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Abstrakt

V této bakalaiské préci je popsana optimalizace podminek analyzy tetrachlorozlatitanu
draselného metodou kapilarni zénové elektroforézy se spektrofotometrickou detekei.

V teoretické ¢asti je nejdiive uveden princip kapilarni elektroforézy. Déle jsou uvedeny
zakladni informace o zlatu a jeho sloucenin¢ tetrachlorozlatitanu.

V experimentalni Casti je popsan postup optimalizace slozeni zdkladniho elektrolytu
a problémy s nestabilitou zakladni linie. Jako nejvhodnéjsi podminky pro analyzu
tetrachlorozlatitanu byly zvoleny tyto experimentdlni podminky: kifemennd kapilara
o celkové délce 80 cm, efektivni délce 71,6 cm a priiméru 50 um, vlozené separacni napéti
-20 kV se soucasn¢ aplikovanym tlakem 20 mbar, davkovani tlakem 20 mbar po dobu
20 sec, zakladni elektrolyt, ktery obsahoval 0,01 mol dm™ HCI a 0,04 mol dm™ NaCl
a detekce, ktera byla provadéna pii 230 nm. Néasledné byla za optimalizovanych podminek
ovéfena opakovatelnost méfeni, stabilita zasobniho roztoku tetrachlorozlatitanu, zmétena
kalibra¢ni zavislost a uréeny mez detekce a mez stanovitelnosti pro zvolené experimentalni
podminky. Uréena hodnota LOD byla 7,49 - 10 mol dm™ a uréena hodnota LOQ byla
2,49 - 10” mol dm>.

Klicova slova:
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Abstract

This bachelor thesis describes the optimalization of condition for the analysis
of potassium tetrachloroaurate by capillary zone electrophoresis with spectrophotometric
detection.

The theoretical part at first introduces the principle of capillary electrophoresis.
The following are basic information about gold and its tetrachloroaurate compound.

The experimental part at first describes the procedure of optimization the composition
of the basic electrolyte and problems with the instability of the base line. As the most
suitable conditions for the analysis of tetrachloroaurate, have been chosen the subsequent
experimental conditions: fused silica capillary with a total length of 80 cm, effective length
71.6 cm and inner diameter 50 um; applied separation voltage -20 kV; applied pressure
during analysis 20 mbar; injection with 20 mbar for 20 s; background electrolyte
containing 0.01 mol dm HCI and 0.04 mol dm™ NaCl; detection vawelength at 230 nm.
Subsequently, the repeatability of the measurement, and the stability of the
tetrachloroaurate stock solution were evaluated. Also the calibration dependence were
measured and the limit of detection and the limit of quantification were determined for the
optimized experimental conditions. The value of LOD was 7.49-10° mol dm?

and the value of LOQ was 2.49 - 10~ mol dm™.
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu

AAS

Ac
AES
AuNP
BGE
CE
CGE
CIEF
CITP
CZE
DAD
DNA

EOF
ETAA

ETV

Fl
FAAS

HDC

hn
ICP-MS
Kn

Lc

LC

LIF
LOD
LOQ

atomova absorpéni spektrometrie (atomic  absorption
spektrometry)

plocha piku korigovana migracnim ¢asem analytu

atomova emisni spektrometrie (atomic emission spektrometry)
nanocastice zlata

zakladni elektrolyt (background electrolyte)

kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis)

kapilarni gelova elektroforéza (capillary gel electrophoresis)
kapilarni izoelektricka fokusace (capillary isoelectric focusing)
kapilarni izotachoforéza (capillary isotachophoresis)

kapilarni zénova elektroforéza (capillary zone electrophoresis)
detektor s diodovym polem (diode array detector)
deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleotic acid)

intenzita elektrického pole

elektroosmoticky tok (electroosmotic flow)

elektrotermicka atomova absorpéni spektrometrie
(electrothermal atomic absorption spectrometry)
elektrotermicka vaporizace (electrothermal vaporization)
elektrostaticka sila

treci sila

plamenova atomova absorpéni spektrometrie (flame atomic
absorption spectrometry)

hydrodynamicka chromatografie (hydrodynamic
chromatography)

Sum zakladni linie

hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem
tabelovany koeficient pro n méfeni

délka kapilary

kapalinova chromatografie (liquid chromatography)

laserem indukovana fluorescence (laser induced fluorescence)
mez detekce (/imit of detection)

mez stanovitelnosti (/imit of quantification)



MECC

Qn

RSD
SD
tm

Mef i

Vef,i

smérnice kalibracni kfivky

micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (micellar
electrokinetic capillary chromatography)

naboj iontu

Kritérium

rozpéti (rozdil nejvétsi a nejmensi zjisténé hodnoty x)
polomér Castice

relativni smérodatna odchylka (standard deviation)
smérodatna odchylka (relative standard deviation)
migracni Cas

napéti

elektroforeticka pohyblivost iontu

migracni rychlost iontu

viskozita prostredi

zeta potencial

dielektricka konstanta



1. Teoreticka cast

1.1 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza je elektromigracni metoda, kterd se fadi mezi separacni
techniky. Na rozdil od klasickych chromatografickych metod, kde analyty vykazuji riznou
distribuci mezi stacionarni a mobilni fazi, dochazi u kapilarni elektroforézy k rozdéleni
analyti na zéklad¢ jejich schopnosti se pohybovat ve vodivém roztoku pii vlozeném
nap¢ti, tzv. elektroforetické pohyblivosti, kdy kationty migruji k zdporné€ nabité elektrodé
katod¢ a anionty ke kladné nabité elektrodé anod€. Rychlost pohybu nabitych castic je
umérna velikosti jejich néboje a klesa s rostouci hmotnosti ¢astice. [1]

Jak uz nazev napovida, kapilarni elektroforéza probihd v separaéni kapilafe, avSak
existuje i forma elektroforézy, ktera probiha na deskovém gelu tzv. gelova elektroforéza.
Gelova elektroforéza je dulezitou technikou vyuZivanou v biochemii napt. pro sekvenovani
DNA.[1] Kapilarni elektroforéza miiZze existovat v riznych uspotadanich, podle pouzité¢ho
separa¢niho elektrolytu a samotného mechanismu separace, napiiklad: kapilarni zénova
elektroforéza (CZE), kapilarni gelova elektroforéza (CGE), micelarni elektrokineticka
kapilarni  chromatografie (MECC), kapilarni  izoelektrickd  fokusace  (CIEF)
a kapilarni izotachoforéza (CITP) [2].

1.1.1 Kapilarni zénova elektroforéza

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE) je nejjednodussi a nejpouzZivanéjsi
elektromigracni metoda, kterd umoZiiuje separaci malych molekul, iontii a biologickych
materiald (napt. peptidl, proteinti) [3]. Pfi CZE se pouziva kiemenna kapilara naplnéna
pouze zakladnim elektrolytem. Separace analyti je =zaloZena na rozdilnych
elektroforetickych pohyblivostech. Analyty jsou soucasné také unaseny elektroosmotickym
tokem smérem k detektoru. Je-li na detektorovém konci katoda, doputuji k ni jako prvni
kationty, poté neutralni latky a nakonec anionty, které jsou zpozd’ovany migraci k anod¢ na
vstupnim konci kapildry. Neutrdlni latky k elektroddm nemigruji, pouze jsou unaseny

elektroosmotickym tokem. [4]
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1.2 Elektroforeticka pohyblivost

V pritomnosti konstantniho elektrického pole je nabita cCastice, ktera je obsazena
v separacnim elektrolytu v kapilafe, vystavena piisobeni elektrostatické sily F, kterou lze
vyjadfit vztahem:

F=q-E (1.1)

kde ¢ je naboj iontu a E intenzita elektrického pole, které je dana celkovou délkou kapilary

L anapétim U, které je vloZeno na elektrody:
E=U/L, (1.2)
Proti sile F, plisobi tfeci sila F', ktera je dana Stokesovym zdkonem:
F'=6-71n"1"Ves; (1.3)
kde 1 je viskozita prosttedi, 7 je polomér Castice a v; je rychlost Castice.

V stacionarnim stavu, tj. kdyz F = F’, se nabité Castice pohybuji stilou rychlosti. Lze

kombinovat rovnice 1.1 a 1.3:
G- E=6"T1 7 Ve (1.4)
a z této kombinace mize byt nasledovné vyjadiena migracni rychlost iontu:
Vefi = Heti " E (1.5)

kde ueri je elektroforetickd pohyblivost iontu, kterd je pfimo imérna jeho naboji a nepiimo

umérnd jeho poloméru a viskozité roztoku:

Ueti = qi / (6 -1 17) (1.6)

Elektroforetickd pohyblivost zavisi na velikosti a néboji iontu, na teploté, na povaze
a koncentraci elektrolytu. V dlsledku toho se kazdy druh iontu pohybuje uréitou

elektroforetickou rychlosti. [5]
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1.3 Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok je hlavni tok kapaliny v kapilate, ktery vznikd pifi vlozeném
napéti a nasledném vytvoreni elektrického pole. Kapilara musi byt naplnéna vhodnym
elektrolytem. Na vnitini sténé kiemenné kapilary se nachdzeji silanolové skupiny (Si-OH),
které pti urcitém pH podléhaji disociaci za vzniku aniontd téchto skupin (Si-O") a tim je
vytvofen zaporny naboj na vnitini sténé kapildry. Uvolnéné protony jsou hydratovany
a nasledné ptitahovany k zaporné nabité stén€, ¢imz vznika stabilni elektrickd dvojvrstva.
Elektricka dvojvrstva je tvofena difuzni (pohyblivou) vrstvou a fixni vrstvou, kterd je blize
ke sténé kapilary. Pokud je na elektrody vlozeno napéti, dochazi k pohybu hydratovanych
protonil z difuzni vrstvy smérem k zaporn¢ nabité elektrodé a tim také k pohybu veskeré
kapaliny pfitomné v kapildfe smérem k zadporné nabité elektrodé¢ katodé€.[2][6] Vznik

a prub¢h elektroosmotického toku je schematicky znazornén na obrazku 1.
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Obrazek 1: Elektroosmoticky tok uvniti kifemenné separacni kapilary. Prevzato z citace [7]
a upraveno.

Pohyblivost elektroosmotického toku 1ze vyjadrit vztahem:
Meor = (G- €) /M (1.7)

kde ¢ je zeta potencidl, € je dielektrickd konstanta a n je viskozita prostfedi.

Potencial zeta je ur€en nabojem na vnitinim povrchu kapilarni stény. Naboj na vnitini
sténé kapilary je dan stupném disociace silanolovych skupin, ktery zavisi na pH roztoku
obsaZzeném v separacni kapilafe, na tomto pH taktéz silné¢ zavisi 1 velikost
elektroosmotického toku. Pfi vysokém pH jsou silanolové skupiny pln€ disociovany
a EOF je nejsilngjsi, naopak pfi nizSich hodnotich pH je disociovana jen mald cast

silanolovych skupin a EOF je nestabilni. [8]
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Pii vyrazném snizeni pH zdkladniho elektrolytu (pH<2) dochéazi k potlaceni EOF
a analyty se separuji jen na zakladég jejich elektroforetickych pohyblivosti. V takové situaci
nemohou byt detekovany neutralni molekuly, protoze vSechny neutralni latky se pohybuji
jen rychlosti EOF. Pokud jsou na vnitini stén¢ kapilary obsazeny pouze silanolové skupiny
je EOF sméfovan od anodického konce ke katodickému konci kapilary. Pfidavkem vhodné
latky do roztoku zékladniho elektrolytu napt. alkylamomniové soli, dojde ke zmén¢ naboje
vnitini stény kapilary a EOF je obracen. Obecné lze elektroosmoticky tok regulovat
zménou nékolika experimentalnich podminek, mezi které patii pH zakladniho elektrolytu
(jak uz bylo feceno pH ovliviiuje disociaci silanolovych skupin), iontova sila (ovlivitujici
zeta potencial), organickd rozpoustédla (plsobici, jak na zeta potencial, tak na viskozitu

roztoku elektrolytu) a rizné ptisady jako napf. povrchové aktivni latky nebo

polyakrylamid. [1][4]
1.4 Instrumentace CZE

Schématické uspotadani piistroje pro CZE je zobrazeno na obrazku 2. Pfistroj obsahuje
separacni kapildru, ktera je naplnéna zékladnim elektrolytem. Ddle je pfitomna soustava
dvou elektrod, na které je vkladano stejnosmérné napéti v rozsahu od -30 az 30 kV. Konce
kapilary byvaji ponofeny ve vstupni a vystupni nadobé, ve kterych je obsazen zékladni
elektrolyt. Analyzovany vzorek se davkuje z vlastni nddoby pro vzorek. Pfistroj obsahuje
vhodny detektor napojeny na registracni zatizeni, v soucasné dobé na pocita¢ s ovladacim

a vyhodnocovacim softwarem.

zdroj vysokeho
napeti

e
11

separacni kapilara

uzZemnéna
eleltroda

wetuprd  vEorek vystupnd
nadobla nado

Obrazek 2: Schéma pristroje pro kapilarni zonovou elektroforézu. Pievzato z citace [2]
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V CZE probihaji separace nejcastéji v kiemenné kapilafe. Kiemen je nejpouzivanéjsi
materidl pro vyrobu kapilar hlavné proto, ze je chemicky a elektricky inertni a také
umoziuje transparentnost pro UV-VIS zéfeni. [3] Kfemenné kapilary jsou velice kiehké,
proto byvaji pokryty wvné&jsi vrstvickou polyimidu, ktery kapildfe doddva pruznost
a zajiStuje lepS$i manipulaci s kapilarou. V misté detekce (tzv. detekénim okénku) je
vrstvicka polyimidu odstranéna. Obvykld délka kapilary je 25-100 cm s vnitinim
pramérem nejcastéji 25-75 um. [6]

Déavkovani vzorku probihd z nadoby se vzorkem, kdy je vzorek naddvkovan na zacatek
separacni kapilary. Davkovani lze provadét nékolika zplisoby napt. davkovani rozdilem
hladin, elektrokinetické davkovani nebo davkovéani tlakem (tzv. hydrodynamické
davkovani). Hydrodynamické davkovani je v CZE nejpouzZivangj$i a je provedeno
zvySenim tlaku nad roztokem vzorku, nejcastéji je davkovano tlakem 20 az 100 mbar
po dobu 0,5 az 20 s. [9]

Detekce v CZE je ovlivnéna velikosti kapilary, jelikoz se pouzivaji kapilary malych
rozmérd, tak pouzity detektor musi byt velmi citlivy. Nejbéznéj$i pouzivana detekce
v CZE je detekce fotometricka, ktera je zaloZena na absorpci zafeni v UV-VIS oblasti.
Nejcitlivejsi detektor pouzivany v CZE je fluorescencni, zejména pak detektor s laserove
indukovanou fluorescenci (Laser induced fluorescence, LIF), nevyhodou tohoto detektoru
je jeho vysoka cena. Dalsi typy detektorti v CZE jsou napiiklad amperometricky detektor,
vodivostni detektor, detektor s diodovym polem, a nebo hmotnostni spektrometr.[6][3]
Zaznam zodezvy detektoru na c¢asovém priabéhu se nazyva elektroferogram.
Na elektroferogramu poskytuje analyzovany vzorek pik neboli zonu, ze které lze zjistit
kvalitativni 1 kvantitativni informace o vzorku. Kvantitativni informace se ziska z plochy
piku, kdy je plocha piku pfimo umérna mnoZstvi analytu v zéné. Kvalitativni informace

je charakterizovana migra¢nim ¢asem analytu. [§]

1.5 Zlato

Zlato je prvek 6. periody, skupiny 1.B. Je fazeno mezi pfechodné kovy s elektronovou
konfiguraci [Xe] 4f% 5d'° 6s!. Zlato je vysoce odolné vici vzdusnému kysliku,
proto se fadi mezi uSlechtilé kovy. Nejstabilngj$i oxidacni stav, ktery zaujimé zlato
ve slouCeninéch, je +III, mize vSak také existovat v oxida¢nim stavu +I a méné cCasto
v oxida¢nim stavu +V. Vazby ptitomné ve slouc¢eninéch zlata s oxida¢nim stavem +I a +I1I

+III

jsou pievazné kovalentni. Koordina¢ni ¢&islo pro Au™ je obvykle dvé a pro Au™ &tyfi

az Sest. [10]
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Zlato v oxida¢nim stavu +III se nachéazi napt. v chloridu zlatitém, ktery mize reagovat
svodou za vzniku cervenohnédého roztoku komplexni kyseliny. S kyselinou
chlorovodikovou bézi reakce dal za vzniku zlatozlutého roztoku kyseliny tetrachlorozlatité.
Kyselinu tetrachlorozlatitou Ize pfipravit taktéZz rozpousSténim zlata v lucCavce

kralovské. [11]
AuCls + H,0 = Hy[AuCl;0] (1.8)

Hz[AuCl3O] + HCI 9 H[AUCI4] + HZO (19)

Zlato v kovovém stavu (Au’) vykazuje nizkou reaktivitu s kyslikem, sirou nebo
koncentrovanymi kyselinami a zdsadami, diky tomu lze zlato pouzit v 1ékatstvi napt. jako
zubni protézy nebo zubni implantaty. Zlato snadno reaguje s halogeny. Diky specifické
reakci zlata s vysoce kyselym roztokem, ktery obsahuje chloridové anionty, dochazi
k rozpusténi zlata a vzniku roztoku kyseliny tetrachlorozlatité. Popsanou reakci vznika
biologicky aktivni roztok zlata, ktery je mozné vyuzit v 1ékafstvi napf. pfi 1écbé
revmatoidni artritidy nebo rlznych druhii rakoviny. Kyselina tetrachlorozlatita
v ptitomnosti silného redukcéniho ¢inidla ma schopnost tvofit nanocastice zlata
(AuNP, Au®), které Ize také vyuzit pro rtizné biomedicinské ucely. [12]

Zlato at’ uz v jeho iontové podobé¢ nebo ve form¢ nanocastic 1ze kvantifikovat riznymi
metodami. Nejjednodussi z metod kvantifikace zlata je spektrofotometrie ve viditelné
oblasti, hlavni nevyhodou této metody je jeji nizkd citlivost. Ostatni metody pro
kvantifikaci zlata jsou velmi citlivé a specifické, ale vyZzaduji specialni usporadani
pristroje, naptiklad jsou to metody: hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym
plazmatem (ICP-MS), atomova absorpéni spektrometrie (AAS) nebo atomovéa emisni
spektrometrie (AES). Hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem je
referenéni metoda, avSak vykazuje ftadu nevyhod, napiiklad nemé dostatecnou
reprodukovatelnost vysledkii ziskanych v biologickych médii. ICP-MS mitize byt navic
jesté spojena se separacnimi metodami, jako je kapalinova chromatografie (LC-ICP-MS)
nebo kapilarni elektroforéza (CE-ICP-MS).[12] V tabulce 1 jsou uvedeny metody

stanoveni zlata.
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Tabulka 1: Piehled metod pro stanoveni zlata (iontova podoba, AuNP) a mez detekce
(LOD) pro danou metodu. Pievzato z citace [12]

Metoda LOD (umol dm) Aplikace / médium
Spektrofotometrie 90,00 AuNP ve vodném médiu
Fluorimetrie 1,52-102 Zlata sul ve vodovodni nebo jezerni vodé
LA-ICP-MS 0,14 AuNP v bunkéach
LC-ICP-MS 2,60-10

CE-ICP-MS 5,00-107 AuNP v lidském séru
HDC-ICP 1,10-107 AuNP ve vodném médiu
AAS 0,61 Zlata sul ve vod¢ a pude
FAAS 9,20-107

ETAAS 4,30-107

ETV-ICP-AES 3,80-102

AAS: atomova absorpcni spektrometrie, AES: atomova emisni spektrometrie, CE kapilarni zonova
elektroforéza, ETAAS: elektrotermickd atomova absorpcni spektrometrie, ETV: elektrotermicka
vaporizace, FAAS: plamenova atomova spektrometrie, HDC: hydrodynamickd chromatografie,
ICP: induk¢né vazana plazma, LA: laserova ablace, LC: kapalinova chromatografie, LOD: mez
detekce, MS: hmotnostni spektrometrie

1.5.1 Tetrachlorozlatitan draselny

Tetrachlorozlatitan draselny K[AuCls4] se pouZziva pifi syntéze nanoCastic zlata [13].
Reakci roztoku tetrachlorozlatitanu s alkalickym hydroxidem lze ziskat Zlutohnédou

srazeninu hydroxidu zlatitého [11].

AuCly +3 OH - Au(OH)3 +4 CI’ 1.1

Tetrachlorozlatitan v zavislosti na pH a koncentraci chloridovych iontii tvoii smiSené
chloridové a hydroxidové komplexy. Stabilita komplexu [AuCls]” zévisi na pH, na
obrazku 3 je =zobrazen distribuéni diagram tetrachlorozlatitanu a pfisluSnych
hydroxokomplext. Z diagramu lze vycist, Ze komplex tetrachlorozlatitanu je mozZné
separovat pouze v kyselém prosttedi (pH 2-3), protoze pii zvySujicim se pH dochazi
k ndhradé chloridového aniontu za aniont hydroxidovy, pficemz vznikaji rizné

hydroxidové komplexy, kde nejstalejsi je komplex Au(OH);Cl pti pH 10.
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AuCl 4" AulOH)5C1"

o.e k A [DH]EE'

g.6ef

Froctlaom

1] 5 10
mH
Obrazek 3: Distribu¢ni diagram tetrachlorozatitanu, zavislost na pH. Pfevzato z citace [14]

Témét jedind publikace, kterd se zabyva analyzou tetrachlorozlatitanu metodou
kapilarni zénové elektroforézy s UV detekci je uvedena autory Baraj et al. [14] v Journal
of Chromatography A. K analyze tetrachlorozlatitanu metodou CZE autofi pouzili tyto
experimentalni podminky: kapilaru o celkové délce 70 cm (efektivni délce 50 cm)
s prumérem 50 pm; vloZené separac¢ni napéti -7 kV; detekéni vinovou délku 220 nm
a zékladni elektrolyt obsahujici 0,1 mol dm™ HCl a 0,4 mol dm™ NaCl.

Autofi zjistili, Ze pfi jejich experimentalnich podminkach je nejlepsi analyzovat roztok
tetrachlorozlatitanu s 10% podilem zakladniho elektrolytu, pfi tomto podilu BGE v roztoku

vzorku ziskali pik o nejvyssi intenzité.
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2. Cil prace

Cilem prace je optimalizace metody kapilarni elektroforézy se spektrofotometrickou

detekci pro analyzu tetrachlorozlatitanu draselného.
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3. Experimentalni ¢ast
3.1 Pouzité pristroje
— HD?®P Capillary Electrophoresis s UV-Vis detektorem s diodovym polem (Agilent
Technologies, Némecko)
— Analytické vahy ADAM Nimbus (Velka Britanie)
— Pipety 1-10 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl

Software pro zpracovani a interpretaci dat

— MS Office Excel (Microsoft, USA)
— MS Office Word (Microsoft, USA)
— Agilent 3D-CE ChemStation (Agilent Technologies, Némecko)

3.2 Pouzité chemikalie

— Deionizovana voda Millipore 0,18 puS/cm

— Kiyselina chlorovodikova 35% p.a (LachNer) Mr=36,46 g mol’!
—  Chlorid sodny p.a (LachNer, Ceské republika) Mr = 58,44 g mol’!
— Tetrachlorozatitan draselny 99,995 % (Sigma Aldrich) ~ Mr=377,88 g mol’!

3.3 Priprava zakladniho elektrolytu a standardu

Roztok NaCl

Byl pfipraven roztok chloridu sodného o koncentraci 0,8 mol dm. Navazka 2,338 g
chloridu sodného byla kvantitativné pievedena do 50ml odmérné banky a rozpuSténa
v deionizované vod€. Po dikladném rozpuSténi byl tento roztok priefiltrovan pies
membranovy filtr Millipore Millex-LCR 0,45um. Roztok byl skladovan v lednici pfi
teploté 6-8 °C.

Roztok HCI

Byl pripraven roztok kyseliny chlorovodikové o koncentraci 0,2 mol dm™. Do odmé&rné
baiikky o objemu 50 ml bylo pipetovano 0,8828 ml 35% HCI a odmérnd baiika byla
doplnéna po rysku deionizovanou vodou. Po diikladném promichani byl roztok kyseliny
chlorovodikové prefiltrovan pfes membranovy filtr Millipore Millex-LCR 0,45um. Roztok
byl skladovan v lednici pii teploté 6-8 °C.
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Zakladni elektrolyt pouzivany pti analyzach byl pfipravovan fedénim zasobnich roztoki
kyseliny chlorovodikové a chloridu sodného na vysledné koncentrace 0,01 mol dm= HCI

a 0,04 mol dm™ NaCl.

Roztok standardu tetrachlorozlatitanu draselného

Byl pfipraven zasobni roztok tetrachlorozatitanu draselného o koncentraci
1.10° mol dm™. Navazka 0,01889 g K[AuCl4] byla kvantitativné pfevedena do 50ml
odmérné bailky a rozpusténa v deionizované vodé€. Roztok byl uchovavéan v lednici pfi
teploté 6-8°C. Pracovni roztoky tetrachlorozlatitanu o koncentracich pouzivanych pfi

analyzach byly ziskany fedénim zasobniho roztoku tetrachlorozlatitanu draselného.
3.4 Separacni podminky

Méfeni byla provadéna na pristroji HP*® CE (Agilent Technologies, Némecko)
za pouziti UV-VIS detektoru s diodovym polem (DAD) vrozsahu vinovych délek
190-600 nm. Tetrachlorozlatitan draselny byl detekovan pii vinové délce 230 nm. Pro
vlastni analyzu vzorku byla pouzita kiemenné kapilara pokrytd vnéjsi vrstvou polyimidu
s vnitinim pramérem 50 um, celkovou délkou 80 cm a efektivni délkou 71,6 cm. Kapilara
byla temperovéana na 25 °C. Vlozené napéti pii separaci bylo -20 kV, sou€asné s nim byl
aplikovén tlak 20 mbar. Z4kladni elektrolyt obsahoval 0,01 mol dm™ HCl a 0,04 mol dm™
NaCl. Vzorky tetrachorozlatitanu draselného byly pfipravovany s 20% podilem zakladniho
elektrolytu.

Vzdy pted prvni analyzou byla kapildra promyta zékladnim elektrolytem po dobu
40 min, poté bylo vloZeno separacni napéti po dobu 2-3 min pro stabilizaci podminek
v kapilafe. Béhem méfeni byly vzdy po tfech analyzach vyménény vialky se zakladnim
elektrolytem. Po skon€eni méteni byla kapilara promyta 10 min zakladnim elektrolytem
a konce kapilary byly pfes noc uchovavany ve vialkach s BGE. Mezi méfenimi byla
kapilara promyvana 4 min BGE. Davkovani vzorku bylo provadéno tlakem 20 mbar

po dobu 20 sec.
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3.5 Vypocty
Mez detekce (LOD, limit of detection) odpovida koncentraci latky, pfi které se signal
statisticky vyznamné 1i§1 od Sumu a vypocita se ze vztahu:
LOD =3-h,/m (3.1)

kde m je smérnice kalibra¢ni kiivky (pro vysku piku) a /4, Sum zakladni linie.

Mez stanovitelnosti (LOQ, limit of quantification) je mnozstvi analytu, které¢ lze

s definovanou ptesnosti stanovit a vypocita se ze vztahu:
LOQ = 10-h, /m (3.2)

kde m je smérnice kalibra¢ni kiivky (pro vysku piku) a 4, Sum zékladni linie.

LOD a LOQ byly navic pocitany z regresni statistiky. Pfi tomto zptisobu vypoctu LOD
a LOQ byly pouzity upravené vztahy (3.1) a (3.2), kde misto hodnoty vysky Sumu byla
dosazena chyba stfedni hodnoty zregresni statistiky linedrni kalibra¢ni zavislosti a na
misto smérnice kalibra¢ni kiivky pro vySku piku byla dosazena smérnice kalibracni kiivky

pro korigovanou plochu piku.

Smérodatna odchylka (SD) pro mensi pocet stanoveni (n<7) se vypocita podle vztahu:

s=ky,- R (3.3)

kde kx je tabelovany koeficient pro n méteni a R je rozpéti (rozdil nejveEtsi a nejmensi

zjisténé hodnoty x).

Relativni smérodatna odchylka (RSD) vztahuje piesnost méteni k velikosti stiedni

hodnoty (k medidnu nebo aritmetickému priméru) a vypocita se podle vztahu:

s, = 100+ (s / X) 3.4
s, = 100 (s /X) (3.5)

kde s je smérodatna odchylka, x je aritmeticky primér a x je median. RSD je vyjadfovana
v procentech.
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4. Vysledky a diskuse

4.1 Optimalizace separac¢nich podminek

Pti vyvoji elektroforetické metody pro analyzu tetrachlorozlatitanu byly vyuzity
informace publikované v ¢lanku [14]. Autofi zde pracuji v kiemenné kapilaie o celkové
délce 70 cm (k detektoru 50 cm) a praméru 50 pm s vlozenym napétim -7 kV
a se zakladnim elektrolytem, ktery obsahoval 0,1 mol dm™ HCl a 0,4 mol dm™ NaCl. Pii
vyzkouseni elektrolytu o tomto slozeni byl v naSem experimentalnim uspotadani (kapilara
80/71,6 cm, 50 pum) naméten piili§ velky prochézejici proud, coz by vedlo ke generaci
Joulova tepla a kapalina v kapilaie by se zahtivala. Proto byl pouzit zakladni elektrolyt
o slozeni 0,005 mol dm™ HCI a 0,1 mol dm™ NaCl, ktery umoznil aplikaci separa¢niho
napéti -16 kV. Za téchto podminek byla provedena optimalizace rozpoustédla vzorku.

Pti vyvoji elektroforetické metody byla provedena optimalizace rozpoustédla vzorku,
ktera je zobrazena na obrazku 4. Byly provedeny analyzy roztoku tetrachlorozlatitanu
o koncentraci 5:10° mol dm™ srlznymi podily zakladniho elektrolytu ve vzorku.
Na obrazku 4 modry elektroferogram odpovida roztoku tetrachlorozlatitanu fedéného
pouze deionizovanou  vodou, cCerveny  elektroferogram  odpovidd  roztoku
tetrachlorozlatitanu s 10% podilem BGE, zeleny -elektroferogram odpovidd roztoku
tetrachlorozlatitanu s 30% podilem BGE a Sedy elektroferogram odpovidd roztoku
tetrachlorozlatitanu s 60% BGE. Pfi analyze roztoku tetrachlorozlatitanu s 60% podilem
BGE se vzdy na elektroferogramu zobrazil nezadouci skok na zakladni linii. U analyz
roztoku tetrachlorozlatitanu s vodou, s 10% podilem BGE a s 30% podilem BGE byly
srovnatelné velikosti ploch (9,1; 9,0 a 8,8 mAUs), vysek pikl (2,46; 2,48 a 2,40 mAU)
i symetrie pikt (1,056; 1,105 a 1,057). Analyzy roztoku tetrachlorozlatitanu s 10% a s 30%
podilem elektrolytu byly rychlej$i nez analyza roztoku tetrachlorozlatitanu bez podilu
BGE. Pro dalsi analyzy roztoku tetrachlorozlatitanu byl zvolen 20% podil zékladniho
elektrolytu.
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Obrazek 4: Optimalizace rozpoustédla vzorku. Analyzy roztoku tetrachlorozlatitanu
o koncentraci 5:10° mol dm™; pouzitd kiemenna kapildra o celkové délce 80 cm (efektivni délce
71,6 cm) a priméru 50 pm; davkovani vzorkt tlakem 20 mbar po dobu 10 sec; detekéni vlnova
délka 220 nm; vloZzené separacni napéti -16 kV; zakladni elektrolyt o sloZeni 0,005 mol dm= HCI
a 0,1 mol dm NaCl. Modry elektroferogram odpovida analyze tetrachlorozlatitanu rozpusténého
pouze v deionizované vod¢, cerveny elektroferogram odpovida analyze tetrachlorozlatitanu s 10%
podilem BGE, zeleny elektroferogram odpovida analyze tetrachlorozlatitanu s 30% podilem BGE
a Sedy elektroferogram odpovida analyze tetrachlorozlatitanu s 60% podilem BGE.

Nasledn¢ byl pouzit zakladni elektrolyt o desetkrat niz§i koncentraci kyseliny
chlorovodikové a chloridu sodného oproti publikovanému ¢lanku [14], tedy 0,01 mol dm™
HCI a 0,04 mol dm™ NaCl. Po této pravé koncentrace zakladniho elektrolytu, systémem
protékal niz$i proud a bylo moZzné vlozZit separa¢ni napéti az -20 kV. Pozdé&ji byl
do elektroforetické metody pro analyzu tetrachlorozlatitanu navic pfidan tlak, ktery byl
aplikovan soucasné s vloZzenym napé&tim. Na obrazku 5 je zobrazen modry elektroferogram
pfi aplikaci tlaku 5 mbar a Cerveny elektroferogram pii aplikaci tlaku 20 mbar. Aplikace
tlaku méla pozitivni vliv na stabilitu zakladni linie a pfi aplikaci 20 mbar doslo navic

ke zrychleni analyzy. Pro dalsi analyzy byl nasledné zvolen tlak 20 mbar.
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Obrazek 5: Aplikace tlaku pri analyze. Analyza roztoku tetrachlorozlatitanu o koncentraci
5:10° mol dm™ s20% podilem elektrolytu; pouZitd kiemenna kapilara o celkové délce 80 cm
(efektivni délce 71,6 cm) a pruméru 50 pm; davkovani vzorki tlakem 20 mbar po dobu 20 sec;
detekéni vinova délka 230 nm; vloZené separacni napéti -20 kV; zakladni elektrolyt o slozeni
0,01 mol dm™ HCI a 0,04 mol dm? NaCl. Modry elektroferogram zobrazuje analyzu roztoku
tetrachlorozlatitanu s aplikovanym tlakem 5 mbar. Cerveny elektroferogram zobrazuje analyzu
roztoku tetrachlorozlatitanu s aplikovanym tlakem 20 mbar.

SniZenim separac¢niho napéti z -16 kV na -20 kV a vloZenim tlaku 20 mbar byla doba
analyzy vyrazné zkracena a pik tetrachlorozlatitanu byl registrovan kolem devaté minuty.

Tetrachlorozlatitan tvoii komplexy s chloridovymi a hydroxidovymi ionty v zavislosti
na pH a koncentraci chloridl [14]. Z obrdzku 3 na strané 16 je ziejmé, Ze aby nedochéazelo
k hydrolyze tetrachlorozlatitanu musi byt pH zékladniho elektrolytu udrZzovéno okolo
hodnoty 2-3. To bylo docileno pouzitim zakladniho elektrolytu, ktery obsahoval kyselinu
chlorovodikovou o koncentraci 0,01 mol dm™. Teoretické pH zakladniho elektrolytu bylo
tedy 2. Dal§im divodem, pro¢ byla nutna pfitomnost kyseliny v zédkladnim elektrolytu,
bylo potlaceni EOF. Diky kyselému prostfedi byl elektroosmoticky tok téméf nulovy
a aniont [AuCl4]” se pohyboval jen na zdklad¢ své elektroforetické pohyblivosti smérem
k anodé.

Roztoky tetrachlorozlatitanu byly pfi vyvoji elektroforetické metody nejprve méteny pii
220 nm, pii stejné detekéni vinové délce jako pouzivali v publikaci [14]. Poslednim
krokem optimalizace experimentalnich podminek byla optimalizace detekéni vinové délky.
Bylo proméfeno absorpéni spektrum roztoku tetrachlorozlatitanu, které je zobrazeno na
obrazku 6. Tetrachlorozlatitan vykazuje absorpéni maximum pii 230 nm, proto byla tato
vlnova délka dale pouzivana pti detekci tetrachlorozlatitanu draselného. V tabulce 2 jsou

shrnuty optimalizované experimentalni podminky.
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Tabulka 2: Shrnuté optimalizované podminky pro méfeni roztoku tetrachlorozlatitanu

Koncentrace zakladniho elektrolytu 0,01 mol dm™ HCI a 0,04 mol dm™ NaCl

Teplota 25 °C

Separacni napéti -20 kV

VloZeny tlak 20 mbar

Davkovani (tlak, ¢as) 20 mbar, 20 sec

Detekce UV pii 230 nm

Kapilara Kiemenna kapilédra: celkova délka 80 cm,
efektivni délka 71,6 cm, pramér 50 pm

20

Absorbance

15

10

190 230 270 310 350 390
VInova délka [nm]

Obrazek 6: Optimalizace detekéni vinové délky. Absorp¢ni spektrum tetrachlorozlatitanu
s absorpénim maximem 230 nm. Méfeno béhem analyzy tetrachlorozlatitanu o koncentraci
5-10° mol dm? s20% podilem elektrolytu; pouzitd kiemenna kapilara o celkové délce 80 cm
(efektivni délce 71,6 cm) a praméru 50 um; davkovani vzorku tlakem 20 mbar po dobu 20 sec;
vloZzené separaéni napéti -20 kV; aplikovany tlak 20 mbar; zakladni elektrolyt o sloZeni
0,01 mol dm HCI a 0,04 mol dm= NaCl.

Béhem vyvoje elektroforetické metody byl problém se zdkladni linii, na které byly
zobrazovany nezadouci jevy. V priibéhu méfeni, pfiblizné po Sesti analyzach, se na
zakladni linii zacaly objevovat pravidelné nerovnosti (obrazek 7). Nejdiive byl tento
problém feSen zafazenim promyvaciho kroku. Kapildra byla promyta po dobu 40 min
zdkladnim elektrolytem, stejné¢ jako na zalatku kazdého dne. Po promyti kapilary
se zékladni linie vzdy ustalila, avSak tento problém, po zméteni dalSich n¢kolika analyz,
dale pfetrvaval. Z tohoto diivodu byly z pfistroje vyjmuty elektrody, které byly nasledné

dukladné ocistény v ultrazvuku a vloZeny zpét do pristroje. Ani tento Cistici krok nepomohl
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vyfesit problémy se stabilitou zakladni linie. Jako dal$i feSeni byla vyménéna deuteriova

vybojka v detektoru.
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Obrazek 7: Elektroferogram analyzy roztoku tetrachlorozlatitanu draselného ukazujici
problém s nestabilitou zakladni linie.

Po vyméné deuteriové vybojky byl problém s nestabilni zakladni linii vyfeSen a na
zaznamenanych elektroferogramech nebyly pozorovany zadné nerovnosti, které by
ovliviiovaly vyhodnoceni piku. Elektroferogram s normalni zdkladni lini je zobrazen na

obrazku 8.
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Obrazek 8: Elektroferogram analyzy KJ[AuCly]. Analyza roztoku tetrachlorozlatitanu
o koncentraci 4:10° mol dm™ s 20% podilem elektrolytu; pouzitd kiemenna kapilara o celkové
délce 80 cm (efektivni délce 71,6 cm) a priméru 50 pm; davkovani vzorku tlakem 20 mbar po
dobu 20 sec; detekéni vinova délka 230 nm; vlozené separacni napéti -20 kV; aplikovany tlak
20 mbar; zékladni elektrolyt o slozeni 0,01 mol dm HCI a 0,04 mol dm™ NaCl.

4.2 Opakovatelnost metody

Pro wurceni opakovatelnosti metody bylo provedeno deset analyz roztoku
tetrachlorozlatitanu draselného o koncentraci 4.10° mol dm s 20% podilem zékladniho
elektrolytu. Byla sledovana opakovatelnost ploch pikli K[AuCls]. Pro ptfesnéjsi hodnoty
byly z ploch pikl vypocteny korigované plochy.

Pti detekci v CZE prochézeji analyty detektorem rtiznou rychlosti a jejich plocha zavisi
na délce pobytu v detekénim okénku. Analyty, které se pohybuji rychleji, projdou
detekénim okénkem diive a poskytnou mens$i plochu nez analyty pohybujici

se pomaleji. [15] Proto se plochy pikd koriguji migracnim casem, podle vztahu:
A=A/ ty 4.1
kde A4 je plocha piku [mAU.s] a #i je migracni cas [s].
Pro vypocet smérodatné odchylky SD a relativni smérodatné odchylky RSD migrac¢nich

Castt a ploch, respektive korigovanych ploch pikl, byly pouzity vztahy (3.3) a (3.4).
Hodnoty vypocitanych RSD pro migraéni ¢asy byly 1,26 %, pro plochy pika 12,12 %
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a pro korigované plochy pikt 12,59 %, jak je vidét z tabulky 3. Z korigovanych ploch
vramci jednotlivych opakovanych méfeni byl vytvoten graf, ktery je zobrazen na

obrazku 9.

Tabulka 3: Opakovatelnost metody podle migracnich ¢ast ¢ [min], podle ploch pika 4
[mAU.s] a podle korigovanych ploch 4. [mAU]

Opakovani Migracni ¢as  Opakovani Plocha piku Korigované plochy
[min] [mAU.s] [mAU]
1 8,87 1 7,38 13,87 107
2 8,57 2 6,58 12,79 - 107
3 8,82 3 7,47 14,12-107
4 8,74 4 8,70 16,59 - 107
5 8,72 5 7,97 15,24 -107
6 8,54 6 6,47 12,63 - 107
7 8,88 7 5,95 11,16 -1073
8 8,87 8 8,05 15,13 - 107
9 8,88 9 7,93 14,88 - 1073
10 8,86 10 7,25 13,65 - 107
x [min] 8,78 x [mMAU .s] 7,37 14,01 - 107
SD [min] 0,11 SD [mAU .s] 0,89 1,76 - 107
RSD [%] 1,26 RSD [%] 12,12 12,59

Kwvili vysokeé variabilité ploch pikil byl proveden Deaniiv-Dixoniiv test odlehlosti, podle

vztahu:

Qn = (xn - xn—l) /R 4.2)

kde O je kritérium a R je rozpéti (rozdil nejvétsi a nejmensi zjiSténé hodnoty x).

Hodnota O, byla porovnédna s tabelovanou hodnotou QO pro dany pocet vysledki n
v souboru. Podle tohoto testu nebyl zjistén ani vyloucen zadny odlehly vysledek, ktery by
byl zatizen hrubou chybou.

Variabilita namétfenych ploch miize byt zplsobena zménou slozeni zakladniho
elektrolytu béhem experimentu, kdy dochazi ke zméné¢ jeho sloZeni v disledku elektrolyzy.
Pouzivany zakladni elektrolyt neobsahuje pufr, je to smés kyseliny chlorovodikové
a chloridu sodného. Zména sloZeni zdkladniho elektrolytu, pfedev§im zména pH, néasledné
muze ovlivnit tvorbu hydroxokomplexii (viz obrazek 3, strana 16), které mohou odlisné

absorbovat pii zvolené detekéni vinové délce v porovnani s tetrachlorozlatitanem.
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Obrazek 9: Opakovatelnost metody podle korigovanych ploch piki. Analyzy roztoku
tetrachlorozlatitanu draselného o koncentraci 4:10° mol dm™ s 20% podilem elektrolytu; pouzita
kifemenna kapildra o celkové délce 80 cm, efektivni délce 71,6 cm a priméru 50 pm; davkovani
vzorkd tlakem 20 mbar po dobu 20 sec; detekéni vinova délka 230 nm; vlozené separacni napéti
-20 kV; aplikovany tlak 20 mbar; zakladni elektrolyt o slozeni 0,01 mol dm= HCI a 0,04 mol dm™
NaClL

4.3 Stabilita zasobniho roztoku tetrachlorozlatitanu draselného

V rozmezi dvou tydnt byla sledovéna stabilita zasobniho roztoku tetrachlorozlatitanu
draselného. Prvni den byl pfipraven zasobni roztok standardu K[AuCls4] o koncentraci
1:10° mol dm™ v deionizované vod&. Tento zasobni roztok byl skladovan v lednici pii
teploté 6-8 °C. K samotné analyze byl zasobni roztok standardu nafedén na koncentraci
4-10° mol dm?® s20% podilem elektrolytu. Dany den bylo méfeni roztoku
tetrachlorozlatitanu provadéno Sestkrdt a namétfené hodnoty byly statisticky zpracovany.
Ziskané plochy pikl byly korigovany migracnim ¢asem a z téchto korigovanych hodnot
byly vypocteny chybové tsecky. Nasledné byl vytvoren graf, ktery zobrazuje median

hodnoty korigované plochy v rdmci jednotlivych dni (obrazek 10).
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Obrazek 10: Stabilita K[AuCls] po dobu 13 dni. Analyza roztoku tetrachlorozlatitanu
draselného o koncentraci 4:10° mol dm™ s 20% podilem elektrolytu; pouzitd kiemenna kapilara
o celkové délce 80 cm, efektivni délce 71,6 cm a priméru 50 um; davkovani vzorku tlakem
20 mbar po dobu 20 sec; detekéni vinova délka 230 nm; vloZené separacni napéti -20 kV;
aplikovany tlak 20 mbar; zakladni elektrolyt o slozeni 0,01 mol dm™ HCl a 0,04 mol dm™ NaCl.

Pti sledovani stability tetrachlorozlatitanu draselného byla pozorovana jista variabilita
korigovanych ploch, ale pfi zohlednéni chybovych use€ek lze prohlasit, Ze zadsobni roztok
tetrachlorozlatitanu o koncentraci 1103 mol dm™, piipraveny v deionizované vodé

a skladovany v lednici pfi 6-8 °C, je v rozmezi dvou tydnii stabilni.
4.4 Kalibracni zavislosti

Analyzou péti koncentracnich hladin roztoku standardu tetrachlorozlatitanu draselného
byla zméfena kalibra¢ni zavislost. U kazdé koncentra¢ni hladiny byla provedena tii
opakovana métent.

Nameétené hodnoty ploch byly statisticky vyhodnoceny a plochy piku byly korigovany
podle vztahu (4.1). Vysledné hodnoty korigovanych ploch jsou uvedeny v tabulce 4. Déle
byl sestrojen kalibra¢ni graf =zavislosti korigované plochy piku na koncentraci
tetrachlorozlatitanu v roztoku, ktery je zobrazen na obrazku 11. Jednotlivymi body
kalibratni zavislosti byla proloZzena regresni piimka a byl vypocitan koeficient
determinace. Rovnice regresni piimky spolecné s koeficientem determinace jsou uvedeny
na obrazku 11. Koeficient determinace ma hodnotu 0,9945, korigované plochy piku

tetrachlorozlatitanu zavisi linearn€ na jeho koncentraci v méteném rozsahu koncentraci.
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Tabulka 4: Korigované plochy pikil, smérodatna a relativni smérodatna odchylka méfeni

Koncentrace Korigované plochy 4. [mAu] Median SD RSD
[mol dm™] 1.mé&feni 2.m¢éfeni 3.méfeni [mAu] [mAu] [%]

8,00-10% 1,40-10° 1,70-10° 1,60-10° 1,60-10° 1,77-10* 11,06
2,00-10°  3,99-10° 4,12-10° 4,03-10° 4,03-10° 7,68-107 1,91

4,00- 1073 0,0123 0,0106 0,0104 0,0106 1,12-10° 10,57
6,00 - 107 0,0203 0,0163 0,0169 0,0169 2,36-102 13,96
8,00 - 107 0,0226 0,0268 0,0245 0,0245 2,48-10° 10,12
=) 3
<
£
N‘g 2,5 {
2
+ y =320,71x - 0,0018
1,5 R% =0,9945
0,5 .
0.
0
0 2 4 6 8

¢ - 10 K[AuCl,] [mol.dm™3]

Obrazek 11: Kalibracni graf - zavislost korigované plochy piku na koncentraci roztoku
tetrachlorozlatitanu draselného. Kalibra¢ni roztoky tetrachlorozlatitanu byly pfipravovany
s 20% podilem elektrolytu; pouzita kifemenna kapilara o celkové délce 80 cm (efektivni délce
71,6 cm) a pruméru 50 pm, davkovani vzorku tlakem 20 mbar po dobu 20 sec, detekéni vinova
délka 230 nm, separacni napéti -20 kV, vlozeny tlak 20 mbar, zakladni elektrolyt o slozeni
0,01 mol dm HCl a 0,04 mol dm™ NaCl.

4.5 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Pro urc¢eni LOD a LOQ byl z elektroferogramu odecten Sum zakladni linie, ktery €inil
0,16 mAU. Pro vypocet LOD a LOQ byly pouzity vztahy (3.1) a (3.2). Byl sestrojen graf
zavislosti vysky piku na koncentraci tetrachlorozlatitanu draselného v roztoku v rozsahu
8-107- 8:10"°> mol dm?, ktery je zobrazen na obrazku 12. Jednotlivymi body byla prolozena
regresni piimka a smérnice této piimky byla pouzita pro vypocet LOD a LOQ. Pro druhy
zpisob vypoctu LOD a LOQ byla pouzita smérnice kalibracni zavislosti korigované
plochy piku na koncentraci tetrachlorozlatitanu a chyba stfedni hodnoty z regresni

statistky této zavislosti. V tabulce 5 jsou shrnuty vypocitané hodnoty LOD a LOQ.
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Obrazek 12: Graf zavislosti vySky piku na koncentraci tetrachlorozlatitanu draselného
v roztoku. Roztoky tetrachlorozlatitanu byly pfipravovany s 20% podilem elektrolytu; pouzita
kifemenna kapilara o celkové délce 80 cm (efektivni délce 71,6 cm) a pruméru 50 pm; davkovani
vzorku tlakem 20 mbar po dobu 20 sec; detekcéni vinova délka 230 nm; vlozené separacni napéti
-20 kV; aplikovany tlak 20 mbar; zakladni elektrolyt o slozeni 0,01 mol dm= HCI a 0,04 mol dm™
NacCl.

Tabulka 5: Hodnoty LOD a LOQ vypoctené ze smérnice zavislosti vysky piku na
koncentraci tetrachlorozlatitanu a Sumu zdkladni linie a dale z chyby stfedni hodnoty
zavislosti korigované plochy piku na koncentraci tetrachlorozlatitanu a smérnice této

zavislosti.

LOD LOQ
[mAu] [mol dm™] [mol dm™]
Z Sumu 0,16 7,61 - 10 2,54-10°
Z chyby stiedni hodnoty 7,49 - 10° 2,49+ 107

cvwr

K[AuCls], kterA mohla byt jesté detekovéana, tedy 8:10° mol dm™. P# nadavkovani
roztoku tetrachlorozlatitanu draselného o koncentraci 6 -10° mol dm™, jiz nebyl pik

tetrachlorozlatitanu detekovan.
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5. Zaver

V této bakalafské praci byla optimalizovana elektroforetickd metoda pro analyzu
tetrachlorozlatitanu draselného. Bylo optimalizovéno slozeni zakladniho elektrolytu, jako
nejvhodnéjsi bylo zvoleno slozeni 0,01 mol dm™ HCI a 0,04 mol dm™ NaCl. Déle byl
optimalizovan podil zékladniho elektrolytu v rozpoustédle vzorku. Pik o nejvétsi intenzité
a se symetrickym tvarem byl naméfen v 10% az 30% zdkladnim elektrolytu jako
rozpoustédle vzorku, pro dalsi praci byl zvolen 20% zékladni elektrolyt jako rozpoustédlo
vzorku. Pfi optimalizaci detekéni vinové délky bylo proméfeno absorpcni spektrum
5:10° mol dm™ roztoku tetrachlorozlatitanu v 20% zakladnim elektrolytu a byla zvolena
vlnova délka 230 nm, ktera odpovidala absorpénimu maximu.

Opakovatelnost méfeni byla oveéfena deseti opakovanymi analyzami roztoku
tetrachlorozlatitanu o koncentraci 4:10° mol dm™ s 20% podilem zakladniho elektrolytu.

V casovém intervalu 14 dni byla sledovdna stabilita zasobniho roztoku standardu
tetrachlorozlatitanu ~ opakovanym  vyhodnocovanim  naméfenych  ploch  piku
tetrachlorozlatitanu. Pfipraveny zasobni roztok tetrachlorozlatitanu o koncentraci
1:10° mol dm™ skladovany v lednici pii 6-8 °C byl v ramci ¢asového intervalu 14 dni
stabilni.

Déle byla proméfena kalibracni zavislost a urena mez detekce a mez stanovitelnosti,
vypo¢itand hodnota LOD byla 7,49 - 10 mol dm™ a vypocitand hodnota LOQ byla
2,49 - 10” mol dm”.
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