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1 )

 zákon č. 111/1998 Sb. o vysokých ško lách a  o změně a doplnění da lších  zákonů  (zákon 
o  vysokých ško lách) ,  ve znění pozdějších  právních předpisů, § 47 Zveřejňování 
závěrečných prací :  
(1)Vysoká ško la nevýdělečně zveřejňuje d isertační ,  d ip lomové, bakalářské a r igorózní  
práce, u  kterých  proběhla obhajoba, včetně posud ků oponentů  a  výsled ku obhajoby 
prostřednictv ím databáze kval i fi kačních  prací ,  kterou spravuje.  Způsob zveřejnění  
stanoví  vn i třn í  předpis vysoké školy.  
(2)Disertační ,  d ip lomové, bakalářské a  r igorózní  práce odevzdané uchazečem k 
obhajobě musí  být  též  nejméně pět pracovních  dnů př ed konáním obhajoby zveřejněny k 
nahl ížen í veřejnost i v  místě určeném vnitřn ím předpisem vysoké školy  nebo není - l i  tak 
určeno, v  místě pracoviště vysoké ško ly, kde se má konat obhajoba práce. Každý si  může 
ze zveře jněné práce pořizovat na  své náklady výpis y, op isy  nebo rozmnoženiny.  
(3)Plat í , že odevzdáním práce autor souhlasí  se zveřejněním své práce pod le tohoto  
zákona, bez ohledu na výsledek obhajoby.  
2 )  zákon č. 121/2000 Sb.  o  právu autorském, o  právech souvisej ících  s právem 
autorským a  o  změně některých  zákonů (autorský  zákon)  ve znění pozdějších  právních  
předp isů, §  35 odst.  3:  
(3)Do práva autorského také nezasahuje škola  nebo ško lské či  vzdělávací  zařízení ,  už i je -
l i  n iko li  za  účelem přímého nebo nepřímého hospodářského nebo obchodního prospěchu 
k výuce neb o k v lastn í  potřebě d ílo vytvořené žákem nebo studentem ke sp lnění 
ško ln ích nebo studi jních  povinnost í  vyp lývaj ících  z  jeho právního vztahu ke ško le nebo 
ško lskému či  vzdělávacího zařízení  (ško lní  d í lo ) .  
3 )  zákon č. 121/2000 Sb.  o  právu autorském, o  právec h souvisej ících  s právem 
autorským a  o  změně některých  zákonů (autorský  zákon)  ve znění pozdějších  právních  
předp isů, §  60 Ško lní  dí lo :  
(1)Škola nebo školské či  vzdělávací  zařízení  maj í za  obvyklých  podmínek právo na 
uzavření  l i cenční smlouvy o  už i t í  školn ího  díla (§  35 odst.  3) . Odpírá - l i  autor takového 
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chyběj ícího  pro jevu jeho vů le u  soudu.  Ustanovení  § 35 odst.  3 zůstává nedotčeno.  
(2)Není - l i  s jednáno j inak, může autor školn ího dí la  své d í lo  už í t či  poskytnout j inému 
l icenci ,  není - l i  to  v  rozporu  s oprávněnými  zá jmy ško ly  nebo ško lského či  vzdělávacího  
zařízení .  
(3)Škola nebo školské či vzdělávací  zařízení jsou oprávněny požadovat, aby jim autor 
ško ln ího  d í la  z výdělku  j ím dosaž eného v  souvislost i  s  uži t ím dí la či  poskytnutím l icence 
pod le odstavce 2 přiměřeně přispěl  na  úhradu nákladů, které na vytvoření d íla 
vynalož i ly,  a  to  pod le okolnost í až do  jej ich  skutečné výše;  při tom se při h lédne k výši 
výdělku dosaženého školou nebo školským či  vzdělávacím zařízením z  uži t í  ško ln ího  d í la  
pod le odstavce 1.  



ABSTRAKT 

Tato práce se zabývá semikvant itat ivním stanovením 

polyvinylpyrro lidonu. V teoret ické část i se nachází st ručná charakter ist ika 

polyvinylpyrro lidonu a metod, jimiţ byl po lyvinylpyrro lid on stanovován.  

Prakt ická část  baka lářské práce se zabývá  nalezením podmínek pro separaci 

a stanovení po lyvinylpyrro lidonu kapilární zónovou elektroforézou a 

izotachoforézou. Byla pouţita také metoda absorpce záření –  molekulová 

absorpční spektrometr ie.   

  

Klíčová slova: po lyvinylpyrro lidon, PVP, stanovení,  kapilární zónová  

elektroforéza, izotachoforéza.    

 

 

ABSTRACT 

This work deals with the semi-quant itat ive determinat ion o f 

polyvinylpyrro lidone. The theoret ica l part  is a br ief character izat ion o f 

polyvinylpyrro lidone and the methods by which the po lyvinyl determined.  

The pract ical part  of the thesis deals with finding cond it ions for the 

separat ion and determinat ion of po lyvinylpyrro lidone capillar y zone 

electrophoresis and isotachophoresis.  She also used the  method of 

absorpt ion of radiat ion - Molecular absorpt ion spectrophotometry.  

 

Keywords: po lyvinylpyrro lidone, PVP,  determinat ion, capillary zone 

electrophoresis, isotachophoresis.
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ÚVOD 

Polyvinylpyrro lidon PVP (povidon, po lyvidon, PNVP, E1201) má 

mnoho vlastnost í,  které  jsou způsobeny jeho širokým rozmezím 

molekulových hmotnost í.  Pouţívá  se v mnoha odvětvích průmyslu. Od 

chemického aţ po potravinářský. Přesný osud  PVP není dosud zcela znám.  

Stanovení lze realizovat  např ík lad gelovou chromatografií nebo 

spektrometr icky s jodem, avšak toto stanove ní v některých př ípadech 

selhávají.  Proto byla snaha nalézt  podmínky pro stanovení PVP pomocí 

izotachoforézy č i kapilární zónové elekt roforézy, coţ by mohlo vést  ke 

sledování osudu PVP např íklad na čist írnách odpadních vod.  
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I.  TEORETICKÁ ČÁST 
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1 POLYVINYLPYRROLIDON  

Polyvinylpyrro lidon zkráceně PVP. Vyskytuje se také pod jinými 

názvy např.  povidon, polyvidon, PNVP, E1201.  

1.1 Obecný popis  

PVP (C6H9NO)n (Obr. 1),  jehoţ systemat ický název je  

poly 1-ethylen-2-pyrro lidon. Monomerem je N-vinyl-2-pyrro lidon, který 

je toxický především pro vodní organismy. Po lymerací se PVP stává 

netoxický, takţe  neškodí vodním organismům ani člověku samotnému. [1] 

 

Obr. 1 Polyvinylpyrrolidon [2] 

Z hlediska chemického jde o lineární uhlíkatý řetězec, na který je  

přes terciární amin navázán laktamový pět ič lenný kruh. Na Obr. 2  je vidět 

vznik po lyvinylpyrro lidonu pomocí polymerace. Tato látka byla  

patentována v roce 1939 a byla vyuţita za 2.  světové války jako náhraţka 

krevní plazmy.  

 

 

Obr. 2 Vznik PVP [3] 
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1.1.1 Vlastnosti  

PVP je sypký, bílý aţ naţlout le bílý prášek s  různou velikost í část ic.  

Jednot livé výrobky PVP mají různý zápach, který závis í na způsobu jejich 

syntézy, a proto není stejný pro všechny druhy. Např.  PVP  K-30 je cít it  

mírně po amoniaku nebo aminu. Má velmi dobré hydroskopické vlastnost i 

a je amorfní.  [4]  

Univerzálním rozpouštědlem pro tuto látk u je voda, coţ znamená, ţe 

PVP je velmi dobře rozpustný v  hydrofilních rozpouštědlech. Také 

v rozpouštědlech organických jako jsou alkoho ly, aminy,  amidy a 

laktamy. Dobře rozpustný je i v  rozpouštědlech hydro fobních. Naopak 

PVP je nerozpustný v  esterech, e therech a ketonech. Má dobrou schopnost 

vytvářet  sloučeniny s  anorganickými i organickými so lemi a různými 

barvivy. [4]  

PVP nabývá molekulové hmotnost i v  rozmezí 2  500 - 25 000 000 

g·mol
-1

.  Molekulová hmotnost  je dána podmínkami po lymerace a pro lepší 

orientaci byl zaveden spec ifický kód charakter izujíc í rozmezí molekulové 

hmotnost i daného PVP. Specifický kód označující se písmenem K, jako 

Kopo llidon a př ís lušným čís lem např.  K15, K30, K70 atd.  [5]  

Tab. I Rozmezí molekulové hmotnosti jednotlivých specifických kódů [6] 

 
Vzhled 

(při 25°C) 

Rozmezí molekulové hmotnosti 

(měřeno v LALLS) 

PVP K-15 
Světle ţlutý vodný roztok 

6000 - 15 000 
Téměř bílý, amorfní prášek 

PVP K-30 
Bezbarvý aţ světle ţlutý vodný roztok 

40 000 - 80 000 
Téměř bílý, amorfní prášek 

PVP K-60 Ţlutý vodný roztok 240 000 - 450 000 

PVP K-90 
Naţloutlý viskózní, vodný roztok 

900 000 - 1 500 000 
Téměř bílý, amorfní prášek 

PVP K-120 
Bezbarvý aţ ţlutý vodný roztok 

2 000 000 - 3 000 000 
Téměř bílý, amorfní prášek 

 

Bylo věnováno mnoho studií,  zabýva jících se stanovením molekulové 

hmotnost í PVP. Nízkomolekulární po lymery mají úzkou dist r ibuční kř ivku 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 15 

 

oprot i sloučeninám s  vysokou molekulovou hmotnost í.  Techniky pro 

měření molekulové hmotnost i u různých produktů PVP jsou z aloţeny na 

měření sedimentací,  rozptylu  svět la  a především vyuţit í chromatografie 

pro stanovení abso lutní molekulové hmotnost i.  [6]  

Tato látka je bio logicky rezistentní.  Aby byla schopná degradovat ,  

musí být  upravena. Produkty degradace jsou převáţně NO a NO2 .  K těmto 

procesům však nedochází samovo lně, proto díky tomu dochází k  ukládání 

ve vodách a půdách. [4]  

 

1.2 Výroba 

Polyvinylpyrro lidon je vyroben po lymerací z  N-vinylpyrro lidonu ve 

vodném prostředí s  pouţit ím peroxidu vodíku jako iniciátoru, coţ můţeme 

vidět  ve schématu na Obr.  3.  Vznik lý PVP, o velmi malé molekulové 

hmotnost i,  je  rozpustný ve vodě. PVP lze také př ipravit  po lymerac í 

vo lného radikálu v  organických rozpouštědlech, např íklad 

2-methylpropano l.  Tato techno logie se převáţně pouţívá př i výrobě 

nízkomolekulárního PVP pro injekční roztoky. [4] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obr. 3 Polymerace PVP ve vodném prostředí [4] 
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1.3 Použití  

PVP má velmi ho jné pouţit í téměř ve všech průmyslových odvětvích.  

Mezi nejvýznamnějš í patř í průmysl potravinářský, zde působí PVP jako 

stabilizátor a také je velmi často  vyuţíván v průmyslu farmaceut ickém.  

1.3.1 Potravinářský průmysl  

Zde působí PVP jako adit ivum do potravin tzv. stabilizátor,  který má 

označení E1201 (př ídatná látka).  Má ve lmi dobré stabilizační a emulgační 

schopnost i,  d íky kterým umoţňu je vyt voření tenkého filmu na povrchu 

[7].  Vyuţívá se pro čiření bílého vína,  navázáním na oxid křemič itý a také 

v pivovarnictví,  jako pomocná látka v  membránách pro filt raci [8].  

V cukrářských výrobách jako stabilizátor barev v  cukrových po levách [9].   

1.3.2 Farmaceutický průmysl  

Ve farmacii se PVP pouţívá jako pojivo v  mnoha léčivých př ípravcích 

vyráběných ve formě tablet  [4].  Dále se po ţívá př i výrobě membrán pro 

dialýzu (membrány obsahujíc í P VP jsou více propustné).  Tyto membrány 

jsou slučitelné s  krví,  rozpuštěním PVP je zabráněno př ítomnost í jiných 

látek, jako je např.  PVC [10].  Pouţívá se také do roztoků pro uloţení 

kontaktních čoček a pro ošetření očí ve fo rmě kapek [9].   

S jodem tvoř í PVP komplex, nazývaný jodovaný povidon, zejména 

kvů li jeho vynikajícím dezinfekčním vlastnostem. Ten se vyuţívá 

v některých výrobcích např.  v  tekutých mýdlech. Nejsou známy druhy 

bakter ií,  které jsou vůči jodovanému povidonu odo lné. Tento komple x 

nezapáchá, nebarví a nedráţdí kůţi.  U kojenců je vyuţíván př i léčbě 

zánětu spo jivek. [11, 12]  

PVP slouţí také jako dispergační prostředek pro některé kapalné 

př ípravky, jako stabilizátor enzymů a vit amínů. [9]  

1.3.3 Chemický průmysl  

PVP má vyuţit í především pro různé druhy po lymerac í jako emulgátor 

nebo jako ochranný ko lo id,  ale také se můţe vyskytovat  jako jeden 
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z monomerů a vytvářet  tak kopo lymery se širokým rozmezím zajímavých 

techno logických vlastnost í.   

Alkylované PVP, vyráběné kopo lymerací z PVP, které se dále 

vyuţívají jako emulgátor nebo dispergátor,  ale také jako součást  

dřevo -nátěrů odolávajíc ích vodě. PVP/po lystyreno vý latex, látka 

př idávaná do čist ících prostředků nebo do nátěrů. 

PVP/alkylaminometakrylát ,  vyuţit í v dig itálním a inkoustovém t isku jako 

barevné receptor.  Výrobou dalš ích kopolymerů vyuţívaných jako pomocné 

látky nebo součást  vlasových gelů.   

PVP se př i chemických reakcích vyuţívá jako stabilizátor suspenzí.  

Př i chemických stanoveních je  součást í pufru pro izo laci bílkovin 

z malých frakcí obilí.  Dá le př i kapilární zónové elektroforéze 

anorganických aniontů,  kde je vyuţit  jako nosič elektrolytu.  [12] 

1.3.4 Technický průmysl  

PVP se vyuţívá na výrobu lepidel,  lep ících tyčin ek s velmi dobrou 

př ilnavost í a jako vysokotavitelné lepidlo .  Rovněţ se vyuţívá jako 

spec iální adit ivum pro bater ie,  keramiku a  sklo laminát .  V  tenkém nánosu 

tvoří fotocit livou vrstvu pro katodové t rubice a vyuţívá se také v  kalících 

lázních. [8]  

1.3.5 Zemědělství  

V zemědělském průmyslu se PVP vyuţívá k výrobě granulí a tablet .  

Především se vyuţívá  jako ochranný povlak před průnikem plísní a hub 

dovnit ř granulí a tablet  a chrání je před okolními vlivy.  

Slouţí také jako potahová látka hno jiv a semen. U rost lin slouţí jako 

ochranná sloţka, která zvyšuje př ilnavost  účinných látek a umoţňuje t yto 

látky stabilizovat .  [10] 

1.3.6  Spotřební a kosmetický průmysl  

Velké vyuţit í měl PVP ve vlasové kosmet ice,  kde byl původní sloţkou 

laků, vyuţíval se i ve vlasových šampónech a  kondic ionérech, byl 

př ísadou také vlasových gelů.  Dnes má velmi omezené vyuţit í.   
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PVP bývá obsaţen v pěnách do koupele,  v  zubních pastách nebo 

v zubních bělících gelech. Př idává se také do krémů  především do 

pleťových, opalovacích nebo depilačních. Zde je jeho funkcí především 

usnadnění rozt írání.  [13 ]  

PVP má ho jné vyuţit í v  pracích a mycích prostředcích. V pracích 

prostředcích se nachází ve formě kapalné i práškové a konkrétní vyuţit í 

má nejen jako prášek na praní,  ale také jako tablety,  které se vkláda jí 

př ímo do bubnů praček, různé aviváţe a kapalné prostředky slouţící 

k praní.  Slouţí také jako stabilizátor barev na praných oděvech, kde 

vytvář í tenký film pro ochranu barev a vláken. V  mycích prostředcích je  

PVP vyuţit  k  ručnímu i automat ickému myt í.  Má schopnost  tvořit  

komplexy a t ím na sebe vázat  špínu a odstraňovat  ji z mater iálu.  Také se 

pouţívá jako důleţ ité činid lo pro úpravu viskozity vody. [6]  

 

1.4 Toxicita  

U PVP byl testován bio logický a biochemický dopad na organismus,  

př i němţ byl PVP podán int ravenózním nebo intraper itoneálním 

způsobem. Nebyl prokázán průchod přes zaţívací t rakt a ukládá ní 

v organismu. Př i podání PVP intravenózně se projevilo ukládání do 

mízních uzlin.  Průchodnost  PVP  organismem je velmi ovlivněna jeho 

molekulovou hmotnost í.  Př i akumulac i pevného mater iá lu do zaţívacího  

t raktu můţe mít  za následek zhutnění.  [13 ] 

Podáním PVP do těla pomocí injekcí byly u člověka po delší době 

objeveny vyráţky. Také př i kontaktu s  okem můţe zapř íčinit  velmi mírné 

abrazivní poškození.  Jedná se o přechodné zarudnut í spo jivek s 

charakter ist ickým ohraničením .  [8] 

PVP nevyvo lává př i krátkodobém styku s kůţí nepř íznivé účinky na 

zdraví ani vid itelné podráţdění.  Přesto se z  hygienických důvodů  u  

manipulace s PVP vyţaduje pouţit í rukavic a maximální opatrnost .  I 

přesto při delším kontaktu PVP s  kůţí můţe u některých osob vyvo lat  

dermat it idu nebo rozsáhlé podráţdění kůţe. V  př ípadě otevřených ran, 



UTB ve Zlíně, Fakulta technologická 19 

 

odřenin nebo v př ípadě velké cit livost i kůţe by měla být  manipulace 

s t ímto mater iálem velmi omezena. Př i vstupu mater iálu do krve díky 

odřenině nebo  řezné ráně můţe mít  škodlivé účinky. [ 13, 8] 

Vdechnut í můţe způsobovat  nepř íznivé zdravotní účinky nebo 

podráţdění dýchacích cest .  Tyto účinky byly prokázány pouze u  zvířat . 

Bylo prokázáno, ţe PVP nepř ispívá k poškození plicních cév, pouze u 

osob se sníţenou respirací,  onemocněním dýchacích cest ,  chronickou 

bronchit idou a rozedmou plic ,  můţe př i vdechování nadměrné koncentrace 

část ic PVP vznikat  další post iţení.  V  př ípadě dlouhodobého vystavení 

vysokým koncentracím prachu vyvo lává změny v  plicních funkcích, jako 

např íklad pneumokonióza. [13]  

Bylo vyvráceno, ţe by mater iál způsoboval chronické mutace 

a rakovinu. U PVP nebyly prokázány karcinogenní účinky. Avšak studie 

prokázaly,  ţe dlouhodobým uţíváním různými způsoby by mohlo do jít  

k ukládání do organismu, závis í však na mnoţství př ijatého PVP. U PVP 

vyuţívaného v potravinářském průmyslu nebyly prokázány ţádné vlivy na 

organismus, pouze upozornění na ř ídnut í sto lice aţ průjmy. Opět  

v závislost i na př ijatém mnoţství.  [13, 8] 
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2 METODY STANOVENÍ POLYVINYLPYRROLIDONU  

2.1 Kapilární zónová elektroforéza  

2.1.1 Princip metody 

Jedná se o separační metodu, která je  zaloţena na migraci iontů 

v kapalině mez i dvěma elektrodami o vysokém napět í.  Kapilární zónová 

elektroforéza vyuţívá jednoho pracovního elektrolytu,  coţ zapř íč iňuje 

v celé kapiláře konstantní elektr ické po le.  Zóny s  různými konstantními 

rychlostmi jsou odděleny elektrolyt em a odezva detektoru na konc i 

kapiláry má charakter ist ický profil píku. [14] 

2.1.2 Využití metody  

CZE má konkrétní vyuţit í u stanovení organických kyselin,  analýz y 

aminokyselin a bílkovin (např.  kasienů),  stanoven í anorganických iontů,  

barviv,  ochucovadel,  konzervantů, vitamínů a náhradních slad idel.  [15]  

V současné době, je tato metoda široce vyuţívána v  oddělení lékařské 

chemie a biochemie, pro stanovení bio logicky akt ivních látek v  reálných 

vzorcích. Rozsáhlé st udie byly provedeny př i stanovení v  moči u obézních 

pacientů a pacientů s  t raumaty. [16]  

 

2.2 Kapilární elektroforéza  

2.2.1 Princip metody  

Kapilární elektroforéza je separační metoda, která se provádí jako 

vo lná elektroforéza bez nosiče v tenké kapiláře.  Tato kap ilára je  

zhotovena z tenkého křemene. Směr pohybu v  kapiláře určuje 

elektroosmotický tok. Separace se provádí v  neutrálním aţ alkalickém 

prostředí pufru,  který nese kladný nábo j,  a separovaná látka,  která se 

deprotonizu je na vnit řní st raně kapiláry,  nese nábo j záporný.  

K detekci se pouţívají fotometr ické nebo fluorescenční detektory,  

zaloţené na sledování absorpce ult rafialového záření.  Výs ledkem je 
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elektroforeogram, záznam závis lost i absor bance na čase,  který je t vořen 

píky. [17] Často se pouţívají bezkontaktní vodivostní detektory nebo lze 

pouţít  i hmo tnostní detektory.  

2.2.2 Využití metody  

Vyuţívá se v metabo lomice, konkrétně ve stanovení hlad iny 

metabo litu  v daném organismu za daného metabo lického stavu. V  analýze 

potravin,  v genet ickém zkoumání,  u  bio logicky akt ivních látek,  

v klinických výzkumech a mnoha dalš ích.  

 

2.3 Izotachoforéza  

2.3.1 Princip metody  

U této separační metody je vzorek vnášen mezi dva elektro lyty 

vedoucí ( leading) a zakončujíc í (terminator). Separované ionty musí mít  

pohyblivost  (mobilitu) menší  jak vedoucí elektrolyt  a větší jak elektrolyt  

zakončující.  V jednom měření mohou být  separovány buď kat io nty, nebo 

anionty.  [18] Mobilit y lze ovlivnit  disociací (vo lbou pH vedoucího  

elektrolytu),  př ípadně komplexací (př idáním komplexotvorné látk y do 

leadingu ve funkci koprot ionu).  

2.3.2 Využití metody  

ITP se vyuţívá pro analýzy aniontů nebo kat iontů ve vodných popř.  

alkoho lických roztocích. Pro rozbory vod, bio logických mater iálů,  farm a-

ceut ických př ípravků, potravin a pest icidů. Dále se vyuţívá ke studiu 

komplexních sloučenin, stanovení elektroforet ických mobilit  a stanovení 

rovnováţných konstant .  [19] ITP se velice často kombinuje s  CZE, kdy 

v prvním kroku dochází k  zakoncentrování analytu a jen sledovaná část  je 

dále podrobena CZE analýze.  
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2.4 Molekulová absorpční spektrometrie  

2.4.1 Princip metody  

Molekulová absorpční spektrometr ie je  zaloţena na měření absorpce 

elektromagnet ického záření,  ke které dochází př i int erakci záření 

spec ifické vlnové délky s elektronovým obalem molekul měřené látky. Př i 

absorpci záření ve vid itelné oblast i dochází k  přechodům mezi orbitaly π a 

π*, u komplexů π donoru na π* akceptoru. Podst atou energie fotonů jsou 

elektronové přechody mezi energet ickými hladinami  a elektronovými 

obaly.   

 

2.5 Metoda stanovení PVP pomocí Azobarviva  

Jedinou prací zmiňující se o separaci komplexu azobarviv 

s po lyvinylpyrro lidonem je práce M.  Beneito-Cambr y a ko l.  [20] 

z univerzity ve Valencii z  roku 2009, kteř í pouţili pro separaci kapilární 

elet roforézu. Komplexy po lyvinylpyrro lidonu se odlučují do kinet iky 

prvního  řádu a poskytují dva píky. Zbýva jící po lyvinylpyrro lidonové 

komplexy byly v rovnováţné koncentraci  s vo lným barvivem, které byly 

v exponenciální oblast i kvůli barvivu osvobozeného z  komplexu během 

elektroforet ického běhu. Jako azobarviva byly pouţ it y: Kongo červeň a 

kyselá modř 113, pro získání formací o  maximální stechiometr i i 

a průměrné stabilitě po lyvinylpyrro lidonového komplexu. [ 20] 

Tento postup také předpovídá průměrnou molekulovou hmotnost  

polyvinylpyrro lidonu. Stanovuje polyvinylpyrro lidon v čist ících 

prostředcích a farmaceut ických př ípravcích. Př i pouţit í vhodných sond je 

postup také uţitečný ke zjištění syntet ických nebo přírodních neiontových 

polymerů a ke studování interakce po lymer -sonda. [20]  
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3 CÍL PRÁCE  

Cílem této bakalářské práce bylo zjist it ,  zda by bylo moţné separovat  

komplex azobarviva s  po lyvinylpyrro lidonem, nebo vo lné zbytkové 

azobarvivo, metodou kapilární zónové elektroforézy, kde na rozdíl od 

kapilární elektroforézy není elektroosmotický tok, který umoţňuje mig raci 

i látek bez nábo je.  Pokud se toto podaří a komplexy budou dostatečně 

robustní a mobilní,  bude cílem nalézt  podmín ky pro semikvant itat ivní,  či 

kvant itat ivní stanovení po lyvinylpyrro lidonu metodou kapilární zónové 

elektroforézy.  
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II.  PRAKTICKÁ ČÁST 
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4 POUŽITÉ PŘÍSTROJE, CHEMIKÁLIE 

4.1 Přístroje a zařízení  

Elektroforet ický analyzátor EA 100 s kolonou o vnit řním průměru 

0,3 mm a délky 160  mm, s dávkovacím keramickým kohoutem o objemu 

cca 200 nl,  s vodivostní kontaktní detekcí.  Villa  Labeco, Spišská Nová 

Ves, Slovensko.  

 

Analyt ické laboratorní váhy R  180 D, Sartorius,  GMBH Gött ingen,  

Německo.  

Spektrometr HELIOS ε, Thermo, USA  

 

 

 

Obr. 4: Elektroforetický analyzátor EA 100 
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Elektroforet ický analyzátor EA  202 A se spo jenými ko lonami 

o vnit řním průměru 0,8  mm a délky 160 mm, respekt ive 0,3  mm a délk y 

160 mm, s dávkovacím kohoutem cca 30  µl,  s vodivostní kontaktní detek-

cí,  s podavačem vzorků. Villa Labeco, Spišská Nová Ves, Slovensko.  

Příst ro j určený k  automat ickému měření metodami ITP, ITP -ITP re-

spekt ive ITP-CZE. Př íst roj je sloţený ze čtyř  část í: automat ickým dávko-

vačem, separační jednotkou, elektrolytovou jednotkou a personálním poč í-

tačem s  ř ídíc ím a vyhodnocovacím programem.  [21]  

 

4.2 Chemikálie  

Kyselina morfo linetan sulfonová, MES p.a.  C6H1 3NO4S 

Mr = 195,2378 g.mol
-1

  

Fluka AG, Buchs, Švýcarsko.  

Čištěna krystalizací z  vodně-alkoho lického roztoku.   

 

   

Obr. 5 Elektroforetický analyzátor EA 202 A 
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Tr is(hydroxymethyl)amino methan, TRIS p.a.  C4H11NO3  

Mr = 121,14 g.mol
-1

 

Fluka AG, Buchs, Švýcarsko.  

Speciálně čištěný (z  teplého vodného roztoku sráţeno ethano lem př i nízké 

teplotě). 

 

Hist idin,  HIS, pa.aC6H9N3O2   

Mr = 155,1547 g.mol
-1

 

Fluka AG, Buchs, Švýcarsko.  

Speciálně čištěný (z  teplého vodného roztoku sráţeno ethano lem př i nízk é 

teplotě).  

 

Kyselina chlorovodíková p.a. ,  HCl 

Mr = 36,4606 g.mol
-1

 

Lachema Neratovice,  ČR .  

Izotermálně dest ilovaná.  

 

Hydroxyethylcelu lósa,  HEC  

1% vodný roztok.  

Fluka AG, Buchs, Švýcarsko.  

Roztok čištěn směsným ionexem.  

 

Kyselina jantarová ,  SA, p.a C4H6O4  

Mr = 118,088 g.mol
-1

 

Lachema Neratovice,  ČR  

Čištěna krystalizací z  vodného roztoku  

 

Kyselina galová ,  GA C7H6O5  

M = 170,1195 g.mol
-1

  

Původ neznámý  

 

Kyselina adipová ,  AA, p.a.  C6H1 0O4  

Mr = 146,1412 g.mol
-1

 

Lachema Neratovice,  ČR.  

Čištěna krystalizací z  vodného roztoku.  
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Chlor id sodný p.a. ,  NaCl 

Mr = 58,4425 g.mol
-1

  

Lachema Neratovice,  ČR.  

 

Methylhydroxyethylcelulosa ,  MHEC pro ITP  

1% vodný roztok  

Villa Labeco, Spišská Nová Ves, SR.  

 

Polyvinylpyrro lidon, PVP, K15 

Fluka AG, Buchs, Švýcarsko.  

 

Kongo červeň,  KČ ,  C3 2H2 2N6Na2O6S2  

Mr = 696,7 g.mol
-1

,  indikátor  

Původ neznámý  

 

Beryllon II,  B II p.a. .  C2 0H1 0N2Na4O1 5S4 

Mr = 738,52  g.mol
-1

  

Lachema Neratovice,  ČR  

 

Redest ilovaná voda  

Dest ilovaná voda rekt ifikována s  manganistanem draselným a kyselinou 

sírovou.  

 

Ethano l pro UV spektroskopii  

Lachema Neratovice,  ČR.  

 

4.3 Roztoky a jejich příprava  

Roztok GA:  1·10
-3

 mol· l
-1

 

8,50 mg kyseliny galové bylo rozpuštěno v  50 ml dest ilované vody.  

Roztok MES: 1·10
-3

 mol· l
-1

 

10,61 mg kyseliny morfo linethan sulfonové bylo rozpuštěno v  50 ml 

dest ilované vody.  
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Roztok PVP: cca 1·10
-3

 mol· l
-1

 (vyjádřeno jako mer) 

Bylo naváţeno 11,11  mg PVP K15. Naváţené mnoţství bylo zalito  asi 

50 ml redest ilované vody a ponecháno nabobtnat .  Poté pomocí míchání a  

sonifikace byl PVP rozpuštěn a kvant itat ivně  převeden do odměrné baňky 

o objemu 100 ml. Obsah byl důkladně promíchán a podroben něko lika 

minutové sonifikaci.   

Roztok KČ: cca 1·10
-3

 mol· l
-1

 

Bylo rozpuštěno 34,56  mg Kongo červeně, převedeno do 50  ml 

odměrné baňky, která byla po rysku doplněna dest ilov anou vodou. 

Roztok BII.: cca 1·10
-3

 mol· l
-1

 

Bylo rozpuštěno 37,13 mg Beryllonu  II. ,  převedeno do 50  ml odměrné 

baňky, která byla po rysku doplněna dest ilovanou vodou.  

Nosný elektrolyt  A: 7 mmol· l
-1

 SA + 21 mmol· l
-1

 HIS + 0,2% MHEC 

Nosný elektro lyt  obsahující 325,82  mg hist idinu a 82,66 mg kyseliny 

jantarové byl rozpuštěn v  50ml redest ilované vody. K  rozpuštěným látkám 

bylo př idáno 20  ml 1% roztoku hydroxymethylcelulózy. Po promíchání 

bylo vše převedeno do 100  ml odměrné baňky a doplněno redest ilovanou 

vodou po rysku. Vzniklý elektrolyt  byl krátce sonifik ován.  

Nosný elektrolyt  B: 7 mmol· l
-1

 SA + 28 mmol· l
-1

 HIS + 0,2% MHEC 

Elektrolyt  obsahoval 109,00  mg hist idinu a 20,67 mg kyseliny 

jantarové, naváţené mnoţství bylo rozpuštěno v  10 ml redest ilované vody,  

bylo př idáno 5  ml 1% MHEC. Po důkladném promíchání bylo  vše 

převedeno do 25  ml odměrné baňky a doplněno po rysku redest ilovanou 

vodou. Opět  byla provedena krátká sonifikace.  

Nosný elektrolyt  C: 7 mmol· l
-1

 GA + 28 mmol· l
-1

 HIS + 0,2% MHEC 

Elektrolyt  vznik lý naváţením 43,44  mg hist idinu a 25,58 mg kyseliny 

adipové byl rozpuštěn v  10 ml redest ilované vody s  př ídavkem 5  ml 

1% MHEC. Rozpuštěné a promíchané látky byly převedeny do 25  ml 

odměrné baňky, doplněny po rysku redest ilovanou vodou. Byla provedena 

sonifikace. pH = 4,9.   
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Nosný elektrolyt  D: 7 mmol· l
-1

 GA + 28 mmol· l
-1

 HIS + 0,2% MHEC 

108,00 mg hist idinu a 51,50 mg kyseliny adipové bylo rozpušt ěno ve 

20 ml redest ilované vody s  př ídavkem 10  ml 1% MHEC. Roztok byl 

převeden do odměrné baňky o objemu 50  ml a doplněn po rysku 

redest ilovanou vodou a sonifikován. pH = 5,25.  

Nosný elektrolyt  E: 7 mmo l· l
-1

 MES + 14 mmol· l
-1

 HIS + 0,2% MHEC 

Elektrolyt  byl př ipraven naváţením 21,72  mg HIS a 25,58 mg 

kyseliny morfo linethan sulfonové a rozpuštěním v  10 ml redest ilované 

vody. Bylo př idáno 5  ml 1% MHEC a roztok byl převeden do odměrné 

baňky o objemu 25 ml, doplněn po rysku redest ilovanou vodou a krátce 

sonifikován. pH = 4,73.  

Nosný elektrolyt  F: 7 mmol· l
-1

 SA + 14 mmol· l
-1

 HIS + 0,2% MHEC 

86,88 mg hist idinu a 41,34 mg kyseliny jantarové bylo rozpuštěn asi 

v 10 ml redest ilované vody. Poté bylo přidáno 10  ml 1% roztoku MHEC. 

Promíchané mnoţství bylo kvant itat ivně převedeno do odměrné baňky 

o objemu 50 ml a doplněno redest ilovanou vodou po rysku. Opět  byla 

provedena krátká sonif ikace.  

Vedoucí elektrolyt  Le: 1·10
-2

 mol· l
-1

 HCl + 0,2 % HEC + HIS do pH  6,0 

Naváţka 0,7858  g hist idinu byla rozpuštěna v  cca 100 ml 

redest ilované vody, rozpuštění bylo urychleno sonifikac í.  Bylo př idáno 

25 ml izotermálně dest ilované HCl o koncentraci 1 ·10
-1

 mol· l
-1

,  poté 

50 ml 1% roztoku HEC, smíchané mnoţství bylo převedeno do odměrné 

baňky o  objemu 250 ml a po rysku doplněno redest ilovanou vodou. Byla 

provedena 10 aţ 20 sekundová sonifikace.  

Zakončujíc í elektrolyt  Te:  5·10
-3

 mol· l
-1

 MES + TRIS do pH    6,0 -  6,2 

V cca 100 ml redest ilované vody bylo rozpuštěno asi 150  mg TRISu,  

(rozpuštění bylo  urychleno sonifikací).  Poté bylo př idáno 244,05  mg 

MESu, smíchané mnoţství bylo převedeno do odměrné baňky o objemu 

250 ml a po rysku doplněno redest ilovanou vodou. Provedena 10 aţ 20 

sekundová sonifikace.  
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5 POPIS ZPRACOVÁNÍ PŘI  MĚŘENÍ  

5.1 Molekulová absorpční spektrometrie  

Měření absorbance v  závis lost i na vlnové délce bylo realizováno  

v rozmezí vlnových délek 325  –  700 nm. Měřeny byly směsi PVP 

(1,68·10
-3

 mmol· l
-1

) + Beryllon II (1,21·10
-3  

mmol· l
-1

) v  poměru 0:6 

aţ 5:1 (Tab. II) a směsi PVP + Kongo červeň (1,10·10
-3

 mmol· l
-1

) v  

poměru 0:6 aţ 5:1 (Tab. III).  

5.2 Kapilární zónová elektroforéza  

Analýzy kap ilární zónovou elektroforézou byly prováděny s  hnacími 

proudy od 20 µA do 90 µA s dobou analýzy 800 aţ 3  000 s.  Byly 

odzkoušeny různé nosné elektrolyt y s  kyselinou jantarovou, kyselinou 

adipovou a s kyselinou morfo linethan sulfonovou (nosný elektrolyt  A aţ 

nosný elektro lyt  F).  Jejich koncentrace byly 7  mmol. l
-1

.  Nosný elektrolyt  

byl ve všech př ípadech pufrován př ídavkem hist idinu a vţdy byla 

př idávána methylhydroxyethylcelu losa na pot lačení osmot ického toku.  

Byly analyzovány modelové vzorky Beryllonu II a Kongo červeně 

bez, respekt ive s po lyvinylpyrro lidonem .  Byl odzkoušen i vzorek kyseliny 

galové a vzorek chlor idů.  

5.3 Izotachoforéza  

Izotachoforet icky byly analyzovány modelové vzorky Kongo  červeně 

a Berrylonu II a to  jak s po lyvinylpyrro lidonem, tak bez něj.  Koncentrace 

všech analytů byla cca 1·10
-4

 mol· l
-1

.  Operační systém: průměr ko lony 

0,8 mm; délka ko lony 160  mm; kontaktní vodivostní detektor; hnací proud 

300 µA; vedoucí elektrolyt  obsahoval hist idin -hist idinium chlor id 

(koncentrace chlor idů 1·10
-2

 mol· l
-1

) s hydroxyethycelulosou na pot lačení 

osmotického toku; zakončující elektrolyt  5·10
-3

 mol· l
-1  

kyselina 

morfo linethan sulfonová, s př ídavkem t rishydroxymethylaminomethanem 

pro zvýšení pH. Celková doba měření byla 330 s.  
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6 VÝSLEDKY A DISKUZE  

Měřením ve vidite lné oblast i bylo zjištěno, ţe u obou vzorků, jak 

u Beryllonu II (Tab. II,  Obr. 6), tak u Kongo červeně (Tab. III , Obr. 7), 

docházelo v př ítomnost i PVP k  posunu vlnové délky maxim, coţ by 

naznačovalo,  ţe PVP dává komplex nejen s  Kongo červení,  ale  

i s Beryllonem II.  Proto bylo př istoupeno k  izotachoforet ickým analýzám.  

 

Tab. II Příprava směsi PVP + Beryllon II.  

Vzorek číslo 1,676 mmol.l
-
1 PVP [ml] 1,207 mmol· l

-1
 Beryllon II. [ml] 

1 0 6 

2 0,2 5,8 

3 0,6 5,4 

4 1 5 

5 2 4 

6 3 3 

7 4 2 

8 5 1 

 

 

Obr. 6 Záznam křivek Beryllonu II a směsi 1 ml Beryllon II + 5 ml  PVP 
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Tab. III Příprava směsi PVP + Kongo červeň 

Vzorek číslo 1,676 mmol.l
-1

 PVP [ml] 1,097 mmol· l
-1

 Kongo červeň [ml] 

1 0 6 

2 0,2 5,8 

3 0,6 5,4 

4 1 5 

5 2 4 

6 3 3 

7 4 2 

8 5 1 

 

Izotachoforet ickou analýzou s  vedoucím elektrolyt em 

hist idin/hist id inium chlor idem př i pH    6 bylo zjištěno, ţe Kongo  červeň 

má menší efekt ivní mobilitu jak terminátor (MES) a tudíţ není vidět  

př íslušná zóna na záznamu Obr. 8 .  Pokud byl analyzován vzorek Kongo 

červeně s  PVP, nebyla taktéţ  zaznamenána zóna mezi vedoucím 

a zakončujícím elektrolyt em. Za zónou terminátoru je však vidět  pík,  

který by mohl odpovídat  nečistotě v  PVP s mobilitou jen o něco niţší neţ 

je mobilita terminátoru.  

 

 

Obr. 7 Záznam křivek Kongo červeně a směsi 1 ml Kongo červeň + 5 ml PVP 

 

Záznam křivek Kongo červeně a směsi Kongo červeň + PVP 
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V př ípadě ana lýzy s  Beryllonem II tvoř í Beryllon svou vlastní zónu .  

Je- li ve vzorku př ítomen i PVP, měla by vzrůst  hodnota R SH  vlivem tvorby 

mobilního komplexu, nebo by se měla zkrát it  zóna Beryllonu vlivem 

tvorby pevného nemobilního komplexu. Ani jeden tento případ nenastal,  

jak je vidět  z Obr. 9 .  Pokud Beryllon tvoř í komplex s  PVP, je tento 

komplex nestabilní a rozpadá se př i pH≥6. Proto byla další měření 

kapilární zónovou  elektroforézou realizována př i niţším pH nosného 

elektrolytu.   

 

 

Obr. 8 Záznam křivek izotachoforetického stanovení pomocí Kongo červeně 

 

 

 

Obr. 9Záznam křivek izotachoforetického stanovení pomocí Beryllon II 
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Při analýzách kapilární zónovou elektroforézou  byly odzkoušeny 

různé nosné elektrolyty a to  jak s  kyselinou jantarovou či adipovou, tak 

s kyselinou morfo linethan sulfonovou (má menší vodivost  a tudíţ 

efekt ivně jší vyuţit í separačního nábo je).  Pokud bylo pouţito chemikálií 

čistoty p.a.  bez přečistění byly prakt icky všechny záznamy rozkmitané a 

na závěr došlo k  havár ii detektoru. Proto bylo dále pracováno 

s přečištěnými chemikáliemi a s  novým detektorem (pouhá výměna bez 

opt imalizace).  Byly odzkoušeny různé hnací proudy (20 aţ 90 µA) 

s dobou analýz aţ 3  000 s.  Pro tyto proudy s nosným elektrolytem F byla 

zhotovena závislost  t=f(1/I),  Obr. 10.   

 

Protoţe rychlost  pohybu iontu př i elekt roforéze je dána součinem 

pohyblivost i a potenciá lu,  lze psát : v = L/ t  = m·E = = m·R·I .  Jelikoţ  odpor 

kolony je v podstatě během separace konstantní,  pak plat í ţe:  

t  = L/R·1/m)·1/I .  Vyneseme- li tedy čas oprot i reciproké hodnotě hnacího  

proudu, obdrţíme př ímku se směrnicí L/(R·m). Jak je vidět  z  Obr. 10  má 

závis lost  korelační koeficient  0,9999 a můţeme ř íci,  ţe vygenerované 

Joulovo teplo (R·I
2
) nezkresluje elektroforet ický záznam a ţe hnací proud 

je  dobře stabilizovaný. Tedy všechny problémy,  které se objevují nelze 

 

 

Obr. 10 Závislost času vrcholu píku na hnacím proudu I 
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př ičíst  špatné funkčnost i př íst roje.  Rovněţ lze odhadnout ,  ţe při pouţit ém 

proudu 80 µA bude pík Beryllonu vidět  př i čase větším jak 280  s,  pík 

Kongo červeně př i čase větším jak 600  s v závislost i na velikost i 

disociačních konstant .  

 

 

Na Obr. 12  by mohl př ís lušet  kladný pík Beryllonu  II .  Na horní 

kř ivce je vidět  menší plocha Beryllonu  II  v př ítomnost i PVP. Př i 

opakované analýze však toto nebylo potvrzeno. Záznam obsahuje něko lik 

dalších píků,  které by se zde neměli vyskytovat .  Zřejmě by bylo t řeba 

všechny chemikálie ještě důkladněji přečist it .   

V př ípadě Kongo červeně (Obr. 13) by se snad mohlo jednat  o  t řet í 

pík zprava (čas vrcho lu píku  cca 650 s),  který v př ítomnost i PVP nebyl 

zaznamenán, ale objevil se zde jiný pík s  kratším časem  (580 s) a s delš ím 

časem (680 s).  Pravděpodobně se jedná o nečistotu z  komerčního PVP, 

který nebyl nijak speciá lně čištěn. V  případě Kongo  červeně byly ještě 

zaznamenány dva p íky s  časy 860  s a 910 s,  které ve směsi nebyly rovněţ 

detekovány.  

 

 

 

Obr. 11 Záznam separace chloridů při proudu 80 µA 
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Obr. 12 Záznam separace Beryllonu II a směsi 1 ml Beryllonu II + 1 ml PVP při proudu 

80 µA  

 

 

 

 

 

Obr. 13 Záznam separace Kongo červeně a směsi 1 ml Kongo červeně + 1 ml PVP při 

proudu 80 µA  
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V závěru byla odzkoušena analýza s  kyse linou galovou (technický produkt 

neznámého původu bez č istění),  která by mohla dle literárních údajů tvoř it  

komplex s PVP. Byly zaregist rovány 2 nesymetr ické píky (pravděpodobn ě 

směsné) s  časem maxima př i 380  s a 420 s (Obr. 14). Čištění kyseliny 

galové nebylo realizováno z  důvodu minimálního mnoţství které bylo k 

dispozici a k analýzám směsi kyseliny galové s  po lyvinylpyrro lidonem jiţ  

nebylo př istoupeno z časových důvodů.  

 

 

 

 

Obr. 14 Záznam separace kyseliny galové při proudu 80 µA 
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ZÁVĚR 

Tato bakalářské práce se zabývala studiem moţnost í 

semikvant itat ivního stanovení po lyvinylpyrro lidonu s  Beryllonem II a  

Kongo červení pomocí metody CZE resp. ITP. Byly odzkoušeny nosné 

elektrolyty s kyselinou jantarovou, adipovou a morfo linethan sulfonovou. 

Jako nejlepší elektrolyt  byl pouţit  nosný elektrolyt  F majíc í sloţen í 

7 mmol· l
-1

 kyseliny jantarové + 14  mmol· l
-1

 HIS + 0,2% MHEC s 

pH = 4 ,9.  Separace nebyla opt imální  a reprodukovatelnost  byla 

diskutabilní.  Je pravděpodobné, ţe př i pH=4,9 v  př ípadě Beryllonu  II , 

dochází k  jistému vzniku komplexu, coţ je vidět  na CZE záznamu, avšak 

př i pH=6 niko liv,  jak dokládá ITP záznam. V  př ípadě Kongo červeně je  

moţné s  jistou dávkou opatrnost i ř íci,  ţe metodou CZE př i pH=4,9 je 

moţné regist rovat  pík KČ v  nepř ítomnost i PVP, který se v  př ítomnost i 

PVP nepro jeví.  Nelze ale vyloučit ,  ţe se jedná o nečistoty v  těchto 

komerčních nepřečištěných preparátech.  
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SEZNAM POUŽITÝCH SYMBOLŮ A ZKRATEK 

AA  Kyselina adipová 

BII  Beryllon II 

CE  Kapilární elektroforéza 

CZE  Kapilární zónové elektroforéza  

EA  Elektroforetický analyzátor 

GA  Kyselina galová 

HEC  Hydroxymethylcelulósa 

HIS  Histidin 

ITP  Izotachoforéza 

KČ  Kongo červeň 

MES  Kyselina morfolinethan sulfonová 

MHEC  Methylhydroxyethylcelulósa 

PVC  Polyvinylchlorid 

PVP  Polyvinylpyrrolidon 

SA  Kyselina jantarová 

TRIS  Tris(hydroxymethyl)aminomethan 
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