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ABSTRAKT

Tato prace se zabyva semikvantitativnim stanovenim
polyvinylpyrrolidonu. V teoretické ¢asti se nachdzi stru¢na charakteristika
polyvinylpyrrolidonu a metod, jimiz byl polyvinylpyrrolidon stanovovan.
Prakticka cast bakalarské prace se zabyva nalezenim podminek pro separaci
a stanoveni polyvinylpyrrolidonu kapilarni zdénovou elektroforézou a
izotachoforézou. Byla pouzita také metoda absorpce zatfeni — molekulova

absorpéni spektrometrie.

Klicova slova: polyvinylpyrrolidon, PVP, stanoveni, kapilarni zdénova

elektroforéza, izotachoforéza.

ABSTRACT

This work deals with the semi-quantitative determination of
polyvinylpyrrolidone. The theoretical part is a brief characterization of
polyvinylpyrrolidone and the methods by which the polyvinyl determined.
The practical part of the thesis deals with finding conditions for the
separation and determination of polyvinylpyrrolidone capillary zone
electrophoresis and isotachophoresis. She also used the method of

absorption of radiation - Molecular absorption spectrophotometry.

Keywords: polyvinylpyrrolidone, PVP, determination, capillary zone

electrophoresis,isotachophoresis.
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UvVOD

Polyvinylpyrrolidon PVP (povidon, polyvidon, PNVP, E1201) ma
mnoho vlastnosti, které jsou zpusobeny jeho Sirokym rozmezim
molekulovych hmotnosti. Pouzivd se v mnoha odvétvich pramyslu. Od
chemického az po potravinatsky. Pfesny osud PVP neni dosud zcela znam.
Stanoveni lze realizovat napfiklad gelovou chromatografii nebo
spektrometricky s jodem, avs$ak toto stanoveni v nékterych ptipadech
selhavaji. Proto byla snaha nalézt podminky pro stanoveni PVP pomoci
izotachoforézy ¢i kapilarni zénové elektroforézy, coZ by mohlo vést ke

sledovani osudu PVP naptiklad na Cistirnach odpadnich vod.
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1 POLYVINYLPYRROLIDON

Polyvinylpyrrolidon zkracené PVP. Vyskytuje se také pod jinymi
nazvy napt. povidon, polyvidon, PNVP, E1201.

1.1 Obecny popis

PVP  (C¢H9NO), (Obr. 1), jehoz systematicky nazev je
poly 1-ethylen-2-pyrrolidon. Monomerem je N-vinyl-2-pyrrolidon, ktery
je toxicky predevSim pro vodni organismy. Polymeraci se PVP stava

netoxicky, takze neskodi vodnim organismim ani ¢lovéku samotnému. [1]

—[—EHg—tllH—}lT
N_ o

g

Obr. 1 Polyvinylpyrrolidon [2]

Z hlediska chemického jde o linearni uhlikaty fetézec, na ktery je
pfes terciarni amin navazan laktamovy péticlenny kruh. Na Obr. 2 je vidét
vznik polyvinylpyrrolidonu pomoci polymerace. Tato latka byla

patentovana v roce 1939 a byla vyuzita za 2. svétové valky jako nédhrazka

I
N

n
polyvinylpyrrolidone

krevni plazmy.

vinylpyrrolidone

Obr. 2 Vznik PVP [3]
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1.1.1 Vlastnosti

PVP je sypky, bily az nazloutle bily prasek s riznou velikosti ¢astic.
Jednotlivé vyrobky PVP maji rizny zdpach, ktery zavisi na zpisobu jejich
syntézy, a proto neni stejny pro vSechny druhy. Napf. PVP K-30 je citit
mirné¢ po amoniaku nebo aminu. Ma velmi dobré hydroskopické vlastnosti

a je amorfni. [4]

Univerzalnim rozpousStédlem pro tuto latku je voda, coz znamena, ZzZe
PVP je velmi dobfe rozpustny v hydrofilnich rozpousStédlech. Také
v rozpousStédlech organickych jako jsou alkoholy, aminy, amidy a
laktamy. Dobife rozpustny je 1 v rozpousStédlech hydrofobnich. Naopak
PVP je nerozpustny v esterech, etherech a ketonech. Ma dobrou schopnost
vytvafet slouceniny s anorganickymi 1 organickymi solemi a raznymi
barvivy. [4]

PVP nabyva molekulové hmotnosti v rozmezi 2 500 - 25 000 000
g'mol™*. Molekulova hmotnost je ddna podminkami polymerace a pro lepsi
orientaci byl zaveden specificky kod charakterizujici rozmezi molekulové

hmotnosti daného PVP. Specificky kod oznacCujici se pismenem K, jako

Kopollidon a pfislusnym ¢islem napi. K15, K30, K70 atd. [5]

Tab. | Rozmezi molekulové hmotnosti jednotlivych specifickych kodii [6]

Vzhled Rozmezi molekulové hmotnosti
(pti 25°C) (méfeno v LALLYS)
PV/P K-15 Svétle Zluty vodny roztok 6000 - 15 000
Témér bily, amorfni prasek
PV/P K-30 Bezbarvy az svétle Zluty vodny roztok 40 000 - 80 000

Témét bily, amorfni prasek
PVP K-60 Zluty vodny roztok 240 000 - 450 000
Nazloutly visk6zni, vodny roztok

PVP K-90 900 000 - 1 500 000

Témét bily, amorfni prasek

Bezbarvy az Zluty vodny roztok

PVP K-120 2 000 000 - 3 000 000

Témét bily, amorfni prasek

Bylo vénovano mnoho studii, zabyvajicich se stanovenim molekulové

hmotnosti PVP. Nizkomolekularni polymery maji izkou distribuc¢ni kfivku
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oproti slouc¢enindm s vysokou molekulovou hmotnosti. Techniky pro
méfeni molekulové hmotnosti u raznych produktd PVP jsou zalozeny na
méfeni sedimentaci, rozptylu svétla a predevSim vyuziti chromatografie

pro stanoveni absolutni molekulové hmotnosti. [6]

Tato latka je biologicky rezistentni. Aby byla schopna degradovat,
musi byt upravena. Produkty degradace jsou pfevazné NO a NO;. K témto
procesim vSak nedochazi samovolné, proto diky tomu dochazi k ukladani

ve vodach a pudach. [4]

1.2 Vyroba

Polyvinylpyrrolidon je vyroben polymeraci z N-vinylpyrrolidonu ve
vodném prostiedi s pouzitim peroxidu vodiku jako inicidtoru, coZ miZeme
vidét ve schématu na Obr. 3. Vznikly PVP, o velmi malé molekulové
hmotnosti, je rozpustny ve vodé. PVP lze také pfipravit polymeraci
volného radikalu v organickych rozpoustédlech, napfiklad
2-methylpropanol. Tato technologie se pfevazné pouziva pii vyrobé

nizkomolekularniho PVP pro injek¢ni roztoky. [4]

(w Sl

Temperatura ||

HO; ——— HO-+-OH HO. +C=C —* HI:I—IIZ—El
HH H H
Sl e il a
HO-C-C- +n c=||: — HO -||:-|: C-C
I I I
H H H H HH JHH
H:‘; H:; o H“‘*; H:‘; o H:; H r \
| | || | | | T
HO{-C-C C-C-+0H— HO4-C-C C-C-OH4—» HO-C-C C-C=0 + |
| | | \ | || Foo
H H HH H H H H \ H H H H !
n n n

Obr. 3 Polymerace PVP ve vodném prostredi [4]
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1.3 Pouziti

PVP ma velmi hojné pouziti témef ve vSech primyslovych odvétvich.
Mezi nejvyznamnéjSi patii primysl potravinaisky, zde pusobi PVP jako

stabilizator a také je velmi ¢asto vyuzivan v prumyslu farmaceutickém.

1.3.1 Potravinaisky pramysl

Zde pusobi PVP jako aditivum do potravin tzv. stabilizator, ktery ma
oznacCeni E1201 (ptfidatna latka). Mé& velmi dobré stabiliza¢ni a emulgacni
schopnosti, diky kterym umozZiuje vytvofeni tenkého filmu na povrchu
[7]. Vyuziva se pro ¢ifeni bilého vina, navazdnim na oxid kfemicity a také
vV pivovarnictvi, jako pomocna latka v membrandch pro filtraci [8].

V cukratskych vyrobach jako stabilizator barev v cukrovych polevach [9].

1.3.2 Farmaceuticky primysl

Ve farmacii se PVP pouziva jako pojivo v mnoha Ié¢ivych ptfipravcich
vyrabénych ve formé tablet [4]. Dale se poziva pfi vyrobé membran pro
dialyzu (membréany obsahujici PVP jsou vice propustné¢). Tyto membrany
jsou slucitelné s krvi, rozpusténim PVP je zabranéno ptitomnosti jinych
latek, jako je napt. PVC [10]. Pouzivd se také do roztokl pro ulozeni

kontaktnich ¢ocek a pro oSetifeni o¢i ve formé kapek [9].

S jodem tvoii PVP komplex, nazyvany jodovany povidon, zejména
kvlali jeho wvynikajicim dezinfekénim vlastnostem. Ten se vyuziva
v nékterych vyrobcich napt. v tekutych mydlech. Nejsou zndmy druhy
bakterii, které jsou vici jodovanému povidonu odolné. Tento kompleXx
nezapachd, nebarvi a nedrdzdi kazi. U kojencl je vyuzivadn pfi 1écbé
zanétu spojivek. [11, 12]

PVP slouzi také jako dispergacni prostfedek pro nékteré kapalné

ptipravky, jako stabilizator enzymi a vitamini. [9]

1.3.3 Chemicky pramysl

PVP mé vyuziti pfedevs§im pro rizné druhy polymeraci jako emulgator

nebo jako ochranny koloid, ale také se muze vyskytovat jako jeden
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Z monomeru a vytvafet tak kopolymery se Sirokym rozmezim zajimavych

technologickych vlastnosti.

Alkylované PVP, vyrabéné kopolymeraci z PVP, které se dale
vyuzivaji jako emulgator nebo dispergator, ale také jako soucast
dfevo-natéri odolavajicich vodé. PVP/polystyrenovy latex, latka
pfidavana do ¢isticich prostiedkt nebo do natéru.
PVP/alkylaminometakrylat, vyuziti v digitdlnim a inkoustovém tisku jako
barevné receptor. Vyrobou dalSich kopolymert vyuzZzivanych jako pomocné

latky nebo soucast vlasovych gelu.

PVP se ptfi chemickych reakcich vyuziva jako stabilizator suspenzi.
Pti chemickych stanovenich je soucasti pufru pro izolaci bilkovin
z malych frakci obili. Dale pfi kapildrni zdénoveé elektroforéze

anorganickych aniontl, kde je vyuzit jako nosi¢ elektrolytu. [12]

1.3.4 Technicky primysl

PVP se vyuziva na vyrobu lepidel, lepicich tyc¢inek s velmi dobrou
pfilnavosti a jako vysokotavitelné lepidlo. Rovnéz se vyuziva jako
specialni aditivum pro baterie, keramiku a sklolaminat. V tenkém nanosu

tvofi fotocitlivou vrstvu pro katodové trubice a vyuziva se také v kalicich

laznich. [8]

1.3.5 Zemédélstvi

V zemédélském primyslu se PVP vyuzivd k vyrobé granuli a tablet.
PtedevSim se vyuzivd jako ochranny povlak pted prlinikem plisni a hub
dovnitt granuli a tablet a chrani je pfed okolnimi vlivy.

Slouzi také jako potahova latka hnojiv a semen. U rostlin slouzi jako

ochranné slozka, ktera zvySuje pfilnavost U€innych latek a umoZznuje tyto

latky stabilizovat. [10]

1.3.6 Spotrebni a kosmeticky primysl

Velké vyuziti mél PVP ve vlasové kosmetice, kde byl pivodni slozkou
lak, vyuzival se i ve vlasovych Sampoénech a kondicionérech, byl

pfisadou také vlasovych geli. Dnes ma velmi omezené vyuziti.
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PVP byvad obsazen v pénadch do koupele, v zubnich pastdch nebo
v zubnich bélicich gelech. Ptfiddvd se také do krémt piedevSim do
pletovych, opalovacich nebo depilacnich. Zde je jeho funkci predevSim

usnadnéni roztirani. [13]

PVP mé4 hojné vyuziti v pracich a mycich prostfedcich. V pracich
prostfedcich se nachazi ve formé& kapalné 1 praskové a konkrétni vyuziti
ma nejen jako praSek na prani, ale také jako tablety, které se vkladaji
pfimo do bubni pracek, rtizné avivaze a kapalné prostiedky slouzici
k prani. Slouzi také jako stabilizator barev na pranych odévech, kde
vytvari tenky film pro ochranu barev a vlaken. V mycich prostfedcich je
PVP vyuzit k ruénimu 1 automatickému myti. M& schopnost tvofit
komplexy a tim na sebe vazat Spinu a odstranovat ji z materidlu. Také se

pouziva jako dilezité ¢inidlo pro Gpravu viskozity vody. [6]

1.4 Toxicita

U PVP byl testovan biologicky a biochemicky dopad na organismus,
pii némz byl PVP podédn intravendéznim nebo intraperitonealnim
zpusobem. Nebyl prokédzan prichod pies zazivaci trakt a ukladdani
vV organismu. Pfi podani PVP intraven6zné se projevilo ukladani do
miznich uzlin. Prichodnost PVP organismem je velmi ovlivnéna jeho
molekulovou hmotnosti. Pfi akumulaci pevného materialu do zazivaciho

traktu mize mit za nasledek zhutnéni. [13]

Podénim PVP do téla pomoci injekci byly u ¢lovéka po delsi dobé
objeveny vyrazky. Také pfi kontaktu s okem mize zapfi¢init velmi mirné
abrazivni poSkozeni. Jednd se o pfechodné zarudnuti spojivek S

charakteristickym ohrani¢enim. [8]

PVP nevyvolava pti kratkodobém styku s kdzi nepfiznivé Gcinky na
zdravi ani viditelné podrazdéni. Ptesto se z hygienickych divodi u
manipulace s PVP vyzaduje pouziti rukavic a maximalni opatrnost. I
pfesto pii delSim kontaktu PVP s kGzi mize u nékterych osob vyvolat

dermatitidu nebo rozsahlé podrazdéni kuze. V ptipadé otevienych ran,
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odfenin nebo v ptipadé velké citlivosti kize by méla byt manipulace
S timto materidlem velmi omezena. Pfi vstupu materidlu do krve diky

W

odfeniné nebo fezné rané¢ muze mit Skodlivé ucinky. [13, 8]

Vdechnuti muze zpuUsobovat nepfiznivé zdravotni ucinky nebo
podrazdéni dychacich cest. Tyto ucinky byly prokdzany pouze u zvitat.
Bylo prokazéano, Ze PVP nepfispivd k poSkozeni plicnich cév, pouze u
osob se sniZzenou respiraci, onemocnénim dychacich cest, chronickou
bronchitidou a rozedmou plic, mize pfi vdechovani nadmérné koncentrace
c¢astic PVP vznikat dal§i postizeni. V ptfipadé¢ dlouhodobého vystaveni
vysokym koncentracim prachu vyvolavd zmény v plicnich funkcich, jako

napfiklad pneumokonioza. [13]

Bylo vyvrdceno, ze by materidl zplUsoboval chronické mutace
a rakovinu. U PVP nebyly prokazany karcinogenni ucinky. AvSak studie
prokazaly, ze dlouhodobym uZzivanim raznymi zpuasoby by mohlo dojit
k ukladani do organismu, zavisi vSak na mnozstvi piijatého PVP. U PVP
vyuzivaného v potravinaiském primyslu nebyly prokdzany zadné vlivy na
organismus, pouze upozornéni na fFidnuti stolice az prajmy. Opct

v zavislosti na pfijatém mnozstvi. [13, 8]
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2 METODY STANOVENI POLYVINYLPYRROLIDONU

2.1 Kapilarni zonova elektroforéza

2.1.1 Princip metody

Jednd se o separaéni metodu, kterd je zaloZena na migraci iontd
vV kapaliné mezi dvéma elektrodami o vysokém napéti. Kapilarni zénova
v celé kapilafe konstantni elektrické pole. Zony s riznymi konstantnimi
rychlostmi jsou oddéleny elektrolytem a odezva detektoru na konci

kapilary ma charakteristicky profil piku. [14]

2.1.2 Vyuziti metody

CZE mé konkrétni vyuziti u stanoveni organickych kyselin, analyzy
aminokyselin a bilkovin (napf. kasient), stanoveni anorganickych ionti,

barviv, ochucovadel, konzervanta, vitamint a nahradnich sladidel. [15]

V soucasné dob¢, je tato metoda Siroce vyuzivdna v oddéleni lékaiské
chemie a biochemie, pro stanoveni biologicky aktivnich latek v realnych
vzorcich. Rozsahlé studie byly provedeny pii stanoveni v moc¢i u obéznich

pacientl a pacientt s traumaty. [16]

2.2 Kapilarni elektroforéza

2.2.1 Princip metody

Kapilarni elektroforéza je separa¢ni metoda, kterd se provadi jako
volna elektroforéza bez nosice v tenké kapilate. Tato kapilara je
zhotovena z tenkého kifemene. Smér pohybu v kapilafe wurcéuje
elektroosmoticky tok. Separace se provaddi v neutrdlnim az alkalickém
prostfedi pufru, ktery nese kladny naboj, a separovand latka, kterd se

deprotonizuje na vnitini strané kapilary, nese naboj zaporny.

K detekci se pouzivaji fotometrické nebo fluorescencni detektory,

zalozené na sledovani absorpce ultrafialového =zafeni. Vysledkem je
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elektroforeogram, zaznam zavislosti absorbance na ¢ase, ktery je tvofen
piky. [17] Casto se pouzivaji bezkontaktni vodivostni detektory nebo lze

pouzit i hmotnostni detektory.

2.2.2 VyuZiti metody

Vyuzivd se v metabolomice, konkrétné¢ ve stanoveni hladiny
metabolitu v daném organismu za daného metabolického stavu. V analyze
potravin, Vv genetickém zkoumani, u Dbiologicky aktivnich latek,

V klinickych vyzkumech a mnoha dalSich.

2.3 1Izotachoforéza

2.3.1 Princip metody

U této separani metody je vzorek vnaSen mezi dva elektrolyty
vedouci (leading) a zakoncCujici (terminator). Separované ionty musi mit
pohyblivost (mobilitu) mensi jak vedouci elektrolyt a vétsi jak elektrolyt
zakoncujici. V jednom méfeni mohou byt separovany bud kationty, nebo
anionty. [18] Mobility lze ovlivnit disociaci (volbou pH vedouciho
elektrolytu), ptipadné komplexaci (pfidanim komplexotvorné latky do

leadingu ve funkci koprotionu).

2.3.2 VyuZiti metody

ITP se vyuzivd pro analyzy aniontd nebo kationtll ve vodnych popf.
alkoholickych roztocich. Pro rozbory vod, biologickych materiali, farma-
ceutickych ptipravkl, potravin a pesticidi. Déle se vyuzivd ke studiu
komplexnich slouc¢enin, stanoveni elektroforetickych mobilit a stanoveni
rovnovaznych konstant. [19] ITP se velice ¢asto kombinuje s CZE, kdy
Vv prvnim kroku dochazi k zakoncentrovani analytu a jen sledovana ¢ast je

dale podrobena CZE analyze.
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2.4 Molekulova absorp¢ni spektrometrie

2.4.1 Princip metody

Molekulova absorpéni spektrometrie je zaloZena na méfeni absorpce
elektromagnetického zatfeni, ke které dochazi pfi interakci zafeni
specifické vinové délky s elektronovym obalem molekul métené latky. Pti
absorpci zafeni ve viditelné oblasti dochazi k pfechodim mezi orbitaly © a
n*, u komplexl ® donoru na n* akceptoru. Podstatou energie fotonl jsou
elektronové piechody mezi energetickymi hladinami a elektronovymi

obaly.

2.5 Metoda stanoveni PVP pomoci Azobarviva

Jedinou praci zminujici se o separaci komplexu azobarviv
s polyvinylpyrrolidonem je prace M. Beneito-Cambry a kol. [20]
z univerzity ve Valencii z roku 2009, ktefi pouzili pro separaci kapilarni
eletroforézu. Komplexy polyvinylpyrrolidonu se odlucuji do kinetiky
prvniho ftadu a poskytuji dva piky. Zbyvajici polyvinylpyrrolidonové
komplexy byly v rovnovazné koncentraci S volnym barvivem, které byly
vV exponencialni oblasti kvuli barvivu osvobozené¢ho z komplexu béhem
elektroforetického bé&hu. Jako azobarviva byly pouzity: Kongo cCerven a
kyseld modi 113, pro ziskani formaci o maximéalni stechiometrii

a prumérné stabilité polyvinylpyrrolidonového komplexu. [20]

Tento postup také predpovida primérnou molekulovou hmotnost
polyvinylpyrrolidonu. Stanovuje polyvinylpyrrolidon v Cisticich
prostfedcich a farmaceutickych pfipravcich. Pfi pouziti vhodnych sond je
postup také uzitec¢ny Ke zjisténi syntetickych nebo pfirodnich neiontovych

polymert a ke studovani interakce polymer-sonda. [20]
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3 CILPRACE

Cilem této bakalarské prace bylo zjistit, zda by bylo mozné separovat
komplex azobarviva s polyvinylpyrrolidonem, nebo volné zbytkové
azobarvivo, metodou kapilarni zénové elektroforézy, kde na rozdil od
kapilarni elektroforézy neni elektroosmoticky tok, ktery umozZiuje migraci
i latek bez naboje. Pokud se toto podafi a komplexy budou dostatec¢né
robustni a mobilni, bude cilem nalézt podminky pro semikvantitativni, ¢i
kKvantitativni stanoveni polyvinylpyrrolidonu metodou kapilarni zénové

elektroforézy.
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II. PRAKTICKA CAST
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4 POUZITE PRISTROJE, CHEMIKALIE

4.1 Pristroje a zarizeni

Elektroforeticky analyzator EA 100 s kolonou o vnitfnim praméru
0,3 mm a délky 160 mm, s davkovacim keramickym kohoutem o objemu
cca 200 nl, s vodivostni kontaktni detekci. Villa Labeco, SpiSska Nova
Ves, Slovensko.

Obr. 4: Elektroforeticky analyzator EA 100

Analytické laboratorni vahy R 180 D, Sartorius, GMBH Gottingen,

Némecko.

Spektrometr HELIOS €, Thermo, USA
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Elektroforeticky analyzdtor EA 202 A se spojenymi kolonami
0 vnitfnim priméru 0,8 mm a délky 160 mm, respektive 0,3 mm a délky
160 mm, s davkovacim kohoutem cca 30 pul, s vodivostni kontaktni detek-

ci, s podavacem vzorki. Villa Labeco, SpiSska Nova Ves, Slovensko.

Ptistroj uréeny k automatickému meéfeni metodami ITP, ITP-ITP re-
spektive ITP-CZE. Ptistroj je slozeny ze Ctyf Casti: automatickym davko-
vacem, separacni jednotkou, elektrolytovou jednotkou a persondlnim poci-

tacem s fidicim a vyhodnocovacim programem. [21]

—— —  Elektrolytova

 jednotka

Obr. 5 Elektroforeticky analyzator EA 202 A

4.2 Chemikalie

Kyselina morfolinetan sulfonova, MES p.a. CeH13NO4S
Mr = 195,2378 g.mol™*
Fluka AG, Buchs, Svycarsko.

Cisténa krystalizaci z vodné-alkoholického roztoku.
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Tris(hydroxymethyl)aminomethan, TRIS p.a. C4H11NO3
Mr = 121,14 g.mol™
Fluka AG, Buchs, Svycarsko.

Specialné ¢istény (z teplého vodného roztoku srazeno ethanolem pii nizké

teploté).

Histidin, HIS, pa.aCgHoN3O,
Mr = 155,1547 g.mol™*
Fluka AG, Buchs, gvycarsko.

Specialné ¢istény (z teplého vodného roztoku srdzeno ethanolem pfi nizké

teplot¢).

Kyselina chlorovodikova p.a., HCI
Mr = 36,4606 g.mol™*

Lachema Neratovice, CR.

Izotermalné destilovana.

Hydroxyethylceluléosa, HEC

1% vodny roztok.
Fluka AG, Buchs, SV}'Icarsko.

Roztok ¢iStén smésnym ionexem.

Kyselina jantarova, SA, p.a C4HsO4
Mr = 118,088 g.mol™*
Lachema Neratovice, CR

Cisténa krystalizaci z vodného roztoku

Kyselina galova, GA C7HgOs
M = 170,1195 g.mol™*

Plvod nezndmy

Kyselina adipovd, AA, p.a. CeH1004
Mr = 146,1412 g.mol™*

Lachema Neratovice, CR.

Cisténa krystalizaci z vodného roztoku.
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Chlorid sodnvy p.a.. NaCl
Mr = 58,4425 g.mol™*

Lachema Neratovice, CR.

Methylhydroxyethylcelulosa, MHEC pro ITP

1% vodny roztok
Villa Labeco, SpiSska Nova Ves, SR.

Polyvinylpyrrolidon, PVP, K15
Fluka AG, Buchs, gvycarsko.

Mr = 696,7 g.mol™, indikator

Pivod nezndmy

Beryllon 11, B 11 p.a.. CyoH10N;Na,0;s
Mr = 738,52 g.mol™

Lachema Neratovice, CR

Redestilovana voda

Destilovanad voda rektifikovana s manganistanem draselnym a kyselinou

sirovou.

Ethanol pro UV spektroskopii

Lachema Neratovice, CR.

4.3 Roztoky a jejich priprava

Roztok GA: 1-10~° mol-1?

8,50 mg kyseliny galové bylo rozpusténo v 50 ml destilované vody.

Roztok MES: 1:10°2 mol-1*?

10,61 mg kyseliny morfolinethan sulfonové bylo rozpusténo v 50 ml

destilované vody.
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Roztok PVP: cca 1-10°2 mol-1"* (vyjadieno jako mer)

Bylo navdzeno 11,11 mg PVP K15. Navazené mnozstvi bylo zalito asi
50 ml redestilované vody a ponechano nabobtnat. Poté pomoci michani a
sonifikace byl PVP rozpustén a kvantitativné¢ pfeveden do odmérné banky
0 objemu 100 ml. Obsah byl dikladné¢ promichan a podroben nékolika

minutové sonifikaci.

Roztok KC:cca1:10°% mol 1t

Bylo rozpusténo 34,56 mg Kongo cervené, pievedeno do 50 ml

odmérné banky, kterd byla po rysku doplnéna destilovanou vodou.

Roztok Bll.:cca1:10°° mol-1?

Bylo rozpusténo 37,13 mg Beryllonu II., pfevedeno do 50 ml odmérné

banky, ktera byla po rysku doplnéna destilovanou vodou.

Nosny elektrolyt A: 7 mmol-1* SA+ 21 mmol- 1" HIS + 0,2% MHEC

Nosny elektrolyt obsahujici 325,82 mg histidinu a 82,66 mg kyseliny
jantarové byl rozpustén v 50ml redestilované vody. K rozpusténym latkdm
bylo pfidano 20 ml 1% roztoku hydroxymethylcelulézy. Po promichani
bylo vSe pfevedeno do 100 ml odmérné banky a doplnéno redestilovanou

vodou po rysku. Vznikly elektrolyt byl kratce sonifikovan.

Nosny elektrolyt B: 7 mmol-1"* SA + 28 mmol- 1 HIS + 0,2% MHEC

Elektrolyt obsahoval 109,00 mg histidinu a 20,67 mg kyseliny
jantarové, navdzené mnozstvi bylo rozpusténo v 10 ml redestilované vody,
bylo pfidano 5 ml 1% MHEC. Po dikladném promichani bylo vse
pfevedeno do 25 ml odmérné banky a doplnéno po rysku redestilovanou

vodou. Opét byla provedena kratka sonifikace.

Nosny elektrolyt C: 7 mmol-1"* GA + 28 mmol-1"* HIS + 0,2% MHEC

Elektrolyt vznikly navazenim 43,44 mg histidinu a 25,58 mg kyseliny
adipové byl rozpustén v 10 ml redestilované vody s pfidavkem 5 ml
1% MHEC. Rozpusténé a promichané latky byly ptfevedeny do 25 ml
odmérné banky, doplnény po rysku redestilovanou vodou. Byla provedena

sonifikace. pH = 4,9.
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Nosny elektrolyt D: 7 mmol-1! GA + 28 mmol- 1t HIS + 0,2% MHEC

108,00 mg histidinu a 51,50 mg kyseliny adipové bylo rozpus§téno ve
20 ml redestilované vody s ptfidavkem 10 ml 1% MHEC. Roztok byl
pfeveden do odmérné banky o objemu 50 ml a doplnén po rysku

redestilovanou vodou a sonifikovan. pH = 5,25.

Nosny elektrolyt E: 7 mmol-1"* MES + 14 mmol-1"* HIS + 0,2% MHEC

Elektrolyt byl pfipraven navazenim 21,72 mg HIS a 25,58 mg
kyseliny morfolinethan sulfonové a rozpusténim v 10 ml redestilované
vody. Bylo pfidano 5 ml 1% MHEC a roztok byl pfeveden do odmérné
banky o objemu 25 ml, doplnén po rysku redestilovanou vodou a kratce

sonifikovan. pH = 4,73.

Nosny elektrolyt F: 7 mmol:1! SA + 14 mmol-1* HIS + 0,2% MHEC

86,88 mg histidinu a 41,34 mg kyseliny jantarové bylo rozpustén asi
v 10 ml redestilované vody. Poté bylo pfidano 10 ml 1% roztoku MHEC.
Promichané mnozZstvi bylo kvantitativné prevedeno do odmérné banky
o0 objemu 50 ml a doplnéno redestilovanou vodou po rysku. Opét byla

provedena kratka sonifikace.

Vedouci elektrolyt Le: 1:102 mol:I'* HCI + 0,2 % HEC + HIS do pH = 6,0

Navazka 0,7858 g histidinu byla rozpus$téna v cca 100 ml
redestilované vody, rozpusténi bylo urychleno sonifikaci. Bylo pfidano
25 ml izotermalng& destilované HCl o koncentraci 1-10" mol-1?, poté
50 ml 1% roztoku HEC, smichané mnozstvi bylo pfevedeno do odmérné
baniky o objemu 250 ml a po rysku doplnéno redestilovanou vodou. Byla

provedena 10 az 20 sekundové sonifikace.

Zakondujici elektrolyt Te: 5-10™° mol-1* MES + TRIS do pH =~ 6,0 - 6,2

V cca 100 ml redestilované vody bylo rozpusténo asi 150 mg TRISu,
(rozpusténi bylo urychleno sonifikaci). Poté bylo ptfiddno 244,05 mg
MESu, smichané mnozstvi bylo pfevedeno do odmérné banky o objemu
250 ml a po rysku doplnéno redestilovanou vodou. Provedena 10 az 20

sekundova sonifikace.
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5 POPIS ZPRACOVANI PRI MERENI

5.1 Molekulova absorp¢ni spektrometrie

M¢éfeni absorbance v zavislosti na vinové délce bylo realizovano
v rozmezi vinovych délek 325 — 700 nm. M¢éfeny byly smési PVP
(1,68-10° mmol-1"") + Beryllon IT (1,21-10° mmol-1"') v poméru 0:6
az 5:1 (Tab. Il) a smé&si PVP + Kongo &erveni (1,10-10°® mmol-1'!) v
poméru 0:6 az 5:1 (Tab. I11).

5.2 Kapilarni zonova elektroforéza

Analyzy kapildrni zénovou elektroforézou byly provddény s hnacimi
proudy od 20 pA do 90 nA s dobou analyzy 800 az 3 000s. Byly
odzkouSeny ruzné nosné elektrolyty s kyselinou jantarovou, kyselinou
adipovou a s kyselinou morfolinethan sulfonovou (nosny elektrolyt A az
nosny elektrolyt F). Jejich koncentrace byly 7 mmol.lI"*. Nosny elektrolyt
byl ve vSech pfipadech pufrovan piidavkem histidinu a vzdy byla

pifidavana methylhydroxyethylcelulosa na potlaceni osmotického toku.

Byly analyzovany modelové vzorky Beryllonu II a Kongo ¢ervené
bez, respektive s polyvinylpyrrolidonem. Byl odzkouSen i vzorek kyseliny

galové a vzorek chloridu.

5.3 1Izotachoforéza

[zotachoforeticky byly analyzovany modelové vzorky Kongo cervené
a Berrylonu Il a to jak s polyvinylpyrrolidonem, tak bez né&j. Koncentrace
viech analytd byla cca 1:10™ mol-1'. Operaéni systém: pramér kolony
0,8 mm; délka kolony 160 mm; kontaktni vodivostni detektor; hnaci proud
300 pA; vedouci elektrolyt obsahoval histidin-histidinium chlorid
(koncentrace chloridt 1:1072 mol-1™") s hydroxyethycelulosou na potlaceni
osmotického toku; zakon&ujici elektrolyt 5-10° mol-1' kyselina
morfolinethan sulfonova, s ptfidavkem trishydroxymethylaminomethanem

pro zvySeni pH. Celkova doba méfeni byla 330 s.
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6 VYSLEDKY A DISKUZE

Méfenim ve viditelné oblasti bylo zjiSténo, zZe u obou vzorku, jak
u Beryllonu Il (Tab. Il, Obr. 6), tak u Kongo ¢ervené (Tab. Ill, Obr. 7),
dochadzelo v ptitomnosti PVP k posunu vlinové délky maxim, coz by
naznacovalo, ze PVP davd komplex nejen s Kongo cerveni, ale

i s Beryllonem II. Proto bylo pfistoupeno k izotachoforetickym analyzam.

Tab. Il Priprava smési PVP + Beryllon II.

Vzorek ¢islo 1,676 mmol.I'L PVP [ml] 1,207 mmol-1"* Beryllon II. [ml]
1 0 6
2 0,2 58
3 0,6 5,4
4 1 5
5 2 4
6 3 3
7 4 2
8 5 1
A — wdadsp

400 500 i) T

i

Obr. 6 Zaznam krivek Beryllonu |l a smési 1 ml Beryllon Il + 5 ml PVP
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Tab. Il Priprava smési PVP + Kongo cerven

Vzorek ¢islo 1,676 mmol.I"* PVP [ml] 1,097 mmol-1"! Kongo &erveti [ml]
1 0 6
2 0,2 58
3 0,6 5,4
4 1 5
5 2 4
6 3 3
7 4 2
8 5 1

nm

Obr. 7 Zaznam krivek Kongo cervené a smési 1 ml Kongo cervenn + 5 ml PVP

[zotachoforetickou analyzou s vedoucim elektrolytem
histidin/histidinium chloridem pti pH = 6 bylo zjisténo, Ze Kongo cerven
méa mensi efektivni mobilitu jak termindtor (MES) a tudiz neni vidét
pfislusnda zéna na zdznamu Obr. 8. Pokud byl analyzovan vzorek Kongo
cervené¢ s PVP, nebyla taktéz zaznamenana zéna mezi vedoucim
a zakoncujicim elektrolytem. Za zo6nou terminatoru je vSak vidét pik,
ktery by mohl odpovidat necistoté v PVP s mobilitou jen o néco niz§i nez

je mobilita termindtoru.
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== Rozhrani " K ongo dervei-PVP = Kongo Cerved

Obr. 8 Zdznam krivek izotachoforetického stanoveni pomoci Kongo cervené

V ptipadé analyzy s Beryllonem II tvofi Beryllon svou vlastni zdnu.

Je-1i ve vzorku pfitomen i PVP, méla by vzrist hodnota Rsy vlivem tvorby

mobilniho komplexu, nebo by se meéla zkratit zona Beryllonu vlivem

tvorby pevného nemobilniho komplexu. Ani jeden tento pfipad nenastal,

jak je vidét z Obr. 9. Pokud Beryllon tvofi komplex s PVP, je tento

komplex nestabilni a rozpada se pii pH>6. Proto byla dal$i méfeni

kapilarni zonovou elektroforézou realizovana pii niz§im pH nosného

elektrolytu.

14 : :ﬁ.'\F.'.\T“ﬁ__

- i /JlJ

e .0 2100

mm Beryllon I1

B0 ifna 18na

Tiniet |51

= R ozhrani B Beryllon [I-PVE

Obr. 9Zaznam krivek izotachoforetického stanoveni pomoci Beryllon I1




UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 35

Pti analyzach kapilarni zénovou elektroforézou byly odzkouSeny
razné nosné elektrolyty a to jak s kyselinou jantarovou ¢i adipovou, tak
s kyselinou morfolinethan sulfonovou (ma mensi vodivost a tudiz
efektivnéj$i vyuziti separaéniho naboje). Pokud bylo pouzito chemikalii
Cistoty p.a. bez precisténi byly prakticky vSechny zdznamy rozkmitané a
na zavér doSlo k havarii detektoru. Proto bylo dale pracovano
s precisténymi chemikaliemi a s novym detektorem (pouhd vyména bez
optimalizace). Byly odzkouSeny razné hnaci proudy (20 az 90 pA)
s dobou analyz az 3 000 s. Pro tyto proudy s nosnym elektrolytem F byla
zhotovena zavislost t=f(1/1), Obr. 10.

500 ¢ y = 13374x - 14,359
R*=0,9999

400 t

t [s]

200

0 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05 0.06
I A

Obr. 10 Zavislost ¢asu vrcholu piku na hnacim proudu I

ProtoZe rychlost pohybu iontu pfi elektroforéze je déna soucinem
pohyblivosti a potencialu, lze psat: v=L/t = m'E == m'R'I. JelikoZz odpor
kolony je Vv podstaté béhem separace konstantni, pak plati zZe:
t = L/R-1/m)-1/I. Vyneseme-li tedy ¢as oproti reciproké hodnoté hnaciho
proudu, obdrzime pfimku se smérnici L/(R'm). Jak je vidét z Obr. 10 ma
zavislost korela¢ni koeficient 0,9999 a mulzeme fici, Ze vygenerované
Joulovo teplo (R°1?) nezkresluje elektroforeticky zdznam a Ze hnaci proud

je dobte stabilizovany. Tedy vSechny problémy, které se objevuji nelze



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 36

ptficist Spatné funkcnosti pfistroje. Rovnéz 1ze odhadnout, Ze pfi pouzitém
proudu 80 yA bude pik Beryllonu vidét ptfi case vétSim jak 280 s, pik
Kongo cervené pfi case vétsSim jak 600 s v zavislosti na velikosti

disociac¢nich konstant.

866 Mol

Cl

fralt) sec
1.00 28.16 55.33 8z.49 109 65 13682 163 98 191.15 218.31 245 .47 27264

Obr. 11 Zdaznam separace chloridii pri proudu 80 pA

Na Obr. 12 by mohl piisluset kladny pik Beryllonu Il. Na horni
kfivce je vidét menSi plocha Beryllonu Il v pfitomnosti PVP. Pii
opakované analyze vSak toto nebylo potvrzeno. Zaznam obsahuje nékolik
dalsich pika, které by se zde nemcli vyskytovat. Ziejmé& by bylo tfeba
vSechny chemikalie jeSté dikladnéji precistit.

V piipadé Kongo cervené (Obr. 13) by se snad mohlo jednat o tfeti
pik zprava (¢as vrcholu piku cca 650 s), ktery v pfitomnosti PVP nebyl
zaznamenan, ale objevil se zde jiny pik s krat$im ¢asem (580 s) a s delsim
casem (680 s). Pravdépodobné se jednd o necistotu z komercniho PVP,
kKtery nebyl nijak specialné ¢istén. V piipadé Kongo Cervené byly jesté
zaznamendany dva piky s ¢asy 860 s a 910 s, které ve smési nebyly rovnéz

detekovany.
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8809 ‘vt

aTer

8765

a7

2609

BETY

8655

8633

2611

8588

B 1 ml Beryllon Il + 1 ml PVP
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see

1.00

101.00

201.00

301.00

401.00 501.00 601.00 T01.00 801.00 a01.00 1001.00

Obr. 12 Zdaznam separace Beryllonu Il a smési 1 ml Beryllonu Il + 1 ml PVP pri proudu

80 uA

2.827 Mokt

813

&.500

8786

8773

arse |l

il

8732

arig

8.705

8.691

B | ml Kongo cerven + 1 ml PVP

Bl Kongo Cerven

ECE

1.00

101.00

201.00

301.00

401.00 501.00 601.00 T01.00 201.00 a01.00 1001.00

Obr. 13 Zaznam separace Kongo cervené a smési 1 ml Kongo cervené + 1 ml PVP pri

proudu 80 uA
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V zéavéru byla odzkousSena analyza s kyselinou galovou (technicky produkt
neznamého ptvodu bez ¢isténi), kterd by mohla dle literdrnich udajl tvofit
komplex s PVP. Byly zaregistrovany 2 nesymetrické piky (pravdépodobn¢
smésné) s ¢asem maxima pii 380 sa 420 s (Obr. 14). Cisténi kyseliny
galové nebylo realizovano z divodu minimalniho mnozstvi které bylo k
dispozici a k analyzam smési kyseliny galové s polyvinylpyrrolidonem jiz

nebylo pfistoupeno z ¢asovych duvodi.

5.429 il

2.427
8426
8.424
8.422
8420
.41
.47
2415 /wh/u\_/vk'uku“
.44

542 sec

30000 £0.00 12000 120.00 230.00 280.00 330.00 38000 430.00 430.00 530.00

Obr. 14 Zdznam separace kyseliny galové pri proudu 80 uA
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ZAVER

Tato bakalarské prace se zabyvala studiem moznosti
semikvantitativniho stanoveni polyvinylpyrrolidonu s Beryllonem Il a
Kongo cerveni pomoci metody CZE resp. ITP. Byly odzkouSeny nosné
elektrolyty s kyselinou jantarovou, adipovou a morfolinethan sulfonovou.
Jako nejlepSi elektrolyt byl pouZzit nosny elektrolyt F majici slozeni
7 mmol-1" kyseliny jantarové + 14 mmol:'l1" HIS + 0,2% MHEC s
pH =4,9. Separace nebyla optimalni a reprodukovatelnost byla
diskutabilni. Je pravdépodobné, Ze pii pH=4,9 v ptipadé¢ Beryllonu IlI,
dochazi k jistému vzniku komplexu, coz je vidét na CZE zaznamu, avSak
pii pH=6 nikoliv, jak dokladd ITP zdznam. V ptfipadé¢ Kongo Cervené je
mozné s jistou davkou opatrnosti fici, ze metodou CZE pii pH=4,9 je
mozné registrovat pik KC v nepfitomnosti PVP, ktery se v pfitomnosti
PVP neprojevi. Nelze ale vyloucit, Zze se jednd o necCistoty v téchto

komercnich neptfecisSténych preparatech.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK

AA Kyselina adipova

BlI Beryllon 11

CE Kapilarni elektroforéza

CZE Kapilarni zonové elektroforéza
EA Elektroforeticky analyzator
GA Kyselina galova

HEC Hydroxymethylcelulosa

HIS Histidin

ITP [zotachoforéza

KC Kongo Cerven

MES Kyselina morfolinethan sulfonova

MHEC Methylhydroxyethylcelulosa

PVC Polyvinylchlorid
PVP Polyvinylpyrrolidon
SA Kyselina jantarova

TRIS Tris(hydroxymethyl)aminomethan
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