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Abstrakt

V této diplomové praci byla vyvinuta metoda rutinni analyzy komercnich chladicich
kapalin, zaméfend na soucasné stanoveni anorganickych aniontii — fosfati a boratti — jako
inhibitort koroze v cCerstvych smésich a ukazateli kvality recyklace. Metoda byla
vypracovana pro instrumentdlni techniku kapilarni zonovou elektroforézu se
spektrometrickou nepfimou detekci pfi 254 nm. Byly optimalizovany: zakladni elektrolyt
(jeho slozeni, koncentrace, pH), méfené vzorky (fedéni chladici kapaliny, vhodny vnitini
standard) a podminky méfeni (délka kapilary, davkovani vzorku). Byl otestovan vliv
matrice vzorku na vysledky méfeni, robustnost kalibracni ptimky (resp. souhlas odezvy se
skute¢nou koncentraci analytll) a také opakovatelnost metody. Vysledkem optimalizaci a
testll byla metoda zalozena na standardnim ptidavku o nésledujicich parametrech: zakladni
elektrolyt o pH = 11,50 obsahujici chroman sodny o koncentraci 10 mmol I'' a CTAB o
koncentraci 1 mmol I"'; fedéni vzorku chladici kapaliny 20-50x, ptidavek vnitiniho
standardu MES 0,1 mmol 1", elektrokinetické ddvkovani nap&tim -5 kV po dobu 10 s,
kapiléara délky 50,0 cm a vnitfniho priiméru 75 pm. Opakovatelnost metody vyjadiena ve
formé relativni smérodatné odchylky pro migracni Casy analytl se pohybovala v rozmezi
1,8-2,6 %, pro plochy pikl 1,9-11,3 % a pro relativni plochy pikt 4,0-8,5 %. VytéZnost
metody Cinila 93-120 %.
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Abstract

In this diploma thesis, a method of routine analysis of commercial coolants was
developed, focused on the simultaneous determination of inorganic anions — phosphates
and borates — as corrosion inhibitors in fresh mixtures and the markers of recycling quality.
The method was developed for the instrumental technique of capillary zone electrophoresis
with indirect detection at 254 nm. The following were optimized: background electrolyte
(its composition, concentration, pH), measured samples (coolant dilution, suitable internal
standard) and measurement conditions (capillary length, sample dosing). The influence of
the sample matrix on the measurement results, the robustness of the calibration line (or the
agreement of the response with the actual analyte concentration) and also the repeatability
of the method were tested. Optimizations and tests resulted in a method based on a standard
addition with the following parameters: background electrolyte of pH = 11.50 containing
sodium chromate at 10 mmol 1! concentration and CTAB at 1 mmol 1" concentration;
dilution of the coolant sample 20-50%, addition of internal standard MES at 0,1 mmol 1!
concentration, electrokinetic sample injection at -5 kV for 10 s, capillary length 50.0 cm,
inner diameter 75 um. The repeatability of the method expressed as a relative standard
deviation of migration times of analytes ranged between 1,8-2,6 %, for area of the peaks
1,9-11,3 % and for the relative peak area 4,0-8,5 %. The recovery of the method was 93-
120 %.
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1 Uvod

Kazdy rok celosvétove roste pocet vyprodukovanych, resp. pouzivanych motorovych
vozidel jako komeréni a soukromé automobily, autobusy, motocykly atd. Napftiklad za
poslednich 20 let se jejich ro¢ni produkce zvétsila vice nez 1,5krat, z 56 miliénl v roce
1999 na 92 miliént za rok 2019, Spolu s tim roste i pouzivané mnozstvi chemickych
vyrobku souvisejicich s provozem a udrzbou motorovych vozidel. Chladici kapaliny jsou
znacnou a dulezitou ¢asti tohoto primyslu a na jejich slozeni je kladen velky diraz, protoze
spravn¢ vybrana a kvalitni smés pozitivné ovliviiuje efektivitu a zivotnost motoru, zejména
pii jeho vyuziti v neoptimalnich podminkach okolniho prostiedi.

Pti vyrobé chladicich kapalin se v potaz bere nejenom optimalizace slozeni pro
maximalni vykon, ale i Setrnost k ¢lovéku a ptirodé. Minimalizace chemickych odpada
jako jeden z principi ekologi¢nosti je realizovan v recyklaci chladicich kapalin. Ve vSech
etapach zivota kapaliny a v procesu jeji recyklace je nutnd jeji chemickd analyza pro
zajiSténi poZadovanych technickych vlastnosti a bezpe€nosti. Jako jeden z nastroji
kontroly obsahu chladicich smési 1ze navrhnout kapilarni zénovou elektroforézu (CZE). Je
to jednoducha, rychla, relativné levna a dostatecné presna i citlivda metoda umoziujici

stanoveni vétSiny komponentl chladicich smési, resp. kontrolu kvality jejich recyklace.
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2 Teoreticka cast

2.1 Chladici kapaliny

2.1.1 Definice, pouziti

Primarni funkci kapalnych chladicich smési je zajisStovani pifenosu tepla jak
produkovaného uvniti motorti, tak 1 plisobiciho z vné&jsiho okoli, udrzovani teploty
komponentl v pfijatelném pracovnim rozsahu zabrafiuje jejich prehfivani a poskozeni™l.
Diky riznym piisaddm soucasné¢ ptidavanym do chladicich smési lze jejich funkcionalitu
inhibitory koroze. Druhym dulezitym komponentem jsou latky snizujici bod tuhnuti; jejich
pfiddni umoziuje snizit hranici rozsahu pracovnich teplot, tzn. zabranit zamrznuti systému,
coz je uzite¢né zejména pii vyuzivani motort v zime a/nebo v severnich regionech.

Chladici kapaliny maji Siroké pouziti. NejtypictéjsSim piikladem jsou spalovaci
motory, v jejichz principu prace je zahrnuta produkce tepelné energie, jejiz prebytek je
nutné odvadét!®). Dale se vyuzivaji v klimatizaénich zafizenich budov a k chlazeni vykonné
pocitacové techniky.

Pouzité chladici kapaliny obsahuji pevné produkty koroze a rozpusténé tézké kovy
(kadmium, tantal), minoritné také produkty degradace nemrznoucich ptisad, coz jsou
Skodlivé latky a vzhledem k bezpecnosti okolniho prosttedi nesmi byt volné€ vylévané do
odpadi. Nicmén¢ zaklad smési zlstava stabilni a je znovu pouzitelny po recyklaci, o cemz
vypovidaji studie provedené experty v této oblasti (American Society for Testing and
Materials, Society of Automotive Engineers!* ). Recyklace se provadi vice zpiisoby, které
lze v principu rozdélit na destila¢ni procesy (vétSinou dvoustupnové, vakuové destilace) a

filtradni procesy (reverzni osmoéza, elektrodialyza)!>"-%.
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2.1.2 Komponenty chladicich smési

Jak jiz bylo zminéno, do chladicich smési se piidavaji rizna aditiva a jejich konkrétni
slozeni pak zalezi na vyrobci a Gcelech, ke kterym je dané médium urceno. Ideélni chladici
kapalina by vSak m¢la mit vysokou tepelnou kapacitu, byt chemicky inertni, netoxicka a
pro nekteré piipady také nevodiva; neposledni roli hraje i cena komponentii.

Voda je znama svoji tepelnou kapacitou, a tak miize efektivné prenaset teplo, ackoliv
jeji pouziti jako samotné latky (destilované, deionizované) je nezadouci. Prvnim diivodem
je pon¢kud ohraniceny teplotni rozsah 0-100 °C, jehoz spodni hranice je Casto pfili§ vysoko
vzhledem k moznym teplotam okolniho prostfedi, a horni hranice je ¢asto pfili§ nizko
vzhledem k pracovni teploté vykonného motoru. K pfekonani tohoto problému se k vodé
pridavaji dalsi kapaliny, mezi néz patii glykoly a alkoholy. Alkoholy jako methanol a
ethanol jsou dostupné a ucinné¢ snizuji bod tuhnuti, ackoliv jejich vyuziti je téméi nulové
z dlivodt sniZeného bodu varu, hoflavosti a toxicity. Glykoly jsou celkové méné efektivni
ve sniZeni bodu tani vody, ktery také zéalezi na hmotnostnim podilu glykolu ve smési, ale
jsou nehotlavé a neodpatuji se, coz vede k prakticky neomezené zivotnosti smési a je
predpokladem pro recyklaci. Hlavnimi pouzivanymi glykoly jsou glykoly na bazi ethylenu
(primarné¢ monoethylenglykol, ktery je nékdy doplnén o malé mnozstvi di- a
triethylenglykolu), méné ¢asto jsou pouzivany glykoly na bazi propylenu!>®1%,

Druhym divodem pro modifikaci vodného roztoku je povaha prosttedi, v némz
chladici kapalina mé cirkulovat. Pii vyrobé chladicich systémil se pouziva vice druhti kov
a jejich slitin, jak napfiklad mosaz, ocel, litina, méd’. Tyto kovy vlivem vody, teplotnich a
tlakovych faktor v pracujicim motoru koroduji, proto je potieba ptidavat do chladicich
smési latky inhibujici tento proces. Soucasné existuje trend odlehcovani vozidel, coZ vede
k rozsifeni pouziti hliniku, hot¢iku a jejich slitin v riznych ¢astech automobiltl, a také do
jisté miry komplikuje ochranu pfed korozi a rozSifuje arzenal pouzivanych inhibitorti.

Podle ptidanych inhibitori koroze 1ze chladici kapaliny rozdélit na 3 zakladni skupiny:
IAT — anorganické aditivni technologie, OAT — organické aditivni technologie a HOAT —

(1] JAT je star$i technologii a zaméfuje se piedevsim na

hybridni aditivni technologie
ochranu pied korozi ,tradi¢nich® materidli jako litina a mosaz, pouziva takovych
anorganickych latek jako kfemicitany, boraty a fosfaty a bude podrobné&ji popsana v dalsi

kapitole, protoze se vztahuje k ciltim této diplomové pracel'>!3l. OAT chladici kapaliny
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jsou novéjsi, typicky obsahuji kyseliny karboxylové (napt. kyselina 2-ethylhexanova,
2EHA, nebo kyselina sebakova) a/nebo azolové (benzo-, tolyltriazol) a jejich derivaty!'¥;
chladici kapaliny vyrobené podle této technologie jsou u¢inngjsi pro materidly na bazi
zeleza, médi a také pro hlinik. Nejmodernéjsi kapaliny HOAT pouzivaji kombinaci
organickych kyselin s anorganickou slozkou, vétSinou kiemicitany nebo fosfaty (ackoliv
existuje také verze bez nich)!'); jejich vyhodou je vysoka kompatibilita s riznymi typy
motori a chladicich systémg!!®!7],

Konecné¢, chladici kapaliny mohou obsahovat dalsi minoritni slozky jako pH pufry (pH
chladicich kapalin je doporuceno udrzovat v rozmezi hodnot 7,5-11,5 a zména pH na
kyselé/siln¢ bazické mize zplisobit nezadouci jevy v chladicim systému), barviva (na
zaklad¢é nekterych konvenci lze pak rozliSovat urceni/typ kapaliny podle jeji barvy),
protipénivé prisady (ackoliv samotnd smés neni nachylna k pénéni, vlivem mechanickych
sil tento nezadouci jev mize nastat, proto se ptidavaji silikony, polyglykoly), stabilizatory
inhibujici tvorbu vodniho kamene, zhot¢ovadla (jako prevence proti konzumaci)®-!%131,

Vysledné zakladni schéma sloZeni komeréné prodavané koncentrované chladici
kapaliny vypada takto: cca 90 % nemrznouci slozky, 5-7 % ptisad a 3-5 % vody. Pro vlastni

pouziti se pak tato kapalina fedi na optimélnich 33-50 % v/ s destilovanou vodou!'3l.
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2.2 Fosfaty a boraty

2.2.1 Vyznam

Korozivni efekt vody ve smési s nemrznouci slozkou je vétsi nez u samotné vody,
jelikoz se jejich korozivni efekty s¢itaji. Ve vode jsou obsazeny ionty zptisobujici korozi,
napf. chloridy a sirany, a také molekuly kysliku. Mineralni ionty zvySuji elektrickou
vodivost vody, a tim usnadnuji tok koroznich proudii, snizuji U¢innost ptirodnich
ochrannych f6lii; navic sirany hraji zvlastni roli v bakterialni korozil!”). Ze strany glykolové
slozky vlivem vysoké teploty a rozpusténého kysliku dochéazi v kapaliné k postupné
pfeméné ethylen- a propylenglykolti na odpovidajici kyseliny, které jsou vici materidlim
chladicich systémil agresivni a zptisobuji takzvanou kyselou korozi. Kromé toho existuji i
dalsi typy koroze, naptiklad erozivni koroze (zplisobena pevnymi ¢asticemi oxidovanych
kovil), galvanicka neboli elektrochemickd koroze (vyvolana docasnymi rozdily napéti mezi
dvéma riznorodymi kovy) a lokalizovana koroze (objevi se v misté vystaveném
korozivnimu faktoru)t>2°l,

Spravny a ucinny pfidany inhibitor musi eliminovat vlivy oznafenych faktori a
potladovat veskeré druhy koroze. Podle vice studii provedenych v minulosti!! jsou
anorganicke kyslikaté anionty velice u¢innymi inhibitory koroze. Mezi takové anionty, jeZ
pochazi z odpovidajicich kyselin nebo soli nebo dokonce organickych derivati, patii
napiiklad chromany, molybdenany, vanadi¢nany, a také fosfaty a boraty. V praxi se asto
misi vice inhibitort pro lepsi antikorozni efekt, jelikoz rizné anionty maji riizny ucinek na
kovy; toto je také dlivodem, pro¢ neexistuje jedna univerzalni chladici kapalinal??,

Mechanismus plisobeni fosfatli a borath v chladicich kapalinach je dvojity. Na jednu
stranu tyto anionty (a nékteré dalSi, napf. nejvice zastoupené a soucasné pouzivané
kfemicitany) vytvareji na povrchu komponenti chladiciho systému tenkou vrstvu
oxidovanych kovu, ktera zabrafnuje korozi pokracovat dal (tj. probiha pasivace). Nejvic
pozitivné to pisobi na Zelezo a jeho slitiny, a také na hlinik. Tento jev mtze byt soucasné
1 nevyhodou, jelikoz mize hrozit ucpavani trubic, zejména pro kontinualné pracujici
motory, jeZ neobsahuji hlinik (tzn. t€zké vozy a primyslové motory). Na druhou stranu
fosfaty a boraty hraji roli pufr, reguluji pH neutralizaci kyselin vznikajicich

z nemrznoucich piisad a tim zabraiuji kyselé korozi™>1.
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V roli antikoroznich pfisad se boraty v kombinaci s dusitany zacaly piidavat do
chladicich smési jiz od 60tych let minulého stoleti a fosfaty, doplnéné o dusitany a pozdéji
i 0 molybdaty, od 80tych let’?’!. V dnegni dobé ale podil IAT-kapalin na trhu kles4, jelikoz
maji nckteré nevyhody pro materidly pouzivané v soucasném ,odlehceném
automobilovém primyslu a malou zivotnost (kvili chemickym a fyzikalnim pti¢inam),
resp. potiebuji castéjsi vymenu; pro t€zka vozidla je vsak tento typ chladicich kapalin stale
rozsifen>?*). Nicméng, i tato oblast za¢ind postupné prechdzet na nové formulace OAT
nebo hybridni, kde se fosfaty zatim jest¢ mohou vyskytovat a boraty jsou vétSinou

Zakézény[13 24,25]

2.2.2 Metody stanoveni

Jelikoz fosfaty a boraty slouzi v chladicich kapalinach jako pufry, existuji testy jejich
pufracni kapacity, které¢ 1ze provadét piimo v provozu. Testovaci sady byly komeréné
dodavany jiz v 90tych letech a funguji na principu titrace kapky vzorku kyselinou sirovou
za indikace bodu ekvivalence acidobazickym indikatorem. Je to takzvany test rezervni
alkality, ktery je ale pouze orienta¢ni a neposkytuje ptesnd data vhodna pro analytické
chemiky a laboratofe!?].

Priméarnimi metodami pro kvantitativni stanoveni fosfatti a boratt (a to jak v chladicich
kapalinach, tak i1 v jinych médiich, naptiklad kosmetickych ptipravcich) jsou iontoveé-

vymeénna chromatografie (IEC) a v mensi mifte kapilarni zonova elektroforéza.

Iontové-vyménna chromatografie je i¢innou metodou pro stanoveni anorganickych
aniontll zastoupenych ve vzorcich jak ve stopovych, tak i ve vétSich mnozstvich, ackoliv
jednim z omezeni této metody je nutnost pracovat v Cistych zakoncentrovanych
roztocich!?), Principem IEC je zadrZovani analytu ze vzorku na stacionarni fizi ukotvené
na specidlnim pevném nosi¢i a jeho nasledné uvolnovani pomoci latky majici k této
stacionarni fazi vétsi afinitu. Na vystupu ze separacni kolony tak dostavame zénu Cistého
analytu, jehoz prlchod, resp. mnozstvi lze méfit riznymi detektory. Nejpopularnéjsi
kombinaci pro méfeni ,,standardnich® anionti (PO4>" a dalgich, napt. CI', NOs") je viak
spojeni IEC s konduktometrickym detektorem. Vets$i problém piedstavuje stanoveni

kyseliny borité, resp. jejich aniontd, jelikoZ pfimé stanoveni iontovou chromatografii neni
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mozné vzhledem k jeji hodnoté pK. = 9,24. Tim padem, boraty musi byt pfedem
konvertovany na stabilni komplexy s polyoly, jejichZz presné slozeni zalezi na pH. Mezi
pouzivané polyoly patii sorbitol, mannitol nebo glycerol. Na varianté komplexu pak zalezi
1 eluce analytu. Obecné se pro optimalni eluci doporucuje, aby eluent mél pH v bazické
oblasti a obsahoval supresory a pfisluSny volny polyol; stacionarni fazi jsou vétSinou
kvarterni amoniové soli. Soucasné stanoveni borath s fosfaty, resp. jinymi anionty,

vvvvvv

k vét8im ztratdm analytii a fale$n& nizkym vysledkGm!!%26-31,

Kapilarni zonova elektroforéza je novéjsi a vyhodnéjsi metodou na stanoveni
anorganickych anionti®?l. CZE je zaloZena na principu seskupeni aniontii jednoho druhu
podle jejich mobilit pfi prichodu kapilarou naplnénou zakladnim elektrolytem (BGE) do
z6n a nasledném métenim mnozstvi analytu v jeho zon¢ detektorem (podrobnéji bude CZE
popséno v nasledujici kapitole). Zakladni zobecnéné podminky pro stanoveni boratovych
a fosfatovych aniontl vedle sebe pak Ize shrnout takto: obraceni elektroosmotického toku
modifikatorem (nejcastéji se v praktickych aplikacich pouzival cetyltrimethylamonium
bromid, CTAB, méné Casto tetradecyltrimethylammonium bromid, TTAB), zasadité¢ pH
v intervalu 9-11 jednotek (limitujicim faktorem hodnoty pH je disociace kyseliny borité),
nepiima detekce pomoci chromanu. Pfed analyzou neni potieba, na rozdil od IEC, zbavovat
vzorek nemrznouci slozky. Vyhodou stanoveni téchto analyti metodou CZE je tim padem
jednoduchost potiebnych chemikalii, moZnost pracovat piimo se vzorky v matrici bez
jejich predchazejici zdlouhavé pravy a dostatecna presnost vysledkil*>33!,

Z ,.exotictgjSich* zplsobil (tzn. spis pro védecké, nez rutinné provozni tcely) 1ze pak
aditiva v chladicich kapalinach analyzovat pomoci elektrochemickych metod. Napftiklad,
modifikovanou rotujici diskovou elektrodou (RDE), resp. RDE arc emission spektrometrii,
ktera pfi spravné kalibraci vykazuje vérohodné vysledky; nicméné tato metoda je primarné
ur¢ena k analyze automobilovych oleji, a také vice vhodna pfedevsim ke stanoveni t€zkych
kovli a kontaminantii v pouzitych chladicich kapalinach!!?¢],

Boraty (resp. jejich derivaty) a néktera dal$i aditiva se dfiv také stanovovaly
spektroskopickymi metodami jako plasmova emisni a atomova absorp¢ni spektrometrie, a

také titracil®>7],
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2.3 Kapilarni zonova elektroforéza

2.3.1 Teoreticky princip a provedeni

Kapilarni zonova elektroforéza je separacni metodou analytické chemie, ktera vyuziva
rozdilné chovani nabitych ¢astic v roztoku pod vlivem vlozeného napéti. Béhem analyzy
v kifemenné kapilafe se Castice stejného druhu shlukuji do zoén a pohybuji se konstantni
rychlosti smérem k opacné nabité elektrodé, a také prochéazeji detektorem, ktery je
zaznamenava. Hnacimi silami v kapilarni zonové elektroforéze jsou elektroforeticka
pohyblivost u a elektroosmoticky tok (EOF)!81.

Elektroforetickd pohyblivost (neboli mobilita) je definovana jako podil rychlosti
v[m ] a intenzity pole E [V m™!]. Intenzita E je nasledné definovéana jako podil vlozeného
napéti U [V] a celkové délky kapilary /. [m]; rychlost pak také zalezi na délce kapilary do

detektoru /; [m] a migraénim ¢ase zOny tumig [s]):

u=v/E = (ld/tmig)/(U/lc) =ldXIc/(tmigXU)

Pozorovanou pohyblivost iontu také ovliviiuje elektroosmoticky tok zplsobeny
materidlem kapilary. EOF vznikd nésledujicim mechanismem: za vys$Sich hodnot pH
silanolové skupiny na vnitinim povrchu kapilary disociuji a on tak nabyva zaporny naboj
schopny elektrostaticky ptitahovat kladné solvatované ¢astice z roztoku; u stény kapilary
tak vznika vrstva, ve které prevazuji kationty. Po vlozeni napéti Castice z této vrstvy migruji
ke katodg, pficemZ s sebou unaseji veskery roztok v kapilaie, véetn& zapornych aniontf8],
Mobilita molekuly pozorovana pii separaci up.- tim padem zalezi nejen na jeji efektivni
(vlastni) mobilité u.p jeZ funkci vlastnich fyzikélnich charakteristik (velikost naboje,

velikost molekuly, velikost solvataéniho obalu), ale i na mobilité zpisobené EOF peor %):

_ 40
Hpoz = teff + eor™

Vzhledem k d&jiim probihajicim v kapilate, musi byt BGE vodivy a je ¢asto pufrovan.
Nejpopularnéjsi pufry jsou fosfatové nebo boratovél®®l, které ale pak rusi stanoveni fosfati

a boratl jako analytl, proto je nutné analyzu provadét s pouzitim jinych BGE.
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2.3.2 Modifikace elektroosmotického toku

Cilem modifikace elektroosmotického toku je zvySeni kvality separace a zrychleni
analyzy, coz je nejvic vyznamné u aniontl s relativné velkou efektivni mobilitou, jako
naptiklad fosfatové a boratové anionty.

NejbéznéjsSim a  nejvice  flexibilnim  zpisobem  ovlivilovani  rychlosti
elektroosmotického toku je ptidani organickych ¢inidel — povrchové aktivnich latek (neboli
tenzidl, jinak také surfaktantl) do BGE. Tyto latky maji ve své struktufe nepoldrni
hydrofobni ¢ast (nasyceny uhlovodikovy fetézec) a polarni kladné nabitou skupinu.
Pomoci téchto Cinidel Ize EOF jak zmirnit, tak i potlacit; nékteré druhy tenzidii mohou tok
uplné obratit. Principem jejich G¢inku je adsorpce latky na povrch kapilary v dasledku
pusobeni elektrostatickych a hydrofobnich sil a tvorba dvojvrstvy, na jejiz vnitini hranici
obracené k silanolovym skupindm a vnéjsi hranici obracené do roztoku je soustfedén
positivni ndboj. Na vnéjsi hranici se pak vytvaii dalsi vrstva negativnich ¢astic z roztoku,
kterd bude unaSena smérem k anodé a stejné jako klasicky katodicky EOF, 1 obraceny
anodicky EOF bude strhavat s sebou veskery roztok uvniti kapilary™!l.

Mezi nejvic pouzivané surfaktanty patii CTAB. Pfi nizkych koncentracich v BGE tato
latka pokryva kapilarni sténu pouze monovrstvou a odstifiuje zaporny naboj disociovanych
Si-OH, ¢imz potlacuje elektroosmoticky tok. Pfi vySSich koncentracich CTAB v kapilate
vytvati druhou vrstvu a tim se EOF ota¢i smérem k anodé.

Dalsimi casto pouzivanymi povrchové aktivnimi latkami jsou TTAB, DTAB

(dodecyltrimethylammoniumbromid) a DETA (diethylentriamin).

2.3.3 Nepiima detekce

Detekce v CZE muzZe byt zalozena na riznych principech, avSak nejbéZnéjSim typem
je detekce spektrometrickd. Nekteré latky, resp. ionty (napt. fosfaty a boraty) nemaji UV-
absorp¢ni schopnosti, a tak nemohou byt detegovany piimo. Pro jejich analyzu se proto
v kapilarni zénové elektroforéze pouzivd nepiima spektrometricka detekce. Jejim
principem je detekce ,,neabsorbce®, neboli poklesu absorbance. K tomu se do BGE ptidava
vysoce absorbujici iont (chromofor), nabity stejné jako analyt. Casto pouzivanymi

chromofory v CZE pro detekci aniontd jsou naptiklad chroman, benzoat a ftalat, pro
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kationty — imidazol a pyridin. Métfeni probiha pfevazné pii vinové délce absorpcniho
maxima zvoleného chromoforu, tak se vytvaii kontinualni signal pozadi, neménny
v ptipadé, Ze detektorem protékd konstantni koncentrace absorbujiciho iontu. Jakmile
detekénim okénkem prochazi zoéna neabsorbujiciho analytu, poskytovany signal
kvantitativné klesa a v elektroferogramu se objevi negativni pik. Poté lIze bud’ pracovat
piimo se zapornymi piky, nebo je pievést na tradicni kladny tvar pomoci odecitani
analytického signalu od referen¢niho (naméteného pii predem zvolené referencni vinové
délce, pii niz chromofor neabsorbuje)l?34243],

Citlivost nepiimé spektrometrické detekce je nizsi nez piimé, ale splnénim nékolika
podminek Ize dosdhnout optimalniho vysledku. Zaprvé, chromofor musi mit vysoky
molarni absorp¢ni koeficient a mobilitu blizkou mobilité analytu. Zadruhé, je nutné peclivé
vybirat typ a koncentraci chromoforu a BGE tak, aby analyt v jeho pfitomnosti poskytoval
signal konstantné rozlisitelny od Sumu. Zatieti, pH zékladniho elektrolytu, resp. H" a OH"

ionty, musi minimalné ovliviiovat proces tvarovani zony analytu*’].

2.3.4 Davkovani

Davkovani vzorku v CZE lze provést dvéma zplsoby: hydrodynamicky a
elektrokineticky. Hydrodynamické davkovani je nejbéZznéjsi, vzorek se nasava do kapilary
za ,,pouziti“ gravitacni sily (tzn. rozdilem hladin spojitych nadob) nebo vloZenim tlaku.
Vyhodou tohoto typu davkovani je reprezentativni obsah komponentd v kapilafe,
nevyhodou pak casto mensi citlivost pro maélo zastoupené latky. Elektrokinetické
davkovani je méné pouzivané a funguje tak, ze se na nadobku se vzorkem a nadobku
s koncovym BGE na kratkou dobu vklada napéti, které¢ vyvolava pohyb ionti do kapilary.

S 24

pohyblivymi a nereprezentativnost vysledného vzorku. Pozitivni strankou ale je zlepSeny

detekéni limit pro stopové analyty!*,
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3 Cil prace

Cilem této prace je vyvinuti rychlé a efektivni metody pro stanoveni boratt a fosfatt
v komeréné dostupnych chladicich kapalinach vedle sebe. Metoda musi spliiovat i fadu
dalSich parametri jako: vyzadovat minimalni pfedupravu vzorki, pouzivat bézné
chemikalie, mit dostatecné nizké meze detekce a stanovitelnosti a Siroky kalibra¢ni rozsah,

a také snadny zptsob vyhodnocovani dat.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1

4.2

Chemikalie

chladici kapaliny riznych znacek na bazi ethan-1,2-diolu: CS antifreeze G 11
(VZ001), Fridex G 48 (VZ002), Sheron antifreeze G 48 (VZ003),
CarLineantifreeze G 48 (VZ004), CleanFox antifreeze G 48 (VZ005), Cinol
antifreeze G 48 (VZ006) (CR),

deionizovana voda MiliQ (Millipore, USA),

hydroxid sodny 1 mol I'" (Agilent Technologies, Némecko),

kalibra¢ni pufry pro pH-metr o pH 4,0, 7,0 a 10,0 (Honeywell Fluka, USA),
kyselina borita krystalicka ¢ista (Lachema, CR),

fosfore¢nan draselny, chroman sodny (Cistota > 99,5%, Lach-Ner, CR),
kyselina 2,6-pyridindikarboxylova (PDC), cetyltrimethylamonium bromid
(CTAB), kyselina octova, kyselina chloroctova, kyselina benzensulfonova
(Cistota > 98,0 %, Sigma -Aldrich, Némecko),

kyselina 2-(N-morfolino)-ethansulfonova (MES), kyselina N-cyclohexyl-2-
aminoethansulfonova (CHES), kyselina 3-(N-morfolino)-propansulfonové
(MOPS), kyselina N-tris(hydroxymethyl)-methyl-3-amino-propansulfonové
(TAPS), kyselina N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonova (HEPES),
L-lysin monohydrat, kyselina a-aminooctova (Cistota > 99,5%, Carl Roth,
Némecko),

ethanol 96%, methanol p.a. (Lachner, CR).

Instrumentace

kapilarni elektroforézy CE 1600 a 7100 s detektorem s diodovym polem
(Agilent Technologies, Némecko),

pH-metr 3540 pH & Conductivity Meter (Jenway, Velka Britanie),

analytické vahy 262 SMA-FR (Precisa, Svycarsko);

nepokryta kiemenna kapilara o délce 50,0/41,5 cm a vnitinim praméru 75 um,
nepokryta kiemenna kapilara o délce 80,0/71,5 cm a vnitinim priméru 75 pm

(Polymicro Technologies, USA).
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4.3 Pracovni podminky

Teplota kazety s kiemennou byla konstantn¢ udrzovéana na 25 °C. Kazdy den pted a
po vlastnim méieni se kapilara promyvala 5-7 minut 1M roztokem NaOH a poté¢ 5-7minut
deionizovanou vodou. Soucasti metody bylo také promyvani kapilary zakladnim
elektrolytem pied kazdou separaci, a to po dobu 2 minut (prvni minutu byla vystupni
nadobkou vialka s odpadem, dal$i minutu se promyvalo do vialky se zakladnim
elektrolytem). Davkovani vzorkl bylo provadéno jednak hydrodynamicky (tlak 5 kPa, ¢as
davkovani 3-10 s), jednak elektrokineticky (davkovaci napéti od -5 do -30 kV po dobu
10-20 s). Separacni napéti bylo -20 kV. Detekce byla absorpéni spektrometricka pii vinové
délce 254 nm.

4.4 Priprava pracovnich roztoki

4.4.1 Priprava zakladniho elektrolytu

Zakladnim elektrolytem byl roztok 10 mM chromanu sodného a 1 mM CTAB o
pH = 11,5. Roztok se ptipravoval ¢erstvy pied kazdym laboratornim dnem.

Na zacatku byly pfipraveny zdsobni roztoky (z.r.) chromanu o koncentraci
100 mmol I a CTAB o koncentraci 20 mmol I'': na analytickych véhach bylo odvaZzeno
presné mnozstvi latky a kvantitativné pfevedeno do odmérné bariky, doplnéno po rysku
deionizovanou vodou a michano do uplného rozpusténi krystaldi (v pfipadé CTAB byl
roztok zahtivan, a také se obcas doplitkové zahtival pied ptipravou zékladniho elektrolytu,
jelikoz za niz§ich laboratornich teplot CTAB ma tendenci krystalizovat). Tyto roztoky pak
byly prelity do zasobnich sklenénych lahvicek pro dlouhodobé uchovavani.

Pred kazdym pouzitim byl pH-metr kalibrovan tifibodovou kalibraci pomoci
kalibra¢nich pufrti o pH =4, 7 a 10.

Vlastni BGE se piipravoval takto: bylo pipetovano vypoctené mnozstvi zasobniho
roztoku chromanu sodného a nafedéno deionizovanou vodou na piislusnou koncentraci.
Tento roztok pak byl pod kontrolou pH-metru titrovan 1M hydroxidem sodnym do
dosazeni pozadovaného pH. Pak byl do elektroforetickych vialek pipetovan zasobni CTAB
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30 ul a nasledné fedén roztokem chromanu. Zmensenim koncentrace chromanu v takto

zhotoveném BGE bylo zanedbano, jelikoZ se jednalo o <5% zménu.

4.4.2 Priprava standardi, roztoki vzorki, matrice

Standardni roztoky fosfati a borath o koncentraci 1 mg ml™' byly piipraveny
nasledujicim zplisobem: na analytickych vahach bylo odvazeno ptesné mnozstvi latky
(fosfat draselny, kyselina boritd) a kvantitativné pfevedeno do odmérné banky, doplnéno
po rysku deionizovanou vodou a michano do uplného rozpusténi krystali. Tyto roztoky
pak byly pielity do zasobnich sklenénych lahvic¢ek pro dlouhodobé uchovavani.

Ze standardnich roztokti analytd byl pfipravovan vzdy cerstvy modelovy roztok
obsahujici fosfaty a boraty o stejné koncentraci 0,083 mg ml ' : do elektroforetické vialky
bylo pipetovano 50 pl zasobniho K3PO4, 50 pl zdsobni H3BO3 a 500 pl deionizované vody.

Roztoky vsech testovanych vnitinich standardii o koncentraci 1 mg ml! a nasledng
dvou vybranych pracovnich wvnitinich standardl (kyselina chloroctova, MES) o
koncentraci
10 mg ml™! byly ptipraveny takto: na analytickych vahach bylo odvaZzeno pfesné vypo&tené
mnozstvi krystalické latky a kvantitativné pfevedeno do odmérné baiiky, doplnéno po
rysku deionizovanou vodou a michdno do Uplného rozpusténi krystali. ZkuSebni roztoky
se pouzily thned, pracovni roztoky pak byly pielity do zadsobnich sklenénych lahvicek pro
dlouhodobé uchovavani.

Vzorky chladicich kapalin byly nejprve 5x nafedény jako zasobni roztoky: do odmérné
bailkky bylo pipetovano spocitané mnoZzstvi chladici kapaliny a doplnéno po rysku
deionizovanou vodou. Tyto roztoky pak byly ptelity do zasobnich sklenénych lahvicek pro
dlouhodobé uchovavani a pouziti k ptipraveé naredénych vzorkli na méfeni.

Me¢étené roztoky chladicich kapalin se pfipravovaly pipetovanim spoc¢itaného mnozstvi
zasobnich roztokill do elektroforetickych vialek; slozeni roztokl se pii riznych pokusech
vzdy lisilo, ale lze rozlisit 3 zakladni typy (Tabulka I). Rozsah koncentraci ptidavki
standardli respektoval oCekavané mnozstvi analyti ve vzorcich, koncentrace vnitiniho
standardu byla ptizptisobena tak, aby vyska jeho piku neptfekracovala maximalni vySku
piku nejkoncentrovanéj$iho z analyth. Standardni pfidavky se méfily v 2 az 6

koncentracnich hladinach. Kone¢né fedéni vzorku chladici kapaliny v méfeném roztoku
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bylo 20 az 50krat.

Tabulka 1. SloZeni méfenych roztokl

Vzorek (kod) Chladici Vnitini Fosfaty Boraty
kapalina standard (standard) (standard)
(Fedéni) [mg ml!] [mg ml!] [mg ml!]
VZ00x_cisty 20-50x 0 0 0
VZ00x_VS 20-50x% 0,10-0,40 0 0
VZ00x_SPy 20-50x% 0,10-0,40 0,042 — 0,48 0,050 - 0,50

Matrice vzorku byla pfipravena smichanim jednoho dilu deionizované vody a jednoho

dilu ethylenglykolu ve sklenéné lahvi¢ce pro dlouhodobé uchovani.

4.5 Pokusy s modelovym roztokem

4.5.1 Migracni poradi

Ke zjisténi migraniho pofadi (resp. orientanich migracnich cast) byly pouzity 3
roztoky: blank (deionizovana voda), roztok fosfatu (0,083 mg ml™') a modelovy roztok
fosfatu s boratem (0,083 mg ml'). Dané roztoky se zméfily ve dvojicich za podminek
popsanych v literatuie!*}! (v kapilate s délkou 50,0/41,5 cm a vnitinim primérem 75 pm,
BGE 10 mM chroman sodny + 5 mM CTAB, hydrodynamické davkovani tlakem 5 kPa po
dobu 3 s). Namé&fené piky byly ptifazeny odpovidajicim latkam.

4.5.2 Optimalizace pH BGE

Na modelovém roztoku byly vyzkouSeny 4 varianty zékladniho elektrolytu méfeného
vzdy v tripletech: o neupraveném pH (kolem 8,32), o pH upraveném hydroxidem sodnym
na 9,50; 10,50 a 11,50. Mezi jednotlivymi hodnotami pH BGE byla kapilara promyvana
IM NaOH, deionizovanou vodou a zkouSenym elektrolytem podle kapitoly 4.3.
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4.5.3 Optimalizace slozeni BGE

Pro zékladni elektrolyt bylo vyzkouSeno nékolik latek umoziiujicich neptimou detekci:
benzensulfonat, pyridindikarboxylat (PDC) a chroman, vSechny v koncentraci
10 mmol 1.

Roztoky benzensulfonatu a PDC byly pfipraveny z tuhych krystalickych latek jako
zésobni (koncentrace 100 mmol 1'): na analytickych vahich bylo odvaZeno piesné
mnozstvi latky a kvantitativné pievedeno do odmérné baiky, doplnéno po rysku
deionizovanou vodou a michano do uplného rozpusténi krystalt.

Zkusebni BGE byly piipraveny podle stejného schématu: do kadinky byl pipetovan
jeden dil zasobniho roztoku detekéni latky a 9 dili deionizované vody. Tento roztok pak
byl pod kontrolou pH-metru titrovan 1M hydroxidem sodnym do dosazeni pozadovaného
pH = 11,50. Pak do plastovych elektroforetickych vialek byl pipetovan zasobni CTAB
150 pl a nasledné fedén roztokem detekéni latky na 600 pl a opatrné zamichan.

Varianty BGE byly vyzkouSeny na modelovém roztoku pifi hydrodynamickém
davkovani (5 kPa, 3 s), vzdy ve tfech opakovanych méfenich. Mezi jednotlivymi
variantami BGE byla kapilara promyvana 1M NaOH, deionizovanou vodou a zakladnim

elektrolytem podle schématu z kapitoly 4.3.

4.5.4 Optimalizace koncentrace CTAB v BGE

Na modelovém roztoku pfi konstantni koncentraci chromanu (10 mmol 1) v
zakladnim elektrolytu bylo vyzkouSeno 5 variant koncentrace CTAB: 0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 5,0
mmol 1. Tyto koncentrace byly piipravovany piimo v elektroforetickych vialkdch
pipetovanim spocitaného mnoZstvi zasobniho roztoku a doplnénim roztokem chromanu o
upraveném pH na 600 pl. Kazdé méfeni se opakovalo v tripletech. Mezi jednotlivymi
variantami BGE byla kapilara promyvana 1M NaOH, deionizovanou vodou a zkouSenym

elektrolytem podle schématu z kapitoly 4.3.
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4.5.5 Optimalizace koncentrace chromanu v BGE

Na modelovém roztoku pfi konstantni koncentraci CTAB (1 mmol 1) v zdkladnim
elektrolytu byly vyzkouseny 3 varianty koncentrace chromanu: 5, 10 a 15 mmol I"'. Tyto
koncentrace byly pfipravovany fedénim zasobniho roztoku deionizovanou vodou ve
spo¢itaném pomeéru a naslednou upravou pH hydroxidem sodnym na 11,50. Dale do
elektroforetickych vialek bylo pipetovano 30 pl zasobniho roztoku CTAB natedéno
roztokem chromanu na 600 pl. Kazdé méteni se opakovalo v tripletech. Mezi jednotlivymi
variantami BGE byla kapilara promyvand 1M NaOH, deionizovanou vodou a zkouSenym

elektrolytem podle schématu z kapitoly 4.3.

4.6 Optimaliza¢ni pokusy s realnymi vzorky

4.6.1 Redéni chladicich kapalin

Zaprvé byla méfena sada zasobnich roztokd vSech 6 vzorkli chladicich kapalin
(ptiprava je popséana v kapitole 4.4.2) za podminek hydrodynamického davkovani (tlak
5 kPa po dobu 3 s) a v BGE optimalizovaném na modelovém roztoku. Kazdé méfeni se
opakovalo v tripletech. Mezi jednotlivymi vzorky byla kapilara promyvana 1M NaOH,
deionizovanou vodou a zékladnim elektrolytem podle schématu z kapitoly 4.3.

Poté byly za stejnych podminek separace zméteny 4 vzorky o kone¢ném fedéni 20 az
50krat, a to pro jednu chladici kapalinu ¢islo 001. Méfené vzorky se pfipravovaly
pipetovanim spocitaného objemu zéasobniho roztoku chladici kapaliny (fedéni 5x) do
elektroforetickych vialek a doplnénim deionizovanou vodou na celkovy objem

600 pl. Kazdé méteni se opakovalo v tripletech.

4.6.2 Dé¢lka kapilary

K testovani vhodné délky byly piipraveny 2 kapilary: jiz pouzivand pracovni
kiemenna kapildra o délce 50,0/41,5 cm a vnitinim primeéru 75 pum, a také kfemenna

kapilara o délce 80,0/71,5 cm a vnitinim primeéru 75 um. Ob¢ kapilary byly pied pouZzitim
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pfipraveny promyvanim 5-7 minut 1M roztokem NaOH a poté 5-7 minut deionizovanou
vodou. Pied analyzou vzorku se kapilara vzdy promyvala zakladnim elektrolytem (jak je
popsano v kapitole 4.3).

Testovaci vzorek byl pfipraven takto (v zavorkach jsou uvedeny koncentrace ve
vysledném vzorku): do elektroforetické vialky bylo pipetovano
150 pl zasobniho roztoku chladici kapaliny &. 001 (20x fedéni), 24 pl MES (0,4 mg ml™),
60 ul standardniho roztoku fosfatu (0,1 mg ml') a doplnéno deionizovanou vodou na
600 pl.

Méieni se provadélo v tripletech, za hydrodynamického davkovani (5 kPa, 3 s),

v optimalizovaném BGE.

4.6.3 Vybér vnitiniho standardu

Jako vnitini standardy byly vyzkouSeny: lysin, glycin, kyseliny octové a chloroctova
(ClAc), CHES, HEPES, TAPS, MOPS a MES.

K testovani byla pfipravena sada méfenych vzorkl: do elektroforetické vialky
obsahujici 60 pl zasobniho roztoku vzorku chladici kapaliny €. 001 bylo pfidano 50 pl
testovaného standardu (pfiprava je v kapitole 4.4.2) a doplnéno deionizovanou vodou na
600 pl. Pro nékteré vzorky bylo pfed vodou také navic pfidano 50 ul standardniho roztoku
K3POqs.

Méteni se provadélo v tripletech, za hydrodynamického davkovani (5 kPa, 3 s),
v optimalizovaném BGE. Mezi jednotlivymi vnitinimi standardy byla kapildra promyvana

1M NaOH, deionizovanou vodou a zakladnim elektrolytem podle schématu z kapitoly 4.3.

4.7 Testovani metody

4.7.1 Kalibrac¢ni zavislost

Pomoci dvou sad vzorki byly sestaveny 2 kalibracni zavislosti relativni plochy piku
na koncentraci analytu, a to pro oba analyty.

Kazda sada obsahovala 6 vzorki, pfipravenych ze standardnich roztokl fosfati a
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borati a lisicich se mezi sebou koncentracemi analyti (v ramci jednoto vzorku jejich
koncentrace byla vzdy stejna), a také druhem vnitiniho standardu konstantni koncentrace

(Tabulka 2).

Tabulka 2. Charakterizace vzorki pouzitych k sestaveni kalibracni zavislosti

Sada A Sada B
Pritomny analyt HPO4*, BOs> HPO4*, BOs>
Koncentrace analytu 0,025 — 0,48 mg ml™! 0,025 - 0,48 mg ml ™!
Vnitini standard MES ClAc
Koncentrace VS 0,40 mg ml! 0,40 mg ml’!

Mg¢fteni se provadélo v tripletech, za hydrodynamického davkovani (5 kPa, 3 s),
v optimalizovaném BGE. Mezi jednotlivymi méfenimi byla kapilara promyvana zékladnim
elektrolytem; mezi sériemi promyvani zahrnovalo také 1M NaOH a deionizovanou vodou

podle schématu z kapitoly 4.3.

4.7.2 Analyza reilného vzorku

Byla pfipravena sada vzorkil, obsahujicich 20krat fedénou chladici kapalinu ¢. 001,
vnitini standard (MES, ClAc) o konstantni koncentraci 0,40 mg ml!, ptidavek standardii
analytli ve &tyfech koncentraénich hladinach (fosfatd o koncentraci 0-0,20 mg ml™! a borétd
o koncentraci 0-0,40 mg ml™!).

Kazdy vzorek se méfil ve tripletech, pomoci hydrodynamického davkovani tlakem
5 kPa po dobu 3 s, v optimalizovaném BGE. Mezi jednotlivymi méfenimi byla kapilara

promyvana zakladnim elektrolytem podle schématu z kapitoly 4.3.
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4.8 Dodatecna optimalizace

4.8.1 ZKkoumani vlivu matrice

Ke zkoumani vlivu matrice na prib¢h analyzy byl pfipraven matriéni vzorek,
obsahujici 20krat nafedénou smés vody s ethylenglykolem (matrice), fosfaty a boraty o
koncentraci 0,1 mg ml"! a vnitini standard MES o koncentraci 0,4 mg ml. Tento roztok
byl davkovan hydrodynamicky (5 kPa, 3 s) a méfen v optimalizovaném BGE ve
4 opakovanich. Mezi jednotlivymi meéfenimi byla kapildra promyvana zakladnim

elektrolytem 2 minuty podle schématu z kapitoly 4.3.

4.8.2 Vybér typu davkovani

Riizné podminky davkovani byly vyzkouSeny na 20krat fedéném vzorku chladici
kapaliny ¢&. 001 s pfidavkem MES o kone&né koncentraci 0,4 mg ml'. Tento vzorek byl
meéfen za hydrodynamického ddvkovani tlakem 5 kPa po dobu 3, 6 a 10 sekund (separacni
napéti -20 kV), a poté elektrokineticky davkovacim napétim -5, -15 a -30 kV po dobu 10 a
20 sekund kazdé (separacni napéti -20 kV). Kazdé méfeni se provadélo trikrat. Mezi
jednotlivymi méfenimi byla kapildra promyvana zakladnim elektrolytem 2 minuty podle

schématu z kapitoly 4.3.

4.9 Stanoveni analytii ve vzorkach

Ke kalibraci byla ptipravena sada 6 standardnich vzorkt obsahujicich fosfaty a boraty
v rozmezi koncentraci 0,025 — 0,48 mg ml! kazdy, a MES o konstantni koncentraci
0,40 mg ml™.

Druhou variantou kalibra¢ni sady byly vzorky obsahujici 50krat fedénou chladici
kapalinu ¢&. 001, vnitini standard MES o konstantni koncentraci 0,40 mg ml™! a piidavek
standardii analytii v $esti koncentraénich hladinach (fosfati o koncentraci 0-0,025 mg ml!
a boratdl o koncentraci 0-0,50 mg ml™).

Kazdy vzorek se méfil ve tripletech, pomoci elektrokinetického davkovani napétim
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-5 kV po dobu 10 s, v optimalizovaném BGE. Mezi jednotlivymi métenimi byla kapilara
promyvand zakladnim elektrolytem podle schématu z kapitoly 4.3, a po ukonceni promyta
5 minut 1M NaOH a 7 minut deionizovanou vodou.

Dale byly ptfipraveny métené vzorky pro zbylé chladici kapaliny. Celkem to ¢inilo
5 sad, kazda ze 3 vzorkl obsahujicich 50krat fedénou chladici kapalinu, vnitini standard
MES o konstantni koncentraci 0,1 mg ml', pfidavek standardii analyti v tiech
koncentra¢nich hladinich (fosfatd o koncentraci 0 mg ml! [VZ], 0,0083 mg ml™! [SP1] a
0,0125 mg ml! [SP2]; boratd o koncentraci 0 mg ml' [VZ], 0,1 mg ml' [SP1] a
0,2 mg ml! [SP2]). Podminky méfeni zistaly stejné.

4.10 Statistické zpracovani

4.10.1 Asymetricky faktor, tailing faktor

Asymetricky faktor As a tailing faktor 7 se pocitaly v 5 % vysky piku dle nasledujicich

rovnic:

teo
Ag = 5%

fso%

_ fso + tsy,
Tf = —
2f5,

kde: ts54 je Sitka vzestupné Casti piku v 5 % vysky, f54 — Sitka sestupné Casti piku v 5 %

vysky®,

4.10.2 Zkouska kalibraéni primky

Spravnost kalibra¢ni pfimky byla zkousena na redlnych vzorkéch chladici kapaliny,
znichZ jeden obsahoval piesné znamy ptidavek standardd analytd, a druhy ho neobsahoval.
Z rovnice kalibracni zévislosti byla pro tyto 2 vzorky spocitdna koncentrace fosfatii a

borati. Déle dle nasledujici rovnice byl spocitan rozdil koncentraci A€, coz odpovida
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skutecné¢ namétené koncentraci ptidavku, a pak porovnan s koncentraci pfidanou do

vzorku:
&(VZsy) — €(VZy) = AE S cprig

kde: €(VZsy) je median vypoctené koncentrace vzorku se standardnim ptidavkem
z nékolika opakovani méteni, €(VZy) — medidn vypoctené koncentrace vzorku bez
standardniho ptidavku, ¢pria — koncentrace ptidavku.

Za shodn¢ se povaZzovaly hodnoty AC, jez se od zndmého ¢y liSily maximalné

0 £10 %.
4.10.3 Mez detekce, mez stanovitelnosti

Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) pro jednotlivé vzorky se pocitaly

z nésledujicich rovnic:

3 X h,
LOD =
m
10 X hy,
LOD =
m

kde: hn je vySka Sumu v blizkosti analytu, m — smérnice kalibracni ptimky pro vysky

pikals].

4.10.4 Opakovatelnost

Opakovatelnost metody byla ovéfovana na realném vzorku chladici kapaliny €. 003
s pfidavkem standard(i analyti ve dvou koncentracnich hladinach (SP1: fosfaty
0,0083 mg ml!, boraty 0,1 mg ml™'; SP2: fosfaty 0,0125 mg ml!, boraty 0,2 mg ml™).
Pocet méteni pro kazdy vzorek €inil deset. Hodnoceni miry opakovatelnosti probihalo

pomoci smérodatné odchylky s, resp. relativni smérodatné odchylky s.
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oo [BGi— B
S @-D

X 100 %

Sy =

Ril @«

kde X je primér hodnot, x; — i-t4 hodnota, n — po¢et hodnot, resp. méfeni'®l.

Odchylky se pocitaly pro absolutni a relativni plochy pika analytd, migracni Casy.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Urcovani migra¢niho poradi

Urcovani potradi migrace analyt probihalo za podminek popsanych v kapitole 4.5.1.
Proud vznikly v systétmu v pribéhu separace c¢inil cca -80 pA. Porovnanim
elektroferogramu  poskytnut¢tho  modelovym  roztokem  standardi  analytil
s elektroferogramy slepého vzorku (Cisté deionizované vody) a roztoku standardu
fosfatovych anionti bylo zjiSténo, jaké piky nalezi jakym latkdm. Prvni pik
v elektroferogramu modelového roztoku objevujici se pfed 2. minutou byl pfitomen i
v elektroferogramu slepého vzorku. Jedna se tedy bud’ o necistotu pfitomnou v pouzité
deionizované vod¢, nebo systémovy pik. Kolem druhé minuty nasleduje pik fosfatu, poté
v Case piiblizn€ 2,66 min detektorem prochdzeji boraty. Posledni velky pik kolem Sesté
minuty odpovida neutralni zoné, ktera se pohybuje s elektroosmotickym tokem. Vysledny

elektroferogram na Obrazku 1 znazoriuje piky fosfatt a boratt, a také signal EOF.
40

20

20 P B

40

Absorbance, mAU

-60
EOF
-80
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Cas, min
Obrazek 1. Vysledny elektroferogram modelového roztoku. Pismenem P je oznacovan pik
fosfatii ve formé HPO4", B — boratii [B(OH)]". Zdikladnim elektrolytem byl roztok
obsahujici 10 mM chroman sodny a 5 mM CTAB, separacni napéti c¢inilo -20 kV, detekce

byla absorpcni spektrometricka pri vinové délce zareni 254 nm. Koncentrace analytii byla

stejnd, a to 0,083 mg ml.
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Separace byla uspésnd. Piky analyti jsou od sebe odd€leny na zakladni linii.
Problémem byla asymetrie pik chvostujiciho charakteru, nejvice se projevujici u borati,
resp. s prodluzujicim se Casem separace. Asymetricky faktor 4 pro fosfaty, jejichz formou
pii pH = 11,50 bude primarné HPO4%", &ini 12,50, tailing faktor 77 se rovna 6,75; pro boraty
[B(OH)4] tyto hodnoty ¢ini A;= 13,34 a Ty="7,17 (vzorce viz kapitola 4.10.1). Chvostovani
piku muze byt zpiisobeno vice faktory, napt. adsorpci analytu na sténu kapilary nebo
elektromigracéni disperzi, kterd dava pikim charakteristicky trojuhelnikovity tvar.
V kapilarni zénové elektroforéze jsou chvostujici piky castym jevem, ktery lze potlacit
vybérem vhodnych slozek do zakladniho elektrolytu. V daném ptipad¢ napt. nahrazeni
chromanu jinymi latkami jako benzensulfonat nebo pyridindikarboxylat (PDC) ovlivni
elektromigrac¢ni disperzi a muze snizit chvostovani piki. Nicméné se piky analyth

nepiekryvaji a nevadi vyhodnoceni obsahu, a proto chvostovani neni zdsadnim problémem.

5.2 Optimalizace BGE na modelovém roztoku

Primarni optimalizace zékladniho elektrolytu se provadéla na modelovém roztoku
obsahujicim pouze standardy analytii a zahrnovala 3 parametry: vybér pracovniho pH,

sloZeni a koncentrace slozek BGE.

5.2.1 pH zakladniho elektrolytu

Optimalni pH roztoku zakladniho elektrolytu bylo vybrano na zaklad€ vyhodnocovani
elektroferogramli zaznamenanych v experimentech provedenych podle kapitoly 4.5.2.
V tomto pokusu bylo pouzito BGE o neoptimalizovaném sloZeni, tzn. navrZeném na
zéklad¢ informaci z literatury, nicméné obecny trend chovani analyti v ném byl zcela

jasny, coz ilustruje Obrdzek 2.
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Obrazek 2. Elektroferogramy modelového vzorku zméieného v BGE o pH ~ 8,32 a 11,50.
Graf a patii signalu poskytovanému vzorkem pri neupraveném pH zakladniho elektrolytu,
ktery cini kolem 8,32; graf b patri signalu poskytovanému vzorkem pri pH zdkladniho
elektrolytu upraveném na 11,50. Pismenem P je oznacovan pik fosfatii ve formé HPO4,
B — boratii [B(OH)4]; jejich koncentrace cinila 0,08 mg ml!. Detekce byla absorpcni

spektrometricka pri vinové délce zareni 254 nm.

Vyzkouseno bylo pH v rozmezi 8,30 (pH roztoku samotného 10 mM chromanu
sodného) az 11,50 (upravovdno 1M hydroxidem draselnym). Vys§i hodnoty pH se
nezkousely z divodu pomérné vysokych proudd (nad 80 pA), coz mohlo vést k zahtivani
roztoku v kapilare, nutnosti snizit napéti a prodluzovani cast analyzy. Se zvysujicim se pH
zakladniho elektrolytu dochézelo k ustaleni signalu modelového vzorku, zmenSeni Sumu a
driftu zékladni linie, a také se objevovaly piky analyzovanych aniontli, hlavng se to tyce
boratu, ktery v elektroferogramu pro BGE s neupravenym pH neni nalezen. Lze to vysvétlit
disocia¢nimi konstantami odpovidajicich kyselin. Kyselina fosforecnd méa hodnotu
pKapx = 7,21 a pKa3 = 12,67, a proto pii zkousenych pH existuje ve form& vhodné pro
analyzu; hodnota pK. borité kyseliny pak ¢ini 9,23 a tim jsou jeji anionty vyznamné

v

zastoupeny pouze v zasaditéjSich pH zakladniho elektrolytu.
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Na zéklad¢ vysledkt pokust této série bylo pro BGE vybrano pH o hodnoté 11,50.

5.2.2 SloZeni a koncentrace zakladniho elektrolytu

Primérné navrzeny zékladni elektrolyt obsahoval 2 hlavni latky: kationtovy tenzid
CTAB v koncentraci 5 mmol I a detekéni latku chroman sodny v koncentraci 10 mmol 1!

umoziujici nepifimou spektrometrickou UV detekci neabsorbujicich analyta.

CTAB je ptitomny v roztoku zékladniho elektrolytu v nizké koncentraci a slouzi
k obraceni elektroosmotického toku v kapilaie (podrobnéjsi informace o roli CTAB jsou
uvedeny v kapitole 2.3.2). Diky své nizké koncentraci se pfili§ nezapojuje do separacnich
procest ani vyrazné neovliviiuje detekci. Vzhledem k tomu bylo rozhodnuto nezkouset
dalsi alternativni tenzidy a provést pouze koncentracni optimalizaci.

Celkové bylo pro CTAB vyzkouSeno 5 koncentra¢nich Urovni pifi konstantni
koncentraci chromanu sodného 10 mmol 1! (postup provedenych experimentii je popsan
v kapitole 4.5.4). Ze vSech elektroferogramii (Sum byl ve vSech zaznamech podobné velky)
byly odecteny vysky pikii a migracni Casy analytll, a také migracni ¢asy EOF, ze kterych
pak byly spocitany efektivni mobility. Tato data slouzi podkladem pro 2 grafy, na jejichz
zakladé se usuzovalo o nejvhodnéjsi koncentraci CTAB: graf zavislosti vySky piku analytu
na koncentraci CTAB (Obrdzek 3) a graf zavislosti efektivni mobility ueyr analytu na
koncentraci CTAB (Obrazek 4).
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Obrazek 3. Zavislost vysky pikiu analytii na koncentraci CTAB. Trojuhelnikoveé body patit
fosfatiim ve formé HPO.”, kulaté bordatiim [B(OH)4; jejich koncentrace (cinila
0,08 mg ml!. Chybové tisecky zndzoriuji smérodatnou odchylku méreni (n = 3) a jsou

zobrazeny pouze, kdyz jeji hodnota je vétsi nez 0,2 mAU.

Vyska piku analytu je dalezitym faktorem pfi posuzovani analytické metody, protoze
souvisi s citlivosti detekce. Vyska piku obou analytt rostla do urcité hodnoty koncentrace
CTAB a pak vyrazné klesala, coz mtze souviset s povrchovou aktivitou CTAB. Na zacatku
postupné dochazelo k tvorb& ,nasycené” dvojvrstvy, kterd podporovala posun
analyzovanych aniontl k detektoru, EOF se posouval k mens§im ¢astim (absolutni hodnota
jeho efektivni mobility rostla). Disperze zony analytu v tomto Useku klesala: Sitka piku se
zmenSovala, vySka naopak rostla. Pfi presyceni kapilary koncentracemi CTAB nad
1 mmol I'! dochazelo k zvétseni poctu interakci zdpornych analytt s kladn& nabitym CTAB
u stény kapilary, coz vedlo k rozsifovani pikli analytd, snizovani jejich vysky a snizeni
ucinnosti separace. Nejveétsi citlivosti bylo tak dosdhnuto pii koncentraci CTAB
1 mmol I'!, a proto tato hodnota byla vybréna jako optimalni.

Rozdil efektivnich mobilit analytd je tmérny rozliSeni jejich pikd. Proto byl sledovan

vliv koncentrace CTAB na efektivni mobility (Obrazek 4).
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Obrazek 4. Zavislost efektivnich mobilit u.; analytitc na koncentraci CTAB.
Trojuhelnikové body patri fosfatim ve formé HPO4", kulaté boratim [B(OH)4]; jejich
koncentrace ¢inila 0,08 mg ml™. Chybové tisecky zndzoriuji smérodatnou odchylku méieni

(n = 3) a jsou zobrazeny pouze, kdyz jeji hodnota je vétsi nez 5 10°° cm’ Vs,

Na boratovy aniont zména koncentrace CTAB vliv prakticky neméla (kolisani hodnot
bylo méné nez o 2 %). U fosfatového aniontu absolutni hodnota efektivni mobility byla na
zacatku relativné stabilni a pak klesala (dochéazi pravdépodobné k interakci s kladné
nabitym CTAB); maximalni absolutni hodnota se vyskytla pfi 1 mM CTAB. Tim padem,
mezi mobilitami je nejvetsi rozdil a dochazi k nejlepsi vzéjemné separaci analyti pfi

koncentraci CTAB 1 mmol 1.

V ptipadé€ aniontu pro nepiimou UV detekci na druhou stranu mélo smysl testovat
rizné alternativy chromanu, protoze povaha detekéniho aniontu ovlivituje citlivost
detekce a jeho mobilita ovliviiuje i tvar pikd a i¢innost separace. V predchozich aplikacich
na obdobné téma prokazovaly dobré vysledky také benzensulfonat a
pyridindikarboxyl4t!*#8l Z trojuhelnikového tvaru pikii analytti na Obrdazku 2b je patrna
relativné velka elektromigracni disperze, kterou oboje tyto anionty mohou do jisté miry
potlacit, jelikoz maji mensSi mobilitu neZ chroman. ZkuSebni varianty BGE byly
pfipraveny, jak je uvedeno v kapitole 4.5.3, a provedeni experimentii probihalo za

podminek popsanych v kapitole 4.3. Vysledné elektroferogramy jsou porovnany na
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Obrazek 5. Elektroferogramy modelového roztoku zméreného v zakladnich elektrolytech
obsahujicich rizné varianty detekénich latek. Graf a odpovida vysledku pouziti
pyridindikarboxylatu, graf b chromanu, graf c¢ benzensulfondtu. Koncentrace detekcni
latky ve vsech BGE je 10 mmol I, CTAB 1 mmol I'' a pH = 11,50. Pismenem P je
oznacovan pik fosfatii ve formé HPO4+", B boratii [B(OH)4]"; jejich koncentrace cinila

0,08 mg ml!. Detekce byla absorpcni spektrometricka pri vinové délce zdareni 254 nm.

Nejlepsi chovani vykazoval chroman, elektroferogramy modelového vzorku za jeho
pritomnosti byly ptehledné a vhodné pro interpretaci a odeCet potiebnych dat. Zakladni

elektrolyty s benzensulfondtem a PDC byly zcela neuzitecné, jelikoz poskytovaly
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nestabilni a nereprodukovatelné signaly.

Z vyse uvedené¢ho diavodu se proto dale pracovalo s chromanem, jehoz optimalni
koncentrace byla nalezena zpracovanim dat z experimentl, jejichz pracovni popis je v
kapitole 4.5.5. Optimalizace se provadéla pro 3 koncentra¢ni hodnoty za konstantni jiz
optimalizované koncentrace CTAB 1 mmol 1", a stejné jako pro tenzid byly sestaveny a
analyzovany grafy zavislosti vysek a efektivnich mobilit analytti na koncentraci chromanu,

zobrazené na Obrdzku 6 a Obrazku 7.
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Obrazek 6. Zavislost vysky pikit analytit na koncentraci chromanu. Trojuhelnikové body
patii fosfatim ve formé HPOJ”, kulaté boratim [B(OH)4]; jejich koncentrace cinila
0,08 mg ml!. Chybové usecky zndzoriuji smérodatnou odchylku méreni (n = 3) a jsou

zobrazeny pouze, kdyz jeji hodnota je vétsi nez 0,2 mAU.

Vyska pikl roste se zvétSujici se koncentraci chromanu. To je v souladu s obecnym
pravidlem, Ze pfi zvySovani vodivosti BGE se zvySuje U€innost separace a piky se tedy
stavaji uz§imi a vysSimi. Pii vyS$$i koncentraci chromanu vSak zacinal kolisat proud, coz
negativné ovliviiovalo analyzu, a proto jako pracovni byla zvolena koncentrace
10 mmol 1", majici jak dostate¢nou tirove citlivosti, tak i stabilitu poskytovanych signali.

Na rozdil od obdobného grafu pro CTAB, graf efektivnich mobilit analyth pro
chroman (Obrazek 7) vyrazné trendy nemél, rozdily mobilit byly porovnatelné, a proto

vybér optimalni koncentrace detekéni latky neovlivnily.
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Obrazek 7. Zavislost efektivnich mobilit u.; analytit na koncentraci CTAB.
Trojiihelnikové body patii fosfatiim ve formé HPO4”, kulaté bordtim [B(OH)4]"; jejich
koncentrace cinila 0,08 mg ml". Chybové uisecky zndzornuji smérodatnou odchylku méreni

n = ajsou zoorazen ouze, Z jejl hodnota je vetsi nez S emt VST,
m=3aj brazeny pouze, kdvs jeji hodnota je vétsi nez 5 106 cm?V-s™!

Vysledkem celé¢ této série pokusii kapitoly 5.2 bylo urceni kone¢né varianty

zékladniho elektrolytu pro metodu: pH = 11,50, CTAB 1 mmol I'!, chroman sodny

10 mmol 17,

5.3 Optimalizace metody na realném vzorku
5.3.1 Redéni vzorki chladicich kapalin

Po primérnich optimalizacich metody provedenych na modelovych roztocich, jez se
tykaly zékladniho elektrolytu, byly provedeny sekundéarni optimalizace zaméfené na dalsi
parametry metody. V této fazi se pracovalo s realnymi vzorky chladicich smési. VSechny
vzorky o pétindsobném pocatecnim fedéni prométfené pracovnim postupem z kapitoly 4.6.1
poskytovaly nepouzitelné elektroferogramy, jelikoz signaly téchto vzorkl byly relativné

nestabilni a mély tendenci se pfi opakovaném meéteni posouvat k delSim ¢astim (ptiklad
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jednoho elektroferogramu je znazornén na Obrazku 8).
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Obrazek 8. Elektroferogram 5% naiedéného vzorku chladici kapaliny ¢. 001. Pismenem
P je oznacovan piedpokladany pik fosfatii ve formé HPO4>, B boratii [B(OH)4]". Detekce

byla absorpcni spektrometrickad pri vinové délce zareni 254 nm.

Kromé¢ toho bylo zjisténo, ze plocha piku boratd, resp. jejich koncentrace je vice nez
10krat vétsi vaci fosfatim, které navic k tomu byly Spatné identifikovatelné v okoli,
ptetizeném dalSimi piky ze vzorku, coz negativné ovliviiovalo spolecné stanoveni analyti.
Z diavodt nutnosti vyvazit a stabilizovat signdl a Sum tak, aby pik fosfatu byl méfitelny a
piky boratu a dalSich slozek vzorku nebyly pfiili§ velké, byl proveden vybér vhodného
fedéni v rozmezi 20 az 50krat (postup viz kapitola 4.6.1), vysledné elektroferogramy obou

ptipadt jsou porovnany na Obrazku 9.
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Obrazek 9. Porovnani elektroferogramit vzorku chladici kapaliny o riizném iedéni. Na
grafu a je znazornéno redeni 20X, na grafu b 50%. Pismenem P je oznacovan pik fosfatii
ve formé HPO#, B boratii [B(OH)4]". Absorpcni spektrometrickad detekce pri vinové délce

zareni 254 nm.

Vhodné byly obé& tyto moznosti. Pro méné citlivy starsi ptistroj (Agilent CE 1600) se
v pribéhu nasledujicich meéteni volilo fedéni 20%, protoze poskytovalo lepSi pomér
signal/Sum pro HPO4*, pro citliv&jsi pfistroj (Agilent CE 7100) bylo pak vhodn&jsi

pouzivat 50x fedéni, jelikoz se pfi tom usnadiovala kvantifikace boratt.

5.3.2 Délka kapilary

Pti detailnim zkouméni elektroferogramli byly objeveny malé piky relativné
konstantni plochy doprovazejici kazdy analyt, pochdzejici bud’ z vody, nebo vznikajici
rozst€penim zony analytu vlivem zdkladniho elektrolytu. Pfi vysSich koncentracich
dochazelo k jejich splynuti s hlavnim pikem. Nejvic to ovliviiovalo vyhodnoceni obsahu
fosfatli, vzhledem k jejich malé koncentraci a resp. plose piku. Proto byla vyzkouSena

kapilara o délce 80 cm vici pouzivané 50 cm ke kontrole, jestli se tyto piky podati rozdélit.
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Pro ob¢ kapilary se meétil jeden stejny vzorek za postupu a podminek, popsanych

v kapitolach 4.6.2 a 4.3, vysledné elektroferogramy jsou predstaveny na Obrazku 10.
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Obrizek 10. Casti vyslednych elektroferogramii redlného vzorku chladici kapaliny za
pouZiti kapilar o riizné délce. Elektroferogram a odpovida kapilare s délkou 50,0/41,5 cm,
elektroferogram b kapilare délkou s 80,0/71,5 cm. Pismenem P je oznacovan pik fosfatii ve

formé HPO/*, otaznikem nezndmy pik. Detekce byla absorpcni spektrometrickd pii vinové

délce zareni 254 nm.

Bylo zjisténo, ze na rozdéleni pikt délka kapilary vliv neméla, ackoliv pfispivala ke
zlepSeni intenzity signalu, ale zaroven vedla k siln€j§imu rozmyvani zoény borati a
prodlouZeni celkové doby analyzy vice nez 2krat, ze 4 minut na 11, coZ nebylo Zadouci
vzhledem k poctu vzorkdl a nutnosti opakovat méfeni minimaln¢ dvakrat pro dosazeni
veérohodnych vysledki. Proto byla délka kapilary nechédna na ptivodni hodnoté 50 cm.

Pro odhaleni ptivodu piku byl také zméien elektroferogram deionizované vody, ktera
se pouzivala v piipravé veskerych roztoki, nicméné z vyslednych dat nelze ptesné
rozhodnout, zda je voda zdrojem: v oblasti fosfath se vyskytl velky prekryvajici pik,

v oblasti boratl byl nalezen naopak velmi maly pik, ktery v podstaté lze ptipsat kolisani
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Sumu zakladni linie. Vzhledem k tomu, ze piky se objevovaly konstantné a bez ohledu na
druh métené¢ho vzorku, bylo rozhodnuto, ze piky maji nejspi§ systémovy piivod, jsou
chybou a tak nemohou byt pfedmétem vyhodnocovani, proto se pfi nasledujicim pocitani

ploch pik analytii jejich pfispévek nezahrnoval.

5.3.3 Vnitini standard

Velikost ploch pikii analytt pti opakovanych métenich kolisa, a proto k eliminaci vlivu
tohoto jevu na vysledek kvantifikace analytii bylo rozhodnuto pouzit vnitini standard.

41 ktery predpovidda migraci a tvar piké analytd a

Pomoci programu Peakmaster
zohlediiuje pti tom parametry zakladniho elektrolytu, bylo navrzeno nékolik vhodnych
latek pro zamyslené ucely: lysin, glycin, mravenci, octova a chloroctova kyselina, CHES,
HEPES, TAPS, MOPS a MES. Jejich teoreticky elektroferogram v pouZitém BGE je na

Obrazku 11.
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Obrazek 11. Elektroferogram spocitany programem Peakmaster pro rizné vnitini
standardy. Pismenem P je oznacovan pik fosfatii ve formé HPOJ". Cisla 1-10 patii
navrhovanym vnitinim standardum: 1 — HCOO, 2 — CICH>COO, 3 — CH;COQ,
4 — glycin, 5 — MES, 6 — MOPS, 7 — TAPS, 8§ — CHES, 9 — HEPES, 10 — lysin.

Jiz pfed zahajenim méfeni byly vyloucCeny 3 potencidlni vnitini standardy, a to
HCOO", TAPS a HEPES kvuli prekryvu jejich piki s piky fosfatd, CHES a lysinu.
Experimenty se zbylymi latkami a vzorkem chladici kapaliny ¢. 001 se provadély podle

postupu uvedeného v kapitole 4.6.3. Zkoumanim vyslednych elektroferogramii pro kazdou
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latku bylo zjisténo, ze pik glycinu splyval s boraty, které chybély v predikcei kviili jejich
komplikovanému chovéni v roztoku. Glycin tedy rovnéz nebylo mozné pouzit; CHES a
lysin se ve vyhrazené dob¢ analyzy neobjevily, a tim byly zamitnuty; kyselina octova byla
ve stopovém mnozstvi pfitomnd ve vzorku, ¢imz byla funkce této latky jako vnitiniho
standardu vyloucena; chloroctan se okrajové piekryval s octanem, a také mél nepatrné
piekryti s neznamou latkou ze vzorku, proto bylo rozhodnuto ho nechat jako referen¢ni
variantu; MOPS a MES vykazovaly pfiblizné stejné vysledky, ackoliv MES byl o néco
rychlejsi, coz hralo v jeho prospéch, jelikoz prodluzovani ¢asu bylo nezddouci jednak
vzhledem k cCasové ndrocnosti analyzy, jednak k rozmyvani pikt a piekryti s dalSimi
latkami z matrice.

Tim padem, jako vnitini standard byl vybran MES, a k tomu byl referen¢né¢ vyzkousen

chloroctan pro kontrolu, zda poloha a rozmyvani piku MES ovlivni spravnost vysledk.

5.4 Prvni testovani metody

Po vSech ptedchozich vyvojovych krocich nésledovalo testovani metody, zda
poskytuje spravné a stabilni vysledky. Testovani spocivalo v sestaveni kalibracni zavislosti
a zjisténi koeficientd rovnic pfimek, méfeni vzorkll a vypoctu koncentrace analytd, a
nakonec ovéfovani spravnosti vysledkii. Provedeni experimentl probihalo, jak je popsano
v kapitole 4.7.

K vypoctu koncentrace analytii ve vzorcich v rutinnim laboratornim provozu bylo
nejvhodnéjsi pouzit metodu kalibracni piimky, kterd umoznuje kvantifikovat vice vzorki
a vyzaduje k tomu méné rucni prace a piistrojového Casu. Kalibraéni zavislost byla
sestavena pomoci sady standardnich vzorkli obsahujicich analyty o nékolika
koncentra¢nich hladinach, vybranych s ohledem na rozmezi o¢ekavanych obsahti, a MES.
Tato kalibraéni zavislost znazorfiovala, jak stfedni relativni plocha piku analytu A,
(plocha piku analytu vztaZena na plochu piku vnitiniho standardu) zavisi na koncentraci

analytu. Vysledny graf kalibracni zavislosti je zobrazen na Obrazku 12.
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Obrazek 12. Graf kalibracni zavislosti stiednich relativnich ploch piki analytu pro MES
jako vnitini standard na koncentraci analytu ve vzorku (n = 3). Trojuhelnikové body patii
fosfatiim ve formé HPO4>, kulaté boratiim [B(OH)4]". Pierusovanou éarou jsou oznaceny
spojnice trendii. Chybové usecky znazornuji smérodatnou odchylku méreni (n = 3) a jsou

zobrazeny pouze, kdyz jeji hodnota je vétsi nez 0,2.

Ve zkouSeném intervalu koncentraci aniontll je zavislost linearni, coz je ovéreno
vypoétem hodnoty koeficientu determinace R?, kter4 je pro oba analyty vétsi nez 0,99. Pro
bority je koeficient determinace R* = 09981 o néco vyssi nez pro fosfaty
R? = 0,9958 (resp. totéZ platilo ve vétsing piipadi i dale), a Ize to vysvétlit jejich vétsim
obsahem, ktery umozioval ptesnéjsi integraci pikd.

Jak jiz bylo zminovano v kapitole 5.3.3, jako referencni vnitini standard byl vybran
chloroctan, proto byla pfipravena a zmétfena sada stejnych vzorkd obsahujicich tuto latku
misto MES. Kalibra¢ni zavislost vytvofend na zédkladé obdrzenych dat je na Obrdzku 13.
Pro boraty zde byla vétSi odchylka v linearité¢ zavislosti, zejména se to projevovalo u
vysokych koncentraci, kde to pravdépodobné bylo vyvolano trojuhelnikovym tvarem piku

s rozmytym chvostem, u néjz bylo pfi integraci obtizné jednozna¢né urcit konec.
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Obrazek 13. Graf kalibracni zavislosti stiednich relativnich ploch pikit analytu (pro
chloroctan) na koncentraci analytu ve vzorku. Trojuhelnikové body patri fosfatiim ve
formé HPO/, kulaté bordatim [B(OH)4]". Prerusovanou ¢arou jsou oznaceny spojnice
trendii. Chybové usecky zndzornuji smerodatnou odchylku mereni (n = 3) a jsou

zobrazeny pouze, kdyz jeji hodnota je vetsi nez 0,2.

Po sestaveni kalibra¢ni zavislosti, ovéfeni jeji linearity a zjiSténi rovnic kalibracnich
pfimek nasledovalo méreni sady realnych vzorki. Tato sada byla pfipravena obdobné
s kalibra¢nimi vzorky, tzn. kromé vzorku obsahujiciho pouze fedénou chladici kapalinu a
vnitini standard, zahrnovala také vzorky dopované ptidavky standardil analyt v riiznych
koncentracich. Takto sestavend sada umoZznovala provést zpétnou kontrolu spravnosti
metody. Jeji smysl spocival v tom, ze vzorek s ptidavkem analytu musi vyvolavat odpovéd’,
resp. vést k relativni plose piku, kterd odrazi souctovy obsah aniontli pochazejicich
z chladici kapaliny a standardu. Jinak fe¢eno, rozdil koncentraci analytu vypocteny pomoci
rovnice kalibra¢ni pfimky mezi vzorkem s ptfidavkem standardu a bez ptidavku (AC) se
musi rovnat tomuto ptidavku (cpria). V Tabulce 3 jsou uvedeny k porovndni vysledky
provedené kontroly pro sady vzorkl,, kde vnitinim standardem byl bud® MES, nebo

chloroctan. Vzorec, podle kterého se provadél vypocet, je uveden v oddilu 4.10.2.
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Tabulka 3. Porovnani rozdili stanovenych koncentraci mezi vzorky s a bez pridavkl
standardi A¢ se skuteCnymi koncentracemi téchto pfidavkd cpria (test 1) s pouzitim

chloroctanu a MES jako vnitiniho standardu.

HPO+> [B(OH)4J
AC, AC, AC, AC,
Cprid, Cpiid,
mg ml’; mg ml”; mg ml’; mg ml;
mg ml! mg ml!
chloroctan MES chloroctan MES

0,0004 0,0032 0,025 0,137 0,111 0,100
0,0520 0,0576 0,100 0,220 0,197 0,200
0,1137 0,1400 0,200 0,351 0,365 0,400

Jak vyplyvé z tabulky, v podstaté ani pro jeden vzorek tvrzeni z pfedchoziho odstavce
neplati, a tim je cela kalibrac¢ni zavislost také neplatnd pro vzorky s matrici chladicich
kapalin. Napiiklad pro vzorek s piidavkem fosfatu o koncentraci 0,025 mg ml! byla
odpovéd tak nizka vzhledem k ocekavané, jako kdyby vzorek neobsahoval Zadny ptidavek;
u vysSich koncentraci maji hodnoty vyssi shodu, ale stejné se pohybuji v rozmezi
maximalné 70 % od hodnoty skute¢ného ptidavku. V ptipad¢ boratl nabyvaji hodnoty AC
87-137 % hodnoty cpria pii vztazeni na chloroctan a 91-110 % hodnoty cpia pii vztazeni na
MES. Pro vSechny vzorky takeé plati, Ze metoda funguje Iépe pti pouziti MES jako vnitiniho

standardu, coz odpovida zavériam ohledné chloroctanu, udélanym v kapitole 5.3.3.

Na zéklad¢€ toho bylo rozhodnuto provést dalsi optimaliza¢ni kroky, spocivajici ve
zkoumani vlivu matrice, ktery byl doposud zanedbén, a také zkouseni jinych zpisobi

davkovani. Pro dals$i praci byl vyuzivan jako vnitini standard pouze MES.
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5.5 Dodatecné optimalizace
5.5.1 Matrice

Doposud bylo uvazovano, ze diky velkému fedéni matrice, kterou ¢ini smés vody
s ethylenglykolem (EG) v poméru pfiblizné 1:1, neovlivni vysledek analyzy vzorku.
Nicmén¢ vzhledem k nevyhovujicim vysledkiim testovani metody bylo rozhodnuto vliv
matrice prozkoumat na pfipraveném modelovém vzorku (postup viz kapitola 4.8.1).

Vysledny elektroferogram je zobrazen na Obrazku 14.
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Obrazek 14. Elektroferogram modelového vzorku obsahujicitho matrici ve formé smési
voda:EG = 1:1. Pismenem P je oznacovana oblast ocekavaného vyskytu piku fosfati ve

formé HPO4*, B bordtii [B(OH)4]", M je oznac¢en MES. Absorpcni spektrometrickd detekce

pri vinové délce zareni 254 nm.

Signal vzorku byl konstantné zatizen velkym pikem v oblasti fosfatd, jak je vidét
z obrazku, a tim bylo znemoZnéno stanoveni tohoto analytu. Lze fici, Ze tato modelova
matrice méla na analyzu jiny vliv neZ matrice skutecna a nebylo proto mozné jeji vliv

eliminovat vytvofenim kalibra¢ni zavislosti pfipravené ve smési vody a EG v poméru 1:1.

5.5.2 Davkovani

Doposud se veskera méfeni provadéla za nezménénych podminek hydrodynamického
davkovani 5 kPa po dobu 3 sekund. Nicméné poZadované citlivosti pro readlny vzorek
dosahnuto nebylo. Stanoveni fosfati ¢asto nebylo mozné uskuteénit, jelikoZ odstup jejich

signdlu od Sumu byl velmi maly. Tento problém nebylo mozné odstranit menSim fedénim
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vzorku, protoze to negativné ovliviiovalo stanoveni borat (pik tohoto analytu byl pfili§
velky a rozmyty, viz 5.3.1). Proto bylo nutné vyzkouset dal$i zplGsoby davkovani.
Pracovalo se jak s casem hydrodynamického davkovéni, jehoz zvySeni by mélo vést
k néarastu vysky pikt analytu, tak i s elektrokinetickym davkovanim o rizném Case a napéti.

Experimentalni provedeni je popséno v kapitole 4.8.2.

Hydrodynamické davkovani tlakem 5 kPa bylo provdadéno na redlném vzorku
chladici kapaliny po dobu 3, 6 a 10 sekund, vysledné elektroferogramy extrému tohoto

intervalu jsou porovnany na Obrazku 15.
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Obrazek 15. Elektroferogramy vzorku pii raznych dobdach hydrodynamického
davkovani. Na elektroferogramu a je znazornéna davkovaci doba 3 sekundy,
elektroferogramu b 10 sekund. Tlak davkovani byl 5 kPa. Pismenem P je oznacovan pik
fosfatii ve formé HPOs, B boratii [B(OH)s], M je oznacen MES. Absorpcni

spektrometricka detekce pri vinové délce zareni 254 nm.

Se zvySenim doby davkovani se o¢ekavané zvétsila vyska piki, je to nejvice vidét na
boratech a vnitinim standardu, nicméné pro fosfaty pfili§ znacny rozdil nebyl, jelikoz
hodnota Sumu v tomto stanoveni byla vysoka, a také kviili pon€kud velkému pocatecnimu

rozdilu v koncentracich analytl ve vzorku. Zapornou stranou rostouci davkovaci doby bylo
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posouvani pikt k mensim retencnim Castim, coz v piipadé borath a fosfatti vedlo ke snizeni
rozliSeni, a v piipadé vyssich koncentraci mohlo vést k jejich piekryvani, coz ohrozovalo

pouzitelnost celé metody.

Elektrokinetické davkovani bylo vyzkouseno jako alternativa hydrodynamického,
ackoliv méla svoje limitace (podrobné;ji je to rozvedeno v kapitole 2.3.4). Testovano bylo
6 variant tohoto davkovani: pro napéti -30, -15 a -5 kV po dobu 10 nebo 20 sekund kazdé.
Vysledky vykazovaly jasny trend. Oba extrémni pfipady, tj. ddvkovani napétim -5 kV po
dobu 10 s a -30 kV po dobu 20 s jsou ukazany na Obrazku 16.
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Obrazek 16. Elektroferogramy vzorku prFi riznych variantich elektrokinetického
davkovani. Na elektroferogramu a je zobrazeno davkovani -5 kV, 10 s, elektroferogramu
b -30 kV, 20 5. Pismenem P je oznacovan pik fosfatii ve formé HPO4*, B bordtii [B(OH)4]

, M — MES. Absorpcni spektrometricka detekce pri vinové délce zareni 254 nm.

Se zmenSujicim se napétim davkovani se zlepSovaly elektroferogramy vzorku.
Pti -30 kV byla kapilara ptedavkovana vzorkem a v oblasti vyskytu analytli vznikla velka
vlna, v niZ nelze identifikovat hledané piky. Na rozdil od toho, pfi ddvkovacim napéti
-5 kV maji piky jednoduse intergrovatelny tvar a v piipad¢ fosfatl jsou dobte odlisitelné

od Sumu. Stejny trend plati i pro elektroferogramy v rdmci jedné trovné napéti ale o



-53-

riznych dobach. Zkracovani doby davkovani pftispivalo k lepsi Ccitelnosti
elektroferogrami. Neposledni roli hraje i stabilita proudu, kterd pro vyssi napéti Casto
selhévala.

Tim padem, pfi porovnani vSech zplsobii davkovani, bylo rozhodnuto pracovat dale
s elektrokinetickym davkovanim -5 kV, 10 sekund, jelikoZ jim poskytované vysledky byly

nejvhodné;jsi.

5.6 Druhé testovani

Druhé¢ testovani v prvni fazi probihalo obdobné prvnimu (kapitola 5.4): pomoci sady
standardnich modelovych roztoki byla sestavena kalibra¢ni zavislost, porovnanim rozdila
koncentraci ovéfena jeji funkcnost. Od prvniho testu se druhy liSil pouze zpisobem
davkovani, jehoz optimalizace byla provedena z divodu nizké citlivosti a proces byl
popsan v kapitole 5.5.2.

Sestaveni kalibrac¢ni zéavislosti se v tomto kroku nepodafilo: v oblasti fosfath se
konstantné objevoval velky pik, ktery zabraiioval jejich kvantifikaci. Jednou z moznych
pricin je ptitomnost dal$ich kontaminujicich aniontl ve vodé, které byly elektrokinetickym
davkovanim nadavkovany ve vétSim mnoZstvi neZ pfi hydrodynamickém davkovani.
Takova situace je mozna vzhledem k tomu, Ze elektrokinetické davkovani je diskriminacni
a prednostné davkuje rychleji migrujici analyty. Pfiklad vyslednych elektroferogramt pro
dvé rizné koncentracni hladiny analyti ve vzorku, zatizenych vzniklou chybou, je

znazornén na Obrazku 17.
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Obrazek 17. Piiklady elektroferogramii standardnich vzorki. Elektroferogram a patii
koncentracni hladiné analytii 0,025 mg ml’, elektroferogram b — 0,2 mg ml'. Pismenem P
je oznacovana oblast ocekdvaného vyskytu piku fosfati ve formé HPO,
B boraty [B(OH)4]", M je oznacen MES. Davkovani elektrokinetické, -5 kV, 10 s. Absorpcni

spektrometricka detekce pri vinové délce zareni 254 nm.

Moznosti feSeni tohoto problému byly dvé. Prvni spocivala v pfipravé kalibra¢ni
zavislosti ze vzorkl obsahujicich misto standardnich roztoki analytl jednu z chladicich
kapalin se standardnimi pfidavky, jelikoz v piipadé optimalizace davkovani chladici
kapaliny velky pik nevznikal (viz kapitola 5.5.2). Nevyhodou této metody bylo, ze chladici
kapalina pouzita k ptipravé takové kalibraéni zavislosti sama o sobé obsahovala boraty a
fosfaty. PfedevSim v piipad€ borath tedy nebylo mozné stanovovat nizké koncentrace
interpolaci, ale extrapolaci. Druhou cestou, ackoliv méné Zadouci, bylo odmitnuti metody
kalibra¢ni pfimky a méteni ostatnich vzorkid metodou standardniho piidavku.

Kwvili nepfijatelnym vysledkiim kalibrace v Cisté vodé, byla stejné jako pii praci
s hydrodynamickym dévkovanim vzorku ve druhé fazi tohoto testovani pfipravena sada
realnych vzorkl. Kromé toho se méfeni presunulo na citlivéjsi modernéjsi piistroj (Agilent
CE 7100), coz oc¢ekéavané vedlo k vyraznému snizeni Sumu zakladni linie, vétSimu odstupu
signalu od Sumu a zméné fedéni vzorkl na vétsi (50nasobné). V tomto piipadé byly ziskany

vyhovujici elektroferogramy a z dat bylo mozné zkonstruovat grafy kalibracni zavislosti,
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které jsou na Obrdzku 18. Jejich linearita byla prokazana pomoci koeficientu R? > 0,99 pro

oba analyty.
a b
0,2000 0,5000
y=74757x+0,0001 A y=0,6917x +0,1059
R?=00992 .- R2=0,9928
0,1500 0,4000
'.1-. =
20,1000 20,
- - < 03000
A
0,0500 0,2000
sy
0,0000 & 0,1000
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,00 0,10 0,20 0,30 0,40 0,50
Koncentrace ptidavku analytu, mg ml-! Koncentrace ptidavku analytu, mg ml-!

Obrazek 18. Grafy kalibraéni zavislosti stiednich relativnich ploch pikit analytu na
koncentraci analytu ve vzorku. Graf a patii fosfatiim ve formé HPOs", graf b bordtiim
[B(OH)4] . Prerusovanou ¢arou jsou oznaceny spojnice trendii. Chybové usecky znazornuji
smerodatnou odchylku méreni (n = 3) a jsou zobrazeny pouze, kdyz jeji hodnota je vetsi

nez 0,2.

Stejn€ jak pfi prvnim testovani byly z rovnic kalibracnich piimek spocitany
koncentrace vzorki a rozdily koncentraci, které pak za ti€elem kontroly byly porovnany s

koncentracemi pridavkt standardi (Tabulka 4).
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Tabulka 4. Porovnani rozdili koncentraci mezi vzorky s a bez piidavkl standardl s

koncentracemi téchto pridavka (test 2).

HPO4> [B(OH)4J
AC, mg ml''  cpria, mg ml! R, % AC, mg mlI'  cpria mg ml! R, %
0,0039 0,0042 92,9 0,06 0,05 120
0,0084 0,0083 101,2 0,09 0,10 90
0,0122 0,0125 97,6 0,20 0,20 100
0,0165 0,0167 98,8 0,30 0,30 100
0,0218 0,0217 100,5 0,37 0,40 93
0,0251 0,0250 100,4 0,52 0,50 104

kde: R. je procento stanovené latky ze skute¢ného mnozZstvi neboli vytéZznost

Kontrola probéhla uspésné. Z tabulky vyplyva, Ze pro vSechny vzorky hodnoty A¢
nabyvaji 92-110 % hodnoty cprd, coZ je na piijatelné tirovni vzhledem k pozadavkim
kladenym na metodu. Nejvétsi odchylka se pozorovala pro prvni body obou analytd, tj. pro
body s nulovou koncentraci ptidavku standardu.

Nasledné bylo nutné ovéfit platnost kalibracni zavislosti ziskané s matrici jednoho
vzorku chladici kapaliny na jiném, nezavislém vzorku. Takovym vzorkem byla chladici
kapalina ¢.002. Kontrola spocivala v porovnani vysledkli, obdrzenych vypoctem
z kalibracni ptimky s nezavislym vypoctem obsahu analytii metodou standardniho
pridavku.

K zjisténi obsahu metodou standardniho piidavku byla proméfena sada 3 vzorkd,
ptipravenych podle posledniho odstavce kapitoly 4.9, z vypoctenych stifednich relativnich
ploch pikii analytl byly sestaveny linedrni zavislosti téchto hodnot na koncentraci ptidavku
(Obrazek 19). Jiz v tomto kroku bylo jasné, Ze vysledky souhlasit nebudou, jelikoz

obdrzené smérnice rovnic piimek se od koeficientti pro kalibrac¢ni ptimku lisily.
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Obrazek 19. Grafy zavislosti stiednich relativnich ploch pikit analytu na koncentraci
analytu ve vzorku (standardni p¥idavek). Graf a patii fosfatim ve formé HPO4", graf b
boratum [B(OH)4]". Prerusovanou carou jsou oznaceny spojnice trendii. Chyboveé usecky
znazornuji smeérodatnou odchylku méreni (n = 3) a jsou zobrazeny pouze, kdyz jeji hodnota

je vetsi nez 0,2.

Z rovnic byly spolitany koncentrace vzorki, které pak byly porovnany s

koncentracemi vypoctenymi pomoci kalibra¢ni piimky (Tabulka 5).

Tabulka 5. Porovnani vysledki obdrZzenych riznymi metodami.

HPO4* [B(OH)4]
Metoda
k b ¢, mg ml’ k b ¢, mg ml’
Kalibrac¢ni
7,4757 0,0001 1,83 10 0,6917 0,1059 3,02 102
primka
Standardni
7,3638 0,0011 1,50 10 0,4425 0,1257 2.84 10!
pridavek

Vysledky obou vypoctl nesouhlasi. Vypocet ptes kalibracni pfimku falesné zvysuje
obsah fosfatii ve vzorku chladici kapaliny, pro boraty naopak falesné snizuje. Z vysledkt
provedenych experimentl je ziejmé, Ze zavislost relativni plochy piku na koncentraci je
pro chladici kapalinu linearni a je tak moZné provadét stanoveni metodou standardniho

pfidavku. Z nepfesnosti vysledki ziskanych s pouzitim kalibracni zavislosti naopak
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vyplyva, ze matrice jednotlivych chladicich smési se mezi sebou lisi natolik, ze nelze
kalibra¢ni zavislost naméienou v jedné matrici pouzit na vzorky s matrici jiné chladici
smési. Z toho plyne, ze kalibra¢ni piimku pouzivat pro metodu nelze, je nutno dale
pokracovat cestou standardniho piidavku, coz bylo udélano pro zbylé vzorky chladicich

kapalin.

5.7 Aplikace metody na vzorky

Po vSech optimalizacich a zkouskach byla vyvinutd metoda aplikovana na vzorky
chladicich kapalin. Vzorky byly proméfeny v kapilafe o délce 50 cm v BGE obsahujicim
1 mM CTAB a 10 mM chroman sodny, davkovalo se elektrokineticky napétim -5 kV po
dobu 10 sekund, spektrofotometrickd detekce probihala pii vinové délce 254 nm. Ze
ziskanych elektroferogramii byly odecteny plochy piki fosfatd, boratd a MES, spocitany
sttedni relativni plochy a do grafii byly vyneseny zavislosti na koncentraci piidavku
standardu analytu, byla ovéfena linearita zavislosti (R*>0,99). Z rovnic ptimek byly
vypocteny koncentrace v nafedénych a ptiivodnich vzorcich kazdé z 6 chladicich kapalin.

Vysledné hodnoty véetné statistiky jsou uvedeny v Tabulce 6.
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Tabulka 6. Vypoctené koncentrace analyti ve vzorcich.

HPO4*
Ci, Ly 5 Sry LOD, LOQ, Cps Liz p,

Vzorek

mgml!  mgml! % | mgml'  mgml! mg ml! mg ml!
V7001 <LOQ
V7002 <LOQ
VZ003 | 1,0110% 1,6210° 7,3 506 10" 8,08 107

1,30 10* 4,34 10"
V7004 Nebyl nalezen
VZ005 | 5,5410% 6,5110° 5,3 2,77 102 3,25 107
VZ006 <LOQ
[B(OH)4|"
ci, Ly Sty LOD, LOQ, Cpy Li; p,

Vzorek

mgml’  mgml! % | mgml'  mgml! mg ml! mg ml!
VZ001 0,139 0,027 8,7 6,939 1,326
V7002 0,281 0,028 4,5 14,041 1,400
V7003 1,078 0,146 6,2 53,877 7,319

0,009 0,030

VZ004 0,328 0,058 8,0 16,396 2,876
VZ.005 0,124 0,013 4,8 6,182 0,653
VZ006 0,228 0,019 3,9 11,384 0,968

kde: c je koncentrace analytu, Lz — 95% interval spolehlivosti, s, — relativni smérodatna
odchylka, LOD — meze detekce, LOQ — meze stanovitelnosti; indexem # jsou ozna¢ovany

hodnoty pro fedény vzorek, p — piivodni chladici kapalinu.

Spocitané mnozstvi fostatli ve vzorcich bylo blizko meze detekce a pro nekteré vzorky
pod mezi stanovitelnosti, proto jejich kvantifikace se v tabulce neuvadi; smérodatné
odchylky se pohybovaly pod 10 % a vypocty tak jsou dostatecné presné. Je to dano
pfedev§im malym zastoupenim analytu, ale takeé pfili§ velkym zvolenym findlnim fedénim
pro nekteré chladici kapaliny, coz vede k niZsi piesnosti odectu plochy, resp. vySky piku
pfi integraci. Pro pfesnéj$i stanoveni lze pak snizit fedéni na 30tindsobné, coz bude
kompromisnim feSenim s ohledem na vysoky (fadové ~10°) rozdil koncentraci fosfatii
s boraty.

Pro boraty, jejichz obsah byl dostatecny pro stabilitu integrace ploch, resp. snadné
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vyhodnocovani koncentraci a mezi detekce a stanovitelnosti, vysledky jsou adekvétni.
Vypoctené koncentrace jsou presné (s,<10 %) a vzdy vyssi nez LOQ.

Krom¢ toho, mezi hodnotami LOD a LOQ obou analytii je velky rozdil. Divodem pro
vyrazné vétsi citlivost metody pro fosfaty slouzi mensi rozmyti jejich piku a také vetsi
mobilita aniontl, takze pfi elektrokinetickém davkovani jsou davkovany preferencné.
Vyrazné veétsi citlivosti odpovidaji 1 vyrazné veétsi smérnice zavislosti pro fosfaty ve

srovnani s boraty na Obr. 18 a 19.

5.8 Zkouska opakovatelnosti

Opakovatelnost se ovéfovala na vzorcich jedné chladici kapaliny ¢.003 o dvou
koncentra¢nich hladinach standardniho ptidavku analytu (vzorky SP1 a SP2; pfipraveno
podle posledniho odstavce kapitoly 4.9). Z vyhodnoceni dat elektroferogramti deseti po
sobé jdoucich méfeni pro kazdy vzorek byla spocitana opakovatelnost ve tvaru relativni

smérodatné odchylky relativnich a absolutnich ploch, a také migracnich cast (Tabulka 7).

Tabulka 7. Opakovatelnost relativni plochy, absolutni plochy a migra¢niho ¢asu pro dvé

koncentra¢ni hladiny jednoho vzorku chladici kapaliny.

Vzorek cpiia, mg ml™'  Analyt s (Aret), % sr (A), % Sy (tmig), %
0,0083 HPO,> 8,5 11,3 2,6
SP1
0,10 [B(OH)s] 6,7 12,6 42
0,0125 HPO,* 6.4 4,8 3,7
SP2
0,20 [B(OH)4] 4,0 1,9 1,8

kde: s, — relativni smérodatna odchylka.

Z tabulky je patrné, Ze opakovatelnost migracnich Casii je velmi dobrd (smérodatna
odchylka s je pod 5 %), a tak pravdépodobnost nespravné identifikace signali analyta
v zaznamenanych elektroferogramech je nizka.

Opakovatelnost relativnich ploch je dostate¢né vysoka, relativni smérodatna odchylka
pro né neptfesahuje 10 % a zaroven ma nizky rozptyl jak mezi analyty, tak 1 mezi

koncentra¢nimi hladinami. Pro absolutni plochy piki opakovatelnost kolisd vyraznéji. Je
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to dano ndhodnym kolisdnim hodnot integrovanych ze zaznamt bliz k zacatku nebo konci
meéfené sekvence, kdy plocha mohla vzrist vi¢i pfedchozim hodnotam az o 30 %. Navic
pro analyty existuje trend mensi relativni smérodatné odchylky pro hojnéji zastoupené
boraty, ale u absolutnich ploch vzorku SP1 je tento trend porusen odchylenou hodnotou.
Pouziti vnitiniho standardu vyrovnava nahodné vykyvy absolutnich ploch, stabilizuje
hodnoty odchylek a tim padem vypocet z relativnich ploch je opravnén a je nezbytny pro
dosazeni spravnéjSich vysledkli. Pro oboje plochy plati také tendence zvySeni

opakovatelnosti s rostouci koncentraci analytu ve vzorku.



-62-

6 Zaveér

Byla vyvinuta elektroforetickd metoda pro stanoveni fosfati a boratl v chladicich
kapalinach vhodna pro kontrolu kvality recyklace a prace elektrodialyzacni linky.

Metoda zahrnuje nasledujici parametry a podminky: kfemenna kapilara o celkové
délce 50,0 cm a efektivni 41,5 cm, separaéni napéti -20 kV, absorpcni
spektrofotometrickou nepiimou detekci pii 254 nm, elektrokinetické davkovani napétim
-5 kV po dobu 10 s. Zakladni elektrolyt obsahoval chroman sodny o koncentraci
10 mmol 1" a CTAB o koncentraci 1 mmol 1!, hodnota jeho pH ¢&inila 11,5. Vzorky
chladicich kapalin byly ziedény 20 az 50% v zavislosti na citlivosti pfistroje (starsi piistroj
poskytoval vétsi Sum zakladni linie ve kterém se ztracel maly pik fosfatl, a proto bylo
nutné pouzivat mensi fedéni vzorku), a také obsahovaly ptfidavky vnitiniho standardu
MES. Vyhodnoceni obsahu probihalo metodou standardniho pifidavku. Opakovatelnost
vyjadiend v relativni smérodatné odchylce byla pro migracni ¢asy analyti velmi vysoka
(pod 5 %), vysoka pro relativni plochy pikti (pod 10 %) a pon¢kud horsi pro absolutni
plochy pikt (pod 15 %).

Metoda vyhovuje na ni kladenym pozadavkiim a cili prace, ma nizké meze detekce a
stanovitelnosti a vysokou opakovatelnost. Nevyhodou je vSak nemoZnost pouZivani

kalibra¢ni pfimky.
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