Pouzité chemikalie

Chemikalie pouzité v této praci jsou shrnuty v nasledujici Tabulce 3.

Tabulka 3: Prehled pouzitych chemikalii

Chemikalie Cistota Mr [g/mol] | Vyrobce Stat

Acetonitril 99,9 % pro gradientovou | 41,05 Sigma-Aldrich | USA
eluci

Kyselina chlorovodikova 35%p.a. 36,46 LachNer CR

Tetrachlorozlatitan draselny 99,995 % 377,88 Sigma-Aldrich | USA

Deionizovana voda (ultra-pure) | 0,18 pS/cm

2.2 Pouzité ptistroje a pomticky

K méfeni byl pouzit pfistroj kapalinového chromatografu od firmy Shimadzu
(Japonsko) slozen ze zasobniku na lahve, odplynovade DGU-20A5R, pumpy LC-20AD a
detektoru SPD-20AV. K navaZeni vzorku byly vyuZity vdhy Nimbus 2541 (ADAM Equipment,
Velké Britanie). Dale k pfipravé vzorku byly pouZity pipety Biohit proline 10 — 100 pul a
100 — 1000 pul (Unimed, CR). Davkovani vzorku bylo provadéno injekéni stiikackou 250 pl
(Hamilton, USA). K separaci byly pouzity kolony Luna NH> 5 pm s rozméry 2 x 250 mm
(Phenomenex, USA) a XBridge Amide 3,5 pm s rozméry 2,1 x 150 mm (Waters, USA).

2.3 Ptipravy mobilni faze a zadsobniho roztoku tetrachlorozlatitanu draselného

Piiprava mobilni faze

Jako mobilni faze byla pouZita smés acetonitrilu a vodné slozky. Jako vodna sloZka byla
pouzita nejdiive deionizovana voda, poté roztok kyseliny chlorovodikové v deionizované vodé
o koncentracich 1,0, 5,0 a 10,0 mmol-dm™. Roztok HCI o koncentraci 10,0 mmol-dm™ byl
pfipraven ze 35% HCI odpipetovanim 0,443 ml do 500 ml odmérné bailky a doplnénim
deionizovanou vodou po rysku. Roztoky HCI o koncentracich 1,0 mmol-dm™ a 5,0 mmol-dm3
byly piipraveny nafedénim roztoku HCI o koncentraci 10,0 mmol-dm™ deionizovanou vodou.

Pti pocatecnich pokusech byla smés acetonitrilu a vodné slozky michdna v daném poméru ze
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dvou zasobnich lahvi (v jedné ACN, v druhé vodna slozka) sméSovacem v chromatografu. Po
nalezeni vhodného slozeni vodné faze a poméru vodné a organické slozky byla pfipravena
smésna mobilni faze externé do jedné zasobni lahve. Timto zpisobem bylo pfipraveno 1000 ml
smési acetonitrilu a 10,0 mmol-dm™ kyseliny chlorovodikové v objemovém poméru 94:6

(940 ml acetonitrilu a 60 ml 10,0 mmol-dm™ HCI).
Priprava vzorku

Navazka 0,3779 g tetrachlorozlatitanu draselného byla kvantitativné ptevedena do 10ml
odmérné banky a doplnéna po rysku deionizovanou vodou, 90% acetonitrilem nebo 100%
acetonitrilem. Zasobni roztoky tetrahlorozlatitanu draselného byly uchovany v lednici pfi
teploté 6-8 °C. Z tohoto zasobniho roztoku byly vhodnym fedénim ptipravovany analyzované

vzorky tetrachlorozlatitanu draselného.

2.4 Podminky analyzy

Nalezené optimalni podminky analyzy, pti kterych byly ziskany nejlepsi vysledky. Na
kolon& Luna NHb: sloZeni mobilni faze 94 % ACN a 6 % 5,0 mmol-dm™ HCI, priitok mobilni
faze 0,4 ml-min!, davkovany objem 5 pul 10,0 mmol-dm tetrachlorozlatitanu draselného v 90%
ACN a na kolon& XBridge Amide: slozeni mobilni fize 94 % ACN a 6 % 10,0 mmol-dm™ HCI,
pritok mobilni faze 0,7 ml'min™!, davkovany objem 2 pl 1,0 mmol-dm™ tetrachlorozlatitanu

draselného ve 100% ACN.

2.5. Vypocty

Smérodatna odchylka (SD)

n

_ 12 52

s= 5 &=9
=1

Relativni smérodatna odchylka (RSD)
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3 Vysledky a diskuse

V odborné literatufe je velmi malo publikaci, které se =zabyvaji analyzou
tetrachlorozlatitanu s vyuzitim metody HPLC se spektrofotometrickou detekci. Publikovana
metoda chromatografického stanoveni zlata ve formé tetrachlorozlatitanu je zalozena na tvorbé
iontového paru s kationtem barviva Rhodaminu B a nasledné extrakci zvodné faze
diisopropyletherem. Po odpafeni organické faze byl odparek rozpustén v mobilni fazi a
nadavkovan do kapalinového chromatografu. HPLC analyza probihala na koloné Nucleosil C18
s vyuzitim mobilni faze slozené z acetonitrilu a 0,1 % roztoku trifluoroctové kyseliny ve vodé
v objemovém poméru 25/75. Davkovano bylo 20 ul vzorku a detekce probihala pii 555 nm.

Limit kvantifikace pro tuto publikovanou metodu je 0,1 pmol-dm™ zlatité soli. [18]

V této Dbakalarské praci byla pro analyzu tetrachlorozlatitanu vyuzita HILIC

chromatografie.

HILIC je druhem vysokoucinné kapalinové chromatografie, ktery kombinuje pouziti
polarni kolony s mobilni fazi slozenou z vysokého procenta organického rozpoustédla
misitelného s vodou a nizkého procenta vodné slozky. Tato technika je vyhodna pro analyzu
polarnich a ionizovatelnych sloucenin, které nevykazuji dobrou retenci v reverznich fazich. Typ
interakci mezi analytem a stacionarni fazi jsou pfevazné polarni interakce jako napf. iontova,
iontove dipdlova nebo vodikovd vazba. Na povrchu polarni stacionarni faze se vytvofi
stacionarni (adsorbovand) vrstva vody a analyt se rozdéluje mezi tuto vodnou fazi a
acetonitrilem v mobilni fazi. Mobilni faze obsahuje vysoké procento acetonitrilu a nizké
procento vodné slozky. HILIC je také velmi citlivy na rozpoustédlo vzorku, a proto by vzorek
mél byt rozpustén v rozpoustédle co nejvice podobném mobilni fazi. [20] Schématicky popis

principu HILIC je znazornén na Obr. 3.
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Obr. 3 — Schématické zndazornéni interakci v HILIC chromatografii.

Modra barva predstavuje vrstvu vody a oranzova barva vrstvu acetonitrilu. Analyt
miize interagovat se staciondrni fazi riznymi poldarnimi interakcemi a zdaroven dochazi
k rozdéleni analytu mezi vrstvu acetonitrilu (oranzZovad vrstva) a vodnou (modrou)
VFStvu.

(Zdroj: What the HILIC is HILIC? Phenomenex blog [online]. USA: Phenomenex,

23.6.2016 [cit. 2021-8-2]. Dostupné z: https://phenomenex.blog/2016/06/23/what-the-

hilic-is-hilic/)

Pro HILIC analyzu tetrachlorozlatitanu draselné¢ho byly vyuzity 2 kolony od riznych
vyrobcl, a to kolona Luna NHz 5 um s rozméry 2 x 250 mm (Phenomenex, USA) a XBridge
Amide 3,5 pm s rozméry 2,1 x 150 mm (Waters, USA). Jako mobilni faze byla pouZita smés
organického rozpoustédla acetonitrilu a vodné slozky, tvofené deionizovanou vodou nebo
kyselinou chlorovodikovou o koncentracich 1,0, 5,0, a 10,0 mmol-dm=. Kyselina
chlorovodikova v mobilni fazi byla zvolena na zéklad¢ publikovaného distribu¢niho diagramu

tetrachlorozlatitanu. Distribu¢ni diagram jednotlivych forem zlatitanu je uveden na Obr. 4.
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Obr. 4 - Distribucni pH diagram
(Cap3+ = 10 ugml™1, cci- = 0,1 mol-dm™3)

(Zdroj: B. Baraj, A. Sastre, A. Merkog¢i a M. Martinez. Determination of chloride
complex of Au(IIl) by capillary zone electrophoresis with direct UV detection. Journal of
Chromatography A [online]. 1995, 718(1), 227-232 [cit. 2021-8-15]. ISSN 00219673.
Dostupné z: doi:10.1016/0021-9673(95)00655-9)

Z distribu¢niho diagramu na Obr. 4 je vidét, Ze tetrachlorozlatitan v zavislosti na pH a
koncentraci chloridovych iontl tvoii hydroxokomplexy. Pfi hodnotach pH 2-3 je zlatita stl

vyhradné ve formé tetrachlorozlatitanu.

3.1 Aminova kolona Luna NH,

Jako prvni byla pro analyzu tetrachlorozlatitanu draselného vyzkousena kolona Luna
NHoz. Pii hledani vhodnych podminek analyzy byla nejdiive pouzita mobilni fdze sloZena
z acetonitrilu a vody, v objemovych pomérech vrozsahu 80:20 az 98:2. Vzorek
tetrachlorozlatitanu o koncentraci 10 mmol-dm™ byl nejdfive rozpustén v deionizované vodé a
pozdéji v 90% acetonitrilu. Pfi pouziti deionizované vody jako rozpoustédla vzorku byly

pozorovany 2 piky, bez ohledu na to, zda byl nadavkovan vzorek nebo zda byla nadavkovana
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samotna mobilni faze nebo Cisty acetonitril. Pomér vysek téchto dvou pikii se neustale ménil, i
kdyz byla opakované davkovana €istd mobilni faze nebo jen acetonitril. Zménou rozpoustédla
vzorku na 90% acetonitril se tento problém odstranil. Na Obr. 5 je zobrazen chromatogram
analyzy tetrachlorozlatitanu v mobilni fazi slozené z acetonitrilu a vody v poméru 94:6. Tvar
piku bohuzel neodpovidal pozadavkiim, a proto byla do vodné slozky mobilni faze piidana
kyselina chlorovodikova. Nejprve byla vyzkousena 1,0 mmol-dm™ HCI, kterd tvar piku vyrazné
zlepsila, ale stale nebyl zcela vyhovujici. Chromatogram zméteny po pridavku HCI do vodné
slozky mobilni faze je uveden na Obr. 6. Poté byla jako vodna slozka mobilni faze vyzkousena
10,0 mmol-dm™ HCI, ktera neposkytovala zlepseni tvaru piku, spise naopak jak je vidét na
Obr. 7. Nakonec byla tedy vyzkousena 5,0 mmol-dm™ HCI. Chromatogram zméfeny v mobilni
fazi slozené z acetonitrilu a 5,0 mmol-dm™ HCI je zobrazen na Obr. 8. Toto sloZeni mobilni
faze se pfi prvnim nastfiku vzorku zdéalo byt vyhovujici, ale v dalSich nastficich vzorku se
vysledek bohuZel nepodafilo zopakovat. Zaznam opakovaného nastiiku roztoku

tetrachlorozlatitanu je uveden na Obr. 9.
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Obr. 5 — Chromatogram analyzy tetrachlorozlatitanu na koloné Luna NH> (2 x 250 mm,
5 um), mobilni fize 94 % ACN — 6 % voda, priitok MF 0,4 ml-min”', objem nadavkovaného
vzorku 10,0 mmol-dm™ (10 ul), detekce pii 255 nm
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Obr. 6 - Chromatogram analyzy tetrachlorozlatitanu na koloné Luna NH> (2 x 250 mm,
5 um), mobilni faze 94 % ACN — 6 % 1,0 mmol-dm™> HCI, pritok MF 0,4 ml-min”, objem
nadavkovaného vzorku 10,0 mmol-dm™ (10 ul), detekce pri 255 nm
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Obr. 7 - Chromatogram analyzy tetrachlorozlatitanu na koloné Luna NH> (2 x 250 mm,
5 um), mobilni faze 94 % ACN — 6 % 10,0 mmol-dm™> HCI, pritok MF 0,4 ml-min™, objem
naddvkovaného vzorku 10,0 mmol-dm™ (10 ul), detekce pii 255 nm
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Obr. 8 — Chromatogram analyzy tetrachlorozlatitanu na koloné Luna NH> (2 x 250 mm,
5 um), mobilni faze 94 % ACN — 6 % 5,0 mmol-dm™> HCI, pritok MF 0,4 ml-min”, objem
nadavkovaného vzorku 10,0 mmol-dm™ (10 ul), detekce pri 255 nm - 1.ndstiiké
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Obr. 9 - Chromatogram analyzy tetrachlorozlatitanu na koloné Luna NH> (2 x 250 mm,
5 um), mobilni faze 94 % ACN — 6 % 5,0 mmol-dm™> HCI, pritok MF 0,4 ml-min”, objem
nadavkovaného vzorku 10,0 mmol-dm™ (10 ul), detekce pii 255 nm -2.ndstrik
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Z chromatogrami na Obr. 5 az 9 je vidét, ze tvar piku tetrachlorozlatitanu se pii pouziti kyseliny
chlorovodikové jako vodné slozky mobilni faze oproti deionizované vod¢ viditeln¢ zlepsil.
Nejvhodnégjsi koncentrace kyseliny chlorovodikové v mobilni fazi se zdéala byt po prvnim
pokusu 5,0 mmol-dm™, ale bohuZel se nepodafilo analyzu usp&né zopakovat. Proto byla pro
analyzu tetrachlorozlatitanu vyzkouSena jina HILIC kolona, a to konkrétn¢ kolona XBridge

Amide.

3.2 Amidova kolona XBridge Amide

Jako druha byla pro analyzu tetrachlorozlatitanu draselného vyzkousena amidova
kolona XBridge Amide. Opét byla jako mobilni faze pouzita smés acetonitrilu a vodné slozky
v objemovych pomérech od 80:20 az k 98:2. Vodna slozka mobilni faze byla tvofena
deionizovanou vodou nebo kyselinou chlorovodikovou o koncentraci 1,0 a 10,0 mmol-dm™.
Jako nejvhodnéjsi pomér organické a vodné slozky v mobilni fazi byl zvolen pomér 94:6, stejné
jako na koloné¢ Luna NH;. Chromatogram zméfeny s pouzitim mobilni faze obsahujici jako
vodnou slozku deionizovanou vodu je uveden na Obr. 10. Vysledek této analyzy nebyl
uspokojivy, a proto byl jako vodna slozka mobilni faze pouzit 1,0 mmol-dm™ roztok HCI
v deionizované vod¢. Chromatogram zaznamenany s pouzitim této mobilni faze je znadzornén
na Obr. 11. V chromatogramu je viditelny jeden pik, na jeho vzestupné ¢asti je patrny nadznak
dalsiho piku. Proto byla zvySena koncentrace kyseliny chlorovodikové ve vodné sloZce mobilni
faze na 10,0 mmol-dm™. Pfi této koncentraci kyseliny chlorovodikové ve vodné sloZce mobilni
faze byl okolo 7. minuty detekovany pik tetrachlorozlatitanu, jak je vidét na Obr. 12. Pik okolo
7. minuty byl zaznamenan kromé detekéni vlnové délky 255 nm 1 pfi vlnové délce 370 nm,
kterd odpovidd druhému (slabsimu) absorpénimu maximu v absorpénim spektru
tetrachlorozlatitanu (nepublikované vysledky P.Coufal, J.Sobotnikova). Pro zlepSeni tvaru piku
tetrachlorozlatitanu a zkraceni jeho reten¢niho Casu byl vzorek nové rozpustén ve 100%
acetonitrilu, dale byla vyménéna davkovaci smycka z 5 pl na 2 pl (Obr. 13) a zvySena priitokova
rychlost mobilni faze z dosavadni rychlosti 0,4 ml'min™ na 0,7 ml'min"!. Chromatogram
zaznamenany za téchto podminek je uveden na Obr. 14. Nasledné byla za téchto
experimentalnich podminek méfena opakovatelnost davkovani vzorku tetrachlorozlatitanu o

koncentraci 1,0 mmol-dm™

. Zaznamenané chromatogramy jsou v piiblizeném pohledu
zobrazeny na Obr. 15. Pro 10 opakovanych méfeni byly vyhodnoceny plochy piku
tetrachlorozlatitanu, které jsou s hodnotami smérodatné odchylky (SD) a relativni smérodatné

odchylky (RSD) shrnuty v Tabulce 4. Z hodnot ploch a RSD v Tabulce 4 a také ze sloupcového
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grafu na Obr. 16 je patrné, Ze naméiené hodnoty vykazovaly znacnou variabilitu, RSD dosahla

témét hodnoty 28 %.

Pti hledani diivodu této nizké opakovatelnosti méteni byl piipraven novy roztok vzorku,
avSak tento krok nezlepsil opakovatelnost méfeni. Nasledné byla opakované davkovéana jen
mobilni faze a byly registrovany ,,piky* v riznych retencnich casech a o rtizné intenzité. Proto
byla odpojena kolona a ovéfena funk¢nost davkovaciho ventilu a zkontrolovana lampa
v detektoru. Po pfipojeni kolony zpét byla kolona promyvéana mobilni fazi bez pfitomnosti
kyseliny chlorovodikové, tedy mobilni fazi o slozeni acetonitril a voda v poméru 94:6. Po
nadavkovani této mobilni faze na kolonu byl registrovan normalni pribéh zékladni linie.
Nasledné byla pouzita mobilni fize obsahujici ve vodné slozce 10,0 mmol-dm™ kyselinu
chlorovodikovou. Po naddvkovani bez vzorku, tedy po otoceni davkovacim ventilem, byl opét
problém s pritbéhem zdkladni linie, v chromatogramu byly neznamé signély. Pravdépodobné
doslo k degradaci kolony vlivem dlouhodobého pouzivani mobilni faze obsahujici kyselinu
chlorovodikovou. Z diivodu nedostatku ¢asu se jiz nestihlo vyménit kolonu a opakovatelnost

nameéfit znovu.
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Obr. 10 - Chromatogram analyzy tetrachlorozlatitanu na koloné XBridge Amide
(2,1 x 150 mm, 3,5 um), mobilni faze 94 % ACN — 6 % voda, pritok MF 0,4 ml-min”, objem
nadavkovaného vzorku 1,0 mmol-dm? (10 ul), detekce pri 255 nm
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Obr. 11 - Chromatogram analyzy tetrachlorozlatitanu na koloné XBridge Amide
(2,1 x 150 mm, 3,5 um), mobilni faze 94 % ACN — 6 % 1,0 mmol-dm™, priitok MF
0,4 ml-min ~/, objem nadavkovaného vzorku 1,0 mmol -dm™ (10 pl), detekce pri 255 nm
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Obr. 12 - Chromatogram analyzy tetrachlorozlatitanu na koloné XBridge Amide
(2,1 x 150 mm, 3,5 um), mobilni faze 94 % ACN — 6 % 10,0 mmol-dm™, priitok MF
0,4 ml-min "', objem nadavkovaného vzorku 1,0 mmol-dm= (5 ul), detekce pri 255 nm
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Obr. 13 - Chromatogram analyzy tetrachlorozlatitanu na kolone XBridge Amide
(2,1 x 150 mm, 3,5 um), mobilni fdaze 94 % ACN — 6 % 10,0 mmol-dm™, prutok MF
0,4 ml-min ', objem nadavkovaného vzorku 1,0 mmol-dm™ nyni ve 100% ACN (2 ul), detekce
pri 255 nm
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Obr. 14 - Chromatogram analyzy tetrachlorozlatitanu na koloné XBridge Amide
(2,1 x 150 mm, 3,5 um), mobilni faze 94 % ACN — 6 % 10,0 mmol-dm™, priitok MF
0,7 ml-min "', objem nadavkovaného vzorku 1,0 mmol-dm= (2 ul), detekce pri 255 nm
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Obr. 15 - Priblizeny pohled na piky tetrachlorozlatitanu pri opakovatelnosti méreni (kolona
XBridge Amide (2,1 x 150 mm, 3,5 um), mobilni faze 94 % ACN — 6 % 10,0 mmol-dm™,
priitok MF 0,7 ml-min -, objem naddavkovaného vzorku 1,0 mmol-dm>- 2 ul, detekce pri 255
nm)
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Obr. 16 - Sloupcovy graf ploch pikii pri opakovatelnosti merent
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V nasledujici Tabulce 4 jsou hodnoty ploch pikli z opakovatelnosti méfeni a vypoctené

hodnoty smérodatné odchylky SD a relativni smérodatné odchylky RSD.

Tabulka 4: Plochy piku a vypoctené hodnoty SD a RSD

Opakovatelnost

(¢islo méieni) Plocha [pV-min]
1 175 837
2 254 267
3 312399
4 151 578
5 236 495
6 234 492
7 261 728
8 322 735
9 378 978
10 389073
pramer 271758
SD 74961,41
RSD 27,58
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Zaveér
V této bakalaiské praci byly hledany experimentdlni podminky pro stanoveni

tetrachlorozlatitanu draselného pomoci metody HPLC s vyuzitim varianty HILIC.

Vhodné podminky byly nalezeny na amidové koloné XBridge Amide a jsou to tedy:
slozeni mobilni faze 94 % ACN a 6 % 10,0 mmol-dm™ HCI, priitok mobilni faze 0,7 ml-min™,

davkovany objem 2 pl 1,0 mmol-dm™ tetrachlorozlatitanu draselného ve 100% ACN.

Z duvodu degradace kolony a nedostatku Casu nebylo jiz mozné dale pokraCovat a

namerit kalibra¢ni kiivku, meze detekce a mez stanovitelnosti.

Ohledné¢ stanoveni tetrachlorozlatitanu draselného pomoci HILIC metody nebyly dosud
publikované Zadné préace, a proto muize tato bakaldiska prace slouzit jako vychozi zdroj

informaci pro dalsi zkoumani.
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