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ANOTACE

Byly studovany retencni charakteristiky akrylamidu, kyseliny akrylové a N, N’- methylen-
bisakrylamidu pii vysokoucinné kapalinové chromatografii v systému s obracenymi fazemi a
navrzeny optimalni podminky pro separaci a stanoveni téchto latek. Byly pfipraveny hydrogely
na bazi kukuficného Skrobu, akrylamidu a kyseliny akrylové a stanovena jejich bobtnavost,
rozpustnost ve vod¢, methanolu a ethanolu a obsah zbytkovych monomernich slozek. Nasledné
byl sledovan vliv pfipravenych hydrogelii na reten¢ni vodni kapacitu pidy a na rychlost jejiho

vysychani.

KLICOVA SLOVA

HPLC, akrylamid, kyselina akrylova, N, N'- methylen-bisakrylamid, hydrogel

TITLE

Determination of monomer residues in copolymer hydrogels intended for agrochemical

applications

ANNOTATION

Retention characteristics of acrylamide, acrylic acid and N, N'-methylene-bisacrylamide in
reverse phase high-performance liquid chromatography were studied and optimal conditions
for separation and determination of these compounds were proposed. The hydrogels from corn
starch, acrylamide and acrylic acid hydrogels were prepared and their swelling capacity,
solubility in water, methanol and ethanol and content of residual monomers were determined.
Subsequently, the effects of the prepared hydrogels on the capillary soil water retention and on

the rate of soil drying were monitored.
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Uvod

Hydrogely jsou latky, které maji znacny potencial pro vyuziti v mnoha odvétvich. Jejich
hlavni devizou je schopnost absorbovat velké mnozstvi vody. Vzhledem k této skutecnosti se
nabizi jejich vyuziti i v zemédélstvi pro zlepSeni, schopnosti pidy zadrzovat sraZkovou a
zavlahovou vodu, pfipadné fungovat soucasn¢ jako nosice zivin pro rostliny. Produkty
s vlastnostmi hydrogelt jsou Siroce vyuzivany v medicing, tkanovém inzenyrstvi,

potravinafstvi a dalsich odvétvich.

JelikoZ jsou pro zemé&d¢lské ucely komeréné dostupné a prevazné pouzivané syntetické
hydrogely na bazi polyakrylamidu, event. kopolymert akrylamidu s kyselinou akrylovou, je
vzhledem k neurotoxickym, mutagennim a potencialn¢€ karcinogennim uc¢inkim akrylamidu na
¢lovéka zadouci pecliveé sledovat pfitomnost této slouceniny ve vSech produktech, se kterymi
¢lovek prichazi do styku, nebot’ pro néj predstavuje znacné zdravotni riziko. Za hlavni zdroj
akrylamidu pro lidsky organismus byla donedavna povaZovana voda, koufeni a kosmetika.
Rozruch proto vyvolalo zjisténi vyskytu akrylamidu napiiklad v pecenych a smazenych
vyrobcich z brambor, suSenkach nebo kavé a problematice se vénuje fada vyzkumnych

pracovist’.

Cilem této diplomové prace bylo navrhnout metodiku HPLC stanoveni akrylamidu,
kyseliny akrylové a N, N’- methylen-bisakrylamidu pouzitych k syntéze kopolymerniho
skrobového hydrogelu, pripravit tento hydrogel dle postupu navrzeného v diplomové praci J.
Hrocha [1] a zbytkové monomery v ném stanovit. Dal§im tikolem aplikacni povahy bylo u
pripravenych hydrogelt posoudit jejich vliv na retencni vodni kapacitu ptidy a rychlost jejiho

vysychani.
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1 Teoreticka ¢ast

1.1 Hydrogely

Hydrogely tvofi skupinu polymernich materiali, jejichz hydrofilni zesiténa struktura
umoznuje zadrzet velké mnozstvi vody. Tato jejich vlastnost je vyuzivana v fad¢ primyslovych
a environmentalnich oblasti. Schopnost hydrogeli absorbovat vodu je dana pfitomnosti
hydrofilnich funkénich skupin navdzanych na polymerni sit. Mnoho materidlii, ptirozené se

vyskytujicich i syntetickych, odpovida definici hydrogelti.

Béhem poslednich dvou desetileti byly pfirodni hydrogely postupné nahrazovany
syntetickymi hydrogely, které maji delSi zivotnost, vysokou sorpcni kapacitu a vysokou
pevnost. Syntetické polymery maji dobfe definované struktury, které mohou byt modifikovany
tak, aby spliovaly pozadavky na funkcnost. Rovnéz se jedna o stabilni latky v Sirokém

horizontu teplot [2].

V posledni dob¢ byly hydrogely definovany jako dvouslozkové nebo viceslozkové
systémy sestavajici z 3D sité polymernich fetézcl a z vody, kterd vypliuje prostor mezi
makromolekulami. V zavislosti na vlastnostech pouzitého polymeru (polymer), jakoz i na
povaze a hustoté sitovych spojii, mohou takové struktury v rovnovaze obsahovat riizna
mnozstvi vody. V nabobtnalém stavu je hmotnostni podil vody v hydrogelu mnohem vyssi nez

hmotnostni podil polymeru [3].

Hydrogely mohou byt syntetizovany raznymi chemickymi zpasoby. Ty zahrnuji jak
jednostupiiové postupy, jako je polymerace a paralelni zesiténi multifunkénich monomerq, tak
vicestupiiové postupy zahrnujici syntézu polymernich molekul. Dne$ni moznosti umoznuji
navrhovat a syntetizovat polymerni sité s fizenim dalezitych parametrti, jako je hustota zesiténi,

biologicka degradace, mechanicka pevnost a chemicka a biologickéa odezva na podnéty [4].
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1.1.1 Rozdéleni hydrogelua
Hydrogely mohou byt klasifikovany dle mnoha faktort:

1) Klasifikace na zakladé ptivodu [5]

a. Prirodni

b. Syntetické

2) Klasifikace podle slozeni [6; 7; 8]

a. Homopolymerni hydrogely jsou takové hydrogely, které jsou odvozené od
jediného druhu monomeru, jez je zakladni strukturni jednotkou obsahujici
jakoukoliv polymerni sit’. Homopolymery mohou mit kiizové vazby a zavisi na
povaze monomeru a polymerac¢ni technice.

b. Kopolymerni hydrogely se skladaji ze dvou nebo vice rtiznych druht monomert
s alespon jednou hydrofilni slozkou, uspofadanou v ndhodném bloku nebo
stiidavé konfiguraci podél fetézce polymerni sité.

c. Multipolymerni interpenetracni hydrogel (IPN), je vyroben ze dvou nezavislych
tfid hydrogelii. Zesiténa synteticka a / nebo ptirodni polymerni slozka, obsazena
ve formé sit€. V semi-IPN hydrogelech je jedna slozka zesitény polymer a druha
je nezesitény polymer.

3) Klasifikace na zaklad¢ konfigurace

a. Amorfni

b. Semikrystalickda — komplex spojujici amorfni a krystalickou fazi

c. Krystalicka

4) Klasifikace na zaklad¢ vazby [9]

a. Chemicka — trvalé propojenti sité

b. Fyzikalni — pfechodna spojeni, vznikajici zapletenim polymernich fetézct nebo
fyzikalni interakci (iontové reakce, vodikové vazby, hydrofobni reakce).

5) Klasifikace na zaklad¢ struktury v zavislosti na technice polymerace

a. Matrice

b. Film

c. Mikrosféra
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6) Klasifikace podle sitového elektrického naboje
a. Neiontové (neutralni)
b. Iontova (zahrnujici aniontové nebo kationtoveé)
c. Amfoterni elektrolyt (amfolyticky) obsahujici kyselé a bazické skupiny
d. Biiontové (polybetainy) obsahujici jak aniontové, tak i kationtové skupiny v

kazdé strukturné opakujici se jednotce.

1.1.2 Vyuziti hydrogeli

Od objevu prvnich hydrogelt se jejich pouziti rozrostlo do mnoha odvétvi. V soucasné dobé
jsou hydrogely vyuzivany v zemédélstvi, potravinafstvi, farmaceutickém priamyslu,
biomedicinskych aplikacich, tkanovém inzenyrstvi, hygienickych produktech, ale také k tvorbé
umeélého snéhu, v diagnostice, pii separaci biomolekul nebo buné€k, v biosenzorech a dalsich

aplikacich [2].

V zemédé€lstvi se hydrogely vyuzivaji pfedevSim pro jejich schopnost zlepsit pidni
vlastnosti. Zlepsuji vyuziti pidni vlahy a pfistup vody a mineralnich latek ke kofentim rostlin.
Opakovanymi cykly bobtnani a vysychani rovnéz provzdusiuji pudu a pfispivaji k jeji
drobtovité struktufe. Po aplikaci hydrogeli do pidy dochdzi ke snizeni stresu rostlin pii
Spatnych klimatickych podminkach (napf. pfi nedostatku srazek). V tomto sméru se jako
perspektivni jevi polysacharidové hydrogely na bazi alginatu sodného a montmorillonitové
matrice, které jsou charakteristické dlouhodobym uvoliiovanim vody a zivin. Hydrogely na bazi

rrrrrr

zvySeni dostupnosti vody pro rostliny [10].

Ve farmaceutickém prumyslu se s hydrogely setkdvame nejdiive, pouzivaly se totiz pii
vyrob¢ kontaktnich ¢ocek a tento produkt ma blizko k ¢eské chemii, protoze objevitelem nebyl

nikdo jiny nez Otto Wichterle [11].

Siroké vyuziti nalezly hydrogely v medicing a farmacii, napiiklad pii oSetfovani ran, jako
nosice 1éCiv, pii lécbe kosti, klize a dutiny ustni. Jako jedny z prvnich aplikaci hydrogeli
v lékarstvi byly kontaktni Cocky, jejich objevitelem nebyl nikdo jiny nez akademik Otto
Wichterle. Tyto hydrogely jsou pfipravovany z piirodnich materiali, biopolymerit a/nebo

biologicky odbouratelnych polymert [12].

15



V potravinarském primyslu se hydrogely hojné vyuzivaji ve formé zahustovadel a
gelotvornych latek. Vyuzivanymi latkami jsou rostlinné gumy, derivaty celulozy nebo

modifikované Skroby. Jedna se o latky ptirodniho charakteru, které nejsou zdravi skodlivé [13].

Hydrogely jsou dale pouzivany jako iontové-vyménna a flokula¢ni ¢inidla a nasly své
vyuziti 1 v oblasti ¢isténi odpadnich vod. Hlavnimi necistotami odpadnich vod jsou slouceniny
dusiku, fosforu, tézké kovy a dale viry, bakterie a mikroorganismy. Problém v odpadnich
vodach délaji t€¢zké kovy, které jsou jedy pro zivé organismy. Zptsobd, jak tyto kovy z vody
odstranit je nékolik — reversni osmoza, chemické srazeni, elektrodialyza a pouziti iontoménica.
Tyto metody jsou nakladné, a proto se vyzkum ubira smérem vyuziti ptirodnich latek na bazi
polysacharidd, které by tyto polutanty zachycovaly na principu adsorpce. Kopolymery Skrobu
s polyakrylamidem dosahuji dobrych vysledkt jako flokulacni ¢inidla, hydrogely na bazi
hydrolyzovaného Skrobu a kyseliny akrylové jsou sorbenty vyuzitelnymi pro odstranéni
tézkych kovi. Tézké kovy, zejména rtut, i€inné zachycuje kopolymer skrobu a (poly)-meta-

akrylamidu [14].
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1.1.3 Hydrogely na bazi roubovanych kopolymeri Skrobu

Biodegradabilni hydrogely na béazi skrobid roubovanych kyselinou akrylovou a
akrylamidem mohou byt vhodnou ekologickou alternativou ke komerénim plné syntetickym
polymertim kyseliny akrylové a akrylamidu. Vysoké bobtnavosti je dosazeno pii snizeném
obsahu potencidlné rizikového akrylamidu, lze je aplikovat v mensich davkach nezli syntetické
produkty vykazujici niz§i bobtnavost (v rozmezi 250-300 g vody/g navazky hydrogelu), vedle
funkce regulatoru ptidni vldhy mohou byt i zdrojem zivin, zejména mocovinového dusiku.

Nezanedbatelnou piednosti hydrogelit obsahujicich ve své molekule karboxylové
funkéni skupiny pochazejici zkyseliny akrylové je i jejich pomérné vysoka kationtove
vyménna kapacita. Reak¢éni schéma vzniku a strukturni vzorec graft-kopolymeru skrobu a
kyseliny akrylové je uvedeno nize na obrazku. Dalsi vyzkum v oblasti hydrogelii na bazi
roubovanych polysacharidi je zaméfen na optimalizaci podminek jejich syntézy, na odstranéni
zbytkovych monomernich necistot z produktli a na pfipravu biodegradabilnich hydrogeli

graftovanych zdravotn¢ zcela nezdvadnymi monomery [1].

heating o
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Obrazek 1 - Schéma vzniku kopolymeru skrobu a kyseliny akrylové zesiténého N, N'-
methylen-bisakrylamidem [15]



1.1.4 Toxikologické vlastnosti derivati kyseliny akrylové

Akrylamid (AAM) je chemicka latka pouzivand v mnoha priamyslovych odvétvich po
celém svéte. Akrylamid se pfirozené tvoii v potravinach tepelné upravenych (pecenych,
smazenych) pii vysokych teplotach. Nedavné vyzkumy ukdzaly, ze akrylamid je
neurotoxickym, reprodukénim toxikantem a karcinogenem pro zivocisné druhy. U lidi byly
pozorovany pouze neurotoxické ucinky a pouze pii vysokych trovnich expozice. Mechanismus
zakladnich neurotoxickych ucinki AAM, muze byt divodem pro jiné toxické ucinky

pozorované u zvitat [16, 17].

Tento mechanismus zahrnuje interferenci s motorickymi proteiny kinesinu v nervovych
buiikach nebo s fiiznimi proteiny pii tvorb€ vezikul na nervovém konci a ptipadné smrti bunck.
Neurotoxicita a vysledné zmény chovani mohou ovlivnit reprodukci zvitat vystavenych AAM
s vyslednym snizenym reprodukcnich schopnosti. Motorické proteiny kinesinu jsou dale

dilezité pro pohyblivost spermii, coz by mohlo zapfti€init zmény pti reprodukci.

Nejvétsi podil na dennim piijmu AAM maji ve vétSin€é zemi nasledujici potraviny:
bramborové hranolky (16-30 %), bramborové lupinky (646 %), kava (13-39 %), pecivo a keksy
(10-20 %) a chléb a topinky (10-30 %). Na zaklad¢ Setfeni spotfeby potravin lze predpokladat
pramérny piivod akrylamidu pro individua ve véku 17-70 rokti na urovni asi 40 ug/kg télesné
hmotnosti/den. Vzniku akrylamidu v potravinach nelze zabranit, 1ze vSak snizit hodnoty obsahu
v potravinach. Doporucuje se omezit silné opekani pfi vysokych teplotdch, a dosahovani pfili§
tmavé barvy pii peceni a opékani brambor, placek, chleba, pizzy a kolact. Teploty pii peceni

v troub€ by nemély piekrocit 200 °C, ve fritéze by teplota neméla ptekrocit 175 °C [18].

Jelikoz by jakakoli uroven expozice genotoxické latce mohla potencidlné vést k
poskozeni DNA a k rakovin€, neni mozné stanovit tolerovatelny denni pfijem akrylamidu v
potravinach. Namisto toho byl proveden odhad rozmezi davky, v jehoz ramci akrylamid
pravdépodobné zplsobi maly, avSak méfitelny vyskyt tumorti (takzvané ,,neoplastické” u€inky)
nebo ma jiné potencialni nezadouci u€inky (neurologické ucinky, ucinky na prenatalni a
postnatalni vyvoj a na muzské reprodukéni schopnosti). Dolni hranice tohoto rozmezi se nazyva

spodni limitni hodnota intervalu spolehlivosti referenc¢ni davky (BMDL o)

U tumort byla zvolena BMDL1o 0,17 mg/kg télesné hmotnosti/den. U jinych ucink
byly neurologické zmény povaZovany za nejrelevantnéjsi pfi BMDLo 0,43 mg/kg télesné
hmotnosti/ den. Stfedni smrtelna davka LDso se u savci pohybuje v rozmezi 100-200 mg/kg

[19; 20].
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Obrazek 2 - Metabolismus akrylamidu [21]

N, N’ - methylen-bisakrylamid (MBA) zpiisobuje podrazdéni oci, plic a
gastrointestinalniho traktu u laboratornich zvirat. Hlodavctim, které byly podavany opakované
peroralni davky MBA byla pozorovana anémie, nespecifické ucinky na nervovy systém,
dychaci potize a poskozeni plic. U cloveka se jednalo o alergickou kontaktni dermatitidu
s potencialnimi neurotoxickymi a karcinogennimi u¢inky. Muze zplsobit genetické vady,
neplodnost a poskozeni organti. Stiedni smrtelna davka LDso se u savcll pohybuje v rozmezi

380-401 mg/kg [22; 23].

Kyselina akrylova je hoflava, zdravi skodliva latka. Zptsobuje t€zké poleptani kiize a
o€, je zdravi skodliva pfi vdechovani a vysoce toxicka pro vodni organismy. Stiedni smrtelna

davka LDso se u savell pohybuje v rozmezi 140-1400 mg/kg [24; 25].
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1.2 Kapalinova chromatografie

1.2.1 Princip kapalinové chromatografie

Chromatografie je separa¢ni metoda zalozena na rozdilné distribuci rozdélovanych latek
mezi dvéma nemisitelnymi fazemi — mobilni (pohyblivou) fazi a stacionarni (nepohyblivou)
fazi. Mobilni fazi je kapalina ¢i plyn, staciondrni fazi se pak rozumi tuha latka, ptipadné
kapalina ukotvena na tuhém nosici. Tato faze je v ptipad¢ sloupcového usporadani obsazena v
chromatografické koloné ve formé sorbentu, mize vSak byt nanesena na deskovité podlozce ve
forme¢ tenké vrstvy (tenkovrstva chromatografie), pfipadné na papirovém nosi¢i (papirova

chromatografie) [26].

Nejznaméjsim a v praxi nejvice pouzivanym usporadanim kapalinové chromatografie
je vysokou¢inna kapalinovd chromatografie (HPLC - High Performance Liquid
Chromatography). V takovémto kolonovém uspofadani je mobilni faze do systému piivadéna
pomoci vysokotlakého Cerpadla a k separaci latek dochazi za tlakd aZz nékolika desitek MPa,
coz eliminuje difuzni rozmyvani jejich elu¢nich zon v koloné s velmi jemnozrmnym sorbentem
a umozinuje dosahovat vysokych separac¢nich G¢innosti. Béhem prichodu separovanych latek
kolonou dochazi k opakovanému ustalovani a porusovani jejich rovnovahy mezi staciondrni a
mobilni fazi a k rozdilnému zadrzovani na kolon¢ zplGsobenému odlisnou afinitou k obéma

fazim (Obrazek 3) [27].

Obrazek 3 - Separace dvouslozkové smési v chromatografické koloné [27]
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Distribuci slozek mezi dvéma fazemi Ize popsat distribu¢ni konstantou Kp definovanou

rovnici 1:

Ky = &
Cm
Rovnice 1 - Distribu¢ni konstanta Kp
kde cs je koncentrace slozky ve stacionarni fazi a cm koncentrace slozky v mobilni fazi. Vyssi
hodnota distribu¢ni konstanty poukazuje na del$i dobu setrvani molekuly ve stacionarni fazi

a tim vyssi retenci. Latky se tedy pro rozdéleni musi lisit svymi distribu¢nimi konstantami.

Podle fyzikaln¢ chemickych principli, na nichz je separace latek zalozena, se kapalinova

chromatografie déli na [28]:

- adsorp¢ni (separace latek se uskutecniuje na zékladé rozdilné intenzity interakci jejich
molekul s povrchem adsorbentu, kterym mutze byt piipadné nosi¢ s chemicky
zakotvenou kapalnou stacionarni fazi. Pokud ma nepolarni charakter, hovoti se o HPLC
s obracenou fazi),

- iontové vyménnou (k separaci dochazi na zékladé iontové vyménnych rovnovah mezi
analyty, ionexovou stacionarni fazi a slozkami eluentu),

- gelovou permeacni, pii niz dochazi k separaci latek dle velikosti jejich molekul a
velikosti pori gelu (malé molekuly pronikaji do port gelu, zadrzuji se vice, nezli velké),

- afinitni (stacionarni faze obsahuje zakotvené ligandy, na které se rozd¢lovana latka
vaze).

Nejpouzivanéjsi metodou HPLC v praxi je RP-HPLC (z angl. Reverse Phase HPLC),
neboli HPLC s obracenou fazi, kterd se pouziva k separaci polarnich latek, Pfi této metodé
dochazi k separaci latek na kolon¢ s nepolarnim charakterem naplné, napi. na silikagelu jako
nosici s chemicky vazanym oktadecylovym fetézcem, za pouziti silné polarnich rozpoustédel
jako mobilni faze. Tou nejcastéji byvaji binarni smési voda-methanol a voda-acetonitril.
K rozdéleni smési latek dochazi na zakladé tzv. solvofobnich (hydrofobnich) interakci, kdy jsou
nepolarni latky z mobilni faze vytésiiovany a na zakladé Van der Waalsovych sil poutany
stacionarni fazi malo ¢i vitbec a jsou eluovany nejdiive, s klesajici polaritou jejich retence na
kolon¢ vzrasta. Zpravidla se pracuje v rezimu gradientové eluce, pii niZ se béhem analyzy
sniZzuje polarita mobilni faze vy$§im ptidavkem slozky organické faze, coz vede k rychle;jsi

eluci nepolarnich latek z kolony.

21



Bylo navrZzeno nékolik mechanismii a vztahti popisujicich zavislost retence
chromatografovanych latek na slozeni mobilni faze v systému s obracenymi fazemi, jako

priklad 1ze uvést rovnici 2 [29].
k' =ko. 107

Rovnice 2 - Zavislost retencniho faktoru na koncentraci méné polarni slozky mobilni faze v
systému s obracenou fazi

kde k" je retencni faktor, ¢ koncentrace méné¢ polarni slozky mobilni faze a ko a n jsou
konstanty. Jak jiz bylo zminéno vyse, eluce miiZze byt provadéna dvéma zpiisoby. Tim prvnim
je tak zvana isokraticka eluce s mobilni fazi o konstantnim slozeni, a tedy neménné elu¢ni sile.
Druhym typem je pak tzv. gradientova eluce, pti niZ se elucni sila mobilni faze s rostoucim
obsahem silngjsi elucni slozky zvySuje. Isokraticka eluce je vhodnéjsi v ptipad¢ latek, které
maji stejné nebo podobné fyzikalné-chemické vlastnosti, tedy i hodnotu Kp. Naproti tomu
gradientova eluce prichdzi v ivahu u latek, které maji tuto vlastnost vyrazné odlisnou a
detektoru prevedeny do formy chromatografického zaznamu — chromatogramu. Jedna se o
casovou zavislost veli¢iny méfené detektorem. Typickym tvarem téchto kiivek je gaussovsky

pribéh, ktery je oznacovan jako pik.

1.2.2 Retencni charakteristiky

Mezi zakladni charakteristické veli¢iny pfi déleni latek patii retencni nebo také elucni
¢as tr a s nim souvisejici retencni objem Vr. Retencni Cas je doba, ktera uplyne od nastiiku
vzorku do dosaZeni maxima elucni kiivky (vrcholu piku). Retencni objem je pak objem mobilni
faze, ktera protece za tuto dobu kolonou pti objemovém pritoku Fm. V chromatografii je tr
kvalitativni charakteristikou latky, kvantitativnim parametrem je potom plocha piku (A),
ptipadné vyska piku (h). Vzdjemny vztah mezi retencnim Casem a reten¢nim objemem je dan

rovnici 3, na obrazku 2 je ndzorné vysvétlen vyznam kvalitativnich a kvantitativnich parametrt.

VR:FM 'tR

Rovnice 3 - Vypocet retencniho objemu
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mV

t™m tr1 tr2 min

Obrazek 4 - Kvantitativni a kvalitativni charakteristiky chromatografického procesu [27]
tr — retenéni Casy latek, tm— retenéni ¢as nezadrzované slozky (mrtvy ¢as), A — plocha piku,

h — vyska piku.

Z takto ziskanych parametrt Ize vypocitat retencni (kapacitni) faktor k podle rovnice 4:

tr—tuy _ Ve—Vu
Yz

k=

Rovnice 4 - Vypocet retenc¢niho faktoru
Z rovnice vyplyva, ze vSechny délené latky v mobilni fazi setrvavaji stejny cas, 1isi se
pouze dobou setrvani ve stacionarni fazi. Doba, po kterou latky zlstavaji ve stacionarni fazi je

nazyvana redukovany reten¢ni cas tg.

Rovnice 5 - Vypocet redukovaného reten¢niho ¢asu

1.2.3 Utinnost chromatografické kolony

Cilem chromatografické separace je dosazeni idealniho rozdéleni latek v co mozna
nejkratsim case. Mirou ucinnosti kolony je bezrozmérna velicina N nazyvand pocet

teoretickych pater a definovana rovnici 6,

v t:  L?

N = = =
2 2
oy or 73

Rovnice 6 - Vypocet poctu teoretickych pater
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pficemz oy je smérodatnd odchylka chromatografického piku v objemovych jednotkach a
obdobné toto plati i pro vyjadieni smérodatné odchylky v délkovych jednotkach (L, o1) nebo v
gasovych udajich (tr, or). Cim vyssi je podet teoretickych pater N, tim méné je zéna analytu
béhem prichodu kolonou rozsitena, a tim je tato kolona u¢inngjsi. Pocet teoretickych pater neni
pro danou kolonu konstantni veli¢inou, ale zavisi na retencnim faktoru slozky, ktera je pro
vypocet pouzita a dale na stavu stacionarni faze (historii pouziti kolony). Vzhled pika analytu

pro kolonu s nizkou (A) a vysokou uc¢innosti (B) je zndzornén na nasledujicim obrazku.

Obrazek 5 - Ukazka separacni u€innosti kolony [27]

Pocet teoretickych pater kolony zavisi na:

- délce kolony (L)

- reten¢nim faktoru (reten¢nim Case tr)

- rychlosti pratoku mobilni faze (u)

- velikosti ¢astic napln¢ chromatografické kolony (dp)
- teploté (T)

- viskozité mobilni faze (1)

24



Pro praktické stanoveni poctu teoretickych pater se pouziva rovnice 7:

1A%
N = konst (—)
w

Rovnice 7 - Prakticky vypocet poctu teoretickych pater
kde w je Sitka piku v jeho pfislusné vySce. Nej€astéji je volena Sitka piku v 50 % jeho vysky,
kdy ma konstanta hodnotu 5,54, nebo se Sitka odecte na Grovni zakladni linie mezi praseciky

teCen prolozenych v inflexnim bod¢ eluéni kiivky (odpovida ctyfnasobku smérodatné

odchylky). V tomto pfipadé ma konstanta hodnotu 16.

Ucinnost separacni kolony tak vyznamné zavisi na $itce elucnich pika — ¢im bude vétsi,
tim niz§i bude pocet teoretickych pater, a tedy horSi oddéleni elu¢nich zon separovanych latek.
Existuji kinetické déje, které zplisobuji rozmyvani téchto zén, coZ ma vyznamny dopad na
vysledny tvar chromatografického piku, a tim 1 na ucinnost separace celého
chromatografického procesu. Cim delsi as stravi molekula ve stacionarni fazi, tim jsou tyto
vlivy vyraznéjsi, a tim $irsi je elucni zona.

Mezi nejvyznamnéjsi déje, které maji na rozmyvani elucni zony vliv, patii tfi nezavislé
aditivni procesy:

- vitiva diftze analytu v mobilni fazi pti prichodu naplni kolony,
- molekulami (podélnd) diftize analytu v mobilni fazi,

- odpor proti pievodu hmoty mezi mobilni a stacionarni fazi.

Pro vyskovy ekvivalent H teoretického patra, ktery by mél byt co nejnizsi, lze pak psat

rovnici 8:

Rovnice 8 - Vypocet vyskového ekvivalentu teoretického patra

kde Hp — pfispévek vifivé difize, Ha — pfispévek molekularni difize analytu a Hm —
ptispévek odporu proti ptevodu hmoty.

Analytik nema pfi pouzivani komer¢nich separacnich kolon pftili§ moznosti, jak tyto
negativni jevy eliminovat, nebot jsou dany vlastnostmi sorbentu (Hm) a kvalitou naplnéni

kolony (Hy). Optimalizaci priitokové rychlosti eluentu lze pouze do urCité miry potlacit

prispévek podélné difuze (Hg), zvySeni teploty mize vést ke zrychleni difuze molekul
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separovanych latek v porech Castic sorbentu a snizeni odporu vici prevodu hmoty (Hm). A tak
je nutné eliminovat zejména tzv. mimokolonové prispévky k rozsifeni elu¢ni zoéony v
nastfikovém zafizeni, spojovacich zafizenich (kapilarach, spojkach, filtrech) a v detektoru.
Mimokolonové prispévky mohou byt nejvice ovlivnény volbou spojovacich kapilar, a proto
musi byt tyto cesty mezi nastfikovym zafizenim a kolonou a kolonou a detektorem voleny tak,
aby zbyte¢n€ nezvySovaly mrtvy objem celého chromatografického systému, a tim nepftispivaly

k rozmyvani elu¢nich zon.

1.2.4 Instrumentace v HPLC

Kapalinovy chromatograf se sestava z casti plnicich tyto funkce:

1) uchovani, filtrace, odplynéni a transport mobilni faze (zasobniky mobilni faze, filtry,

odplynovaci zafizeni, vysokotlaké cerpadlo)

2) davkovani vzorku (autosampler, manualni davkovaci ventil)
3) separace latek (chromatograficka kolona, termostat kolony)
4) detekce latek (detektor)

5) zaznam dat pro nasledné vyhodnoceni (pocitac a software)

[ ﬁ%z?_ﬁﬂk
= o=

Obrazek 6 - Blokové schéma kapalinového chromatografu [30; 31]

1 - zasobniky mobilnich fazi, 2 — odplynovac¢ mobilnich fazi, 3 - sméSovac, 4 - vysokotlaké
Cerpadlo, 5 - davkovac vzorku, 6 - chromatograficka kolona, 7 - detektor, 8 - sbérac frakei, 9 -

datova stanice
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Kapalinovy chromatograf mtize mit samozrejmé fadu modifikaci. Nékteré komponenty
lze vyradit nebo naopak pfidat. Pfi isokratické eluci je mobilni faze vedena ze zasobniku
mobilni faze (1) do vysokotlakého Cerpadla (4). Pti gradientové eluci jsou proudy slozek ze
dvou nebo vice zasobnikli miseny podle zvoleného programu ve sméSovaci (3), ktery je
zafazeny pred vysokotlakym cCerpadlem (4). Gradientova eluce mize byt také uskutecnéna

pomoci dvou vysokotlakych ¢erpadel, kdy je sméSovac¢ zafazen az za nimi.

Zbaveni mobilni faze v ni rozpusténé¢ho vzduchu je zajisténo odplynovacem (2). Dale
je mobilni faze vedena pies zatizeni pro davkovani vzorku (5) do chromatografické kolony (6),
ktera je spojena s detektorem (7), za ktery mutze byt zatazen sbérac jednotlivych frakei (8). Z
detektoru je signal veden do datové stanice (9), kde je uloZen a nasledn¢ zpracovan. Ve vSech
konfiguracich je snahou vytvofit sestavu s co mozna nejmensimi mimokolonovymi mrtvymi

(volnymi) objemy, aby nedochazelo k rozmyvani chromatografickych pikd.

Kazda kolona je sloZena ze dvou ¢asti — vlastni télo kolony, kterym je v rovna trubice
s hladkym vnitinim povrchem a koncovka kolony. Koncovka ma tfi funkce: zajistit tésnost
systému v oblasti tlakti pouzivanych v HPLC, distribuovat mobilni fazi a analyt vzdy
rovnomérné pres cely prifez chromatografického loze a zadrzovat napli kolony. Ke spojeni
kolony s davkovacem a detektorem jsou pouzivany kovové nebo polyetheretherketonové
kapilary a hydraulické spojky. Distribuce mobilni faze i analytu vzdy rovnomérné ptes cely
prifez chromatografického loze musi byt dosaZzeno v co nejmensim objemu a s minimalnimi
mimokolonovymi objemovymi ptispévky pro zabranéni rozsiteni elucni zony analytu. Zptisob
distribuce mobilni faze i analytu ovliviiuje jak UcCinnost, tak rozliSeni a projevuje se vice u
kratkych kolon o velkém vnitinim priméru nez u dlouhych kolon malého vnitfniho priméru

[27].

Vedle vhodné kolony a slozeni mobilni faze je pro uspésnou chromatografickou analyzu
nutné zvolit vyhovujici typ detektoru. Pro HPLC je jich k dispozici n€kolik liSicich se méfenou
veliCinou, selektivitou (odezva zavisi pouze na koncentraci analytu), resp. univerzalnosti
(odezva je Umérna celkové vlastnosti eluatu), citlivosti, cenovou dostupnosti.
K nejpouzivanéjsim  patii  detektory spektrofotometricky (UV-VIS), infracerveny,
fluorimetricky, refraktometricky, elektrochemicky (amperometricky, coulometricky),

vodivostni, hmotnostni spektrometr.

27



Pro latky absorbujici v UV ¢&i viditelné oblasti spektra, je nejvice pouzivan
spektrofotometricky detektor, v modu tzv. nepifimé fotometrie pouzitelny i pro detekci latek
neabsorbujicich. Pracuje s mezi detekce 0,1 — 1 ppm. Jeho pokrocilou variantou je tzv. diode

array (DAD) detektor umoziujici snimat béhem analyzy UV-VIS spektra eluatu.

Vysokou selektivitou a citlivosti se vyznacuje fluorimetricky detektor vhodny pro
analyty emitujici po vybuzeni fluorescencni zafeni a schopny detekovat koncentrace 1-100
ppb. Neselektivnim, univerzalnim detektorem je naopak refraktometricky detektor, jehoz
odezva siln€ zavisi na teplot€, na rychlosti pritoku a sloZeni eluentu a nelze ho tedy pouzit pro
gradientovou eluci. Selektivni pro latky podléhajici oxidacné redukénim reakcim jsou detektory
amperometricky a coulometricky méfici proud pii prichodu téchto latek mérmou celou
s elektrodami, Vodivé analyty lze vyhodn¢ detekovat vodivostnim detektorem.

Elektrochemické detektory vynikaji rovnéz vysokou citlivosti (1 — 100 ppb).

Univerzalnim, a pfitom vysoce citlivym detektorem je pfistroj pro detekci rozptylu
svétla ELSD (Evaporative Light Scattering Detector) méfici rozptyl svétla na tuhych ¢asticich
rozptylenych v proudu plynu po odpateni mobilni faze (analyt musi byt méné tékavy nez
eluent), je vhodny pro gradientovou eleuci. Detekénim systémem vhodnym soucasné pro
kvalitativni a kvantitativni analyzu je hmotnostni spektrometr, kterym lze detekovat rovnéz

radove jednotky az stovky ppb [32; 33].
Pii vybéru HPLC detektoru je tieba sledovat nasledujici vlastnosti [27]:

e vysoka citlivost a predvidatelna odezva

e odezva pro vSechny analyty — univerzalnost

e specificita

e linearita (Siroky linearni dynamicky rozsah)

e spolehlivost a snadnost pouziti

e nulovy pfispévek k mimokolonovému rozmyvani elu¢ni zony
e nedestruktivnost

e signal nezavisly na slozeni mobilni faze (gradientova eluce)

e signdl nezavisly na zméné teploty a prutoku

e kvalitativni informace pro detekované piky
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1.2.5 HPLC akrylamidu, Kkyseliny akrylové a N, N’-methylen-

bisakrylamidu

V literatufe je uvadéno nékolik zplisobll a moznosti, jak k analyze studovanych latek

pristupovat.

V praci [34] byla k separaci AAM, KA a MBA pouzita gradientova eluce na kolon¢ C-
18 Phenomenex Jupiter Sp C-18 300A, 4,6 mm x 25 cm s mobilni fazi tvofenou smési voda-
methanol, doba gradientu €inila 25 minut. PH mobilni faze bylo upraveno ptidavkem KH2POas.
Chromatografované latky byly detekovany pti 205 nm, teplota kolony cinila 20 °C, pruatok
1 ml/min, reten¢ni ¢asy mély hodnoty 5,0 min (AAM), 9,6 min (KA) a 23,1 min (MBA).

Nasledujici zdroj [35] uvadi jako moznou aparaturu sestavajici se z Phenomenex C18,
5u; 4,6 mm x 250 mm s mobilni fazi tvofenou tvofenou smeési voda-acetonitril (80:20). PH
mobilni faze bylo upraveno ptidavkem kyseliny fosfore¢né, objem nastiiku 20 pl, pratok byl

nastaven na 1 ml/min a retenc¢ni ¢asy mély hodnoty 3,24 min (AAM) a 8,25 (KA).

006

Obrazek 7 - Chromatogram stanoveni AAM [35]
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Dalsi moznosti [36] bylo pouziti kolony Ultimate XB-C18 5u; 4,6 mm x 250 mm
s mobilni fazi methanolu a vody (10:90), pritokem 0,5 ml/min, pH mobilni faze nebylo
ménéno. Chromatografické latky byly detekovany pti 200 nm, teplota kolony ¢inila 30 °C.
Retenéni ¢as mel hodnotu 8,49 min (AAM).
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Obrazek 8 - Chromatogram stanoveni AAM [36]
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V dalsi praci [37] bylo pouzito zatizeni sloZzeného z Shimadzu 10AD s UV detektorem
(nastavena byla hodnota 200 nm), kolonou Aminex HPX- 87H, 7.8 mm x 300 nm, teplota
kolony byla 30 °C pomoci termostatu CTO-10A Shimadzu. Mobilni fazi byl 20 obj.%
acetonitril. Retencni ¢as mél hodnotu 36,51 min resp. 27,51 min (AAM) v zavislosti na typu

pouzitého eluenty v pribéhu experimentu.
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Obrazek 9 — Chromatogram stanoveni AAM [37]

V nésledujicim pokusu [38] bylo pouzito spektrofotometrického detektoru Shimadzu,
cerpadla Shimadzu LC600, autosampleru Alcott 728 s P.E. Nelson datovou stanici. PouZita
byla kolona Nalco 4,6 mm x 150 mm; 5pu. Chromatografované latky byly detekovany pii 210
nm, pratok 0,6 ml/min, reten¢ni casy mély hodnoty 16,5 min (AAM), 23,0 min (KA).
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Chromatograficka separace v dal§im ptipad¢ [39] byla provedena na koloné Atlantis
dC18 s pritokem 1 ml/min pfi teploté 25 °C. Mobilni fazi byly postupné acetonitril a methanol.
Akrylamid byl detekovan pti 226 nm. Reten¢ni ¢as AAM byl 6,92 min.
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Obrazek 10 - Chromatogram stanoveni AAM [39]
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1.3. Puda a jeji vlastnosti

Pida je zdkladnim vyrobnim prostfedkem v zemédélstvi. Na jeji kvalite¢ (bonité,
zurodnéni) v podstaté zavisi zemédelskd produkce. Péce o pidu je predmétem jejiho
zurodnovani, tj. soustavy riiznych agrotechnickych a melioracnich opatieni, ktera chrani padu
pfed poskozovanim, zlepSuji jeji vyvojové podminky a zabezpecuji tak vyssi vynosy
péstovanych plodin. Zirodiiovaci opatieni se v soucasné dob¢ pfi intenzivni rostlinné vyrobé
stavaji jednim z limitujicich faktorti a je mu nutno jim vénovat zvySenou pozornost. Mezi

vvvvvv

v této kapitole vénovana pozornost pouze této piidni vlastnosti.

Puda je polydisperzni systém tvofeny Casticemi riizné velikosti. Z hlediska sorpéni
pudni schopnosti maji pfedevsim vyznam castice koloidnich rozméri — tedy v rozmezi 1—
2000 nm a téz ¢astice molekuldrné disperzni (pod 1 nm). V piadé se spolu s témito jemnymi
casticemi nachdzeji i ¢astice hrubsi (prach, jemny pisek). Na povrchu téchto hrubsich castic

jsou elektrostatickymi silami drzeny castice koloidni a molekularné disperzni.

Skupina koloidné disperznich ¢astic je v piid€ reprezentovana hlavné jilovymi mineraly,
dale polymerni koloidni kyselinou kiemicitou (= hydratovanym oxidem kifemicitym) a téz
koloidnimi Casticemi hydratovanych oxidii zelezitych a hlinitych. Z organickych latek sem
nalezi huminové kyseliny, fulvokyseliny a dalsi humusové latky. Plocha tvofena témito koloidy
je velkd, coz ma zna¢ny vyznam predevsim pro fyzikalni a fyzikalné-chemické déje v padeé. K
molekularnim disperznim ¢asticim patii ionty a molekuly soli, kyselin a zasad v kapalné fazi —
pudnim roztoku. Tyto molekularni disperze maji vyznam pro chemické reakce v pude

probihajici.

1.3.1. Vodni rezim puady

Kapalna faze ptidniho systému je tvofena vodou, resp vodnymi roztoky anorganickych
1 organickych latek. Voda se vyskytuje v piid€ v rizném mnozstvi i v rznych formach, takze
jeji vodni rezim, coz je souborné oznaceni vlivl a ptisobeni vody na pidu, se mize v zavislosti
na vlastnostech piidy (ptidnich typech) vice ¢i méné lisit. Maximalni mnozstvi vody, které mize
puda piijmout, je dano pidni porovitosti. V pdrech se voda muize pohybovat, a to bud

v dusledku gravitacniho plisobeni vsakovat, nebo vlivem kapilarnich sil vzlinat.
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1.3.2. Druhy pidni vody

Podle druhu interakci a pohyblivosti v pudé lze vodu rozdélit na vodu vazanou

(adsorp¢né nebo kapilarn€) a vodu volnou (téz gravitacni).

Vazanou vodu v pid¢ poutaji rizné sily, takze nepodléha tcinkliim zemské gravitace.
Nejpevnéji je voda poutana chemickymi vazbami (voda konstitu¢ni, hydratova), méné pevné je
jiz véazana voda fyzikalni adsorpci na povrchu jilovych castic. Na tuto takzvanou
hydroskopickou vodu navazuje ve vnéjSich vrstvach voda obalova. V jemnych kapilarach
(porech) o priméru nejvyse 0,2 mm je drZzena kapilarni voda, kterou mohou pfijimat rostliny
svym kofenovym systémem, nebot’ je jiz poutdna velmi slab&. Kapilarni voda tedy pfedstavuje

vyznamnou zasobarnu této nepostradatelné latky pro vyzivu rostlin.

Volna (gravita¢ni) voda vyplituje hrubsi pory, jimiz G¢inkem gravitace prosakuje do
hloubky. Dosahne-li pii tomto pohybu nepropustné vrstvy (jilové nebo skalni), zacne se

hromadit a vytvari se voda podzemni.

Ukazatelem vodniho rezimu pudy jsou tak zvané hydrolimity — uré¢ité vlhkostni stavy puady,
které vyznacuji rozdily mezi jednotlivymi druhy vody v pudé (vdzanad a volna) a jednak

hydrolimity:

a) plna vodni kapacita, coZ je maximalni mnozstvi vody, které mtze ptida pojmout pti
zaplnéni vSech pudnich pért vodou. Pfi tomto stavu je pida nasycena vodou a
zamokiuje se.

b) reten¢ni vodni kapacita (t¢Z maximalni kapilarni vodni kapacita nebo absolutni vodni
kapacita) odpovida nejvétSimu mnozstvi vody zadrzené v kapilarach.

¢) adsorp¢ni vodni kapacita udava nejmensi mnozstvi vody hydroskopické a obalové. Pii

tomto stavu je piida prakticky zcela vyschla.
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1.3.3. Kapalna faze pidy

Kapalnou fazi pudy tvoii ptdni roztok. Jeho koncentrace kolisa v normalnich padach v
rozmezi 0,05 — 0,15 %. U zasolenych pud mutze dosahnout i hodnot nad 1%. SloZeni a

koncentrace pudniho roztoku zavisi na téchto faktorech:
1) Pldni vlhkosti,

2) Urovni hnojeni a druhu pouzitych hnojiv,

3) Péstovanych plodinach,

4) Aktivité biologické ¢innost,i

5) Kvalit¢ a mnozstvi vody v zavlahach.

Koncentrace anorganickych soli v plidnim roztoku siln¢ ovliviiuje osmoticky tlak v
rostlinach. Pii abnormalné vysokych davkach hnojiv (~ 1000 kg cistych zivin na ha) se
osmoticky tlak prudce zvysi a dochazi k poklesu vynosu. Normaln¢ se osmoticky tlak pohybuje

v hodnotach 0,02 — 0,1 MPa. Pii piekroc¢eni hodnoty 1 MPa zastavuji rostliny rast.

Je logické, ze osmoticky tlak zvlasté zvysuji vodorozpustnd primyslova hnojiva (napft.
dusi¢nan amonny, siran amonny a draselné¢ sole). Je proto dulezité regulovat riznymi
opatfenimi obsah ptdni vody v urcitych mezich (odvodiovani zamoktenych pud, tiprava ptidni
struktury mechanickou kultivaci ¢i aplikaci materiald upravujicich jeji podrovitost a
granulometrii, zavlaZzovani, aplikace materialii zadrzujicich vlahu, napt. hydrogelil) a soucasné

udrzovat optimalni pomér objemi pori vyplnénych pidnim vzduchem a vodou [40; 41].
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2  Experimentalni ¢ast

2.1 Chemikalie

Agrisorb, Agroprotec s.r.o. — Humpolec, CR

Floria, AGRO CS a. s. — Rihov, CR

Stockosorb Micro, Finstar s.r.0. — Kolin, CR

Stockosorb Medium, Finstar s.r.o0. — Kolin, CR

Akrylamid, Sigma — Aldrich Chemie GmbH, Némecko

Kyselina akrylova 99 %, Sigma — Aldrich, USA

N,N’- methylen-bis-akrylamid, Sigma — Aldrich Chemie GmbH, Némecko
Hydroxid draselny p.a, Lach — Ner s.r.0., Neratovice

Peroxodisiran amonny p.a., Lachema N.P., Brno

Kukufi¢ny skrob, Sigma — Aldrich, USA

Kyselina fosfore¢na 85% - Lach — Ner s.r.0., Neratovice

Methanol CHROMASOLV™ LC-MS Ultra — Honeywel, Némecko
Acetonitril — VWR International s.r.o0., CR

Ethanol denaturovany

Dusik 99,99%, Linde Gas, a.s., CR
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2.2 Pouzité pristroje a zarizeni

Kapalinovy chromatograf sestaveny z ¢erpadla LC-AD20, UV-VIS detektoru SPD-20A (oboji
od Shimadzu Corp., Japonsko), amperometrického detektoru DECADE Elite SC (Antec
Scientific, Nizozemsko), kolony Separon SGX C18, 150x3 mm, 7 u (Tessek, CR) a
nastfikového ventilu typ D se smyckou o objemu 10 pu (ECOM, spol. s r.0.)

Susarna UNB 400, Memmert, Némecko

Analytické vahy AV264C, Ohaus, USA 41

Predvazky Scaltec SPO 51, Scaltec Instruments GmBH, Némecko

pH metr pHi 04, Labio a.s., CR

Vakuova susarna ,,Vacuo — Temp, J.P. Selecta, gpanélsko

Magneticka michacka s ohfevem, Heidolph, Némecko

Trojhrdla banka o objemu 100 ml s kulatym dnem a aparatura pro inertni dusikovou atmosféru
Trojhrdla banka o objemu 200 ml s kulatym dnem a aparatura pro inertni dusikovou atmosféru
Filtra¢ni aparatura — odsavaci baiika a Biichnerova nalevka

Laboratorni teplomér

Bézné laboratorni nadobi
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2.3 Pracovni postupy

2.3.1 HPLC akrylamidu, kyseliny akrylové a N, N'-methylen-bisakrylamidu
2.3.1.1 Priprava standardnich roztoka analytii a mobilnich fazi

Byly pfipraveny standardni roztoky akrylamidu, kyseliny akrylové a N, N'-methylen-
bisakrylamidu. Pfi pfipravé standardniho roztoku AAM bylo navazeno 0,0144 g, pfevedeno do
100 ml odméré banky a doplnéno na predepsany objem destilovanou vodou. Z takto
ptipravené¢ho roztoku bylo odpipetovano 0,5 ml do 100 ml odmérné baiky, ktera byla poté
doplnéna na predepsany objem destilovanou vodou. Takto pfipraveny roztok mél koncentraci
1 x 10° M. Stejnym zpiisobem byly pfipraveny i roztoky KA (navazeno 0,0724 g a nasledné
z ného pipetovano 0,1 ml) a MBA (navazeno 0,1542 g a nasledné¢ odpipetovano 0,1 ml). Jejich

koncentrace ¢inily rovnéz 1 x 10~ mol.I"'.

Pii HPLC analyzach byly jako mobilni faze pouzity vodné roztoky acetonitrilu a
methanolu. V ptipad¢ acetonitrilu Cinil jeho obsah 0,1; 0,5; 1; 5 a 10 obj. %, u mobilni faze
tvotfené vodnym roztokem methanolu cCinila koncentrace tohoto rozpoustédla 1; 2; 5; 10; 15; a
20 obj. %. Kpfipravé standardnich roztokt i mobilnich fazi byla pouzita pfevafena
demineralizovana voda. Uprava pH byla provedena pomoci H3PO4 ziedéné vodou v poméru
1:5, pticemz se na pozadovanou hodnotu (3; 4; 5 a 6) nastavilo pH vody, ktera se teprve poté

smisila s pfislusnym mnozstvim acetonitrilu nebo methanolu.

2.3.1.2  Stanoveni reten¢nich charakteristik sledovanych latek

Retence AAM, KA a MBA v systému obracenych fazi se méfila na kapalinovém
chromatografu, jehoz sestava je uvedena v kap. 2.2, v mobilnich féazich, jejichz slozeni je
uvedeno v kap. 2.3.1.1. Zavislosti retence téchto latek na pH mobilni faze byly zjistény pro
eluenty o @ (MeOH) =5% a ¢ (ACN) =2%. Pfi v§ech chromatografickych experimentech Cinil
pritok mobilni faze 0,5 ml/min, eluat byl detekovan pii 210 nm a citlivosti 0,01 AUFS.
Vystupni signal detektoru byl pro kazdy experiment ukladan do chromatografické stanice
Clarity. Mrtvy objem kolony byl stanoven nastfikem 10 pl acetonu zfedéného vodou v poméru

1:100, mobilni fazi byl 5% MeOH o pH 3.
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2.3.2  Syntéza a analyza kopolymerniho §krobového hydrogelu
2.3.2.1 Syntéza hydrogelu

Hydrogel byl ptipraven dle upraveného postupu pievzatého z diplomové prace Ing. Jana
Hrocha [1]. Do 200 ml trojhrdlé banky bylo odméfeno 40 ml destilované vody a 2,0 g AAM.
Smeés se ponechala dvé minuty michat na magnetické michacce. Poté se za stalého michani
pridalo 3,8 ml KA a smés se zneutralizovala 5 ml 45% KOH na pH = 6-7, coz bylo ovéfeno pH
metrem. Zneutralizovana smés byla poté ohiivana na vodni 14zni na 40 + 3 °C a poté byla 20
minut ponechdna pii této teploté probublavat dusikem. Nasledné byly ptidany 4,0 g
kukufi¢éného Skrobu, pfivod dusiku se zavedl nad hladinu reakéni smési a po 15 minutach
michani byl pfidan 1 ml 1% roztoku PSA jako inicidtoru (pfipadné jeSt¢ 1 ml MBA jako
sitovaciho ¢inidla). Poté byla smés michana po dobu 30 minut za neustalého ohfevu na 40 £+ 3
°C na vodni lazni pod dusikovou atmosférou az do vzniku viskozni konzistence. Poté byla
banka zazatkovana a vloZena na 2 hodiny do susarny vyhtaté na 75 °C. Gumovity produkt byl
rozstiithan na malé kousky o velikosti cca 1-2 mm a suSen pii laboratorni teploté 1-2 dny do

konstantni hmotnosti.
2.3.2.2 Stanoveni bobtnaciho poméru hydrogelu

Pro stanoveni bobtnaciho poméru byla pouZzita metoda T-bagu. Na analytickych vahach
bylo navazeno 25 mg hydrogelu ptipraveného podle navodu uvedeného v kap. 2.3.2.1.
Hydrogel byl vlozen do sacku ptedem zvazeného v suchém i mokrém stavu. Sacek s
hydrogelem byl poté vlozen do 250 ml kadinky se 100 ml destilované vody. Hydrogel byl
ponechan bobtnat po dobu 3 hodin, kdy byla zaznamenana maximalni bobtnavost, ktera se jiz
dale nezvysovala. Sacek se vzorkem byl poté susen ve vakuové susarné pti 85 °C do konstantni
hmotnosti. Ze zjisténych hmotnosti byl vypocitan bobtnaci pomér (BP) hydrogelu dle vztahu
9:

BP =

m; — mp— mz— my [gvody]
m; — my ~ lgsusiny
Rovnice 9 - Vypocet bobtnaciho poméru

m; — hmotnost nabobtnalého hydrogelu a mokrého sacku; m» — hmotnost mokrého sacku;

m3 — hmotnost suchého sacku se susinou hydrogelu; ms — hmotnost suchého sacku (vse uvedeno
v gramech). [1]
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2.3.2.3 Stanoveni vyluhovatelného podilu hydrogelu

Byl proveden vyluh komerénich i pfipravenych hydrogeli (nezesiténého i zesiténého)
v ethanolu a methanolu. Navazka hydrogelu ¢inila 1 g na 50 ml extrakéniho ¢inidla. Smés se
ponechala jednu hodinu michat, nasledné se ziskany extrakt odfiltroval na nalevce pfes filtracni
papir a prevedl do 50 ml odmérné banky. Po vyschnuti byl hydrogel zvazen a zjistén jeho
hmotnostni ubytek (vysledky viz Tabulka 12 a Tabulka 13). U kazdého hydrogelu byla extrakce

provedena paralelné ze tii vzorkd.

2.3.2.4 Stanoveni obsahu monomeri ve vyluzich hydrogeli metodou HPLC

Methanolové extrakty ziskané vyluhovanim komer¢nich i syntetizovanych hydrogelti byly
analyzovany na kapalinovém chromatografu v mobilni fazi voda-methanol (95:5) o pH=3

(vysledky viz Tabulka 14) [42]

2.3.3 Studium vlastnosti piidy po aplikaci hydrogelu
2.3.3.1 Piiprava vzorki pady

Vzorek pidy o hmotnosti cca 5 kg byl odebran na poli v okoli obce Lazné¢ Bohdanec.
Vzorek byl nasledné zbaven organickych zbytkti a kameni a ponechan vyschnout volné na
vzduchu do konstantni hmotnosti. Poté se zemina prosela ptes sito o velikosti oka 2,0 mm a

podsitna frakce se ulozila do PE lahve. [43]

2.3.3.2 Stanoveni plné vodni kapacity pudy

Plna vodni kapacita je hydrolimitem oznacujicim maximalni vlhkost ptdy, pii které jsou
vSechny pory zaplnény vodou. Do sklenéné chromatografické kolony o priméru 20 mm a délce
40 cm opatfené na vytoku fritou a kohoutem bylo predlozeno 25 ml vody a do ni postupné
vsypano 25 g pfipravené zeminy. Po sedimentaci Castic se odpustil podil vody tak, aby jeji
hladina pravé dosahla horniho okraje vrstvy nasypané zeminy. Objem vody obsazené v porech

zeminy se urcil jako rozdil ptedlozeného a vypusténého objemu vody.
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2.3.3.3 Stanoveni maximalni kapilarni vodni kapacity pady

Maximalni kapilarni vodni kapacita piidy, nazyvana také jako retenc¢ni vodni kapacita
pudy, udava maximalni objem vody, kterou je ptida schopna zadrzet ve svych kapilarnich
porech. Ze vzorku ptipravené zeminy byl odvazen podil 25 g, ktery byl pieveden do sklenéné
chromatografické kolony obsahujici 25 ml vody. Po usazeni ptidnich castic se kohout nechal
otevieny po dobu 24 hodin a do podstavené¢ho odmérného valce se jimala volné vytékajici voda
Z rozdilu vneseného a vyteklého mnozstvi vody byla vypocitina maximalni kapilarni vodni
kapacita. Stejny postup byl zopakovan s pidou obsahujici 1% hmotnostni podil nezesiténého

hydrogelu. Experiment byl pro kazdy vzorek ptidy 3x zopakovan.

2334 Studium vlivu piitomnosti hydrogelu na rychlosti vysychani pudy

Do kédinky 150 ml o priméru 3,5 cm bylo navazeno 10 g pidy a 0,25 g hydrogelu,
smés byla promichana a ptekryta vrstvou 15 g ptidy. Obsah hydrogelu tedy odpovidal 1 hm.
%. Nasledn¢ bylo opatrné ptidano 11 ml vody, coz odpovida plné vodni kapacité pouzité pudy.
Tento postup byl zopakovan 3x pro kazdy z hydrogelt (syntetizovany, Floria [44], Agrisorb
[45]), 1 s pidou bez hydrogelu. Takto pripravené vzorky byly ponechany 480 hodin schnout a

v intervalech po 24 hodinach byl zaznamenavan tibytek jejich hmotnosti.
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3 Vysledky a diskuze

3.1 HPLC akrylamidu, kyseliny akrylové a N, N’'- methylen-bisakrylamidu

3.1.1 Zavislost retence sledovanych latek na koncentraci organické slozky

mobilni faze

Byl studovan vliv koncentrace methanolu a acetonitrilu ve vodné mobilni fazi na
hodnotu reten¢niho faktoru AAM, KA a MBA na kolon¢ s chemicky vazanou nepoléarni fazi
C18 za ucelem nalezeni optimalnich podminek pro jejich vzajemnou separaci. Vzhledem
k acidobazickym vlastnostem téchto sloucenin (KA je stiedn¢ silna kyselina, AAM a MBA ve
své molekule obsahuji bazicky atom dusiku) byly tyto zavislosti proméfeny i pfi razném pH
eluentu, nebot’ disociace ¢i protonizace funkénich skupin téchto sloucenin by mohla mit

(zejména u KA) na retenci znacny vliv.

Vysledky téchto experimentl provedenych za podminek popsanych v kap. 2.3.1.2 jsou
uvedeny v tabulkach 1 az 8 a v grafické podobé¢ jako zavislosti logaritmt retencniho faktoru na
koncentraci organické slozky mobilni faze pii urcitém pH (Obrazky 11 az 18). Je z nich ziejmé,
ze se zvySujicim se obsahem MeOH ¢i ACN v mobilni fazi retence sledovanych latek na koloné
s fazi C18 klesd, coz je v souladu s principy RP HPLC. Pro odchylky v chovani kyseliny
akrylové v mobilnich fazich s ACN pii pH 4 (viz Obrazek 16) a s MeOH pii pH 5 (viz
Obrazek 17) je nesnadné nalézt vysvétleni, vzhledem k pomérné znacnému rozptylu hodnot log
k" je jejich prolozeni ptimkou dosti nasilné. Prozatim, pokud nebudou provedeny dalsi

ovétovaci experimenty, nelze vyvozovat jednoznacné zaveéry.

V ostatnich ptipadech byl mechanismus chromatografie s obracenou fazi linearnimi
zavislostmi logaritm@ retencnich faktori na koncentraci organické slozky mobilni faze
potvrzen a odpovida teoretickému vztahu uvedenému v rovnici 2. To také umoziuje predikci
retence sledovanych analyti v rizné koncentrovanych mobilnich fazich a volbu podminek pro

dosazenti jejich ucinné separace (viz kap. 3.1.2).

Soucasné byl prokazan vyznamny vliv pH mobilni faze na retenci kyseliny akrylové

(viz kap. 3.1.2). Pro mrtvy objem kolony byla stanovena hodnota 1,34 ml.
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Tabulka 1 - Reten¢ni charakteristiky AAM, KA a MBA v mobilni fazi H-O-MeOH (pH 2)

¢ (MeOH), %
1 2 5 10 15 20

Vr Vr Vr Vr
[ml] [ml] [ml] [ml] [ml] [ml]

Latka

AAM| 4,86 | 2,63 | 4,58 | 2,42 | 3,58 | 1,38 | 3,33 | 1,49 - - - -
KA | 7,48 | 4,58 | 6,80 | 4,07 | 497 | 2,69 | 3,87 | 3,66 - - - -
MBA | - - - - |23,63|16,78|11,42| 7,45 | 7,40 | 4,50 | 5,40 | 2,96

log K log k™ - ¢ (MeOH), pH 2

1,5000
1,2000 .
0,9000 .
0,6000 | e e e KA
T
0,0000 |
¢(MeOH), [%]

Obrazek 11 - Zavislosti kapacitnich pomérat AAM, KA a MBA na ¢ (MeOH) v mobilni
tazi HO-MeOH (pH 2)
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Tabulka 2 - Reten¢ni charakteristiky AAM, KA a MBA v mobilni fazi HO-ACN (pH 2)

¢ (ACN), %
Létka = 0,1 . 0,5 2 10
R ‘ R ‘ Vr . Vr ‘ VR .
] | X g | X g |8y | Ky | K
AAM | 529 | 2.95 | 475 | 2.54 | 3.87 | 1.89 | 3.19 | 138 | - -
KA | 847 | 532 | 774 | 478 | 630 | 3.70 | 495 | 2.69 | - ]
MBA | - ] ] ~ 357 | 1232 ] 8,69 | 549 | 5.17 | 2.86
log k" - @ (ACN), pH 2
log k’
1.2000
...
09000 e
L
0’6000 .................... .AAM
". .......... Pu KA
LA
0.3000 g * MBA
.............. .
0,0000
o 1 2 3 4 5 6 9 10

9O(ACN), [%]

Obrazek 12 - Zavislosti kapacitnich pomérit AAM, KA a MBA na ¢ (MeOH) v mobilni

fazi HoO-ACN (pH 2)
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Tabulka 3 - Reten¢ni charakteristiky AAM, KA a MBA v mobilni fazi HO-MeOH (pH 3)

¢ (MeOH), %
Latka 1 2 5 10 15 20
VR ‘ VR ‘ VR . VR . VR . VR ‘
i | 5 g | K g X Ty | K g Ky | K
AAM | 4,58 | 2.63 | 438 | 2,42 | 4,03 | 2,01 | 3,33 | 1,49 | - - - -
KA | 7,51 | 4,58 | 6,80 | 4,07 | 4,49 | 3,92 | 3,89 | 3,66 | - - - -
MBA| - i i - |23.83)16,78 11,32 7.45 | 7.37 | 4,50 | 5,34 | 2,99
log k" - ¢ (MeOH), pH 3
log k”
1,5000
1,2000 . .
0,9000 .
............... o AAM
0,6000 O KA
o e MBA
03000 e
........... .
0,0000

¢(MeOH), [%0]

Obrazek 13 - Zavislosti kapacitnich pomérit AAM, KA a MBA na ¢ (MeOH) v mobilni
fazi H,O-MeOH (pH 3)
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Tabulka 4 - Reten¢ni charakteristiky AAM, KA a MBA v mobilni fazi H;O-ACN (pH 3)

¢ (ACN), %
Latka 0,1 0,5 2 10
Vr ‘ Vr ‘ Vr ‘ Vr ‘ Vr .
) | X Ly | K | K |y | Ky | K
AAM | 5,14 | 284 | 477 | 2,56 | 391 | 1,92 | 3,57 | 1,66 | - _
KA | 681 | 408 | 6,70 | 4,00 | 6,52 | 3,87 | 572 | 327 | - -
MBA | - ] _ - | 18,64 | 12,91 | 9,83 | 6,34 | 489 | 2,65
) logk” - ¢ (ACN), pH 3
log k
1,2000
’ .....
09000 e
LR
0,6000 ® @ m T ° AAM
S T ° KA
0’3000 ....; .................... * MBA
.......... .
0,0000
o 1 2 3 4 5 6 8 9 10

9O(ACN), [%]

Obrazek 14 - Zavislosti kapacitnich poméra AAM, KA a MBA na ¢ (ACN) v mobilni fazi
H>O-ACN (pH 3)
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Tabulka 5 - Reten¢ni charakteristiky AAM, KA a MBA v mobilni fazi H-O-MeOH (pH 4)

¢ (MeOH), %

Latka 1 2 5 10 15 20

Vr Vr Vr Vr
[ml] [ml] [ml] [ml] [ml] [ml]

AAM| 4,76 | 2,55 | 4,47 | 2,34 | 4,03 | 2,16 | 3,31 | 1,47 - - - -

KA | 5,47 | 3,08 | 5,23 | 2,90 | 4,24 | 2,01 | 4,04 | 2,01 - - - -

MBA | - - - - 119,68(13,69|11,26| 7,40 | 7,29 | 4,44 | 5,37 | 3,01

log k- ¢ (MeOH), pH 4

log k’
1,2000
L
09000 .
0,6000 Lt ° AAM
Clel T ) KA
0,3000 R g e MBA
............ ®
0,0000

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
¢(MeOH), [o]

Obrazek 15 - Zavislosti kapacitnich pomérit AAM, KA a MBA na ¢ (MeOH) v mobilni fazi
H>O-MeOH (pH 4)
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Tabulka 6 - Retencni charakteristiky AAM, KA a MBA v mobilni fazi HO-ACN (pH 4)

¢ (ACN), %

Latka 0,1 0,5 2 10
Vr ‘ Vr ‘ Vr ‘ Vr ‘ Vr ‘
) | 5l g | K Sy | Xy | K | | K

AAM | 508 | 2,79 | 4,58 | 2,42 | 398 | 1,97 | 3,00 | 1,31 - -

KA | 6,75 | 4,04 | 528 | 2,94 | 620 | 3,63 | 7,13 | 4,32 - -

MBA | - ] - - | 16,60 | 11,39 | 829 | 5,19 | 4,67 | 2.49

log k’- ¢ (ACN), pH 4

log k’

1,2000

.
09000 e
.

0,6000 © @ e * AAM
we e KA
e Ty

03000 . e MBA

............. )

0,0000

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

O(ACN), [%]

Obrazek 16 - Zavislosti kapacitnich poméra AAM, KA a MBA na ¢ (ACN) v mobilni fazi
H>O-ACN (pH 4)
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Tabulka 7 - Reten¢ni charakteristiky AAM, KA a MBA v mobilni fazi HO-MeOH (pH 5)

¢ (MeOH), %

Latka 1 2 5 10 15 20

Vr Vr Vr Vr
[ml] [ml] [ml] [ml] [ml] [ml]

AAM| 4,84 | 2,55 | 8,86 | 2,31 | 3,86 | 1,86 | 3,25 | 1,43 - - - -

KA | 2,03 |0,51|229 0,71 | 2,75 | 1,05 | 2,76 | 1,06 - - - -

MBA | - - - - [19,77113,75|10,44 | 6,79 | 6,93 | 4,17 | 5,14 | 2,83

log k- ¢ (MeOH), pH 5
log k’

1,5000
1,2000

0,9000 A
06000 T o
03000  ST®eg T
0,0000 e
-0,3000

-0,6000
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

¢(MeOH), [%]

Obrazek 17 - Zavislosti kapacitnich pomérit AAM, KA a MBA na ¢ (MeOH) v mobilni fazi
H>0O-MeOH (pH 5)
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Tabulka 8 - Retencni charakteristiky AAM, KA a MBA v mobilni fazi H;O-ACN (pH 5)

¢ (ACN), %
Latka 0,1 0,5 2 10
Vr ‘ Vr ‘ Vr ‘ Vr ‘ Vr ‘
] | 5 Ty | 8 Ly | % g | Ky | K
AAM | 503 | 2,75 | 4,58 | 2,42 | 3,79 | 1,83 | 2,81 | 1,10 - -
KA | 2,84 | 0,06 | 2,75 | 0,05 | 1,43 | 0,05 | 1,42 | 0,03 - -
MBA | - - - - 117,18 | 11,82 | 8,56 | 5,40 | 481 | 2,59
log k- ¢ (ACN), pH 5
log k’
1,5000
1’0000 O
........ O
0,5000 &.o. . e — »
0,0000 e .
o AAM
-0,5000 KA
-1,0000 e MBA
-1,5000
-2,0000
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

O(ACN), [%]

Obrazek 18 - Zavislosti kapacitnich poméra AAM, KA a MBA na ¢ (ACN) v mobilni fazi
H>O-ACN (pH 5)
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3.1.2 Vliv pH mobilni faze na retenci sledovanych latek

Jak jiz bylo zminéno v zavéru kap. 3.1.1, u kyseliny akrylové byla prokézana zavislost
jeji retence, tj. hodnot retencnich faktort, na pH eluentu, coz je dano jeji schopnosti disociace
ve vodnych roztocich. Jak je vidét z ¢iselnych hodnot retencnich faktorti (Tabulka 9 a Tabulka
10) a z grafickych zavislosti log k" — pH (Obrazek 19 a Obrazek 20), dochazi pii pH mobilni
faze vyS$im nez 4 k prudkému poklesu retence KA na nepolarnim sorbentu bez ohledu na
organickou slozku eluentu, pfi pH 5 se na kolon¢ jiz prakticky nezadrzuje a vychazi z ni

s mrtvym objemem.

Toto chovani KA odpovida jeji disociacni konstanté, kterd méa hodnotu pKa = 4,25. Pro
separaci KA od AAM je proto nutné volit eluent dostate¢né kysely, aby v ném byla disociace
kyseliny akrylové potlacena a KA byla na koloné zadrzovana, coz je pro jeji identifikaci a

kvantitativni stanoveni nezbytné.

V mobilni fazi voda-methanol (95:5) se retence AAM a MBA v rozmezi pH = 24
prakticky neméni, pii pH 5 dochézi u obou latek k jejimu malému zvySeni (Obrazek 17) Ve 2%
vodném ACN je rovnéz retence téchto sloucenin v rozmezi pH = 2- 4 téméf konstantni, pii pH

5 se vSak AAM téméf nezadrzuje (Obrazek 18).
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Tabulka 9 - Zavislost kapacitnich poméri na pH mobilni faze MeOH

¢ (MeOH), 5%

Latka 2 3 4 5
VR [ml] k Vr [ml]] k Vr [ml]] k Vr [ml]] k
AAM 3,58 1,49 4,03 1,49 4,03 1,47 3,86 1,86
KA 4,97 3,66 4,49 3,66 4,24 2,01 2,75 1,05
MBA | 23,63 7,45 23,83 7,45 19,68 7,40 19,77 | 13,75
log k’- pH MeOH 5%
log k’
1,200
.'.
1,000 e
P L RACALLALR LT T TITPEPPPPPUI @t cciiiiiiiieitincncscecnnansseses PRSI
0,800
0,600 * AAM
0,400 KA
’ e MBA
...... °
0,200 oo o e
0,000
2 3 4 5
pH

Obrazek 19 - Zavislost kapacitnich pomérit AAM, KA a MBA na pH mobilni faze pro ¢

MeOH = 5%
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Tabulka 10 - Zavislost kapacitnich pomérti na pH mobilni fadze ACN

¢ (ACN), 2%
Latka 3 4
VR [ml] k VR [ml] k VR [ml] k VR [ml] k
AAM 3,87 1,38 3,91 1,66 3,98 1,31 3,79 1,10
KA 6,30 2,69 6,52 3,27 6,20 4,32 1,43 1,05
MBA 35,7 5,49 18,64 6,34 16,60 5,19 17,18 5,40
log k- pH ACN 2%
log k’
1,000
0,800 . eemmeensesesnensseens i,
e T e L 2T A ®
0,600
°® AAM
0,400 KA
e MBA
0,200 ................................ O
o e ®..........
....................... Y
0,000
2 3 4 5
pH

Obrazek 20 - Zavislost kapacitnich pomérit AAM, KA a MBA na pH mobilni faze pro ¢ ACN

=2%
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3.1.3 Volba optimalniho sloZeni mobilni fize pro soucasné stanoveni

sledovanych latek

Na zaklad¢ zavért kap. 3.1.1 a 3.1.2 1ze jako optimalni chromatografické podminky pro
separaci a kvantitativni stanoveni AAM, KA a MBA v pouzitém systému s obracenou fazi
navrhnout mobilni fazi voda-MeOH o koncentraci alkoholu ¢(MeOH) = 5%, pfipadn¢ smés
voda-ACN o koncentraci organické slozky ¢(ACN) = 2%. pH eluentu musi byt nizsi nezli pH
4, aby byla potlacena disociace kyseliny akrylové a tato latka se na koloné zadrzovala.
S ohledem na stabilitu chemicky vazané oktadecylové stacionarni faze v rozmezi pH 2-5 se

jako nejvhodnéjsi nabizi pH 3.

Za téchto podminek izokratické eluce dochazi k dokonalé separaci vsech tii
studovanych latek v co mozna nejkrat§im Case (nezbytném pro oddéleni AAM od KA), piky
nezasahuji do mrtvého objemu, ani se neptekryvaji. Oddéleni AAM od KA trva v methanolové
1 acetonitrilové mobilni fazi pfi pratokové rychlosti eluentu 0,5 ml/min cca 8 minut, MBA se
v 5% MeOH kvantitativné eluuje v ¢ase 26 minut, v 2% ACN za 21 minut. Pro zkraceni doby
eluce MBA pfi soucasném zachovani dokonalé separace AAM a KA by bylo nutné pouzit

gradientovou eluci.
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Na nésledujicich obrazcich jsou zobrazeny chromatogramy AAM, KA a MBA v 5% MeOH
(Obrazek 21) av 2% ACN (Obrazek 22) vytvotené slozenim dil¢ich chromatografickych kiivek

jednotlivych slozek. Osa x = €as [min]; y = intenzita signalu [mV].

Obrazek 21 - Stanoveni AAM (4,03 min), KA (6,59 min) a MBA (23,83min) v 5% MeOH

Obrazek 22 - Stanoveni AAM (1,96 min), KA (3,26 min) a MBA (18,64 min) v 2% ACN
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3.2 Vlastnosti pripraveného kopolymerniho §krobového hydrogelu
3.2.1 Bobtnaci pomér hydrogelu

Dle postupu a vypocétu popsaného v kapitole 2.3.2.2 byla stanovena hodnota bobtnaciho
poméru syntetizovaného hydrogelu. Nezesitény hydrogel vykazoval hodnotu BP 498 g vody /
g suSiny s relativni smérodatnou odchylkou 6,33 %. Zesitény hydrogel poté hodnotu BP
187 g vody / g suSiny s relativni smérodatnou odchylkou 5,27 %. Tyto hodnoty odpovidaji

hodnotam z diplomové prace Ing. Jana Hrocha a potvrzuji jeho vysledky.

3.2.2 Vyluhovatelnost hydrogelu

Komercni i syntetizované hydrogely byly podrobeny vyluhovani v ethanolu a
methanolu, rozpoustédlech, ve kterych se monomerni latky (AAM, KA a MBA) velmi dobie
rozpousti, na rozdil od Skrobu, event. samotného hydrogelu. Vyextrahované vzorky
ptipravenych skrobovych hydrogeli byly vysuseny a z hmotnostniho ubytku bylo usuzovano
na obsah nezreagovanych slozek (AAM a KA, piipadné¢ i MBA, pokud byl k syntéze pouzit).

U kazdého hydrogelu byly provedeny tii vyluhy. Extrakty komer¢nich i pfipravenych
hydrogeli pak byly analyzovany metodou HPLC na pfitomnost jednotlivych monomert.
Vysledky stanoveni hmotnostnich bytkli komercnich hydrogelti obsahuje tabulka 11, ubytky
syntetizovanych hydrogelt obsahuji tabulka 12 (nezesitény) a tabulka 13 (zesitény).

V ptipadé komer¢nich hydrogelt byl hmotnostni ubytek vypocitan z obsahit AAM a KA
v methanolovém extraktu zjisténych metodou HPLC, nikoliv z tibytku hmotnosti hydrogeld

pred a po extrakci.

Tabulka 11 - Stanoveni obsahu monomert ve vyluzich komer¢nich hydrogelti

Hydrogel AAM KA ubytek hydrogelu
[mg/50 ml vyluhu] | [mg/50 ml vyluhu] [%]
Stockosorb — Micro - 2,907 0,291
Stockosorb — Medium 0,765 12,606 1,337
Floria - - 0
Agrisorb - - 0

56



Jak je z hodnot uvedenych v Tabulce 11 patrné. AAM byl nalezen pouze v jednom komerénim
vyrobku Stoskosorb — Medium, z néhoZz se methanolem vyluhovalo i ur¢ité mnozstvi kyseliny
akrylové. Ta byla nalezena i v extraktu Stockosorbu — Micro. V hydrogelech Floria a Agrisorb
nebyly AAM ani KA nalezeny. Takto stanovené hmotnostni ubytky téchto produktt byly velmi
nizké, 0,3 resp. 1,3 %. U syntetizovanych hydrogeli ¢inil ubytek jejich hmotnosti po extrakei
methanolem i ethanolem pfiblizn¢ 3 % (viz Tabulka 12 a Tabulka 13), pficemZ vychozi

hydrogel obsahoval také 19 % vzdusné vlhkosti..

Tabulka 12 - Ubytek nezesiténého hydrogelu po vyluhu (PSA)

Extrahovadlo Ethanol Methanol
Experiment €. 1. 2. 3. 4. 5. 6.
Navazka [g] 0,990 0,990 1,005 0,991 0,992 0,990
Vyvazka [g] 0,957 0,943 0,972 0,958 0,947 0,927
Ztrata [%] 3,3 4,7 33 33 4,5 3,3
Tabulka 13 - Ubytek zesiténé¢ho hydrogelu po vyluhu (PSA + MBA)
Extrahovadlo Ethanol Methanol
Experiment €. 1. 2. 3. 4. 5. 6.
Navazka [g] 0,990 0,992 0,997 1,004 0,990 0,992
Vyvazka [g] 0,963 0,957 0,964 0,959 0,945 0,955
Ztrata [%] 2,7 3,5 3,3 4,5 4,5 3,7
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3.2.3 Obsah zbytkovych monomeri ve vyluhu hydrogelu

Komentar k obsahu AAM a KA v komer¢nich syntetickych hydrogelech byl uveden
v kap. 3.2.2 se zavérem, Ze testované vyrobky neobsahuji zddné monomerni zbytky AAM a
KA, nebo jen ve velmi nizkych hodnotéch, které jsou povolené a vyhovuji pfislusSnym normam.
Syntetizovany nezesitény hydrogel byl podroben vyluhu v ethanolu a methanolu. U kazdého
hydrogelu byly provedeny tfi vzorky vyluhti. Nejvétsi podil ztrat byl zaznamenan ve vyluhu
¢.1, kdy ztrata dosahla 3,56 % z celkové navazky hydrogelu. Nasledné dalsi vyluhy mély na
celkovou ztratu jiz mensi vliv. Celkova hodnota ztrat byla 54,22 mg kyseliny akrylové a 20,96

mg akrylamidu na 50 ml vyluhu.

Tabulka 14 - Stanoveni obsahu monomer ve vyluzich nezesiténého syntetického hydrogelu

Hydrogel AAM , KA ,
[mg/50 ml vyluhu] [mg/50 ml vyluhu]
1. vyluh 9,91 25,64
2. vyluh 3,64 9,42
3. vyluh 2,35 6,08
4. vyluh 2,07 5,35
5. vyluh 1,68 4,34
6. vyluh 1,31 3,38
> 20,96 54,22
2 monomeri 75,18

Nejveétsi podil ztrat byl zaznamenan v prvnim vyluhu, jak dokazuje tabulka vyse i pfilozeny

graf. Detek¢ni limit deklarovany vyrobcem je 1 x 10~ AU — absorpénich jednotek (V) [46].
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Obrazek 23 - Ubytek syntetizovaného hydrogelu v pribéhu série vyluhi

Po provedeni série vyluhti, byla kone¢na zména hmotnosti 0,1 g z navazky 1 g, pficemz
bylo prokazano, ze 54,22 % téchto ztrat, tvofila kyselina akrylova a 20,96 % bylo tvofeno
akrylamidem. Zbyvajici ztraty tvoii vlhkost, kterou hydrogel obsahoval, a ktera se z n¢j diky

extrakci odstranila.

3.3 Studium vlastnosti piidy po aplikaci hydrogelu

3.3.1 PIna vodni kapacita pady

Dle postupu uvedeného v kapitole 2.3.3.2 byla z rozdilu celkového mnozstvi vody
vnesené do kolony (25 ml) a objemu vody, po jehoZ vypusténi doséhla hladina vody praveé horni
uroven sloupce pidy v kolon¢ byla (14,2 ml) vypocitana plna vodni kapacita, ktera Cinila
10,8 g vody na 100 g pudy, tj. 30,17 + 0,64 %. Tato hodnota je aritmeticky primér ze tii

stanoveni.
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3.3.2 Maximalni kapilarni vodni kapacita

Dle postupu uvedeného v kapitole 2.3.3.3 byla rozdilu celkového mnozstvi vody
vnesené do kolony (25 ml) a objemu vody, ktery z kolony s piidou vytekl béhem 24 hodin (16,4
ml), vypocitana maximalni kapilarni vodni kapacita ptidy, ktera ¢inila 8,4 g vody na 100 g pudy,
tj. 25,15 £ 1,26 %. Stejny postup byl proveden i pro ptidu obsahujici 1% hmot. nezesiténého
hydrogelu. V tomto pfipadé¢ dosahovala maximalni kapilarni vodni kapacita piidy hodnoty

87,35 £ 4,39 %. Uvedené hodnoty jsou aritmetickymi praméry ze tii stanoveni.
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3.3.3 Rychlost vysychani

Samotna ptida a pida s tfemi riznymi typy hydrogelii byly ponechany volné schnout pfi
pramérné teploté mistnosti 18 °C po dobu 168 hodin (ukonceno po dosazeni nulové hodnoty,
resp. dosazeni hodnoty odpovidajici obsahu vzdusné vlhkosti v pid¢). Vysledkem bylo, ze
puda, kterd neobsahovala hydrogel, byla sucha za 108 hodin tedy 4 a pil dne. Oproti tomu
smési obsahujici hydrogely, vykazovaly v priméru o 60 hodin delsi dobu zadrzeni vody. Tato
hodnota je vice nez uspokojiva, vzhledem k nizkému procentu pouziti hydrogelu, a i malému

mnozstvi pudy pouzitému k experimentu. Prib¢h vysychani je uveden v nasledujicim grafu.

12,00
11,00
10,00
9,00
8,00 Plida
7,00 .
6,00 Skrobovy

500 hydrogel

4,00 Agrisorb

Obsah vody [g]

3,00
2,00 Floria
1,00
0,00
0 24 48 72 96 120 144 168 192 t [hod]

Obrazek 24 - Rychlost vysychani pidy v zavislosti na ptitomnosti hydrogelu
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4 Zavér

Cilem této diplomové prace bylo navrhnout metodiku HPLC stanoveni akrylamidu,
kyseliny akrylové a N, N’- methylen-bisakrylamidu pouzitych k syntéze kopolymerniho
Skrobového hydrogelu, ptipravit tento hydrogel dle postupu navrzené¢ho v diplomové praci
J. Hrocha a zbytkové monomery v ném stanovit. Dal§im ukolem aplikacni povahy bylo u
pripravenych hydrogelt posoudit jejich vliv na retencni vodni kapacitu ptidy a rychlost jejiho

vysychani.

Teoreticka ¢ast diplomové prace byla zaméfena na rozdéleni, obecny popis a vyuziti
hydrogeld. Dale byla dikladné popsana metoda kapalinové chromatografie a v neposledni fadé

i zakladni charakteristiky vlastnosti pidy.

Byl studovan vliv koncentrace methanolu a acetonitrilu ve vodné mobilni fazi na
hodnotu reten¢niho faktoru AAM, KA a MBA na kolon¢ s chemicky vazanou nepoléarni fazi
C18 za tcelem nalezeni optimalnich podminek pro jejich vzéjemnou separaci. Z vysledku je
ziejmé, ze se zvysujicim se obsahem MeOH ¢i ACN v mobilni fazi retence sledovanych latek
na koloné s fazi C18 klesa, coz je v souladu s principy RP HPLC. Pro odchylky v chovani
kyseliny akrylové v mobilnich fazich s ACN pii pH 4 a s MeOH pfi pH 5 je nesnadné nalézt
vysvétleni, vzhledem k pomérné znaénému rozptylu hodnot log k” je jejich prolozeni ptimkou
dosti nasilné. Prozatim, pokud nebudou provedeny dalSi ovéfovaci experimenty, nelze

vyvozovat jednozna¢né zavery.

V ostatnich pfipadech byl mechanismus chromatografie s obracenou fazi linearnimi
zavislostmi logaritmti retencnich faktori na koncentraci organické slozky mobilni faze
potvrzen a odpovida predpokladu. To také umoziuje predikci retence sledovanych analyth
v ruzn¢ koncentrovanych mobilnich fazich a volbu podminek pro dosazeni jejich u€inné

S€parace.

Pii studiu vlivu pH na retencni charakteristiky byla u kyseliny akrylové prokazana
zavislost hodnot retencnich faktord, na pH eluentu, coz je dano jeji schopnosti disociace ve
vodnych roztocich. V mobilni fazi voda-methanol (95:5) se retence AAM a MBA v rozmezi
pH = 2—4 prakticky neméni, pti pH 5 dochazi u obou latek k jejimu malému zvySeni. Ve 2%
vodném ACN je rovnéz retence téchto sloucenin v rozmezi pH = 2-4 témét konstantni, pii pH 5

se vSak AAM témér nezadrzuje.
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Na zaklad¢é vysledkl lze jako optimalni chromatografické podminky pro separaci a
kvantitativni stanoveni AAM, KA a MBA v pouZitém systému s obracenou fazi navrhnout
mobilni f4zi voda-MeOH o koncentraci alkoholu ¢(MeOH) = 5%, pfipadné smés voda-ACN o
koncentraci organické slozky ¢(ACN) = 2%. pH eluentu musi byt nizsi nezli pH 4, aby byla
potlacena disociace kyseliny akrylové a tato latka se na koloné zadrzovala. S ohledem na
stabilitu chemicky vazané oktadecylové stacionarni faze v rozmezi pH 2-5 se jako nejvhodné;jsi

nabizi pH 3.

Za téchto podminek izokratické eluce dochazi k dokonalé separaci vsech tii
studovanych latek v co mozna nejkrat§im Case (nezbytném pro oddéleni AAM od KA), piky
nezasahuji do mrtvého objemu, ani se neptekryvaji. Oddéleni AAM od KA trva v methanolové
1 acetonitrilové mobilni fazi idealni ¢as, aby byly naplnény podminky spravné separace. Pro
zkraceni doby eluce MBA pfi souasném zachovani dokonalé separace AAM a KA by bylo

nutné pouzit gradientovou eluci.

U ptipravené¢ho syntetického hydrogelu byla stanovena hodnota bobtnaciho poméru.
Nezesitény hydrogel vykazoval hodnotu BP 498 g vody / g suSiny s relativni smérodatnou
odchylkou 6,33 %. Zesitény hydrogel poté hodnotu BP 187 g vody / g suSiny s relativni
smérodatnou odchylkou 5,27 %. Tyto hodnoty potvrzuji vysledky dosazené v diplomové praci
Ing. Hrocha.

Pfi studiu vyluhovatelnosti monomerQ v hydrogelech byl AAM nalezen pouze v jednom
komerénim vyrobku Stoskosorb — Medium, znéhoz se methanolem vyluhovalo i urc€ité
mnozstvi kyseliny akrylové. Ta byla nalezena i v extraktu Stockosorbu — Micro. V hydrogelech
Floria a Agrisorb nebyly AAM ani KA nalezeny. Takto stanovené hmotnostni ubytky téchto
produktt byly velmi nizké, 0,3 resp. 1.3%. U syntetizovanych hydrogeld ¢inil ubytek jejich
hmotnosti po extrakci methanolem i ethanolem pfiblizné 3 %, coz poukazuje na vysokou

strukturni stabilitu ptipravenych hydrogeli.

Provedenim chromatografické analyzy u vyluhu nezesit¢ného hydrogelu bylo
prokazano, ze nejvetsi podil ztrat byl zaznamenéan ve vyluhu €.1, kdy ztrata dosahla 3,56 %
z celkové navazky hydrogelu. Nasledné dalsi vyluhy mély na celkovou ztratu jiz mensi vliv.
Celkova hodnota ztrat byla 54,22 mg kyseliny akrylové a 20,96 mg akrylamidu na 50 ml
vyluhu. Tyto hodnoty je tedy mozno snizovat extrakci pomoci alkoholid s nejvyssim G¢inkem u

prvniho vyluhu.
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Pii studiu pudnich vlastnosti byla stanovena plnda vodni kapacita, ktera Ccinila
10,8 g vody na 100 g pudy, tj. 30,17 + 0,64 %. Druhym parametrem byla maximalni kapilarni
vodni kapacita pidy, ktera ¢inila 8,4 g vody na 100 g pady, tj. 25,15 £ 1,26 %.

Nasledné byla stanovena i maximalni kapilarni vodni kapacita pro ptdu, ke které¢ bylo
pfidano 1 hmot. % nezesiténého hydrogelu. V tomto ptipad¢é dosahovala maximalni kapilarni
vodni kapacita piidy hodnoty 87,35 £ 4,39 %. Uvedené hodnoty jsou aritmetickymi primeéry ze
tii stanoveni. V tomto ptipad¢ se jednalo zna¢ny nariist vodni kapacity piidy a potvrzeni hlavni
vyhody hydrogelu, schopného pojmout velké mnozstvi vody nasledné potvrzeného i

prodlouZenou dobou vysychani v fadech né€kolika dnti.
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